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RESUMO

Os receptores de adenosina sao considerados como alvos potenciais para o
desenvolvimento de farmacos contra diferentes patologias por estarem envolvidos
em diversas vias fisiolégicas. Devido ao papel dos receptores de adenosina do
subtipo 2B (RA2B) no processo de falcizagdo de hemacias, antagonistas capazes de
bloquearRA2B podem ser compostos protétipos para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para o tratamento de pacientes com anemia
falciforme.Diante desse cenario, o objetivo desse trabalho foi identificar agentes
antifalcizantes capazes de antagonizar a atividade do RA2B. Para alcancar esse
objetivo foi construido um modelo farmacoférico (modelo 04 - 3 caracteristicas
aceptor e 1 doador de ligacédo de hidrogénio e 3 centros hidrofébicos) que é capaz
de diferenciar ligantes verdadeiros de falso-positivos (area sob a curva ROC= 0,94)e
classificar antagonistas de RA2B,néo utilizados na calibracdo do modelo, quanto as
suas atividades biologicas(pKi= 7,5-9,3 (alta poténcia), 5,5-7,4 (poténcia
intermediaria) e 5,4-4,0 (baixa poténcia)). Esse modelofarmacoférico permitiu a
selecdo de 33 compostos lead like do banco de dados ZINC database para
avaliacao biolégica, dos quais 12 apresentaram atividade antifalcizante.Testes in
vitro com um agonista (NECA) e um antagonista de RA2B (MRS1754), sugerem que
a atividade antifalcizante estarelacionada a modulacado de RA2B.Os
compostosZ1139491704(pEC50= 7,77+0,17),2168278894 (pEC50= 7,6410,09) e
/847449186 (pEC50= 7,66+0,21)possuematividade antifalcizante superior ao
MRS1754 (pEC50=7,6310,12)e ndo apresentam atividade citotoxica em
concentragdes micromolares.Dessa forma, pode-se concluir que a estratégia in silico
utilizada logrou sucesso em identificar compostos com provavel agao antagonistas
de RA2B quepodem ser considerados como protétipos para o desenvolvimento de
farmacos uteis no tratamento de pacientes com anemia falciforme.

Palavras-chaves: Anemia falciforme; RA2B; Modelo Farmacoférico; 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
21139491704 (pEC50= 7,77+0,17), 2168278894 (pEC50= 7,64+0,09) e Z847449186
(PEC50= 7,66%0,21) have anti-sickling activity Higher than MRS1754 (pEC50=
7,6310,12) 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. INTRODUCAO

Anemia falciforme(AF) é causada por uma mutacado,no gene que codifica a cadeia
beta da hemoglobina(CURY et al., 2010), queresulta na substituicio de um acido
glutdmico por uma valina na posicao 6 da cadeia, gerando a hemoglobina S (HbS).
Essa substituicdo tem consequéncias estruturais na hemoglobina, bem como na sua
funcdo biolégica:Durante eventos de hipdxia, mudangas conformacionais levam a
cadeia lateral hidrofébica da valina a interagir com bolsées, hidrofébicos formados
pelos residuos leucina (Leu88) e fenilalanina (Phe85) da hemoglobina adjacente,
desencadeando o processo de agregacado que culmina da formacédo de polimero
insolaveis (CHIKEZIE; CHIKEZIE; AMARAGBULEM, 2011), os quaisprecipitam na
membrana plasmaticapromovendo distor¢cao no formato das hemacias e diminui¢ao
de sua deformabilidade(BRASIL, 2007; WALLACE; LINDEN, 2010).Devido a sua
morfologia alterada, os eritrécitos falciformes podem obstruir arteriolas e pequenos
vasos, causando eventos isquémicos. De fato, criancas com AF tém 300 vezes mais
probabilidade de sofrerem AVC que criancas da mesma idade (VERDUZCO;
NATHAN, 2009), razédo pela qual AVC é a causa de morte mais frequente entre
criancas com AF(CHATURVEDI; DEBAUN, 2016). Adicionalmente, portadores deAF
podem apresentar sindrome toracica aguda, febre, acidente vascular cerebral,
priapismo e ulcera 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 responsavel por 28.600 mortes por ano em todo o
mundo (MALINOWSKI et al., 2015), sendo queo maior nimero de pessoas afetadas
estd na Africa subsaariana,onde 0,74% dosrecém nascidos tem AF e
aproximadamente 90% delas vem a ébito antes dos 5 anos(PULE et al., 2016). No
Brasil, estima-se que existam mais de 2 milhées de portadores do gene da HbS.
Desses, mais de 8.000 apresentam a forma grave de AF e 700-1.000 novos casos
sao diagnosticados anualmente(BRASIL, 2007; SILVA et al., 2006). A Bahia, em
decorréncia de sua historia de povoamento, é o estado com maior prevaléncia de AF
no pais (SILVA et al., 2006) e como consequéncia disso 1 a cada 650 criancas
nascidas nesse estado tem AF(SIMOES et al., 2010).
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Apesar da sua prevaléncia e da morbimortalidade, muitos dos tratamentos
disponiveis 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 farmaco que age nessa linha pode-se citar: hidroxiuréia
(inibidor de ribonucleotideo redutase), butirato de sddio (inibidor de histona
deacetilase), decitabina (agente que promove a hipometilacio do DNA) e
pomalidomida (analogo 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 numero de crises vaso oclusivas,
hospitalizagdes, tempo de internacéo e a necessidade de transfusdo de sangue bem
como o risco de AVC (CANCADO, 2007). Apesar dos beneficios da hidroxiuréia
cerca de 30% dos pacientes tratados com este farmaco nao obtém resposta clinica
satisfatoria (STEINBERG et al., 2003). Além disso, a hidroxiuréia ndo esta isenta de
eventos adversos, tais como neutropenia e infertilidade, que podem ocorrer quando
doses elevadas sao utilizadas (DEBAUN, 2014; MULAKU et al, 2013).
Considerando que a associacao de farmacos pode ter um efeito sinérgico é possivel
diminuir as doses necessarias de hidroxiuréia associando-o a outro
farmaco(TALLARIDA, 2011). Um exemplo de sucesso dessa estratéegia € a
combinacao de hidroxiuréia com butirato (PERRINE; CUI, 2016).

A transfusdo sanguinea também é usada como tratamento preventivo de
complicagdes da anemia falciforme, especialmente em pacientes com sindrome
toracica progressiva. Mas essa estratégia terapéutica envolve complicacoes
préprias, tais como aloimunizacdo e sobrecarga de ferro (VERDUZCO; NATHAN,
2009).

Por fim, deve-se destacar que a terapia genética € uma estratégia promissora que
corrigiria os defeitos na células tronco hematopoiéticas, mas a implementacao dessa
técnica é limitada por problemas de instabilidade vetorial (HOBAN; ORKIN; BAUER,
2016). Diante desse cenario,a descoberta de novos farmacos 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

- |dentificar compostos protoétipos para o desenvolvimento de farmacos com acao
antifalcizante

1.1.2 Objetivos Especificos

- Construir modelos farmacoféricos para antagonistas de RA2B;

- Empregar modelos farmacoféricos paraselecdo de compostos com potencial

acaoantifalcizante;

- Avaliar in vitroos compostos selecionados na triagem farmacoférica;

- 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 TEORICO

2.1 HEMACIA E SEU CONTEUDO DE HEMOGLOBINA

As hemacias, também denominadas eritrécitos ou glébulos vermelhos, séo
estruturas anucleadas, flexiveis e com formato bicéncavo,produzidas na medula
0ssea, elas sdo constituidas por moléculas de hemoglobina (Hb), cuja principal
funcéo é transportar oxigénio e gas carbénico aos tecidos (DIEZ-SILVA et al., 2010;
DOS SANTOS; CHIN, 2012).A Hb é uma proteina hidrossoluvel constituida 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 hemacia &
formada principalmente de HbA+, que é composta por duas cadeias alfa (a.) e duas
betas (B2), enquantoos bebés, ao nascer, tém principalmente HbF, constituida por
duas cadeias alfa (a2) e duas gamas (y2) (CANTU; PHILIPSEN, 2014; SANKARAN;
ORKIN, 2013; THOMAS; LUMB, 2012; WILBER; NIENHUIS; PERSONS, 2011).
Entretanto, a concentracdo de HbF cai para <3-5% quando o bebé chega a idade de
3-5 meses e permanece em <2%,na maioria dos adultos, ap6s 6 meses.’

Mutacdes no gene que codifica a cadeia beta da hemoglobina resultam em um
grupo de doengas denominadas hemoglobinopatias. Entre as formas anormais de
Hb podemos citar: HbC, D, E, S e associacdes entre Hb S, C ou D, as quais geram
respectivamente, HbSC e HbSD (FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010; JESUS, 2010).
Embora essas duas ultimas formas estejam associadas a doenca falciforme, HbS é
a hemoglobinopatia que mais causa danos a seus portadores (KOHNE, 2011), pois
essa hemoglobina anormal,na presenca de baixas concentracées de oxigénio, tende
a polimerizar, provocando modificacbes morfoldégicas no eritrocito (forma de
foice)(MPIANA et al., 2014). Embora o aumento nos niveis de oxigénio possa
reverter esse processo, os danos e alteragcdes quimicas na membrana, decorrentes

de episddios repetidos de hipdxia, podem resultar em alteragdes irreversiveis da

'Concentracoes elevadas de HbF estéo inversamente relacionadas com AF pois as
cadeias y2 nao favorecem a formagcdo de polimeros (ALLI; OKOH, 2016). Essa
observacao explica porque recém nascidos ndo manifestam os sintomas de AF nos
cinco ou seis primeiros meses de vida (THOMAS; LUMB, 2012).
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hemacia (FISSEHA; KATIYAR, 2012), culminando nos sintomas caracteristicos da
anemia falciforme (DIEZ-SILVA et al., 2010).

2.2 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme € uma desordem genética autossOmica recessiva que afeta a
qualidade de vida de homens e mulheres.O maior nimero de pessoas com essa
desordem genética ocorre na regido Subsaariana da Africa, especialmente na
Nigéria onde 20 a 30% da populacao é portadora de HbS (ADEWOYIN; OBIECHE,
2014) e mais de 100.000 criangas nascem com anemia falciforme a cada ano
(BUCHANAN et al.,, 2010). Embora haja uma maior incidéncia na raca negra,
estudos epidemiolégicos demonstram a presenca de HbS em descendentes da
populacdo do mediterraneo (Gregos e ltalianos), Caribe, América Central e do Sul,
Arabia e india (WATANABE, 2007).

Nas américas 1,1% dos nascidos vivos sdo portadores da doengca e
aproximadamente 90.000-100.000 Americanos s&o afetados por anemia
falciforme(CHATURVEDI; DEBAUN, 2016).Esse cenario sugere que AF tem alta
importancia para a saude publica, pois impde uma carga nao sé sobre a populacao
afetada, mas também sobre a infraestrutura de saude. De fato, o custo mundial,por
ano, estimado com cuidados médicos para pacientes portadores da HbS é superiora
1,1 bilhdes de ddblares,sendo que a maior parte desse valor (80,5%) esta relacionada
a pacientes em cuidados hospitalares(KAUF et al.,, 2009). Nesse sentido,
intervencdes destinadas a prevenir complicagdes da AF podem reduzir
significativamente a carga econémica decorrente dessa doenga (MOHANTY, 2014).

As estratégias de tratamento para pacientes com anemia falciforme saolimitadas ao
uso profilatico de antibiéticos para prevenir infeccées,manejo da dor, terapia de
transfusao e utilizacao de agente que estimulam a producéo de Hb fetal WALLACE;
LINDEN, 2010).Dentre os farmacos que elevam os niveis de HbF, a hidroxiuéria tem
se demonstrado mais eficiente (CHIKEZIE; CHIKEZIE; AMARAGBULEM, 2011).
Esse medicamento foi, inicialmente, planejado para atuar como citostatico, utilizado
no tratamento da policitemia vera e da leucemia mieloide crénica. Seu mecanismo
de acao nos casos de pacientes com anemias falciforme ainda nao é totalmente

conhecido, mas provavelmente envolve uma alteracdo na proliferacdo de
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precursores eritréides com consequente aumento da sintese de HbF(VICHINSKY et
al., 2012). A hidroxiuréia é atualmente o Unico medicamento aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) para tratamento da anemia falciforme. Ensaios
duplo-cego com individuos adultos, portadores de anemia falciforme, demonstraram
a eficacia da terapia com hidroxiuréia. Os beneficios clinicos incluem redugéo
significativa na frequéncia de hospitalizacdes, episédios de dor, sindrome toracica
aguda e transfusdes de sangue. O uso de hidroxiuréia € um exemplo de intervencao
que pode gerar compensacgdes substanciais na qualidade de vida de portadores de
anemia falciforme e, consequentemente, reducdo de hospitalizacbes (MOHANTY,
2014). Embora a hidroxiuréia tenha sido um forma terapéutica eficiente em 40% dos
pacientes(DRISCOLL, 2007), em outros esse medicamente causa pronunciados
efeitos adversos (SANDHYARANI; KUMAR, 2014), como infertilidade,
susceptibilidade a infeccdes, potencial efeito teratogénico e reacdes cutaneas.
Esses efeitos deletérios, dificultam o uso seguro da hidroxiuréia (PULE et al., 2015).

2.2.1Mecanismo bioquimico de formacao de polimeros de HbS

A polimerizacao intracelular da desoxihemoglobina (hemoglobina sem oxigénio) é
influenciada pelatemperatura, acidez, forga ibnica,concentracdo intracelular de HbS
e de2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)(CORDOVIL et al., 2015).Foi demonstrado que a
concentracao de 2,3-DPG tem correlacao direta com a modulacdo de RA2B, poissua
ativacao estimula a producado de AMPc intracelular, o qual ativa a proteina quinase
A, que por sua vez é responsavel por induzir a producdo de 2,3-DPG
(Figura1)(ZHANG et al., 2011). Além disso, os RA2B estédo envolvidos, também, na
sintese de esfingosina-1-fosfato (E1F), um lipidio bioativoindutor da
desoxihemoglobina, que é encontrado em altas concentracbes em hemacias
falciformes. Uma vez que os eritrécitos sdo os maiores reservatorios de E1F, a
hemdlise associada a anemia falciforme libera essa molécula no plasma, causando
inflamacao e lesao tecidual.Assim, E1F atua de forma sinérgica com o 2,3-DPG na
reducdo da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, provocando falcizagcao em
cadeia (KAIQI et al., 2013). Portanto, E1F ndo tem fungcdo apenas nas mudancas
morfolégicas da hemacia, mas também no agravamento da anemia

falciforme(ZHANG et al.,, 2014).Considerando que RA2B é o responsavel pela
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producédo desses metabdlitos (2,3-DPG e E1F), esse receptor pode ser considerado
como o principal agente iniciadordos sintomas e da progressdao da anemia
falciforme(SUN et al., 2015).

Figura 1. Mecanismo resumido da falcizacdo dos eritrocitos. A ativagdo do RA2B
aumenta os niveis de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) através da ativacao da proteina
cinase (PKA) e consequentemente promove a polimerizacdo da Hb e falcizacdo dos
eritrocitos.

Receptor A2b

 Menosina \

Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2011.



2.3RECEPTORES DE ADENOSINA 2B (RA2B)

2.3.1 Relevancia farmacolégica de RA2B
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A adenosina é um nucleosideo endbégeno que modula diversos processos

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

Quatro subtipos de receptores de adenosina sao conhecidos: A1,

A3(KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN, 2011) (Figura 2).

Figura 2. Sequéncia de alinhamento para os receptores A2b, A1,

A2A, AZ2B,

A2a e A3. TM — a-Hélice

transmembrana, ECL — Alga extracelular e ICL — Alga extracelular. Os principais residuos TM e ECL2
sao destacados em vermelho e os residuos que forma ligagéo de disulfeto esta colorido em amarelo.
Residuos idénticos sdo coloridos em cinza, enquanto residuos parcialmente idénticos em A2b e A2a
sdo coloridos em rosa.
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Até o final da década de 1990, pesquisadores consideravam que os RA2B possuiam

pouca relevancia fisiolégica, por causa da sua baixa afinidade
adenosina(FEOKTISTOV; BIAGGIONI, 1997). Posteriormente, estudos

pela
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demonstraram que diversas vias bioquimicas sdo ativadas por vias desinalizacao
celular relacionadasa esse receptor(FIELD; NATHAN; LINDEN, 2014; KALLA;
ZABLOCKI, 2009; ZHANG et al., 2011). Por exemplo: (1) aumento da concentracao
de célcio e secrecao de ions cloreto nas células intestinais, causando irritacao
intestinal (SIRCI et al., 2012); (2) aumento na formacao e circulagéo de interleucina
cerebral IL-6, que tem sido associada com deméncias e doenca de Alzheimer
(SCHIEDEL et al., 2011); (3) super-estimulacao de mastdcitos, induzindo disturbios
de hipersensibilidade, febre e eczema tépico (ASANO et al., 2017; GOMEZ, 2013;
LIANG et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que RA2B modula processos
patol6égicos que levam a doencgas pulmonarescomo a asma (HUA et al., 2013). Outro
efeito deletério relacionado com a ativacdo do RA2B é falcizagdo de eritrocitos,
como discutido anteriormente. Vale a pena destacar quehemacias de camundongos
deficientes de RAB tem menor capacidade de falcizacao(HAAS, 2011) e que
heméacias humanas deficientes de RA2B sao resistentes as mudancas
fisiolégicasque levam a falcizagao (FIELD; NATHAN; LINDEN, 2014). Além disso, 0
bloqueio farmacolégico de RA2B parece ser suficiente para inibir a falcizacao de
hemacias (SUN et al., 2015).

Diante dos fatos descritos acima, RA2B pode ser considerado um alvo validado para
o desenvolvimento de farmacos que sejam Uuteis no tratamento de pacientes

portadores de AF.

2.3.2. Caracteristicas estruturais de RA2B

RA2B apresenta sete dominios transmembranares caracteristico dos receptores
acoplados a proteina G (BEN et al., 2005). Na segunda alca extracelular de RA2B,
onde o ligante enddgeno interage, existem dois sitios de N-glicosilacdo. Embora
essa modificagdo pds-transducional ndo influencie na interagcdo entre receptor-
ligante, ela direciona o receptor para membrana plasmatica (PIIRAINEN et al.,
2011).

RA2B apresenta quatro residuos de cisteina na al¢a extracelular 2 (ECL2), dos quais
trés (C154, C167, C171) sado encontrados também em RA2A(SCHIEDEL et al.,
2011). Essa alca é essencial para a ligacdo do ligante endégeno no RA2B bem
como para a funcao desse receptor(DE FILIPPO et al., 2016; SUN et al., 2011).
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Até o momento, a estrutura cristalografica do RA2B ndo foi elucidada
experimentalmente. Entretanto, RA2B possui elevada semelhanca 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 s&do 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
condicoes fisiologicas, sendo ativado apenas na presenca de niveis elevados de
adenosina(EISENSTEIN; PATTERSON; RAVID, 2015).

Ja é bem estabelecido que o RA2B é um receptor acoplado a proteina (Gs) e ativa a
adenilil ciclase(GODINHO; DUARTE; PACINI, 2015; SUN et al., 2015). A ativacao
desta via resulta no acumulo de AMPc e estimula a proteina cinase A, essa proteina
fosforila outras proteinas na célula. Outra importante via de sinalizagdo do RA2B é a
fosfolipase C através da proteina Gq, que € encontrada em mastdcitos (BEN et al.,
2005). A ativacao desta via resulta no aumento de diacilglicerol e inositol trisfosfato.
Porém, esse processo de sinalizacdo pode ser inibido por antagonistas metilxantinas
endogenos, tal como cafeina (PIIRAINEN et al., 2011).

2.3.3 Antagonistas de RA2B

A busca por ligantes de RA2B se fundamenta na observacédo 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 sdo derivados de xantina
(MULLER; JACOBSON, 2011). Exemplos de compostos com afinidade micromolar
pelos receptores de adenosina sédo: cafeina(1), emprofilina (3) e teofilina (2) (Figura
3)(Jl 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
acao seletiva sobre RA2B incluem MRE-2029-F20(6)(BARALDI et al., 2004) e PSB-
1115 (SCHIEDEL et al., 2011) (Figura3). Esforcos para o desenvolvimento de
antagonistas seletivos para a RA2B estdo focados, portanto, nessa classe de
compostos (BEUKERS; MEURS; IJZERMAN, 2006; CHENG et al, 2010;
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GONZALEZ; TERAN; TEIJEIRA, 2008; KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN, 2011).
A fim de alcancar esse objetivo derivados substituidos nas posicoes 1, 3, 7 € 8(7 e
8) (Figura 4) foram sintetizados (KIM et al., 2002).

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

)\ |,> )3&) )\ ;»i;“\):]:i)—@—w

Cafeina(1) .. Teofilina (2) Emprofilina PSB-1115(4)

: Q\)EE
e

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

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

Estudos das relagbes entre a estrutura quimica e a atividade biolégica (REA) dos
derivados de xantina mostraram que substituicdo na posicdo 1 (composto 7, Figura
4) por grupos maiores que os substituintes da posicao 3 (hidrogénio ou metil)
(composto 8, Figura 4) favorece a afinidade porRA2B(KIM et al., 2002). Além disso,
substituintes heterociclicos na posicdo 8 (compostos 7 e 8, Figura4) resultam em
antagonistas com afinidade e seletividade elevadas para RA2B (36 vezes superior
com relacdo aos demais subtipos de RA) (BARALDI et al., 2004).

Figura 4. Derivados de xantina substituidos na posicao 1,3 e 8.
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Atividade biol6gica: Ki= 7nM.
Fonte: Baraldi et al., 2004
A Substituicdo de um dos nitrogénios (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 Ry Rs R, Re Rs Ki (nM)
9 CHj CH; H H CeHs 182
10 CHj CH; H OH CeHs 228
11 nCsH- nCsH- H H CeHs 229
12 nCzH; | nCsH; H OH 4-CH;-CeH4 89

Fonte: Stefanachi, et al., 2008a

A expansao do anel imidazoélico 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 RAZ2B.
(SHIREESHA et al., 2010).

Figura 6. Derivado de quinazolina.*CMB6446=  4-metil-7-metoxiquinazolil-2-(2’-amino-4’
imidazolinona), atividade biolégica RA2b, Ki= 112nM; RA2a, Ki= 2,4nM; RA1, Ki= 1,3nM.
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Fonte:WEBB et al., 2000

A fim de ampliar a diversidade quimica dos antagonistas de RA2B, derivados pirazol
ou triazol pirimidinicos,previamente conhecidos como antagonistas de RA3
(BARALDI, 2001), foram avaliados. O estudo de REA dessa classe sugere que
substituintes na posicdo 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 posicao sete tem efeito contrario (composto 15, Figura 7).

Figura 7. Derivado de triazol pirimidinicos substituido na posicéo 8.
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. Atividade biolégica RA2b, Ki>10.000nM; RA2a, Ki= 549nM; RAS, Ki>10.000nM.

Fonte:BARALDI et al., 2001



28

Embora derivados de xantina tenham afinidade elevada pelo RA2B,seu uso
terapéutico ainda é limitado (FREDHOLM et al., 2011). Isso pode estar relacionado
com presencga dos RAs em diversos tecidos e a interacao nao seletiva dos derivados
de xantina ou a problemas farmacocinéticos (KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN,
2011). Por isso, moléculas que ndo 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
posicao 6 da piridina, desse derivado, diminui a afinidade (Ki = 115nM) (composto
17, Figura 8)(VIDAL et al., 2007). Além disso, modificacbes 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 relacdo aos
receptores A1, A2A e A3(ORTORE; MARTINELLI, 2010).

Figura 8. Estrutura quimica de compostos derivados de aminopiridina e aminopirimidina com
seusvaloresafinidadepelos RA.
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(16) Derivado de LAS38096 substituido na
LAS38096 = 2-amino-(3-piridil). RAZ2B, posicado 6. RA2B, Ki=115nM; RA2A,
Ki=17nM; RA2A, Ki=2500Nm; RA1, Ki=2500Nm; RA1, Ki>1000. RA3 >
Ki>1000. RA3 > 1000nM. 10000nM.
(17)
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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)sdo antagonistas seletivosde RA2A. No
entanto, a retirada do substituinte da posicdo 4 do anel fenila (composto 20)
aumenta a afinidade pelo RA2B e, consequentemente, reducdo da afinidade pelo
RA2A (Figura 9), indicando que o grupo hidroxila contribui para a seletividade dos
antagonista por RA2A(BEUKERS; MEURS; [JZERMAN, 2006).
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Figura 9. Estrutura quimica de derivados triazoltriazina. LUF5452. RA2B, Ki=9,9nM; RA2A, Ki=5.4nM;
RA1, Ki=7.1nM; RA3=1450nM.
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(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 ultimos anos na identificacéo de
antagonistas de alta afinidade para o RA2B. Entretanto, um derivado de xantina
(composto 21, Figura 10) apresentou baixa eficacia na reducdo dos sintomas de
pacientes com anemia falciforme (CHRISTAKIS et al., 1990; SHERER; GLOVER,
2000).

Nesse contexto, ferramentas ou técnicas que sejam rapidas, eficientes e de baixo
custo, como os métodos de abordagem no ligante, tal como modelos farmacoféricos,
podem ser alternativas para a identificacdo e otimizacdo de outras classes de
antagonistas de RA2B mais eficientes (JOSEPH et al., 2008; SARMA et al., 2008).

Figura 10. Estrutura quimica da pentoxifilina
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2.3ENSAIO VIRTUAL

Nas ultimas 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 biolégicos (JIANG et al., 2015).As ferramentas disponiveis para o
ensaio virtual sdo capazes de simular as interagdes de moléculas com o sitio de
ligacdo 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 proteina-alvoe o segundo é
baseado em informagdes de ligantes conhecidos da proteina-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 informacéo, a forma e a natureza quimica do sitio ativo da proteina-alvo séo
utilizados para identificagdo de novos ligantes por meio de modelos farmacoféricos
baseados na estrutura do alvo macromolecular, planejamento de
novoouacoplamento molecular dos possiveis ligantes no sitio ativo (CAVASOTTO;
ORRY, 2007).

Métodos baseados em receptores tem vantagem sobre os métodos baseados no
ligante por que usam informagdes do alvo e fornecem informagbes sobre 0 modo de
interacdo(JENA et al., 2014).No entanto, eles sdo limitados pela disponibilidade de
informacao tridimensional da macromolécula alvo. De fato, essa é a situacao para
RA2B, cuja estrutura tridimensional ndo é conhecida.Adicionalmente, os métodos
baseados na estrutura sdo computacionalmente mais caros e complexos devido a
dificuldade de se descrever as contribuicbes entropicas e os fenbmenos de
solvatacao/dessolvatacao utilizando termos simples de campos de forcapadrao
(ENGLEBIENNE; MOITESSIER, 2009; FERREIRA et al., 2015; MENG et al., 2011).
A maioria dos métodos baseados na estrutura também pressupéem que o alvo é
rigido, ou nao apresenta alteracées conformacionais significativas apés a interacao
com o ligante(ELOKELY; DOERKSEN, 2013). Esse tipo de simplificacao 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 farmaco baseado no ligante (LBDD) pode ser
empregado guandomoléculas que modulam a macromoléculasao
conhecidas(APARQOY; REDDY; REDDANNA, 2012).Pois,compostos com
propriedades quimicas semelhantes também apresentam efeitos bioldgicos
semelhantes(FRANKE et al., 2007) e podem ser utilizados como moldesna busca de
outros compostos que também tenham a propriedade biolégica de
interesse(KRISTENSEN; NIELSEN; PEDERSEN, 2013).

Nessa abordagem o célculo da similaridade quimica entre a molécula referéncia e
cada molécula da base de dados depende principalmente da representacdo da
molécula e do coeficiente de similaridade utilizados (BENDER, 2005; KITCHEN et
al., 2004). Nesse sentido, descritores 2D, 3D ou que descrevem as interacdes
farmacoforicas que os ligantes realizampodem ser utilizados para calcular a
similaridade quimica (VYAS et al., 2008): Nos métodos que utilizam descritores 2D a
semelhanca entre duas moléculas é calculada a partir de descritores topologicos, ou
seja, que nao variam com a conformacao adotada pela molécula(LENGAUER et al.,
2004). Por outro lado, os métodos que usam descritores 3D possuem maior
complexidade pois os descritores usados (ex. distancia interatémicas, superficies
moleculares, campos eletrostaticos ) sao influenciados pela conformacdo que a
molécula adota(SEIDEL et al., 2010).

A terceira abordagem se baseia no conceito de farmacdéforo, originalmente
introduzido em 1909 por Ehrlich como aporcdo molecular que carrega as
caracteristicas essenciais para a atividade biol6gica de um farmaco(KASERER et al.,
2015). Desde entao, a definicdo sofreu modificagdes significativas e atualmenteum
farmacoéfororepresentaas caracteristicas eletrbnico e estéreas necessarias para
desencadear ou bloquear uma resposta biolégica(SEIDEL et al., 2010). Nas etapas
iniciais do planejamento de farmacos as informagdes sobre o farmacéforo sao
bastante limitadas, razdo pela qual se utiliza o termo hipétese farmacoférica ou
modelo farmacoférico para definir o conjunto de propriedades que sao,
supostamente, essenciais para acao biolégica do composto bioativo(JAIN, 2004).

As hipoteses farmacoféricas podem ser determinadas a partir do alinhamento
espacial das moléculas no qual grupos funcionais/anéis que realizam o mesmo tipo
de interacdo estdao sobrepostos. O programa GALAHAD, por exemplo, produz
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alinhamentos moleculares utilizando uma representacdo tridimensional das
moléculas alinhadas (hipermolécula), que as caracteriza como um conjunto de
hiperatomos conectados entre si e que formam ascaracteristicas farmacoféricas (por
exemplo: centros hidrofébicos, doadores de ligacdo de hidrogénio, etc.) (CLARK;
ABRAHAMIAN, 2009; RICHMOND et al., 2006)(CLARK; ABRAHAMIAN, 2009).
Essas caracteristicas devem mimetizarinteracées que ocorrem com residuos do sitio
alvo(CLARK; ABRAHAMIAN, 2009).
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3. METODOLOGIA

3.1 GERACAO DOS MODELOS FARMACOFORICOS
3.1.1 Preparacao dos ligantes

Todos os compostos descritos nesse trabalho foram desenhados na forma
tridimensional utilizando a plataforma SYBYL-X 2.1 e minimizados com auxilio do
campo de forga Tripos, utilizando o método de Powell (10000 iteracbes ou gradiente
menor que 0,001Kcal/(mol*A), considerando cargas de Gasteiger Huckel e constante

dielétrica do meio igual a 80.
3.1.2 Modelo farmacoférico para antagonista RA2B

A geracao e avaliagdo dos modelos farmacoféricos de antagonista do RA2B foram
realizadas conforme etapas apresentadas no esquema 1. Mais detalhes desses
ensaios sdao demonstrados ao longo desse tdpico.

Esquema 1. Passos aplicados no planejamento e desenvolvimento de modelo

farmacoforico para antagonista de RA2B
Selegéo de
antagonista de RA2B

U

Geragao des modelos
farmacoféricos

L

Avaliagdo dos modelos

Parametros do Analise de curva Reflsfr:ztir;gﬁgl;ste
GALAHAD ROC . A
atividade biolégica

Selecao do melher
modelo
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Cinco antagonistasde RA2B com poténcia 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 sobreposicao das suas
caracteristicas farmacoféricas (aceptores e doadores de ligagdo de hidrogénio,
centros hidrofdbicos, nitrogénios positivos e negativos, e caracteristicas estéreas)
com auxilio do programaGALAHAD, disponivel na plataforma SYBYL 2.1.

O processo de alinhamento foi conduzido em duas etapas: na primeira etapa foram
geradas conformacbes de baixa energia para cada ligante selecionado para a
construgcdo dos modelos farmacoféricos, utilizando método de algoritmo genético
multiobjeto de Pareto. Na etapa seguinte o método extrai as caracteristicas
farmacoforicas das moléculas em cada conformacao e posteriormente as sobrepbe
de acordo com as coordenas tridimensional das caracteristicas identificadas
(RICHMOND et al., 2006). O tamanho da populacdo (30) e numero maximode
geragdes (90) utilizados na etapa de alinhamento molecular foram determinados
automaticamente a partir do nimero de compostos empregados na criacao dos
modelos farmacoféricos.Os parametros razdo de mutacao (0.4, 0,2), reducédo de
mutacédo (1.0, 1.0) e razdo de permutacao (1.0, 1.0) foram mantidos nos valores
padrao.
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Tabela 1. Moléculas utilizadas na construgcdo dos modelos farmacoféricos de
antagonista de RA2B.

Compostos Estruturas Atividade bioldgica (pKi)

[e]
\/\NJ]:H
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01 A | N)_C»G/\@ 8,22
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| o)
02 o)\rlu / D 8,74
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| o] NH
03 O)\T / Q 8,88
(e}
04 Sy i 9,1
S I />—< >ﬂOJL 1) !

05 ] ”\FN 8,98

3.2 VALIDACAO DOS MODELOS FARMACOFORICOS

Os modelos farmacoféricos foram avaliados quanto a pontuacdo de Pareto,
calculado a partir dos parametros 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 auxiio do  servidor e-DUD
(http://dude.docking.org)(VENKATRAMAN et al., 2010), na propor¢do de 1 composto

ativo para 50 falso-positivos. Todos os compostos passaram pelas mesmas etapas
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de minimizacdo e atribuicdo 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 sobreposicéo
farmacoforica. Essa etapa foi realizada com auxilio do programa UNITY-3D, pelo
método de busca flexivel. Os compostos foram classificados de acordo com o valor
de QFIT calculado automaticamente por esse programa.Com auxilio da area sob a
curva (AUC), os valores de QFIT foram aplicados para selecionar modelos utilizados
na etapa subsequente.

Os modelos farmacoféricos selecionados foram entdo avaliados quanto sua
capacidade declassificar os compostos de acordo comsua poténcia. Para isso, 287
antagonistas de RA2B (pKi = 4.0-9,3)(CAROTTI et al., 2004; CHENG et al., 2010;
FERNANDEZ et al., 2009; JOSEPH et al., 2008; STEFANACHI et al., 2008a, 2008b)
ndao empregados na construcdo dos modelos, foram sobrepostosindividualmente e
de forma flexivelaos modelos farmacoforicos, utilizando o programa GALAHAD
(opcao Align individually to a template). O ajuste das moléculas as caracteristicas
farmacoforicas foi pontuado de acordo com o valor de MOL_QRY. As moléculas
foram divididas em classes, de acordo com seus valores de pKi(potentes,
intermediarios e pouco potentes), e cada classe foi relacionada a média ponderada
dos seus valores de MOL_QRY.

3.3 ENSAIO VIRTUAL BASEADO EM MODELO FARMACOFORICO

O modelo farmacoféricoque 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 ligacdes rotacionaveis para combinar as
caracteristicas farmacoférica da molécula com o modelo(TRIPOS, 2012a).
Compostos que apresentaram valor de QFIT> 0 (zero) foram analisados com auxilio
do servidor CHEMGPS-
NP (http://chemgps.bmc.uu.se/batchelor/queue.php?show=submit&proc=file).A

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

foram utilizadascomo  descritores para uma analise hierarquica de
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agrupamentos,utilizando distancias euclidianas e método de ligacdo pelo vizinho
mais distante, com auxilio do programa Pirouette®. Pelo menos uma molécula de
cada agrupamento, considerando similaridade de 80% entre os grupos, foi

selecionada para a aquisicao e, subsequente, avaliacao biologica
3.4 TRIAGEM DE AGENTES ANTIFALCIZANTES
3.4.1 Compostos teste e controles

33potencias antagonistas de RA2B, identificados na triagem farmacoférica,foram
adquiridos da Enamine Chemistry (http://www.enamine.net/), com grau de pureza
maior que 95%.MRS1754 (antagonista de RA2B) e NECA(agonista de RAZ2B),
utilizados como controle experimentais, foram adquiridos da sigma-Aldrich (codigos
M6316 e E2387, respectivamente) com grau de pureza acima de 99%.0s potenciais
antagonistas e os controles foram solubilizados em agua miliQ contendo 1% de
dimetil sulféxido (DMSO).

3.4.2 Amostra bioldgica

As amostras de sangue utilizadas nos ensaios biolégicos foram coletadas de
5pacientes adultos, com idade entre 19 e 38 anos,de ambos os sexos, atendidos no
Programa de Saude da Familia da Cidade de Cruz das Almas, com diagnéstico de
anemia falciforme, confirmado por cromatografia liquida de alta performance —
HPLC, anexado no prontuario de cada paciente.

Foram excluidos da pesquisa pacientes que nao aceitaram ou nao puderam, por
qualquer motivo, assinar o Termo de consentimento Livre Esclarecido (TCLE)
(apéndice 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 4°C, para retirada do soro. Os
eritrécitos remanescentes foram lavados com salina a 0,9% e centrifugados
(2500rmp por 5S5minutos),por pelo menos 3 vezes. A seguir, os eritrocitos foram
ressuspendidos em salina 0,9% (900ul de salina para 100ul de eritrocito) e utilizados
para 0s ensaios subsequentes.Os procedimentos realizados foram aprovados pelo
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Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Hospital Roberto Santos (No 928.405/2014

(anexo A).

3.4.3Ensaios antifalcizante

3.4.3.1 Ensaios em concentragdo Unica

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 sddio a 2% foi adicionado em
0,imL de hemacias em salina (proporcdo de 1:9)para desoxigenacdo do
sistema.Uma amostra foi analisada a cada duas horas para verificar o tempo em que
as hemacias falcizam nesta condicdo. Na etapa seguinte, 10uM dos diferentes
compostos foramadicionados em0,1ml de hemacias em salina eincubados a 37°C
por 3 horas, sob agitacdo discreta/suavea cada 30 minutos. Apds o periodo de
incubacdo uma amostra foiretirada de cada tubo,transferido para lamina de
microscopio e adicionado 0,2ml de metabisulfito de sédio a 2% a suspensdo de
hemacias. A misturafoi homogeneizada, a Idmina de microscopio coberta com
laminula, selada com vaselina sélida e incubada a vacuo em temperatura ambiente.
A morfologia das hemacias foi analisadaapds 12 horas. Essa andlise foi realizada
em microscépio optico (Olympus CX22RFS2), com objetiva de 40X e pelo menos
500 hemacias foram contadas, em todas as amostras, em pelo menos cinco campos
diferentes.Todas as substancias foram avaliadas em triplicata. Nos casos que houve
diferenga maior que 10% na contagem de hemacias falcizadas, uma quarta analise
foi realizada. Os compostos com atividade antifalcizante, estatisticamente superior
(p<0,05) ao controle positivo (MRS 1754), foram selecionados para as etapas
posteriores. Trés tipos de controlesforam utilizados neste ensaio biol6gico: salina;um
antagonista(MRS 1754, 10uM) eum agonista (NECA, 10uM)de RA2B.

3.4.3.2 Ensaios concentracao-resposta
A curva dose-resposta dos compostos e MRS 1754foram construidas seguindo uma

escala logaritmica, a partir da dose utilizada nos testes de triagem, ou seja0,0001 a
10vezes a dose de 10 uM, equivalendo a 0,001 a 100uM.
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A seguir as curvas concentracdo-resposta para o agonista NECA na presenca ou
ausénciadoscompostos  testesforam  construidas e as  concentracdes
necessariaspara se obter 50% do efeito maximo —Emax — observado, EC50,
determinadas por regressdao nao linear, como disponivel no programaGraphPad
Prism 6.1.

Apo6s a obtencdo das curvas concentragdo-resposta, foi estimada a afinidade dos
compostos através da pA2, determinado pela anélise de regressao linear, utilizando

a equacao de Schild: (equagao 1)
pA2 = -log[B] + log(CR-1)(equagéo 1)

onde CR = razao da concentracao (EC’50/EC50) do agonista; [B] = concentracédo do
antagonista; pA2 = medida da afinidade de um antagonista competitivo (KENAKIN,
2008).

Os dados sao apresentados como média £+ EPM e foram analisados pela Analise de
Variancia (ANOVA), com auxilio do programa GraphPad Prism 6.1. Foram
considerados estatisticamente significantes valores com P < 0,05.

3.5 CITOTOXICIDADE PARA CELULAS DE MAMIFERO

Células da linhagem J774 de macréfagos de murinos foram colocadas em placas de
96 pocos com densidade celular de 2x10° células/poco em meio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; GIBCO) e 50ug/mL de
gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, Brasil) e incubados durante 2 horas a 37 °C
e 5% de CO,. Os compostos testes foram adicionados em cinco concentracées que
variaram de 6,25 a 100uM em triplicata e as placas foram incubadas durante 24
horas. Vinte por pogo de Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foram adicionados
as placas apés 12 horas. As leituras colorimétricas foram realizadas a 570 e 600nm.
Utilizou-se violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, Brasil) a 10uM como controle
positivo. Trés experimentos independentes foram realizados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Osderivados de xantinaapresentam caracteristicas que limitam oseu uso em
pacientes com anemia falciforme, como por exemplo incidéncia significativa de
efeitos adversos(MARGAY et al., 2015). Entretanto, esses compostospodem ser
usados como modelos para identificacdo de novos compostos capazes de
antagonizar RA2B e, portanto, reduzir a falcizagdo de hemécias. A fim de alcangar
esse objetivo foram empregados modelos farmacoféricos gerados a partir de
multiplos ligantes. Esse processo envolveu duas etapas: amostragem
conformacional de cada ligante do conjunto treino e alinhamento muatuo entre eles, a
fim de determinar as caracteristicas quimicas essenciais e comuns para construcao
dos modelos farmacoféricos (SANDERS et al., 2012). Essas etapas representam as
principais dificuldades para constru¢do de modelos farmacoféricos baseados no
ligante (YANG, 2010; ZHAO et al., 2010), pois a conformacao dos ligantes do RA2B
n&o s&o conhecidas.

Dessa forma, um conjunto treino comcinco derivados de xantina foiutilizado na
construgcdo dos modelos farmacoféricos. 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
informacgdes criticas e necessarias para construcdo de modelos farmacoféricos
confiaveis. Programas como o GALAHAD, utilizam apenas caracteristicas estruturais
de ligantes ativos e estimam a poténcia de novos compostos de forma qualitativa,
por isso o desempenho do modelo depende, principalmente, da definicdo e
localizagdo das caracteristicas farmacoféricas(LIAO et al., 2011). Neste caso, o0 uso
de compostos de alta afinidade € apropriado.Em contrapartida, o tamanho conjunto
treino nao apresenta impacto significativo na qualidade dos modelos
gerados(LEACH et al., 2010), poisembora a modelagem farmacoférica possa ser
realizada com apenas dois compostos(KASERER et al., 2015), 5-7 compostos
fornecem informacdes nado redundantes para atingir o objetivo dessa
técnica(COTTRELL; GILLET; TAYLOR, 2007), sem impor restricdes excessivas para
os modelos finais, tal como alta especificidade para fins de triagem(TRIPOS,

2012b).A partirdessas informagdes, um conjunto de cinco compostos foi considerado
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suficiente para constru¢cdo de modelos farmacoféricos confiaveis e com baixo custo
computacional.

Uma vez que a conformacéao bioativa dos ligante do RA2B nao é conhecida, foram
geradas até 100 conformacdes de baixa energia para cada composto do conjunto
treino. Esta estratégia fundamenta-se no pressuposto que, na biofase, conformacoes
termodinamicamente estaveis € que devem interagir com o receptor (INAMDAR,
2011).

Na etapa seguinte,multiplos alinhamentos das caracteristicas farmacoféricas foram
realizados para esses ligantes, resultando em 35hipdteses farmacoféricas, que
podem ser classificadas por meiodos seguintes critérios: tensdo de energia
(ENERGIA), volume de sobreposicao (STERICS) e combinacao das caracteristicas
farmacoféricas (MOL_QRY/HBOND). Um problema com os métodos de pontuacao
utilizados é que eles requerem pesos a serem atribuidos aos diferentes critérios e
esses pesos sao inevitavelmente arbitrarios(LEACH et al., 2010). Para evitar esse
problema utilizar-se a funcdo de Pareto, que converge um conjunto de hip6teses
nao-dominantes, de forma que nenhum modelo é superior ao outro. Nesses caso,
aos modelos sao atribuidos escore de Pareto igual a zero (MARTIN, 2010;
NICOLAOU; BROWN, 2013). Sendo assim, 12 modelos (modelos 24 a 35)que
apresentaram pontuacao de Pareto diferente de zero foram excluidos. No entanto,
os modelos remanescentes (escore de Pareto = 0) (tabela 2)sdo estatisticamente
equivalentes. Neste caso, para selecionar o melhor modelo,estudos realizados por
Caballero (2010), Chiu e Amin (2012)sugerem que a complementariedade das
caracteristicasfarmacoféricas seja levada em consideragao, buscando modelos com
a combinacdo de valores maximos para MOL_QRY e HBOND.Seguindo esta
estratégia, 13 modelos (Figura 11) foram selecionados para a etapa de avaliacao.

Tabela 2. Parametros estatisticos dos modelos farmacoféricos 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 22570 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 22710 2,75

Os modelos marcados em negritos sdo aqueles selecionados para a etapa de validagéao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 11. Andlise da conformidade entre os critérios de sobreposi¢do farmacoférica (MOL_QRY e
HBOND). A= modelos selecionados para a etapa de avaliagcdo; e = modelos com dissonancia entre
os critérios de sobreposi¢ao farmacoférica ou baixo valor de MOL_QRY.

60 -
50 | A
A
% 40 - A
130 - N Y
2 20 A "
. A
° o oo % ®,
10 A ¢
o
O I 1 . T
170,00 190,00 210,00 230,00
HBOND

Fonte: Elaborado pelo autor.
4.2 AVALIACAO DOS MODELOS FARMACOFORICOS

Apesar dos modelos apresentarem parametros estatisticosdentro dos valores
aceitaveis para uso em triagem virtual(ATHRI et al., 2010; ZHAOQO et al., 2010), nao
se pode afirmar, apenas com base nesses parametros que eles sejam capazes de
diferenciar ligantes verdadeiros de falsos positivos. Por essa razéo, foi realizada



44

uma simulagdo 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 fisico-quimicas semelhantes a dos ligantes verdadeiros (ex. peso
molecular, nimero de ligacbes rotacionaveis, total de doadores e aceptores de
ligacdo de hidrogénio e coeficiente de particdo octanol-agua), mas que sejam falso-
positivos (decoys)(MYSINGER et al., 2012).

Uma vez que nado existem dados experimentais acerca de substancias
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 ja foi usado para avaliagao
de modelos farmacoféricos (JOHN et al., 2011; KATRITCH; KUFAREVA; ABAGYAN,
2011; SLIWOSKI et al., 2014).

A Unica informagéo necesséria para constru¢dao do banco de falso positivos (decoys)
€ um conjunto de moléculas ativas contra o alvo macromolecular. Assim, um
conjunto de 20 antagonistas, derivados de xantina, com Ki< 10uM (CAROTTI et al.,
2004; FERNANDEZ 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
biolégica superiores a 10uM(JOSEPH et al, 2008).Considerando que
aproximadamente 50 falsos positivos sdo gerados para cada ligante verdadeiro,
1050decoys foram obtidos. A proporcao de compostos ativos e inativosna base de
dados utilizada neste trabalho esta dentro da faixa(1:50) consideram adequadapara
previsbes 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 farmacoféricos. Embora o valor de
MOL_QRY, calculado com o programa GALAHAD, tenha maior correlacdo com a
atividade biolégica que o valor de QFIT (CHEN; MYINT; XIE, 2012; LIU; SUN; HU,
2012), nao é possivel usar o programa GALAHAD para realizar a triagem virtual, em
funcédo do tempo necessario para sobreposi¢cdo de centenas de moléculas em cada
modelo farmacoférico. A partir dos valores de QFIT foram construidas curvas ROC
para cada modelo, nas quais o eixo X representa a taxa de falsospositivos (1-
especificidade - EP), enquanto que o0 numero de verdadeiros positivos €
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representado no eixo y (sensibilidade - SE). Espera-se que ligantes verdadeiros
tenham pontuagéo 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 aleatéria. Essa abordagem nao € inédita e pode ser considerada
como padrao para avaliacdo do desempenho de modelos farmacoféricos (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 avaliacdes

subsequentes.

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

1,0
0.8
Lk} - r
o ] ]
Ll 06 F { 'JI """ - Modelo 01, & = 0,93
= T 1 Modelo 02, A = 0,89
b B ghpheeeet — == Modelo 03, A = 0,50
i 4 p—ty Modelo 04, A = 0,94
S04 {0 e -'JIJI Modelo 05, 4 = 0,89
0 ll ik Iy Modelo 06, A = 0,93
] e e Model 07, A = 0,60
fIE oA i —-== Modelo 08, A = 0,70
02 {| b ,! Modelo 09, & = 0,89
’ J‘ - Modelo 12, A = 0,52
i a¥ | Maodels 13, & = 0,89
P | === Modelo 14, A = 0,64
L —==: Maodelo 15, A = 0,89
00 {8l h

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidade

Fonte: Elaborado pelo autor.

Considerando que as diferenca nas atividades biol6gicas dos compostos podem ser
racionalizadas com base na presenca ou auséncia de grupos quimicos,
representados por caracteristicas farmacoféricas(KASERER et al., 2015), decidiu-se
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investigar se os modelos com AUC >0,90 sao uteis para classificar os ligantes de
RA2B quanto a sua afinidade. Dessa forma, um conjunto de antagonistas do RA2B
(287 moléculas com pKi variando entre 4,0 e 9,3(CAROTTI et al., 2004; CHENG et
al., 2010; FERNANDEZ et al., 2009; JOSEPH et al., 2008; STEFANACHI et al.,
2008a, 2008b)foi alinhado nos quatro modelos, com auxilio do programa GALAHAD,
e os valores de MOL_QRY foram relacionados com sua atividade biol6gica. Nessa
etapa, o numero restrito de moléculas investigado permitiu 0 emprego do programa
GALAHAD e, por consequéncia, dos valores de MOL_QRY, queapresentam
melhorcorrelagdo com atividadebiol6gica do que os valores de QFIT, como discutido
anteriormente.Nessa perspectiva, ligantes de alta afinidade devem ter valores
elevados de MOL_QRY, enquanto moléculas de baixa afinidade devem ter valores
reduzidos de MOL_QRY. Apenas o modelo farmacoférico 04 segue esta tendéncia
(Figura 13).

Figura 13. Relagéo entre ajuste farmacoférico (MOL_QRY) e atividade biolégica relativa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A fim de demonstrar a utilidade desse modelo para explicar as relacées entre a
estrutura quimica e a atividade biolégica de antagonistas ja conhecidos de RA2B, foi

feita uma andlise mais detalhada desse modelo: Inicialmente, cabe destacar que o
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modelo 4 consiste de trés centros aceptores de ligacdo de hidrogénio (AA), um
centro doador de ligacao de hidrogénio (DA) e trés centros hidrofébicos (HY) (Figura
14A). Nao foram definidas restricoes quanto a orientagdes espacial dos doadores ou
aceptores das ligacées de H. Com base nesse modelo, um antagonista do RA2B de
alta afinidade (pKi=9,0) deve satisfazer todas as exigéncias farmacoforicas (Figura
14B). Enquanto que ligantes de baixa afinidade (pKi = 4,0) apresentam apenas
quatro caracteristicas do modelo (Figura 14B), ou seja, a auséncia de um doador de
ligacdo de hidrogénio (DA 1), um aceptor de ligacdo de hidrogénio (AA_2) e de
centro hidrofébico (HY_6) estao relacionadas com a perda de afinidade.

Figura 14. Caracteristicas farmacoféricas do modelo de antagonista RA2B. (A) AA = aceptor de
ligacdo de hidrogénio; DA = doador de ligagdo de hidrogénio; HY = centro hidrofobico. Todas as
distancias sdo dadas em angstrom e o tamanho das esferas variam de acordo com o raio de
tolerancia. (B) Sobreposicao de antagonistas conhecidos de RA2B de baixa afinidade (pKi=4,0) e alta
afinidade (pKi=9,0).

(A) (B)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esses dados sédo corroborados pelo estudo de modelagem por homologia realizado
porCheng e colaboradores (2010),segundo o qual acarbonila da xantina(aceptor de
ligacdo de hidrogénio) interage com residuo Asn®* e a regido hidrofébica do anel
azolico, ligado na posicdo 8 do anel xantina, promove interacdo com Phe'” do
RA2B.

4.3 TRIAGEM VIRTUAL BASEADA NOS MODELOS FARMACOFORICOS

Um aspecto estratégico no desenvolvimento de ensaio virtual é a aplicagao de filtros
capazes de diminuir o numero 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 lider (do inglés, lead-like) ou
similar a farmaco (do inglés, drug-like) sao comumente desejados para compor a
base de dados para o ensaio virtual. Por isso, esses subconjuntos de compostos ja
se encontram pré-organizados na base ZINC (http://zinc.docking.org/). De um modo
geral, as principais diferengas entre compostos lideres e farmacos estdo no tamanho
e complexidade das estruturas, caracteristicas estas decorrente das varias
modificacbes moleculares a que sdo submetidos os compostos-lideres até se
converterem em farmacos(ANDRICOPULO; GUIDO; OLIVA, 2008; OPREA et al.,
2001). Baseado nessas informacdes foi realizada a triagem de compostos lideres
com o modelo farmacoférico 04.Essa estratégia permitiu a identificacdo de 88
moléculas com pontuacao de ajuste farmacoférico(QFIT) variando entre 50 e 85.

Considerando a premissa de que moléculas estruturalmente similares possuem
atividades bioldgica similares(MUEGGE; MUKHERJEE, 2016), nao haveria
necessidade de se avaliar experimentalmente todas as moléculas selecionadas,
caso existisse similaridade estrutural elevada entre elas. A fim de investigar essa
hip6tese foi utilizada uma técnica multivariada, exploratéria e néo-supervisionada
que tem por objetivo criar grupos homogéneos de moléculas com base nas
similaridades ou diferencas entre as amostras do conjunto de dados (LEAL et al.,
2016).De fato,a andlise hierarquica de agrupamento (Hierarchical Clusters Analysis -
HCA) sugere que existem 14 grupos, com 80% de similaridade entre si(Figura 15).
Esse ponto de corte néo foi determinado por critérios estatisticos (ex. incremento da
heterogeneidade), mas sim porque compostos com similaridade igual ou superior a
80% geralmente apresentam atividade biol6gicas 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 informacdes redundantes,
enquanto a avaliacdo de moléculas de familias diferentes deve fornecer informacées
complementares para o estudo das relagdes entre a estrutura quimica e a atividade
biolégica dos compostos bioativos.Por essa razdo, pelo menos um composto de
cada grupofoi selecionado para aquisicao e, posterior, avaliacdo biolégica. Cabe
ressaltar que a disponibilidade e valor dos compostos foram utilizados como critério
de desempate, na selecdo dos compostos. Essa estratégia resultou na selecao de
33 compostos (Tabela 3), estruturalmente diversos, cuja atividade biolégica esta

descrita nas proximas segoes.
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Figura 15. Similaridade quimica dos 88 compostos selecionados com o modelo 4, segundo andlise
hierarquica de agrupamentos usando distancia euclidiana, método de uniao pelo vizinho mais distante
e descritores calculados com auxilio do servidor NP-ChemGPS

(http://chemgps.bmc.uu.se/batchelor/queue.php?show=submit).

1.0 0..9 D=8 0&7 0..6

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 3.Compostos adquiridos para ensaios bioldgicos.
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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 vedacgao incorreta/parcial das laminulas pode gerar resultados incorretos
(PRUDENCIO; COVAS; BONINI-DOMINGOS, 2000). A fim de eliminar essa
limitacdo as laminas foram mantidas sob vacuo, apés vedacao, e foi utilizado
também um agente redutor (metabisulfito de s6dio 2%) nostestesde falcizacao, a fim
de acelerar a desoxigenacdo da hemoglobina S, conforme protocolo padréao
estabelecido na literatura (HARCOURT; HARCOURT, 2012; NWAOGUIKPE;
BRAIDE, 2012; SANDHYARANI; KUMAR, 2014). O tratamento de eritrécitos
commetabisulfito de sbédio 2% foi avaliado pela contagem de hemacias em
microscopio Optico a cada duas horas, com auxilio de microscopio 6tico. Essa
estratégiapermitiu determinarque apds 14 horas de incubacdo, aproximadamente

100% das hemacias adotaram a forma de foice. No entanto, as analises
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subsequentes dos testes antifalcizantes foram realizados em tempo médio de 12
horas, pois ndo ha diferenca estatistica entre esse tempo e o periodo de 14 horas
(Figura 16).

Figura 16. Falcizacdo de hemacias de pacientes portadores de anemia falciforme em funcdo do
tempo, na presenga de metabisulfito de sédio 2% a 37°C. Os dados foram apresentados como média
+ DPM (desvio padrao da média) de 5 amostras de 5 pacientes. # Indica diferenga significativa P
<0,0001 (8 horas vs 10 horas) e ## P <0,0001 (10 horas vs 12 horas), segundo ANOVA unidirecional
(teste de Tukey).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A atividade antifalcizante das moléculas foi avaliada conforme ensaios descritos no
paragrafo anterior. A concentracdo das moléculas (10uM) testadas em concentracao
unica 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, 21151205940, Z17974526,
7241893728, 2223070016, 7168278894, 7339111662, 71352992888,
21177122804, 7847449186, Z18363132, Z974202914inibem o processo de
falcizacdo em mais de 70%, quando comparadas ao tratamento com salina (controle
negativo) (Figura 17). Os outros compostos ndo apresentaram atividade
antifalcizante ou suas atividades foram inferiores ao MRS1754.
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Figura 17. Avaliagcdo dos compostos com potencial antifalcizante
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na concentracdo de 10uMos compostosZ1139491704, 21151205940, Z17974526,
7241893728, 7223070016, 2974202914, 7218363132, 2847449186, 21177122804,
71352992888, 7339111662, Z168278894 tém efeito antifalcizante maior que
MRS1754, um antagonista comercial de RA2B(JI et al., 2001; STEFANACHI et al.,
2008a), cuja atividade antifalcizanteja € estabelecida na literatura(SUN et al., 2015;
ZHANG et al., 2011). Entretanto, comparar a poténcia de compostos com base em
ensaios de dose Unica pode levar a conclusao erréneas (GUHA, 2005). Portanto, os
valores de EC50 desses compostos foram determinados (Figura 18).
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Figura 18. Curva concentragédo resposta aos compostos identificados na triagem biolégica. Dados
sao apresentados como média + DPM de 5 amostras de 5 pacientes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise visual dos graficos sugere um comportamento bifasico (MRS1754,
7241893728, Z1151205940, Z1139491704, 2168278894, 27339111662,
71352992888, Z847449186) que pode estar relacionado com a ligacdo em alvo
secundario. De fato, MRS1754 é conhecido por bloquear RA2B em concentracao

nanomolar, mas também se liga a outros receptores de adenosina na concentragéo
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micromolar (IJZERMAN et al., 2017). Por essa razdo, utilizou-se o método de
regressao bifasica, considerando coeficientes de Hill iguais a unidade, para avaliar a
poténcia 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 compativel com alta
afinidade de ligacdo a RA2B e baixa afinidade de ligagcdo por outros receptores.
Considerando esta hip6tese, os compostos Z241893728 (pEC50 = 7,46 + 0,15),
71151205940 pEC50 = 7,46 + 0,11) eZ1352992888 (pEC50 = 7,42 + 0,19) séo
ligeiramente menos potentes do que MRS1754 (pEC50 = 7,63 + 0,12) contra RA2B.
Por outro lado,Z1177122804 (pEC50 = 7,60 * 0,06),2168278894 (pEC50 = 7,64 *
0,09) e Z847449186 (pEC50 = 7,66 + 0,21) sdoequipotentes e 21139491704 (pEC50
= 7,79 £ 0,17) é mais potente do que MRS1754 na inibicado da falcizacdo dos
eritrécitos.

Considerando o segundo valor EC50, 27241893728 (pEC50 = 5,07 =
0,10),21352992888 (pEC50 = 5,13 + 0,12), Z847449186 (pEC50 = 5,23 + 0,14)
Z1139491704 (pEC50 = 5,30 = 0,12) sdo mais potentes contra o receptorsecundario
do que MRS1754 (pEC50 = 4,17 £ 0,13). Isso sugere que esses compostossao
menos seletivos que o controle positivo. Em contraste com isso, a poténcia de
71151205940 (pEC50 = 4,21 £ 0,12), Z339111662 (pEC50 = 4,19 + 0,13) contra o
receptorsecundario é semelhante a de MRS1754.

Curiosamente, 218363132 (pEC50 = 7,23 £ 0,10), Z17974526 (pEC50 = 7,33 *
0,06), 21177122804 (pEC50 = 7,60 £ 0,06), 2974202914 (pEC50 = 7,61 + 0,06) e
27223070016 (pEC50 = 7,63 £ 0,05), mostram um comportamento de curva sigmoide
classica que é compativel com menor ligacao a receptores secundarios. Além disso,
21177122804, 7974202914 e Z223070016 possuem poténcias equivalentes ao
MRS1754. No entanto possuem maior seletividade, ainda que concentracbes acima

da faixa micromolar sejam utilizadas.

4.5 ESTUDO DA RELAGAO ENTRE A ESTRUTURA QUIMICA E ATIVIDADE
BIOLOGICA DAS MOLECULAS COM ATIVIDADE ANTIFALCIZANTE

Na tentativa de esclarecer os determinantes quimicos e estéreos que influenciam na
atividade biol6gica,asestruturas da classe de compostos (derivados do benzodioxol)

identificadas na etapa de triagem foram analisadas visualmente.



58

Os derivados de benzodioxol identificados neste estudo podem ser divididos em trés
partes: benzodioxol, grupo espacador (entre o benzodioxol e a carbonila) e uma
regiao com estrutura quimica diversa. O Z15855510 possui na estrutura diversa uma
piridazinona que contribui para eliminagdo da atividade antifalcemia do composto.
Isso pode estar relacionado a impedimento estéreo promovido pela carbonila da
piridazinona. Por outro lado, o composto Z17974526 nao possui substituinte na
posicdo para da estrutura diversa (pirazina amina), por isso esse composto
apresenta pEC50 igual a 7,33. A influéncia do volume na regiao de estrutura diversa
pode ser confirmada quando se observa o composto 2241893728 (pEC50 = 7,46).
Nessa regiao o composto o composto possui menor volume, quando comparados
aos compostos citados anteriormente. Além disso, observa-se também que a amina
presente no grupo espacados do Z2418933728 nao influencia na atividade dos
compostos, ja que mudanca na posicao desse grupo quimico nao altera a atividade
antifalcemia, como pode ser observado para o composto 21151205940 (pEC50 =
7,46). O Z1177122804 é composto da classe dos benzodioxol com maior poténcia
(PEC50 = 7,60). A alta atividade desse composto estd relacionada ao grupo
espacador maior, em relagdo aos outros compostos da classe. Isso sugere que a
distancia entre a carbonila e o benzodioxol, separados por mais que dois atomos, €
favoravel a atividade antifalcemia. Essa observacao pode ser confirmada quando se
verifica a estrutura do espagador do composto Z17559310 (composto inativo), que
possui apena um atomo entre a carbonila e o benzodioxol. A proximidade entre
esses dois grupos quimicos pode estar associada a inatividade do composto
Z17559310. Outro fator que pode eliminar a atividade dos compostos esta associado
a rigidez do grupo espacador. Observa-se no composto Z998677024 um grupo
quimico tiazol entre a carbonila e o benzodioxol. A insercao desse anel rigido parece
ser responsavel pela eliminacéo da atividade antifalcemia do composto Z998677024.
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Figura 19. Estrutura quimica dos compostos derivados do benzodioxol e seus respectivos valores de
atividade antifalcemia. Os compostos que ndo apresentaram atividade antifalcemia maior que 50%

nos testes de dose Unica e que ndo tiveram os valores de pEC50 definidos foram considerados

inativos.
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4.6 ANALISES DA LIGACAO COMPETITIVA

Embora os resultadosda analise de antifalcizantesejam promissores, eles nao
comprovam que o efeitosantifalcizantes observadossédo decorrentes da modulagéo
de RA2B. A fim de verificar essa hip6tese investigou-se a capacidade dos
compostos Z1139491704, Z1151205940, Z17974526, 7241893728, 2223070016,
2168278894, 2339111662, 21352992888, 2847449186, Z1177122804, Z18363132,
7974202914 bloquearem a acdo de um agonista de RA2B (NECA), conforme
estabelecido na literatura (HIDE et al., 1992).

As curvas concentracao-efeito do NECA obtidas na presenca dos compostos testes
foram deslocadas para a direita de forma concentracao dependente (Figura 20), o
que pode ser atribuido a diminuicdo do valor da afinidade intrinseca do NECA por
RA2B. O deslocamento da curva do NECA foi superior a duas unidades logaritmicas
quando Z17974526 (2,33), Z223070016 (2,14) e Z974202914 (2,24) foram
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adicionados individualmente em cada teste na concentracdo de 30nM. Da analise
dos resultados obtidos para as incubac¢des com os outros compostos, nesta mesma
concentracao, ha um deslocamento da curva para a direita com reducao da poténcia
do NECA pouco acentuada, com menos de 1,5 unidades logaritmicas. Porém,
quando comparados com o MR1754 (1,13), os compostos 21139491704 (1,26) e
/7339111662 (1,43) apresenta maior deslocamento da curva do NECA na menor
concentracao testada, demonstrando a eficiéncia desses compostos no bloqueio do
RA2B.
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Figura 20.Curva concentragéo resposta ao NECA na auséncia ou presenga de compostos identificados na triagem biolégica. Dados sédo apresentados como
média £ DPM de 5 amostras de 5 pacientes.
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O deslocamento da curva concentracdo-resposta do NECA para a direita sugere
uma acao antagonista competitiva para os compostos 21139491704, 21151205940,
717974526, 7241893728, 2223070016, 2168278894, 72339111662, Z1352992888,
/847449186, Z1177122804, 218363132, Z2974202914. A fim de sustentar essa
hip6tese foram calculados o coeficiente de regressao e a poténcia (pA2) antagonista
para esses compostos(COLQUHOUN, 2007). A variavel pA2 expressa
numericamente a afinidade do antagonista em deslocar acurva concentracao efeito
(CCE) para a direita. pA2 equivale a concentracdo de antagonista competitivo
necessaria para deslocar a CCE do agonista num fator 2 para a direita - na pratica
significa que para obter o mesmo efeito é necessério o dobro da quantidade de
agonista(NEUBIG et al., 2003). Os valores de pA2, obtidos a partir docalculo da
equacdo de Schild(KENAKIN, 1982) (Figura 21) sugere que 0S
compostosZ17974526  (pA2=9,54), 72223070016 (pA2=9,45), Z1177122804
(pA2=9,13), 218363132 (pA2=9,03) e 2974202914 (pA2=9,35) foram superiores ao
controle MRS1754 (pA2=8,68) em termo de afinidade. As diferencas de 0,86 e 0,77
unidades entre os valores de pA2 para 217974526, 2223070016, permitem concluir
que esses compostos sao 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 regressao de Schild, sugerem que esses compostos sao antagonistas
competitivos.

Além disso, os valores de pA2 determinados para os compostos Z17974526,
7223070016, 21177122804, 218363132 e 2974202914 também se demonstraram
superioresa outros antagonistas do RA2B descritos na literatura. Por exemplo, a
poténcia 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 poténcia
em antagonizar os efeitos do NECA, as andlises de regressao linear através do
método propostos por Schild revelou que os compostos 2241893728, 21139491704,
71151205940, 2168278894, 21352992888, 2847449186 ndo parecem interagir com
o RA2B através de um mecanismo competitivo classico, considerando que os
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valores de coeficiente angular calculados foram significativamente diferentes da

unidade (regresséo linear - Figura 21).
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Figura 21. Grafico de Schild para os compostos 21151205940, 217974526, 2241893728, 2223070016 21139491704 e antagonista conhecido MRS1754
frente ao NECA. Dados obtidos de 5 experimentos para cada concentracdo, com amostras de diferentes pacientes. As barras verticais nos pontos
representam o erro padrao da média. [M] é a concentracao de cada composto.
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A avaliagédo bioldgica apresentou compostos, identificados na triagemfarmacoférica,
capazes de inibir a falcizacdo de hemacias, confirmando suas propriedades como
agentes antifalcizantes. No entanto, outro requerimento estabelecido pela OMS para
bons candidatos a farmacos é a sua seguranca. Os testes de toxicidade celular
fornecem as primeiras informagdes sobre a seguranca 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 mamifero, pelo método colorimétrico Alamar Blue. Na
concentragdo de 100uM ou inferior os compostos 217974526 e 2223070016 n&o
induziram efeito citotdxico em macrofagos J774 (Figura 22). Por tanto, os resultados
desse ensaio sugerem que 0s compostos mais ativospossuem citotoxicidade
insignificante em células de mamiferos, nas condi¢ées testadas.

Figura 22. Efeito citotoxico de 217974526 e 72223070016 em células de mamifero. As células de
macrofagos J774 foram incubadas com veiculo (DMSO a 5% em solugdo salina, Ct, grupo de
controlo) ou diferentes concentragbes de 2223070016 (100, 50, 25, 12.5 ou 6,25 pM, painel A) ou
217974526 (100, 50, 25, 12,5 ou 6,25 yM) 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 trés determinagbes obtidas em uma das trés experiéncias
realizadas. * indica significaAncia das culturas tratadas com veiculo (p <0,05). ANOVA seguida pelo
teste de comparagao multipla de Tukey.
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5. CONCLUSAOE PERSPECTIVA

5.1 CONCLUSAO

O uso de estratégia de triagem virtual baseada em farmaco6foro mostrou-se uma
ferramenta eficiente na identificacdo de compostos com atividade antifalcemia. A
partir da estratégia de triagem virtual baseada em antagonista do RA2B, foi possivel
selecionar 12 compostos capazes de evitar o processo de falcizagédo, levando em
conta informacdes relativas a estrutura quimica de compostos de referéncia,
evidenciando que, embora seja menos dispendiosa se comparada a triagem virtual
baseada na estrutura da proteina alvo, esta técnica é robusta e possui grande
potencial para identificacdo de compostos prototipos.

Os ensaios biolégicos confirmaram que 12 compostos efetivamente atuam como
antifalcizantes e com fortes evidéncias de que suas atividades estao relacionadas ao
bloqueio do RA2B, sendo que os efeitos principais foram competitivos. Dentre os
resultados destaca-se a maior poténcia (pA2)para 5 compostos em comparagao com
o controle. Quanto menor a poténcia de um farmaco e maior a dose necessaria,
maior sera a probabilidade de que outros sitios de ag¢ao, que nao o primario, tenham
importancia. Em termos clinicos, isto est4d frequentemente associado ao
aparecimento de efeitos adversos ndao desejados. Nesse contexto, os compostos
217974526, 72223070016 parecem ser interessantes ja que apresentam poténcia
seis vezes superior ao MRS1754; e os compostos Z1177122804, 218363132 e
7974202914 duas vezes maior.

5.1 PERSPECTIVAS

O processo de identificacdo de novos farmacos para tratamento da anemia
falciforme, realizado nesta pesquisa, deu 0s seus primeiros passos com a
identificacdo de compostos com atividade antifalcemia. No entanto, apesar de
termos forte indicio de que omecanismo de acdo dos compostos testados esta
relacionado ao bloqueio do RA2B, a solidez desses achados sera confirmada com
ensaios de determinacdo do acumulo de AMPc.Essa técnica ira fornecer
informacgdes diretas da acdo dos compostos em RA2B.
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Paralelamente aos estudos de determinacédo do acumulo de AMPc, sera analisada a
acdo combinada da hidroxiuréia com os compostos ativos. A hidroxiuréia € um
farmaco eficiente na redugdo dos sintomas da anemia falciforme, porém
significantes efeitos adversos estdo relacionados a esse farmaco. Um efeito
sinérgico dos composto identificados na triagem virtual com a hidroxiuréia pode
resultar em reducédo da dose desse farmaco e, consequentemente, diminuicdo dos

efeitos adversos.
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APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

l. Justificativa e os objetivos da pesquisa:

Pacientes portadores de anemia falciforme apresentam hemacias na forma de foice.
As hemdacias deformadas obstruem os vasos sanguineos, causando dores severas.
Os medicamentos disponiveis apresentam apenas acgado paliativa, ndo tratam a
origem da doenca. Por isso, gostariamos de convidar o (a) Sr(a) a participar deste
projeto, que tem como objetivo identificar compostos capazes de evitar a falcizacao
das hemacias.

Il. Procedimentos que serao realizados:

Serédo coletados de 3 a 5ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum
problema com o processamento da amostra que exija uma recoleta), pelo método de
coleta a vacuo, em dia e horario agendado previamente. As amostras de sangue
serdo coletadas e analisadas no laboratério Multiplo da Faculdade Maria Milza

(FAMAM). As amostras serdo 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, ndo poderdo participar desta pesquisa pacientes que tenha
capacidade de autodeterminacdo reduzida ou impedida, ou de qualquer forma
estejam impedidos de opor resisténcia, sobretudo no que se refere ao
consentimento livre e esclarecido.

lll. Riscos e desconfortos potenciais:

O principal risco relacionado a puncdo para coleta de sangue venoso Ssao
hematomas. Pode ocorrer também pequeno sangramento no local da puncgéo. Outro
potencial risco € a contaminagdo sanguinea por bactérias externas ao organismo
humano

IV. Técnicas para minimizar riscos:

Para evitar o hematoma, logo que o extravasamento sanguineo for visualizado
durante a coleta, serao retirados o torniquete e a agulha imediatamente do braco do
voluntario seguindo de compressao do local, com gaze estéril, por um periodo de

dois minutos. Caso o hematoma persista, o voluntario deve realizar compressa
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quente 3 vezes ao dia. Para que ndo ocorra sangramento, logo ap6s a pung¢ao o
local puncionado sera coberto com curativo oclusivo. O risco de contaminagao
sanguinea é totalmente extinto com o uso de materiais estéreis e descartaveis.
Portanto, nessa pesquisa serao utilizadas agulhas, e seringas totalmente estéreis e
descartaveis. Além disso, o local da puncédo sera corretamente desinfetado com
alcool a 70%.

V. Beneficios esperados:

Este estudo podera no futuro beneficiar as pessoas com anemia e doenca
falciforme. Além disso, podera contribuir no diagnéstico de doenca falciforme
(anemia falciforme associada a outras variantes da hemoglobina, tais como
hemoglobina C, D, E) para os voluntarios participantes.

Vi. Formas de acompanhamento e assisténcia:

As coletas de sangue serdo realizadas por pessoal capacitado. Além disso, vocé
pode dirigir-se ao laboratério Multiplo da FAMAM, em qualquer momento enquanto
durar o periodo do projeto, para solicitar informacdées sobre o andamento da
pesquisa ou informar que nao 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 coercédo, dos objetivos, da justificativa, dos
procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios 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 comodo e em local apropriado para manutencao
da minha privacidade. Também foi dado o tempo que eu julguei necessario para que
pudesse refletir, consultar, se necessario, meus familiares ou outras pessoas que
pudessem me ajudar na tomada de deciséao livre e esclarecida.

Fui igualmente informado:

- da ogarantia de receber esclarecimento a qualquer duvida acerca dos
procedimentos, riscos, beneficios 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 prejuizo;

- da segurancga de que nao serei identificado e que se mantera o carater confidencial

das informacdes relacionadas com a minha privacidade;
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- de que a minha participacdo no estudo ndo produz despesas que devam ser
reembolsadas pela equipe de pesquisa, uma vez que o0 meu deslocamento para o
local da coleta sera realizado pelos membros da pesquisa;

- de que esse TCLE ficara arquivado, em formato digital, no computador da
Coordenacéao do Programa de Iniciagéo Cientifica da Faculdade Maria Milza por um

periodo de cinco anos, conforme Resolugéo 466/2012.

O Centro Coordenador desse projeto de pesquisa localiza-se na Faculdade Maria
Milza e os pesquisadores responsaveis por esse projeto de pesquisa sdo o Prof.
MSc. Odailson Santos Paz (71-91341843 — email: odailsonpaz@hotmail.com —
Laboratério Multiplo, Rodovia BR-101, Km 215, Governador Mangabeira) e o Prof.
Dr. Marcelo Santos Castilho — email: castilho@ufba.or — Laboratério de
Bioinformatica e Modelagem Molecular, Faculdade de Farmacia, UFBA, tendo sido
esse documento revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Geral Roberto Santos, o qual podera ser contatado a qualguer momento para o
esclarecimento de dulvidas 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 cépia, de igual teor, assinada deste termo.

Local / Data

Assinatura do Voluntario Impressgo datiloscopica

do voluntario

Pesquisador responsavel Pesquisador participante Estudante participante



ANEXO A

HOSPITAL GERAL ROBERTO Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO BIOLOGICA DE COMPOSTOS COM POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-
FALCEMIA

Pesquisador: Odailson Santos Paz

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 39765214.4.0000.5028

Instituigcdo Proponente: Faculdades Unidas de Pesquisa, Ciéncias e Salude
Patrocinador Principal: CENTRO EDUCACIONAL MARIA MILZA LTDA - ME

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 928.405
Data da Relatoria: 17/12/2014

Apresentacao do Projeto:
Trata-se de um projeto de pesquisa de corte transversal, prospectivo e pretende analisar amostras de
sangue em pacientes falciformes a partir de produtos naturais e e substancias de origem sintéticas.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar compostos com atividade anti-falcemia a partir de produtos naturais e bstancias de origem
sintética.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Desde quando o pesquisador adote os cuidados descritos na metodologia ndo visualisamos outros riscos
visto que a coleta de amostras de sangue de paciente portadores de anemia falciforme voluntarios, sera
realizada com materiais estéreis e descartaveise adotando os principios de controle de infecgao e

higienizacdo. Sendo assim, esse projeto ndo oferece risco ao voluntario, tdo pouco ao manipulador.

Endereco: Estrada do Saboeiro, s/n°

Bairro: CEP: 41.180-000

UF: BA Municipio: SALVADOR

Telefone: (713)372--2864 Fax: (713)387--3413 E-mail: cep.hgrs@gmail.com
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Continuagao do Parecer: 928.405

Beneficios:

Eritrocitos falciformes sdo responsaveis pelos fendbmenos vaso-oclusivos que sdo marca da doencga e,
consequentemente, causam isquemia e necrose de tecidos. Até o momento, a maioria dos tratamentos
disponiveis para anemia falciforme tem finalidade paliativa ou apresentam efeitos colaterais acentuados. Os
proventos oriundos desse projeto podem ser considerados como etapa chave para a melhoria das
condigbes de saude de uma parcela consideravel da populagao (4%-15%) mundial que apresenta anemia e
doenga falciforme.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Nao ha.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Todos os termos de apresentacdo obrigatoéria foram apresentados.

Recomendacoées:
Ajustar o TCLE as normas basicas, incluindo espaco para identificacdo dactiloscopica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Faz-se necessario a adequacao do cronograma para o novo periodo da coleta de dados da
pesquisa.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracgodes Finais a critério do CEP:

N&o ha.

SALVADOR, 05 de Janeiro de 2015

Assinado por:
MARIA DO ESPIRITO SANTO DA SILVA

(Coordenador)
Endereco: Estrada do Saboeiro, s/n°
Bairro: CEP: 41.180-000
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (713)372--2864 Fax: (713)387--3413 E-mail: cep.hgrs@gmail.com
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