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Avaliacao in silico de propriedades
farmacocinéticas de compostos
antileucémicos publicados por periodicos
cientificos

In silico evaluation of pharmacokinetic properties of
antileukemic compounds published by scientific journals

Daniella Felix Silva® ; Itdcio Queiroz de Mello Padilha*

Introducéo: O desenvolvimento de novas drogas anticancer envolve laboriosas etapas de testes in
vitro, avaliacbes das propriedades farmacocinética e testes in vivo. O uso de ferramentas in silico, ou
seja, por simulagdo computacional, economiza tempo e esfor¢o consideraveis, no desenvolvimento de
drogas anticancer, permitindo uma maior probabilidade de sucesso clinico. Objetivo: Avaliar, in silico,
as propriedades farmacocinéticas (ADMET) de compostos com potencial antileucémico publicados
na literatura cientifica. Métodos: A pesquisa de carater bibliogréfico foi conduzida nas bases de dados
SciELO, PubMed e Biblioteca Virtual em Saude (BVS). Foram listadas 11 publicacées (12 moléculas) e
o Etoposideo (controle) para analise dos parametros farmacocinéticos por meio do software pkCSM.
Os resultados obtidos foram analisados atribuindo-se pesos aos diferentes parametros avaliados pelo
pkCSM. Resultados: Os compostos com melhor perfil foram TC1 (Derivados de Orto-quinonas) e DHA
(Dihidroartemisinina), apresentando melhores propriedades farmacocinéticas que o Etoposideo; uma
droga ja utilizada no tratamento do cancer. Contudo, tais compostos ainda apresentam importantes
caracteristicas farmacocinéticas indesejaveis como solubilidade e toxicidade. Conclusdo: Ao avaliar
as propriedades farmacocinéticas (ADMET) dos compostos em estudo, mostra-se a importancia das
andlises de triagem de moléculas e seus derivados bioativos como uma etapa inicial na busca por
novos medicamentos. As avalia¢Bes in silico realizadas antes e durante os ensaios in vitro podem
economizar recursos e tempo na busca por novos farmacos.

Antineoplasicos; A¢des Farmacoldgicas; Simulacdo por Computador, Acdes e
Usos de Compostos Quimicos.

Introduction: The development of new anticancer drugs comprises hard-working steps of in vitro
testing; evaluation of pharmacokinetic properties and in vivo testing. The use of in silico tools, i.e. by
computer simulation, can save considerable time and effort in anticancer drug development, allowing
a higher probability of clinical success. Objective: To evaluate, in silico, the pharmacokinetic properties
(ADMET) of compounds with antileukemic potential published in the scientific literature. Methods:
A literature search was conducted on SciELO, PubMed and Virtual Health Library (VHL) databases.
Eleven publications (12 molecules) and Etoposide (control) were listed for analysis of pharmacokinetic
parameters using the pkCSM software. The results obtained were analyzed by assigning weights
according to scores of the different parameters evaluated by pkCSM. Results: The compounds with
the best profile were TC1 (Ortho-Qinone derivatives) and DHA (Dihydroartemisinin), showing better
pharmacokinetic properties than Etoposide; a drug already used in cancer treatment. However, such
compounds still exhibit important undesirable pharmacokinetic characteristics such as solubility and
toxicity. Conclusion: Evaluating the pharmacokinetic properties (ADMET) of the compounds under
study shows the importance of screening analyses of molecules as well as their bioactive derivatives
as an initial step in the search for new drugs.In silico assessments performed before and during in
vitro assays can save resources and time in the search for new drugs.

Antineoplastic Agents; Pharmacologic Actions; Computer Simulation; Chemical Actions

and Uses.
|NTRODUCAO compreensdo de vias bioquimicas, alvos
moleculares e de mecanismos que levam
O processo de descoberta e

ao aparecimento e desenvolvimento de
doencas, tornaram possivel a descoberta
de inovagles terapéuticas  notaveis,
proporcionando melhorias significativas na
qualidade de vida das diversas populacdes
no mundo’.

desenvolvimento de farmacos é complexo,
longo e de alto custo, tendo suas raizes
profundamente ligadas as inovacgbes
cientificas e tecnoldgicas’. Os avancos
expressivos da Quimica, Biologia e a melhor

Arch. Health. Sci. 2023


https://orcid.org/0000-0002-8193-5443
https://orcid.org/0000-0001-9062-0155

ealth Sciences

O desenvolvimento de farmacos contempla os estudos
farmacocinéticos, os quais abrangem os processos de absorcdo,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET), ou
seja, "0 que o organismo faz com o farmaco”. Adicionalmente, a
farmacodinamica esta relacionada com a interagdo do farmaco com o
seu alvo (receptor, enzimas etc.) e a consequente producéo do efeito
terapéutico, e pode ser entendida como “o que o farmaco faz no
organismo”.

Neste sentido, a previsdo dos processos de ADMET logo nos
estagios iniciais da pesquisa é de extrema importancia. A otimizagéo
destas propriedades, por meio de modificagdes moleculares de
compostos promissores, é essencial na sele¢do de compostos
candidatos com maiores probabilidades de ndo serem abandonados,
mais adiante, na fase clinica. O fracasso na fase clinica representa
grandes perdas de tempo e investimento®.

O parametro farmacocinético de absorcdo trata da velocidade e da
eficiéncia da absor¢ao, que dependem do ambiente onde o farmaco é
absorvido, das suas caracteristicas quimicas e da via de administragéo
(o que influéncia sua biodisponibilidade)®. Uma vez administrada e
absorvida, a droga é distribuida, isto é, transportada pelo sangue
e outros fluidos aos tecidos do corpo. Apesar de ser um todo
funcional, o organismo divide-se em diferentes compartimentos, bem
delimitados pelas membranas biol6gicas. No estudo da distribuicéo,
procuramos conhecer os fatores que condicionam este movimento
da droga de um compartimento para outro®.

J& o metabolismo de farmacos compreende o conjunto de
reagbes enzimaticas que convertem os farmacos em metabdlitos
de polaridade crescente para que sejam excretados pela urina. O
metabolismo desempenha, assim, um importante papel na eliminacéo
de farmacos e impede que estes compostos permanecam por tempo
indefinido no nosso organismo? O rim é o 6rgdo mais importante
para a excrecdo dos farmacos e seus metabdlitos. O transportador de
cations organicos (OCT2) é expresso nos rins; e promove o transporte
de cétions do sangue; para dentro das células do tdbulo proximal,
que representa o primeiro estagio no processo de secrecdo renal’.

Tais propriedades farmacocinéticas de compostos podem ser
avaliadas com auxilio de programas on-line como o pkCSM* que
avalia as caracteristicas das cinco principais classes de propriedades
farmacocinéticas (ADMET) por meio de uma plataforma integrada
para prever resultados farmacocinéticos e toxicolégicos usando
assinaturas baseadas em grafos. Estes, por sua vez, sdo uma
representagdo matematica de entidades quimicas. Juntamente com
dados experimentais sobre propriedades particulares de interesse,
tais descritores podem entdo serem usados para construcdo de
modelos preditivos precisos por meio de algoritmos de aprendizado
de méaquina“.

A busca por novos medicamentos faz uso de uma imensa triagem
de moléculas, das quais as que apresentam propriedades farmaco
cinéticas e de seguranca indesejadas sdo prontamente descartadas.
As abordagens computacionais podem ajudar a diminuir os custos e
acelerar a realizacdo dessa triagem molecular®. A busca por farmacos
que auxiliem o combate a diversas enfermidades, a exemplo do cancer,
é um trabalho constante dos pesquisadores em todo mundo.

O cancer é uma das principais causas de mortalidade em todo o
mundo e o numero de casos de cancer tem aumentado gradualmente®.
O principal problema do tratamento do cancer é a recorréncia do tumor
e os efeitos colaterais de medicamentos quimioterapicos. Portanto,
existe uma demanda potencial para o desenvolvimento de novos e
eficazes medicamentos anticancer®. De fato, a indUstria farmacéutica
precisa avaliar uma grande quantidade de candidatos em estudos

pré-clinicos e clinicos devido a toxicidade ou atraso das propriedades
farmacocinéticas ideais, resultando em altos custos e prazos maiores
para o processo de descoberta de drogas®. Além disso, pesquisas
nacionais e internacionais apresentam diferentes moléculas candidatas
a farmacos anticancer sem apresentar seus perfis farmacocinéticos nas
etapas iniciais de triagem. Mesmo apresentando atividade anticancer
adequada, uma molécula candidata pode nédo apresentar propriedades
fundamentais para se tornar um farmaco®.

A avaliacdo de moléculas candidatas a droga anticancer por meio
do estudo das propriedades farmaco cinéticas (ADMET), utilizando-se
ferramentas in silico, ou seja, por simulagdo computacional, permite a
economia de tempo e esforco. Consideraveis no desenvolvimento de
drogas anticancer, permitindo uma maior probabilidade de sucesso
clinico. Diante desse contexto, o presente artigo tem como objetivo
avaliar as propriedades farmacocinéticas (ADMET) de diferentes
moléculas candidatas com potencial antileucémico, publicadas
recentemente na literatura cientifica, utilizando-se o software pkCSM.

METODOS

Obtencgao de compostos com atividade antileucémica

A obtencdo de diferentes moléculas candidatas com potencial
antileucémico foi realizada a partir do método de pesquisa
bibliogréfica integrativa. Foi realizado levantamento de referéncias
tedricas publicadas na forma de artigos cientificos nas plataformas
SciELO, PubMed e Biblioteca Virtual em Saude (BVS). O periodo
limite das publicagdes foi entre janeiro de 2019 e setembro de
2020,
"humanleukemiacells”. Foram adotados como critérios de inclusdo

utilizando-se os descritores: “molecule”, "anticancer" e
pesquisas classicas disponiveis nos idiomas portugués, inglés e
espanhol e que abordassem o estudo de moléculas com potencial
anticancer. Foram excluidos artigos que ndo publicaram a imagem
da molécula em estudo, artigos de revisdo, ensaios clinicos, artigos
com avaliacdo de anticorpos, artigos que ndo apresentaram dados
de I1Cso (50% da concentracdo inibitéria méaxima), artigos com
extratos vegetais e artigos com pesquisa com células ndo humanas.
A pesquisa encontrou 43 artigos no intervalo descrito anteriormente.
Apds aplicacdo dos critérios exclusdo, 11 artigos foram selecionados
para o presente estudo.

Avaliagao das propriedades farmacocinéticas.

As moléculas candidatas selecionadas por meio da pesquisa
bibliografica tiveram sua estrutura molecular convertida em um
cddigo Unico, composto de letras € nimeros em uma Unica linha
continua, que consiga guardar todas as informacbes sobre a
estrutura e particularidades do composto (Cédigo SMILES, Simplified
Molecular Input LineEntrySpecification). A conversdo em cddigos
SMILES foi realizada como auxilio da ferramenta SMILE Generator,
disponivel em: <http://www.cheminfo.org/flavor/malaria/Utilities/
SMILES_generator___checker/index.html>.

O Cddigo SMILE de cada molécula funcionou como arquivo de
entrada para andlise pelo softwareon-line pkCSM* disponivel em:
<http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/>. parametros
foram avaliados dentro das seguintes classes de propriedades
farmacocinéticas: absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade. Para avaliagdo dos resultados qualitativos e quantitativos
gerados pelo software pkCSM, pesos  as
propriedades avaliadas, a exemplo de menor peso (1) para absor¢ao
intestinal, considerando futuras drogas injetaveis, e maior peso (10)
para aspectos como solubilidade e hepatotoxicidade. A atribuicdo

Diferentes

foram atribuidos
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dos pesos foi aplicada com o auxilio do software LibreOffice Calc
(Versdo: 6.4.6.2) (Tabela Suplementar 1).

RESULTADOS

A triagem inicial de compostos com potencial anticancer tem inicio
com os testes in vitro. A Tabela 1 apresenta os 12 estudos selecionados
de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos para esta
Revisdo Integrativa. Adicionalmente, foi incluida na anélise o Etoposideo,
um derivado semissintético da podofilotoxina. A revisdo bibliografica
apresenta resultados de diferentes estudos de citotoxicidade em
linhagem celulares cancerigenas baseados nos valores de |Cso; os quais
variaram entre 0,379 a 68,3 u M entre os diferentes tipos celulares
avaliados (Tabela 1). Os ensaios de citotoxicidade contra a linhagem
K562 mostram ICso mostram valores de 0,379 u M e 1,1-1,6 u M para
TC1 (Derivados de Orto-quinonas) e DHA (Dihidroartemisinina),
respectivamente. Apesar do alto potencial citotdxico, ndo ha correlagdo
direta entre os dados experimentais e os preditos.

Tabela 1. Artigos utilizados na avaliacdo in silico de propriedades farmaco cinéticas de
compostos antileucémicos, publicados entre 2019 e 2020. Dados experimentais sobre
avaliagdo da citotoxicidade das moléculas selecionadas sobre diferentes linhagens
celulares em valores de 1Cso.
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A partir dos dados estruturais publicados, as estruturas
moleculares foram convertidas em cédigos SMILES, que é um modo
de representacdo de estruturas quimicas somente com caracteres
normais ASCIl (American Standard Code for Information Interchange),
composto deletras e nimeros emuma Unicalinha continua que consiga
guardar todas as informacdes sobre a estrutura e particularidades do
composto (Tabela Suplementar 2). A conversdo em cédigo SMILES é
essencial para analises farmacocinéticas; uma vez que é o arquivo de
entrada para anélise on-line pelo pkCSM, com o qual as caracteristicas
de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade foram
preditas. Os resultados da andlise das moléculas pelo pkCSM estdo
descritos na Tabela Suplementar 3. Para a andlise integrada dos
resultados qualitativos e quantitativos, foram atribuidos pesos aos
parametros avaliados focando nas caracteristicas mais importantes
para uma nova droga com acgdo anticancer (Tabela Suplementar 1).
Dessa forma, foi possivel ranquear as moléculas a partir dos
parametros farmacocinéticos (Tabela 2). Os resultados mostram que
duas moléculas se destacaram: TC1 e DHA. Apesar do Etoposideo ser
uma droga ja utilizada no combate ao cancer, a partir dos parametros
avaliados obteve a oitava posicdo entre as 13 moléculas avaliadas.

Tabela 2. Artigos utilizados na avaliagdo in silico de propriedades farmacocinéticas de

Principal objetivo N:ol_éwk:; Linhla?em M 2'25‘;‘ compostos antileucémicos, publicados entre 2019 e 2020. Ranqueamento das moléculas
seleclonada celular (uM/24 horas) baseado na pontuagéo dos resultados obtidos pela anélise do software pkCSM.

Avaliar o efeito de conjugados Posicdo Molécula Pontuacido
de curcunina na maquinaria . .
apoptdtica de células ! CCRF-CEM 68,30 1 T 120.873,2
cancerigenas 2 DHA 1206191
Avaliar o potencial
anticancer de analogos de 10L CEM” 157 3 3 3.1
Didehidroepiandrosterona. 4 1 110.116,6
Avaliar a sintese in vitro e 5 K313 106.923
citotoxicidade de novos 22 HL-60 * 97'
1,2,3-Triazol-5-yl-Fosfonatos 6 11C 106.849,3
Avaliar a inibi¢do da 7 22 102.017
proliferagdo de células .
leucémicas pela regulagéo do DHA K562 * 11-2,6° 8 Etoposideo (Controle) 96174
metabolismo realizado pela 9 KCR 85.136
Dihidroartemisinina(DHA)

o 10 DDNO-1 77350
Avaliar a citotoxicidade
do tgrpenoudeDavanona Davanona AML-193 5 12,50 " Davanona 24.821,22
em linhagens celulares de
leucemia mieldide aguda. 12 1oL 17.487,14
Avaliar a acdo de um novo 13 DL-247 66172
_hlbndo de 6—Lactona_ que DL-247 HL-60 * 1,150
induz apoptose em linhagem
=i DISCUSSAO
Avaliar as vias de morte
celular induzida por K313 K313 Nalm-6 34" As pesquisas que envolvem a busca por novos candidatos a
em linhagens celulares Daudi ' 64

cancerigenas Nalm-6 e Daudi.

Avaliar a atividade

antiproliferativa de derivados

Hidrazida de acidos 3 MV4-11" 14,0°
N-substituidos de 5-Cloro-3-

Metilisotiazol-4-Carboxil.

Avaliar a citotoxicidade

de novos analogos de
Orto-quinonas indutores de
apoptose.

TC1 K562 * 0,379

Avaliar a agdo de

pequenas moléculas que

induzem diferenciacdo de

megacariocitos e suprimem KCR HEL * 3,18"
a leucemia por meio da K562 * 592
ativagdo da via de sinalizagdo

PKC&/ERK1/2 em células

eritoleucémicas.

Avaliar o potencial anticancer
de novos derivados de
Faeosfaerida A (PPA).

Etoposideo K562 847"
(Controle) THP-1¢ 083

Linhagens celulares: ‘Leucemia linfoblastica aguda; ‘Leucemia promielocitica aguda; ‘Leucemia
mieldide crénica; SLeucemia monocitica aguda; ILeucemia aguda de Célula T; "Linfoma de Burkitt;
“Leucemia mielomonociticabifenotipica B; "Leucemia Eritroide.

farmacos contra o cancer tém inicio com estudos in vitro, entre
eles, estdo os testes de citotoxicidade em linhagens normais e
cancerigenas'®. Todos os compostos avaliados apresentaram |Cso sobre
linhagens celulares cancerigenas igual ou inferior a 68,3 u M. Com a
inclusdo do Etoposideo, uma droga introduzida no tratamento clinico
e que tem tido uma participacdo muito importante no tratamento
quimioterapico do cancer (sarcoma de Ewing, cancer de pulmao,
cancer testicular, linfoma, leucemia nao-linfocitica e glioblastoma
multiforme)®, foi possivel observar que os resultados foram téo
melhores ou superiores aos encontrados com o uso de Etoposideo,
evidenciando o potencial citotoxico em células cancerigenas dos
candidatos avaliados.

Os indicadores fisico-quimicos sdo usados durante o inicio do
desenvolvimento de farmacos por fornecerem informagdes que se
relacionam com as principais propriedades que afetam as funcdes
biolégicas™. A ferramenta on-line pkCSM ¢é utilizada para a predicdo
da toxicidade de candidatos a farmacos a partir das propriedades
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ADMET. Esta etapa é fundamental para predizer se os potenciais
farmacos apresentam os parametros adequados para a selecdo de
drogas, visando a administracdo no organismo humano. Por ser
gratuito, ndo retém nenhuma informacdo enviada e fornece uma
plataforma integrada capaz de avaliar de forma rapida propriedades
farmacocinéticas e de toxicidade de candidatos a farmacos®.

Os aspectos de toxicidade de farmacos envolvem diferentes testes.
Entre eles, o teste de Ames (potencial mutagénico); a dose toxica em
humanos em ensaios clinicos Fase |, e os estudos relacionados aos
inibidores do canal de potéassio codificado por hERG s&o importantes
na aprovagdo do farmaco*®. A partir da pontuacdo, os melhores
potenciais farmacocinéticos foram obtidos pelas moléculas TC1 e
DHA. TC1 faz parte de um grupo de novos analogos de Orto-quinonas
indutores de apoptose'. DHA (Dihidroartemisinina) em combinacdo
com piperaquina é utilizada no tratamento da malaria. Os derivados
de DHA apresentam atividade anticancer®.

O composto TC1 apresentou solubilidade proxima a encontrada no
Etopisideo, ja DHA apresentou-se mais sollvel em agua. As demais
predicdes de absorcdo e distribuicdo foram semelhantes as duas
melhores moléculas, segundo o ranqueamento. DHA foi positivo
para o teste de Ames, enquanto TC1 foi considerada hepatotodxica,
resultado diferente ao encontrado com Etoposideo, negativo em
ambos os testes. DHA ndo foi considerado substrato para CYP3A4
e CYP1A2, ja TC1 foi positivo para esses aspectos além de CYP2C19,
mostrando facilidade para metabolizacdo desse candidato a
farmaco® 2

O teste de Ames caracteriza-se pelo uso de linhagens indicadoras
de Salmonella typhimutium, sensiveis as substancias capazes de
induzir diferentes tipos de mutagdo. Na presenca de agentes
mutagénicos, estas linhagens revertem seu carater de auxotrofia
para a sintese de histidina e passam a formar col6nias em um meio
desprovido deste aminoacido’. Desta forma, por meio da contagem
de coldnias por placa, é possivel estabelecer a acdo mutagénica de
um composto em func¢do da sua concentragdo’. O Unico composto
avaliado com resultado positivo para o teste de Ames foi o DHA. O
modelo preditivo do pkSCM é baseado em resultados experimentais
de mais de oito mil compostos. De fato, para atuar como um
composto antileucémico; DHA deve passar por maiores avaliagdes ou
até modificagdes racionais da sua estrutura, criando derivados com
uma menor capacidade mutagénica®.

A méaxima dose tolerada em humanos é um parametro importante
na Fase | de testes clinicos, os quais sdo baseados em extrapolagdo
de dados obtidos com animais. Para um determinado composto, a
méaxima dose tolerada em humanos menor que log de 0,477 (mg/
kg/dia) é considerada baixa, enquanto valores acima deste sdo
considerados altos. Os compostos mais bem ranqueados apresentam
maéxima dose tolerada em humanos consideradas altas''.

Danos no figado causados por medicamentos é uma grande
preocupacdo durante o desenvolvimento de novas drogas. O modelo
preditivo de hepatotoxicidade do pkCSM utiliza os efeitos colaterais
associados ao figado de 531 compostos avaliados em humanos. Um
composto é considerado hepatotédxico quando é predito pelos mesmos
eventos patoldgico ou fisioldgico associados ao funcionamento do
figado. Entre os compostos avaliados mais bem ranqueados; TC1, 1 e
K313 foram positivos para o teste de hepatotoxicidade. As pesquisas
gue envolvem estes compostos devem avaliar a dose hepatotdxica
maéaxima, bem como, derivados menos tdxicos'”.

O desenvolvimento de medicamentos requer em média 13
anos de pesquisas. Além do projeto e da producdo, é necessario

examinar a eficacia, a toxicidade e os perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos da droga em estudos baseados em células e
animais'. Os resultados obtidos mostram a importancia das analises
do potencial farmacocinético durante a triagem de moléculas e seus
derivados bioativos. As avaliagdes in silico realizadas antes e durante
0s ensaios in vitro podem economizar recursos e tempo na busca por
novos farmacos "7'%.

CONCLUSAO

A busca por novos farmacos com potencial antileucémico é de
extrema importancia e tem inicio com os testes in vitro. A triagem de
candidatos pode estar atrelada a andlise in silico das propriedades
farmacocinéticas. As moléculas escolhidas para a presente andlise
apresentam alto potencial citotdxico em linhagens celulares leucémicas,
mas apresentaram perfis farmacocinéticos preditos variados. Os
resultados mostram que mesmo os compostos mais bem avaliados
apresentam propriedades que podem ser melhoradas, utilizando
metodologias de desenho racional de drogas, nas quais modificacbes
subsequentes podem ser realizadas para aprimorar a molécula ligante
e torna-la mais especifica para um determinado alvo, incrementando
suas caracteristicas farmacoldgicas. As triagens e analises virtuais
das propriedades farmacocinéticas dos compostos avaliados podem
aumentar a probabilidade de sucesso nos ensaios clinicos.
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