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Resumo: A Doenca do Sono ¢ causada pelo parasita 7. brucei e é considerada uma doenga tropical negligenciada.
Os tratamentos disponiveis para estas doengas sdo limitados e insuficientes, além de apresentarem baixa eficacia,
elevada toxicidade. Derivados de quinoxalina apresentam importantes propriedades biologicas. Neste trabalho,
realizou-se estudos de Relag¢do Estrutura-Atividade com uma série destes derivados, ativos frente ao 7. brucei,
para avaliar que propriedades fisico-quimicas contribuem para a atividade biologica observada. Foram propostos
6 compostos a partir de modificagdes estruturais nos derivados estudados, e 2 foram selecionados como candidatos
em potencial a agentes anti 7. brucei.

Palavras-chave: Doenca do sono. Trypanosoma Brucei. Modelagem Molecular. Derivados de quinoxalinas.
Relagio estrutura-atividade.

Abstract: Sleeping sickness is caused by the 7. brucei parasite and is considered a neglected tropical disease. The
treatments available for these diseases are limited and insufficient, in addition to having low efficacy and high
toxicity. Quinoxaline derivatives have important biological properties. In this work, Structure-Activity
Relationship studies were carried out with a series of these derivatives, active against 7. brucei, to evaluate which
physical-chemical properties contribute to the observed biological activity. Six compounds were proposed based
on structural changes in the studied derivatives, and two were selected as potential candidates for anti-7. brucei
agents.

Keywords: Sleeping sickness. Trypanosoma Brucei. Molecular Modeling. Quinoxaline derivatives. Structure-
activity relationship.
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Resumen: La enfermedad del suefio es causada por el parasito 7. brucei y es una enfermedad tropical desatendida.
Los tratamientos disponibles para estas enfermedades son limitados e insuficientes, ademas de tener baja eficacia
y alta toxicidad. Los derivados de la quinoxalina tienen importantes propiedades biologicas. En este trabajo se
realizaron estudios de Relacion Estructura-Actividad con una serie de estos derivados, activos frente a 7. brucei,
para evaluar qué propiedades fisico-quimicas contribuyen a la actividad bioldgica. Se propusieron seis compuestos
basados en cambios estructurales, y dos fueron seleccionados como candidatos potenciales para agentes anti-7.

brucei.
Palabras-clave: Enfermedad del suefio. Trypanosoma brucei. Modelado Molecular. Derivados de quinoxalina.

Relacion estructura-actividad.
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Introducio

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) sao enfermidades prevalentes nas regides
tropicais e subtropicais e afetam mais de um bilhao de pessoas, principalmente populagdes mais
pobres e marginalizadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Com isso,
proporcionando altos indices de morbimortalidade e gerando impactos sociais, econdOmicos €
psicoldgicos (MALAFAIA, 2009). A Organizacao Mundial da Saude (OMS) estabeleceu metas
globais para 2030 a fim de prevenir, controlar, eliminar e erradicar, atualmente, as 20 doencas
que sdo classificadas como DTNs, dentre elas a Leshmaniose, Doenca de Chagas e Doenga do
Sono (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Uma das DTNs ¢ a Doenca do Sono, ou Tripanossomiase Africana Humana (HAT).
Trata-se de uma enfermidade endémica causada pelo protozoario da espécie Trypanosoma
brucei (T. brucei). A transmissdo aos humanos ¢ por meio da picada de varias espécies de
dipteros infectados do género Glossina spp (mosca Tsé-tsé). A transmissdo pode também
ocorrer por transmissao vertical, contato com sangue contaminado, transfusdo sanguinea,
transplante de 6rgaos e contato sexual. Apds a picada da mosca Tsé-tsé pode ocorrer uma lesao
edematosa vermelha na pele no local da picada (DIAS, 2014).

A HAT apresenta duas etapas: a primeira corresponde a fase hemolinfatica e a segunda
a meningoencefalica. A hemolinfatica surge semanas a meses apos a picada e aparecem
diversos sintomas tais como febre, fadiga, anemia, perda de peso, dor articular, muscular e de
cabeca e inchaco dos ganglios linfaticos. A meningoencefalica surge quando o parasita invade
o sistema nervoso central, sendo esta a etapa mais grave e fatal. E nesta fase neurologica que
surgem os sinais mais indicativos da doenga tais como mudanca de comportamento, alteracao
da personalidade, alteracao do ciclo do sono, distirbios sensoriais, alteracdes na coordenagao,
convulsdo, coma e se ndo for tratada adequadamente, ¢ geralmente fatal (DIAS, 2014).

A situagdo dos tratamentos disponiveis atualmente para as DTNs ¢é preocupante,
principalmente para doengas causadas por protozodrios da familia 7rypanosomatidae, como ¢
o caso da doenc¢a do sono. Um farmaco utilizado para a HAT ¢ a pentamidina, que pode causar
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e desconforto no local de aplicagdo da infusio (DA
CONCEICAO, 2021).

O tratamento utiliza cinco medicamentos diferentes, dependendo da fase da doenga e da

subespécie envolvida. Os farmacos pentamidina e suramina sao usados na primeira fase.
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Melarsoprol e a terapia combinada nifurtimox-eflornitina sdo usados na segunda fase
(VAHEKENI et al., 2020). Este ultimo foi aprovado em 2009 e exige que os pacientes sejam
internados para a administragdo do medicamento e recebam uma pung¢do na lombar para saber
qual o estagio da doenca, visto que ele ¢ indicado apenas para a segunda fase. Além disso, o
tratamento se torna mais complexo e incomodo visto que a populagdo-alvo se localiza em
regides distantes, politicamente instaveis e com escassez de recursos (DA CONCEICAO,
2021).

A Quimica Computacional vem sendo desenvolvida desde a década de 1970 e ¢
indispensavel no processo de descoberta de novos candidatos a farmacos (HE et al., 2021) e
tem contribuido para o desenvolvimento da Quimica Medicinal, reduzindo tempo e recursos
que seriam gastos em estudos experimentais. Assim, o termo “Relagdo Estrutura-Atividade"
(SAR, do inglés Structure-Activity Relantionship) compreende o estudo dos efeitos que a
estrutura quimica de um composto (ligante) pode causar durante a sua interagao com o receptor
bioldgico e com base nisso, ¢ possivel se propor modificagcdes que o tornem um potencial
candidato a farmaco (BARREIRO; FRAGA, 2015).

O planejamento racional de compostos bioativos baseado na estrutura € mecanismo de
acdo de um farmaco, ¢ o melhor método para o desenvolvimento destes. Este planejamento
pode ser auxiliado por computador e contribui na investigacdo das interagdes quimicas de um
ligante com o seu receptor e na exploragdo dos fatores estruturais relacionados ao efeito
biologico.

Em geral, candidatos a farmacos possuem estruturas ditas privilegiadas, ou seja,
estruturas que costumam exibir propriedades fisico-quimicas que permitem que uma Unica
classe de moléculas providencie ligantes potentes e seletivos para diferentes alvos biologicos
(JIANG et al., 2022). As quinoxalinas fazem parte desta classe de compostos, se destacando
por terem bioatividade promissora e variadas aplicagdes, especialmente na industria
farmacéutica (JIANG et al., 2022).

Derivados de quinoxalina apresentam interessantes propriedades biologicas (anti-
infecciosa, citotoxica, anti-candida, anti-protozodrio), além de possuir uma rota sintética
simples. Como esta classe de compostos possui um importante foco de investigacao, novos
derivados quinoxalinas foram sintetizados e avaliados frente ao 7. brucei (Figura 1)

(MORENO-VIGURI; PEREZ-SILANES, 2013; COGO et al., 2018).

Rev. Bras. de Iniciaciao Cientifica (RBIC), IFSP Itapetininga, v.10, ¢023021, p. 1-27, 2023.

Pégina4




evista

brasileira
de miclacao cientifica

ISSN: 2359-232X

Figura 1 — Estrutura geral dos derivados de quinoxalina com atividade frente ao 7. brucei que

foram avaliadas computacionalmente neste trabalho.
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Fonte — Os autores, 2022.

Os derivados apresentados na Figura 1 se mostraram ativos frente ao 7. brucei,

conforme pode se verificar na Tabela 1 (COGO et al., 2018).

Tabela 1 — Valores de ICso para os compostos (1a—i), (2a—h) e (3a—o) frente ao 7. brucei.

Composto ICso (uM) Composto *1Cso0 (uM)
1a 25,12 2h 10,00
1b 25,12 3a 25,12 LN
1c 25,12 3b 39,81 £
1d 25,12 3c 25,12 I
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le 25,12 3d 15,85
1f 39,81 3e 25,12
1g 19,95 3f 39,81
1h 31,62 3g 25,12
1i 25,12 3h 31,62
2a 3,98 3i 25,12
2b 0,63 3j 6,31
2¢ 19,95 3k 25,12
2d 2,51 31 6,31
2e 10,00 3m 2,51
2f 1,26 3n 19,95
2g 31,62 30 6,31

*ICso € a concentragdo do composto necessaria para se inibir a atividade em 50%.

Fonte: COGO et al., 2018.

Este trabalho tem por objetivo realizar estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR) com
a série de compostos derivados de quinoxalina (Figura 1), que apresentaram atividade frente ao
T. brucei, a fim de avaliar que propriedades fisico-quimicas estdo contribuindo para a atividade
biologica observada (Tabela 1), além de propor novos compostos que sejam potenciais

candidatos a agentes anti-7. brucei.

Metodologia

O programa Spartan’10 foi utilizado para construir a estrutura tridimensional de cada
composto derivado de quinoxalina (Figura 1). Em seguida, estes foram submetidos a um estudo
de analise conformacional com o método MMFF.

O conformero mais estavel obtido pela andlise conformacional foi submetido a
otimizagdo geométrica com o método semiempirico AMI, e em seguida, fez-se um calculo de
energia com o método DFT - B3LYP utilizando a base 6-31G** no vacuo.

Apos os célculos, avaliou-se varias propriedades fisico-quimicas para os derivados de
quinoxalina a fim de obter pardmetros para o estudo de relagdo estrutura-atividade. As
propriedades avaliadas foram: energias HOMO (Orbital Molecular Ocupado de mais Alta
Energia) e LUMO (Orbital Molecular Desocupado de mais Baixa Energia), gap HOMO-
LUMO, momento de dipolo, log P, HBD (doadores de ligagdo de hidrogénio), HBA (aceptores
de ligacdo de hidrogénio), area, massa molar (MM), volume, PSA (4rea de superficie polar) e

polarizabilidade.
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Além disso, também foram obtidas as superficies tridimensionais dos mapas de
potenciais eletrostaticos moleculares (MEPs), de HOMO e de LUMO. Os MEPs foram gerados
na faixa de energia de -166.000 kJ/mol a +116.000 kJ/mol.

A avaliacdo de possiveis riscos de toxicidade, como efeitos mutagénicos, tumorigénicos,
irritantes (podem causar irritacdo na pele e olhos) e no sistema reprodutor, além dos valores de
druglikeness e drugscore foi feita no programa Osiris® Property Explorer.

Esta analise ¢ realizada por meio da comparacdo com estruturas do banco de dados do
programa. Assim, ¢ possivel saber quais fragmentos estdo sendo responsaveis por parametros
desejaveis, como um alto valor de druglikeness e, também por parametros indesejaveis, como
um risco mutagénico. Sendo assim, foram feitas modificagdes estruturais a fim de obter
propostas com maior potencial de se tornarem firmacos em comparagdo aos compostos em
estudo. Estes compostos propostos foram submetidos & mesma metodologia aplicada aos
derivados de quinoxalina, ou seja, andlise conformacional, otimizagdo e avaliacdo das
propriedades.

Um esquema com todas as etapas realizadas se encontra na Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma com a metodologia empregada neste trabalho.

-~ ) Otimizacao da estrutura
Desenho s Analise conformacional =
— — de menor energia
da molécula (método MMFF)
(método AM1)
— " Obtencido dos mapas de Calculo das propriedades
Avaliacdo dos parametros 5 o = fisi =
B (===l potencial eletrostatico, de isico-guimicas
farmaco relevantes HOMO e de LUMO {método B3LYP/6-31G**)

Proposicaode
novos compostos

Resultados e Discussao

Um conjunto de propriedades moleculares podem ser utilizadas para descrever os tipos

de interacdes dos ligantes com sistemas bioldgicos, visto que a agdo terapéutica do farmaco €

Rev. Bras. de Iniciaciao Cientifica (RBIC), IFSP Itapetininga, v.10, ¢023021, p. 1-27, 2023.

Pégina7




eyista

de lmc‘la(;?lo cientifica

ISSN: 2359-232X

resultante dessas interacdes e dependente de fatores relacionados a sua estrutura quimica e suas
propriedades fisico-quimicas (BARREIRO; FRAGA, 2015).

As propriedades fisico-quimicas de maior importancia sdo as que envolvem aspectos
eletronicos, estereoquimicos, hidrofébicos/hidrofilicos e relacionados a caracteristicas basicas
e acidas. Essas propriedades sao chamadas de descritores moleculares e servem principalmente
para comparar estruturas, buscando similaridade entre elas (BARREIRO; FRAGA, 2015).

A Tabela 2 apresenta as propriedades fisico-quimicas calculadas para os compostos em

ordem decrescente de atividade frente ao 7. brucei.

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas calculadas com o método DFT - B3LYP/6-31G**

para os compostos 1a-i, 2a-h e 3a-0 em ordem decrescente de atividade frente ao 7. brucei.

(continua)
Composto Energia HOMO LUMO Gap Dipolo PSA Volume
(au) (eV) (eV) (eV) D) (A% A%

2b -1849,81 -6,15 -2,85 3,30 4,43 31,45 209,95
2f -4038,69 -7,24 -2,88 4,36 5,30 46,79 220,52
2d -1925,01 -7,27 -2,86 4,41 5,39 46,78 215,89
3m -1755,48 -6,10 -2,37 3,73 2,67 52,73 311,91
2a -1504,74 -5,97 -2,54 3,43 5,84 38,62 224,05
3j -3791,74 -6,18 -2,43 3,75 2,78 53,34 293,04
31 -1678,05 -6,17 -2,40 3,77 2,84 53,32 288,42
30 -1680,29 -6,01 -2,13 3,88 1,40 36,81 306,33
2h -1465,42 -7,17 -2,68 4,49 6,35 46,79 202,62
2e -1579,94 -6,74 -2,49 4,25 6,59 53,90 229,97
3d -1410,41 -5,61 2,12 3,49 3,80 59,98 326,03
1g -1838,59 -6,21 -2,19 4,02 4,05 14,50 350,48
2¢ -1579,94 -6,61 -2,54 4,07 7,32 53,91 230,01
3n -1335,22 -5,55 -1,87 3,68 2,85 44,13 320,44
la -1913,79 -5,94 -2,16 3,78 4,24 21,64 359,56
1b -1454,21 -5,84 -2,00 3,84 3,51 21,64 346,44
1c -1454,21 -5,88 -1,99 3,89 2,87 21,64 346,42
1d -994,62 -5,76 -1,81 3,95 1,83 21,65 333,16
le -1339,68 -6,28 -2,07 4,21 2,47 14,52 319,20
1i -1359,85 -5,74 -1,80 3,94 1,05 45,07 458,14
3a -1332,98 -5,67 2,14 3,53 4,09 60,56 302,54
3¢ -1218,46 -5,99 -2,22 3,77 3,80 53,38 275,14

3e -1332,99 -5,90 -2,03 3,87 4,66 60,38 302,47 090

3g -1410,42 -5,85 -2,01 3,84 4,46 59,81 325,97 Eﬁ

a
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3i -1372,30 -5,90 -2,03 3,87 4,55 60,39 320,51
3k -1332,98 -5,69 -2,15 3,54 4,20 60,01 302,28
1h -1109,14 -5,60 -1,75 3,85 2,37 28,79 360,45
2g -1351,41 -6,31 -2,27 4,04 5,26 51,08 299,99
3h -1332,99 -5,92 -2,04 3,88 4,71 59,90 302,22
1f -1799,27 -6,36 -2,24 4,12 3,59 14,52 332,33
3b -1329,56 -5,78 -2,17 3,61 3,31 80,99 273,44
3f -1329,56 -6,01 -2,07 3,94 4,04 80,81 273,35

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas calculadas com o método DFT - B3LYP/6-31G**
para os compostos 1a-i, 2a-h e 3a-0 em ordem decrescente de atividade frente ao 7. brucei.
(conclusao)

Composto MM (amu) LogP HBD HBA Polarizabilidade Area (A?)

2b 261,13 2,56 0 4 57,62 232,38

2f 321,58 2,88 0 5 58,23 243,84

2d 277,13 2,61 0 5 57,84 239,04
3m 339,85 3,47 1 6 65,80 335,55

2a 256,71 1,88 0 5 58,74 247,30

3j 358,26 3,43 1 6 64,26 323,38

31 313,81 3,16 1 6 63,88 318,58

3o 323,85 3,42 1 5 65,30 328,61

2h 242,69 2,05 0 5 56,75 224,01

2e 272,71 1,92 0 6 59,02 253,92

3d 335,43 2,78 1 7 67,00 350,48

1g 365,26 7,01 0 2 68,85 361,15

2¢ 272,71 1,92 0 6 59,07 253,98

3n 319,43 2,73 1 6 66,50 343,52

la 381,26 6,39 0 3 69,65 370,13

1b 346,82 5,83 0 3 68,57 356,26

lc 346,82 5,83 0 3 68,56 356,03

1d 312,37 5,28 0 3 67,46 341,21

le 316,79 5,96 0 2 66,27 327,40

1i 425,53 6,02 1 5 77,61 474,06

3a 309,39 2,48 1 7 65,08 333,49

3c 279,36 2,60 1 6 62,80 303,53

3e 309,39 2,48 1 7 64,99 333,40 or)
3g 335,43 2,78 1 7 66,91 350,38 ®
3i 323,42 2,81 1 7 66,46 351,17 }g_%,”
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3k 309,39 2,46 1 7 65,06 331,71
1h 342,40 5,15 0 4 69,70 371,49
2g 314,36 3,12 0 6 64,75 316,41
3h 309,39 2,46 1 7 64,97 331,73
1f 351,24 6,52 0 2 67,36 341,44
3b 297,34 0,72 2 8 62,70 302,84
3f 297,34 0,72 2 8 62,62 302,76

Fonte — Os autores, 2022.

De acordo com a Tabela 2, os compostos 2b, 2f, 2d, 3m e 2a que possuem ICso menor
que 5 uM apresentaram energia de HOMO na faixa entre -5,95 eV ¢ -7,30 eV. Sendo que os
compostos 2f e 2d, o segundo e o terceiro mais ativos, respectivamente, apresentaram as duas
energias de HOMO mais negativas (-7,24 e -7,27 eV, respectivamente).

Em relacao a energia de LUMO, os cinco compostos mais ativos apresentaram valores
entre -2,35 ¢ -2,90 eV, dos quais os compostos 2b, 2f ¢ 2d, os mais ativos, apresentaram as
energias de LUMO mais negativas (-2,85, -2,88 e -2,86 eV, respectivamente).

O composto mais ativo 2b apresentou o menor gap HOMO-LUMO (3,30 eV), e os
compostos 2f e 2d apresentaram o terceiro e segundo maiores gaps (4,36 e 4,41 eV). Devido a
essas diferengas entre os mais ativos ndo se pode afirmar que exista relagdo entre o gap
HOMO/LUMO e a atividade bioldgica.

Para que um farmaco seja absorvido pela membrana plasmatica, ele ndo pode possuir
carater extremamente hidrofilico e nem extremamente hidrofobico, pois a membrana possui
ambas as caracteristicas. O log P ¢ um parametro que contribui para a compreensao do
comportamento farmacocinético de candidatos a farmacos, visto que ele informa como
determinada substancia pode distribuir-se entre as estruturas apolares (membranas celulares) e
as solugdes aquosas (plasma sanguineo, linfa, fluidos intracelulares), quando ela ja se encontra
no organismo humano. Para que haja uma boa absor¢do, o valor de log P nao pode ser maior
que 5,0 (MELO, 2014).

A polaridade de determinada substancia ¢ inversamente proporcional ao log P. Por
exemplo, a adigdo de um heterodtomo em uma cadeia carbonica ciclica aumenta a polaridade
em comparacao a mesma cadeia apenas com carbonos, devido a maior eletronegatividade dos
heteroatomos em relacdo ao atomo de carbono. Esse aumento da polaridade também reflete no

aumento da solubilidade em dgua, visto que os heterodtomos realizam interagdes dipolo-dipolo
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e ligagdes de hidrogénio. Estas, por sua vez, estdo relacionadas com o nimero de sitios
aceptores ou doadores de ligacao de hidrogénio (HBA e HBD, respectivamente). Sendo assim,
quando mais polar for um composto, mais soluvel em dgua e menor o coeficiente de particao
(BARREIRO; FRAGA, 2015).

De acordo com a Tabela 2, ndao foi possivel correlacionar os valores de log P ¢ a
atividade biologica para a série de compostos em estudo. Entretanto, a maioria dos compostos
apresentaram log P abaixo de 5,0, indicando que possuem uma boa absor¢do. Algumas
observagdes podem ser feitas em relagdo aos compostos da série 1, onde todos apresentaram
log P acima de 5,0. Uma possivel explicagdo deve-se ao fato da estrutura desses compostos
possuirem dois anéis benzénicos a mais do que as estruturas das séries 2 ¢ 3. Estes anéis
contribuem para a hidrofobicidade e, consequentemente, para a menor solubilidade em agua,
aumentando o valor de log P.

Em contrapartida, dois compostos da série 3 (3b e 3f) apresentaram os menores valores
delog P (0,72) e, provavelmente, deve-se ao substituinte em R? que é mais polar em comparagio
aos radicais dos demais compostos dessa série. Essa polaridade contribui para a maior
solubilidade em agua e, portanto, menor valor de log P. Além disso, eles também apresentaram
os maiores valores de HBA e HBD (8 e 2, respectivamente).

A polarizabilidade ¢ a facilidade com que as nuvens eletronicas das moléculas podem
ser deformadas. A interacao entre moléculas apolares ¢ chamada de dipolo instantaneo-dipolo
induzido. Uma molécula apolar possui uma nuvem eletronica simétrica, entretanto, devido ao
movimento dos elétrons, a nuvem se torna assimétrica formando um dipolo instantdneo. Assim,
este dipolo ird induzir a formacao de um dipolo instantdneo em outra molécula apolar. Os dois
dipolos induzidos sao atraidos mutuamente, e a intensidade desse tipo de interagdo depende da
polarizabilidade e da massa molar das moléculas (ATKINS, JONES e LAVERMAN, 2018).

De acordo com a Tabela 2, pode-se correlacionar a polarizabilidade com a atividade
biologica e com a area e o volume. Os trés compostos mais ativos 2b, 2f e 2d e o 2a, quinto
mais ativo, além de todos os compostos da série 2, exceto o 2g, apresentaram polarizabilidade
menor do que 60,00. Provavelmente, o que justifica esta excegdo ¢ o fato do 2g ser o unico a
apresentar o grupo fenila. A presenca deste grupo aumenta a polarizabilidade devido ao
aumento de volume e consequentemente da intensidade das for¢as de dipolo-instantaneo-dipolo

induzido que o fenila introduz. Além disso, o 2g ¢ o menos ativo da série 2 ¢ um dos menos
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ativos dentre todos os estudados e, talvez, a presenca do grupo fenila seja responsavel pela
diminui¢do da atividade deste composto, assim como observado para os compostos da série 1.

Este mesmo comportamento foi observado para a area. Todos da série 2, exceto o 2g,
apresentaram area menor que 300 A2. O grupo fenila também é o responsével pelo aumento da
area no composto 2g. Em relagdo ao volume, todos da série 2 e alguns da série 3 apresentaram
volume menor que 300 A3,

Entretanto, o composto 3m, que apresenta o mesmo valor de ICso que o 2d, apresentou
polarizabilidade acima de 60,00, area maior que 300 A2 e volume maior que 300 A>. Estes
valores se devem ao substituinte ciclo hexano, que é volumoso, na posi¢do R>. Mesmo assim,
ndo se observou diminui¢do na atividade como no caso do composto 2g. Desta forma, um
ligante volumoso em R? ndo indica que ndo haja uma possivel atividade, porém ele altera as
propriedades se comparadas com outros compostos que possuem ligantes menores. De modo
geral, pode-se estabelecer que os cinco compostos mais ativos apresentaram polarizabilidade
entre 57 e 66, area entre 230 e 340 A? e volume entre 205 e 315 A°.

O momento de dipolo fornece informagdes sobre a polaridade da molécula ja que ele
representa a somatoria dos vetores das for¢as de polarizagdo exercida por cada grupo funcional.
E uma propriedade muito importante para analisar e quantificar os efeitos da polaridade visto
que a interacdo farmaco-receptor acontece devido a diferenca de cargas opostas (ATKINS,
JONES e LAVERMAN, 2018). De acordo com a Tabela 2, ndo foi observada nenhuma
correlacdo entre o momento de dipolo e a atividade bioldgica.

A érea de superficie polar (PSA) é um pardmetro importante para a previsdo das
propriedades de transporte de farmacos. Ela ¢ definida como a soma das areas de superficies
dos atomos polares (geralmente oxigénio e nitrogénio). Esta relacionada a avaliacdo da
permeabilidade celular, ou seja, com a capacidade da molécula de atravessar ou danificar
irreversivelmente a membrana plasmatica, assim como com a biodisponibilidade in vivo de um
farmaco (ALVARENGA et al., 2019). De acordo com a Tabela 2, pode-se observar que os
cinco compostos mais ativos (2b, 2f, 2d, 3m e 2a) possuem PSA na faixa entre 30 e 53 A2,

Os parametros eletronicos sao um dos principais fatores que regem a interagdo farmaco-
receptor. Com isso, os mapas de potencial eletrostatico, de HOMO e de LUMO auxiliam na

visualizagao e interpretagdo das propriedades moleculares (MELO, 2014). A partir dos calculos
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foi possivel gerar os mapas de potencial eletrostatico, de HOMO e de LUMO a fim de relacionar
a contribuicdo eletronica para a atividade.

Nos mapas de potencial eletrostatico, a cor vermelha indica uma alta densidade
eletronica, ou seja, um alto valor de potencial negativo. O azul indica uma baixa densidade
eletronica, ou seja, um alto valor de potencial positivo. As cores laranja, amarela e verde
indicam valores de potencial intermediario. A Figura 3 apresenta os mapas de potencial
eletrostatico para os compostos frente ao 7. brucei.

Figura 3— Mapas de potencial eletrostatico para os compostos na faixa de energia entre -166.000

kJ/mol e +116.000 kJ/mol em ordem decrescente de atividade frente ao 7. brucei.

Fonte — Os autores, 2022.
Pode-se observar que os mapas de potencial eletrostatico dos derivados de quinoxalina

mostram uma tendéncia comum para os compostos das séries 2 e 3 que ¢ a concentragao de

Pagina 1 3

densidade de carga negativa na lateral inferior direita de suas estruturas. No mapa de alguns
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compostos como o 2b, 3n e 30 a coloragdo vermelha na imagem da Figura 3, se encontra na
parte de trds da molécula. Essa caracteristica deve-se a presenca do oxigénio nos grupos
sulfoxido e sulfona e parece ser uma caracteristica eletronica importante para favorecer a
interagdo com o receptor. Como os compostos da série 1 ndo possuem estes grupos funcionais
em suas estruturas, nao foi observada a concentracdo de densidade de carga negativa nesta
regido, e esta foi a série na qual os compostos apresentaram menor atividade biologica, de
maneira geral.

O azul intenso na lateral esquerda do anel aromético também ¢ comum entre os cinco
mais ativos. Entretanto, essa tendéncia também ¢ observada para os menos ativos, como o 3b e
3f.

Nos mapas de HOMO (Figura 4), as cores vermelha e azul indicam, respectivamente,
uma baixa e uma alta densidade HOMO. Uma vez que o HOMO corresponde ao espaco
ocupado por um par de elétrons, quanto mais intensa for a coloracdo azul, maior a
suscetibilidade da regido da molécula ao ataque eletrofilico.

Nos mapas de LUMO, cores proximas ao azul indicam alta concentracdo de LUMO,
enquanto as cores proximas ao vermelho indicam baixa concentragdo de LUMO. Uma vez que
o LUMO corresponde ao espago disponivel para um par de elétrons, quanto mais intensa for a
coloragdo azul, aquela regidao da molécula sera mais suscetivel ao ataque nucleofilico.

A Figura 4 apresenta os mapas LUMO para os compostos ativos frente ao 7. brucei.
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Figura 4 — Mapas de densidade HOMO e LUMO respectivamente, para os compostos em ordem

decrescente de atividade frente ao 7. brucei.

Fonte — Os autores, 2022.

Por meio dos mapas de densidade HOMO nao foi possivel correlacionar altas e baixas
densidades eletronicas com a atividade do composto. Por exemplo, pode-se observar que dentre
os cinco mais ativos (2b, 2f, 2d, 3m e 2a) os compostos 2f ¢ 2d apresentaram uma maior
concentracdo de densidade eletronica HOMO localizada sobre o anel aromatico e o N-
heterociclo. Entretanto, os compostos 2b e 2a apresentaram uma baixa concentra¢do de
densidade HOMO sobre estas mesmas regides.

Nos mapas de LUMO, a baixa densidade eletronica sobre o N-heterociclo foi comum
entre 0os 5 compostos mais ativos, especialmente para os compostos 2b, 2f e 2d, os quais
apresentaram uma coloracdo azul mais intensa. Porém, esta caracteristica ndo deve ser
determinante para explicar a atividade dos mesmos, uma vez que os compostos menos ativos
da série apresentaram mapas similares.

Durante o processo de desenvolvimento de firmacos o composto com atividade
farmacoldgica necessita de melhoramento por intermédio de modificacdes quimicas até
adquirirem propriedades farmacoldgicas aceitaveis, tais como maior poténcia e seletividade, e

menor toxicidade. Durante este processo, muitas vezes, algumas caracteristicas fisico-quimicas
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sdo drasticamente alteradas, gerando um comportamento farmacocinético indesejado. Em
1997, Lipinski e colaboradores observaram que algumas propriedades fisico-quimicas eram
necessarias para que as drogas apresentassem boa solubilidade em dgua e permeabilidade
intestinal, caracteristicas essenciais para a disponibilidade oral (SANTOS, GONSALVES e
ARAUIJO, 2018). Os resultados deste estudo liderado por Lipinski gerou a chamada Regra dos
Cinco de Lipinski.

A Regra dos Cinco de Lipinski propde que a ma absor¢do ou permeabilidade celular
ocorre quando a molécula apresenta mais de uma das seguintes propriedades: ha mais que 5
doadores de ligacdo de hidrogénio, mais que 10 aceptores de ligacdo de hidrogénio, massa
molar maior do que 500 daltons e log P maior do que 5 (LIPINSKI, 2004).

Por meio das propriedades fisico-quimicas calculadas pelo Spartan’l0 foi possivel
verificar se os compostos satisfazem os critérios da Regra de Lipinski. A continuagdo da Tabela
2 apresenta os valores de massa molar, logP, HBD e HBA para os compostos em ordem
decrescente de atividade frente ao 7. brucei.

As propriedades analisadas para os 32 compostos em estudo, permitem concluir que
apenas la-1i ndo obedecem a regra de log P ser menor que 5. Sendo assim, eles provavelmente
irdo apresentar uma menor disponibilidade oral quando comparados com os outros compostos.
Importante ressaltar que estes compostos ndo foram os mais ativos frente ao 7. brucei.

Além da Regra de Lipinski, segundo Veber e colaboradores (2002), para uma boa
disponibilidade oral, o valor de PSA deve ser menor ou igual a 140 A2, De acordo com a Tabela
2, pode-se observar que os cinco compostos mais ativos (2b, 2f, 2d, 3m e 2a) possuem PSA na
faixa entre 30 e 53 A2, estando de acordo com a analise de Veber e colaboradores.

Em relagcdo aos riscos de toxicidade, alguns compostos apresentaram apenas efeitos
médios ou altos de mutagenicidade. Os efeitos tumorigénicos, irritantes e no sistema reprodutor
ndo apresentaram riscos para todos os compostos. Os compostos 1a, 1b, 1¢, le, 1f e 1g
apresentaram risco médio de mutagenicidade. Os demais compostos da série 1 apresentaram
risco alto de mutagenicidade. Todos os compostos da série 2 (inclusive os trés mais ativos) nao
apresentaram risco, exceto o 2h que apresentou risco médio de mutagenicidade. Todos os
compostos da série 3 também ndo apresentaram risco, exceto o 3¢ que apresentou risco meédio.

A avaliagdo de druglikeness mostra a similaridade de um composto com a maioria dos

farmacos do mercado. Pelos dados obtidos (Figura 5), observa-se que os cinco compostos mais
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ativos (2b, 2f, 2d, 3m e 2a) apresentaram valores negativos de druglikeness, o que indica uma
baixa similaridade com os farmacos existentes. O maior valor de druglikeness (1,13) foi do
composto 3i que se mostrou menos ativo do que a maioria dos compostos da série estudada.
Além do 3i, apenas os compostos 3b e 3f, os dois menos ativos, apresentaram valores positivos
(1,00), indicando que estes compostos contem predominantemente fragmentos que estdo muitas
vezes presentes na maioria dos farmacos usados.

A avaliagdo de drugscore combina os valores de logP, solubilidade, druglikeness, massa
molar e toxicologia tedrica para avaliar se determinado composto tem potencial para se tornar
um farmaco. Quanto mais préximo o valor for de um, maior ¢ a probabilidade tedrica de
sucesso.

Figura 5 — Resultados de druglikeness e de drugscore para os compostos em ordem decrescente

de atividade (da esquerda para direita) frente ao 7. brucei.
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Fonte — Os autores, 2022.
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Pelos dados obtidos, observa-se que trés dentre os cinco compostos mais ativos (2b, 2d
e 2a) apresentaram valores de drugscore, 0,67, 0,68 ¢ 0,66, respectivamente. Estes valores
podem ser considerados bons levando em conta que a partir de 0,70 o Osiris® apresenta
coloracdo verde para o pardmetro de drugscore, indicando que a estrutura tem potencial para
se tornar um farmaco. Entretanto, o maior valor (0,81) foi dos compostos 3b e 3f, os menos
ativos. Observou-se também que os compostos (1a-i) foram os que obtiveram menores valores
de drugscore, indicando que possuem baixa probabilidade de se tornarem farmacos.

Ferramentas computacionais foram utilizadas para propor novos candidatos a
farmacos por meio da otimizacdo dos derivados de quinoxalina visando obter resultados
semelhantes ou superiores aos observados para os compostos mais ativos. Dessa forma, os
candidatos propostos como agentes anti-7. brucei devem seguir a Regra dos cinco de Lipinski
e apresentar as propriedades fisico-quimicas que contribuiram para a atividade biologica
segundo o estado de SAR, além de possuir maiores valores de druglikeness e drugscore.

As modificagdes estruturais dos derivados de quinoxalina se basearam nas relagdes entre
estrutura e atividade avaliadas a partir dos mapas de potencial eletrostatico, d¢ HOMO e de
LUMO, além das propriedades fisico-quimicas dos compostos 2a, 2b, 2d, 2f ¢ 3m que foram
0s mais ativos dentre os avaliados, e os compostos 3b e 3f que apresentaram o maior valor de
drugscore e o segundo maior valor de druglikeness dentre todos os compostos estudados. Sendo
assim, foram propostas modificagdes utilizando os compostos das séries 2 € 3 como estrutura
base. No total foram propostos 6 compostos, denominados como P1, P2, P3, P4, P5 ¢ P6
(Figura 6).

Figura 6 — Compostos propostos como candidatos a agentes anti- 7. brucei a partir de estudos

de SAR.
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Fonte — Os autores, 2022.
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A fim de manter a concentragdo de densidade de carga negativa no lado inferior direito
das estruturas, que foi uma propriedade relevante para a atividade observada nos mapas de
potencial eletrostatico, manteve-se o grupo sulfona em todos os compostos propostos. Para fins
de comparagdo, fez-se todos os calculos e analisou-se todas as propriedades e mapas para esses
mesmos compostos com a presenca do grupo sulfoxido. No geral, observou-se uma diminuigao
do druglikeness e um pequeno aumento do drugscore. Além disso, todos os mapas de potencial
eletrostatico perderam a caracteristica do azul intenso na lateral do anel aromético. Em relagao
as propriedades fisico-quimicas houve um aumento no valor das energias d¢ HOMO e LUMO
(sendo que trés compostos ndo permaneceram dentro da faixa de HOMO e um composto da
faixa de LUMO) e uma diminui¢ao da polarizabilidade (mas ainda se manteve acima de 60,00).
Area, volume e PSA se mantiveram dentro da faixa observada para os mais ativos. Sendo assim,
os resultados obtidos para o grupo sulfona foram mais satisfatorios e, por isso, optou-se por
utilizé-lo nas proposigoes.

Nos compostos propostos, em geral, foram utilizados os substituintes cloro e metoxi
visando obter a baixa densidade eletronica no anel aromatico observada nos trés compostos
mais ativos, visto que eles sdo eletronegativos e retiram a densidade de elétrons do anel
quinoxalina.

A adicao de grupos metila (P1, P2 ¢ P6) ¢ do anel metil piperazina (P5) no substituinte
em R? visou avaliar o comportamento dos mapas e das propriedades fisico-quimicas com a
variagdo das dimensdes da molécula e a lipofilicidade.

No composto P4 também adicionou-se um anel (ciclo propil) presente em alguns
medicamentos comerciais a fim de aumentar o druglikeness e drugscore. Além disso, ele
contribui para o aumento da lipofilicidade sem grandes alteragcdes de volume como no caso do
composto PS.

Sendo assim, foram analisadas as propriedades fisico-quimicas, os mapas de potencial
eletrostatico, de HOMO e de LUMO e os parametros de druglikeness e drugscore para os seis
compostos propostos (Tabela 3) e avaliou-se quais seriam candidatos em potencial a agentes

anti - 7. brucei.
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Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas calculadas pelo Spartan’l10 a partir do método DFT -

B3LYP/6-31G** para os seis compostos propostos.

Composto Energia HOMO LUMO Gap Dipolo PSA Volume
(au) (eV) (eV) (eV) (D) A% A%

P1 -1678,02 -6,08 -2,54 3,54 3,28 46,31 289,55
P2 -2058,98 -6,30 -2,72 3,58 2,04 46,73 265,99
P3 -2039,52 -6,84 -2,76 4,08 4,67 54,59 24291
P4 -2041,71 -7,06 -2,73 4,33 6,51 46,80 263,40
P5 -1771,46 -5,13 -2,54 2,59 3,13 48,66 308,76
P6 -1713,91 -6,09 -2,42 3,67 4,54 53,52 280,19

Composto MM LogP HBD HBA Polarizabilidade Area (32

(amu)

P1 313,81 3,53 0 6 64,02 315,62
P2 320,20 3,27 0 6 62,10 291,17
P3 307,16 2,48 0 6 60,11 266,46
P4 317,20 3,34 0 5 61,72 286,04
P5 340,84 2,46 0 7 65,81 329,48
P6 315,78 2,58 0 7 63,24 306,69

Fonte — Os autores, 2022.

Dentre os compostos propostos apenas o PS5 ndo possui energia de HOMO dentro da
faixa observada para os cinco compostos mais ativos, que foi entre -5,95 eV e -7,30 eV. Além
disso, o composto P4 foi o que mais se aproximou das energias mais negativas observadas para
os compostos 2f e 2d. Em relagdo a energia de LUMO, todos os compostos propostos
apresentaram energia dentro da faixa observada para os cinco mais ativos (entre -2,35 e -2,90
eV), sendo o P3 o composto que apresentou a energia mais negativa dentre 0s propostos.

Em relagdao a polarizabilidade, os quatro dos cinco compostos mais ativos da série
estudada (Tabela 2) apresentaram um valor menor que 60,00. Entretanto, todos os compostos
propostos apresentaram um valor acima de 60,00. Apenas o P3 se aproximou mais, possuindo
polarizabilidade igual a 60,11. Isso se deve ao fato de os substituintes dos compostos propostos
serem mais volumosos, especialmente o PS, em comparagdo aos compostos 2b, 2f, 2d e 2a que
apresentaram polarizabilidade menor que 60,00. Logo, estas propostas se aproximam do 3m,
que apresentou polarizabilidade maior que 60,00. Considerando a faixa (57-66) observada para
0s cinco mais ativos, todos os seis compostos propostos apresentaram polarizabilidade dentro

da mesma.
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Ao analisar os valores de PSA calculados para os compostos propostos, apenas o0s
compostos P3 e P6 nio apresentaram valores dentro da faixa dos compostos mais ativos da
série estudada. Todos os demais apresentaram valores entre 30 e 53 A2 Além disso, vale
destacar que todos os compostos propostos obedeceram a Regra dos Cinco de Lipinski.

A Tabela 4 apresenta uma comparacao entre os mapas de potencial eletrostatico, de
HOMO e de LUMO para os seis compostos propostos € para os cinco mais ativos da série
estudada. Ao avaliar estes mapas, pode-se perceber que com relagdo aos mapas de potencial
eletrostatico dos compostos propostos, as caracteristicas observadas para a série de derivados
estudada foram mantidas. Todos apresentaram a densidade de carga negativa concentrada na
lateral inferior direita devido a presenca do oxigénio do grupo sulfona. Também foi observado

a coloragdo azul intensa na lateral do anel aroméatico em todos os compostos propostos, exceto
o P2.

Tabela 4 — Comparacgdo dos mapas de potencial eletrostatico, de HOMO e de LUMO para os
compostos 2b, 2f, 2d, 3m e 2a ¢ os compostos propostos.
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Analisando as semelhancas entre os propostos e 0s cinco mais ativos, pode-se destacar
os compostos P1 e PS. O P1 se assemelha aos compostos 2f e 2d e, por possuir um substituinte
em R® mais volumoso, também se assemelha ao composto 3m. O P5 apresenta um anel no
substituinte R, assim como o 3m e, portanto, possuem um MEP semelhante.

A lateral esquerda do composto P2 ndo foi similar a nenhum dos cinco compostos ¢ a
lateral inferior esquerda do composto P6 apresentou semelhanca com a do composto 2a,
enquanto a do P4 ndo foi semelhante a nenhum dos outros compostos.

Em relacdo aos mapas de HOMO houve bastante diferenca entre os compostos
propostos, sendo o PS5 o que mais se aproximou dos compostos 2b e 2a por apresentar baixa
densidade eletronica no N-heterociclo, enquanto a parte inferior direita apresentou diferencas.
Entretanto, como nao foi observada nenhuma relagdo entre os mapas de HOMO no estudo de
SAR, ndo € possivel obter conclusdes a partir deles.

Em relagdo aos mapas de LUMO também nao foi possivel correlacionar com a atividade
biologica no estudo de SAR. Entretanto, a baixa densidade eletronica sobre o N-heterociclico
foi observada entre os compostos propostos, exceto o P3 que apresentou uma menor
intensidade. Além disso, o composto P1 apresentou um mapa semelhante aos dos trés

compostos mais ativos ¢ o P5 foi semelhante ao do 3m.
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Ao submeter os compostos propostos ao programa Osiris® Property Explorer ndo foi
verificado risco de toxicidade.

A comparagdo dos valores de druglikeness e drugscore obtidos para os cincos
compostos mais ativos e 0s seis compostos propostos se encontram na Figura 7.

Todos os compostos propostos apresentaram valores de druglikeness e drugscore
maiores que os mais ativos. O composto PS foi o que apresentou os maiores valores, seguido
do composto P1. Comparando os compostos 3b e 3f que apresentaram o maior valor de
drugscore (0,81) e o segundo maior valor de druglikeness (1,00), temos que dos seis compostos
propostos, apenas o P3 e P4 obtiveram valores de druglikeness menores (0,40 e 0,91,
respectivamente). Em relagdo ao drugscore, os compostos P2, P3 ¢ P4 apresentaram valores

abaixo de 0,81 (0,74, 0,71 e 0,69, respectivamente).

Figura 7 — Gréficos comparativos de druglikeness e drugscore, respectivamente, para os seis

compostos propostos (azul) e os cinco mais ativos da série estudada (vermelho e laranja).
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Todos o0s compostos propostos obedeceram a Regra dos Cinco de Lipinski,
apresentaram valores de druglikeness e drugscore maiores que os mais ativos € que nao
apresentaram risco de toxicidade. Desta forma, analisou-se quais possuiram energia de HOMO
e LUMO, polarizabilidade, 4rea, volume e PSA dentro da faixa observada para os cinco mais
ativos, além de quais tiveram semelhangas com os mapas de potencial eletrostatico, e maior
valor de druglikeness e drugscore. A Tabela 5 mostra a pontuacao de cada composto proposto

de acordo com as propriedades avaliadas no estudo de SAR.

Tabela 5 — Pontuagao de cada composto proposto de acordo com propriedades relevantes para

a atividade frente ao 7. brucei de acordo com o estudo de SAR.

Composto HOMO LUMO Polariza- Area Volume PSA MEP Maior Total
(eV) (eV) bilidade (A?) (A3 (A?) druglikeness e
drugscore
P1 X X X X X X X 7
P2 X X X X X X 6
P3 X X X X X 5
P4 X X X X X X 6
PS5 X X X X X X X 7
Po6 X X X X X 5

Fonte — Os autores, 2022.
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Importante ressaltar que dentre os outros compostos estudados, desconsiderando os
cinco mais ativos, nenhum apresentou todas as propriedades consideradas importantes para a
atividade de acordo com o estudo de SAR.

Sendo assim, todos os compostos propostos obtiveram resultados melhores em
comparagao aos outros compostos da série estudada, especialmente os propostos P1 e PS, que
apresentaram, inclusive, os melhores valores de druglikeness e drugscore. Dessa forma,

seleciona-se os compostos P1 e P5 como potenciais candidatos a agentes anti-7. brucei.

Consideracoes Finais

Realizou-se um estudo de relacdo estrutura-atividade com uma série de derivados de
quinoxalina (Figura 1), onde buscou-se relacionar a atividade anti-7. brucei com propriedades
fisico-quimicas calculadas, mapas de potencial eletrostatico, de HOMO e de LUMO. Também
foi verificado se os compostos em estudo obedeciam a Regra dos Cinco de Lipinski, além de
avaliar os riscos toxicologicos e os parametros de druglikeness e drugscore para os mesmos.

Os cinco compostos mais ativos apresentaram energia de HOMO entre -5,95 eV ¢ -7,30
eV, e de LUMO entre -2,35 eV ¢ -2,90 eV. Os compostos 2b, 2f, 2d e 2a apresentaram
polarizabilidade menor que 60,00, drea menor que 300 A% e volume menor que 300 A’
enquanto o 3m devido a presenca de um substituinte volumoso, apresentou estas propriedades
um pouco acima destes valores. Sendo assim, os cinco compostos mais ativos apresentaram, de
modo geral, polarizabilidade entre 57 e 66, area entre 230 e 340 A2 e volume entre 205 e 315
A3, além de PSA entre 30 e 53 A% Nos mapas de potencial eletrostatico foi possivel fazer uma
correlagdo com a atividade bioldgica, onde observou-se uma densidade de carga negativa
concentrada no lado inferior direito nos compostos que possuem os grupos sulfona e sulfoxido
em sua estrutura, além da presenga de um azul intenso na lateral esquerda do anel aromético
dos mais ativos.

A partir dos resultados obtidos por este estudo e usando como estrutura base os
compostos mais ativos (2b, 2f, 2d, 3m e 2a) e os que apresentaram melhores valores de
druglikeness e drugscore (3b e 3f), foram feitas modifica¢des estruturais, e prop0s-se seis
candidatos a agentes anti - 7. brucei (P1 — P6). As estruturas destes compostos foram avaliadas
computacionalmente utilizando a mesma metodologia empregada para a série de derivados de

quinoxalina.
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Os resultados obtidos para os seis candidatos foram melhores do que os derivados em
estudo em relacdo aos valores de druglikeness e drugscore e riscos toxicologicos, além de
obedecerem a Regra dos Cinco de Lipinski. Todos apresentaram energia de LUMO,
polarizabilidade, area e volume dentro da faixa observada para os cinco mais ativos, além de
possuirem a densidade de carga negativa concentrada no lado inferior direito e o azul intenso
na lateral esquerda do anel aromatico no mapa de potencial eletrostatico (exceto o P2). Em
relacdo a energia de HOMO, apenas o PS5 ndo esta dentro da faixa, assim como os compostos
P3 ¢ P6 em relagdo ao PSA. Apenas os compostos P1 e P5 apresentaram semelhancas com o
MEP dos compostos mais ativos. Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho, levam a

proposi¢ao dos compostos P1 e PS como potenciais candidatos a agente anti - 7. brucei.
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