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Lista de abreviaturas

CADD - Desenho de farmacos assistido por computador (Computer aided drug design)
SAR — Relagao estrutura-atividade (Structure-activity relationship)

QSAR — Relagao quantitativa estrutura-atividade (Quantitative structure-activity relationship)
ADME/T — Absorgao, Distribuicao, Metabolismo, Excrecao (ADME) e toxicidade (T)
HTS — Rastreio de alto rendimento (High-Throughput Screening)

Ro5 — Regra dos cinco de Lipinsky (Lipinski’s Rule of five)

QED — Estimativa quantitativa de propensabilidade para ser um farmaco (Quantitative estimate

of drug-likeness)

RDL — Probabilidade relativa de ser um farmaco (Relative drug likelihood)
MW — massa molecular

HBA — aceitador de ligagoes de hidrogénio

HBD — dadores de ligagoes de hidrogénio

ROTBs — ligagoes rotacionais

PSA — area de superficie polar

SNC — Sistema nervoso central

BBB — Barreira hematoencefilica (Blood-brain barrier)

BCSFB — Barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (Blood cerebrospinal fluid barrier)
BCEC — células endoteliais capilares cerebrais (brain capillary endothelial cells)
BM — Membrana basal (Basement membrane)

T] — Jungao oclusiva (Tight junction)

AJ — Jungao aderente Adherent junction

JAM — Moléculas de adesao juncional (Junctional adhesion molecules)

PAMPA — Parallel artificial membrane permeability assay

MLR — Regressao Linear Mdltipla (Multiple Linear Regression)



PLS — Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Square)
SVM — Mdquina de Vetores de Suporte (Support Vector Machine)
QSPR — Relagao quantitativa estrutura-propriedade (Quantitative structure-property relationship)

MIF — campos de interagao molecular (Molecular interaction field)



Desenho de farmacos assistido por computador - aplicagao a permeagao através da barreira hematoencefalica

Resumo

A barreira hematoencefalica (BBB), devido as suas caracteristicas Unicas, limita a
distribuicao de farmacos para o cérebro. Para ultrapassar este problema, os investigadores
tém vindo a desenvolver uma variedade de abordagens. Desta forma, os métodos in silico
tentam predizer a permeabilidade através da BBB com base numa gama de descritores fisico-
quimicos resultantes das estruturas dos compostos correspondentes. Esta monografia ira
fornecer uma visao geral sobre desenho de farmacos assistido por computador, alguns
parametros-chave utilizados para determinar as propriedades ADME/T, seguido das aplicagoes

sobre a BBB e os métodos utilizados para prever a permeagao cerebral.

Palavras-chave: desenho de farmacos assistido por computador, barreira hematoencefalica,

modelos in silico

Abstract

The blood brain barrier, due to its unique features, limits the delivery of therapeutic
drugs into the brain. To overcome this problem, researchers have been developing a variety
of approaches. In this way, in silico techniques try to predict the brain permeability based on a
range of physicochemical descriptors resulting from structures of the corresponding
compounds. This monograph will provide an overview of computer aided drug design, some
key parameters used to determine the ADME/T properties, followed by the applications on

the blood brain barrier and the methods used to predict brain permeation.

Keywords: computer aided drug design, blood-brain barrier, in silico models
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. Introducao

A identificagao de moléculas que possam satisfazer os critérios necessarios para se
considerar um farmaco a partir do vasto leque de possibilidades tem sido amiude comparada
a procurar uma agulha num palheiro ' Nas dltimas décadas, o surgimento de técnicas
assistidas por computador ampliou o potencial de investigagao e estimulou um novo impulso
no desenho racional de farmacos **. As abordagens ao desenho de firmacos assistido por
computador (CADD) sao geralmente classificadas como baseada no alvo (target-based) ou

baseada no ligando (ligand-based) ™.

As abordagens baseadas no alvo siao usadas quando estao disponiveis dados
experimentais sobre o alvo bioldgico e a sua estrutura Pl. Estas abordagens incluem anilise

estrutural, bioinformética, estudos de docking, e simulagdes de dindmica molecular 1,

Por outro lado, as abordagens baseadas no ligando ") analisam as propriedades fisico-
quimicas de moléculas bioativas caracterizadas pelo mesmo mecanismo de agao, e podem
também ser utilizadas quando a estrutura do alvo é desconhecida. Este tipo de abordagens
leva frequentemente ao desenvolvimento de um farmacdforo modelo definindo as
caracteristicas estruturais responsaveis pela atividade bioldgica observada. Alternativamente,
pode ser derivada uma relagao quantitativa estrutura-atividade (QSAR), que correlaciona
descritores representativos da estrutura molecular e/ou propriedades da molécula com a sua
atividade biologica determinada experimentalmente (incluindo o efeito terapéutico desejavel

e os efeitos secundarios nio desejaveis) ©.

De qualquer forma, tanto a investigagao do alvo bioldgico como o desenvolvimento de
um farmacoforo modelo sao ambas voltadas para a racionalizagao de relagoes estrutura-

atividade (SARs) e o desenho de novos compostos.

Embora os avancos impressionantes em recursos computacionais ' tenham
contribuido para o desenvolvimento de estratégias de CADD, estas inevitavelmente
apresentam algumas limitagoes, dependendo das técnicas aplicadas. Para abordar este
problema, tem-se notado uma tendéncia para combinar e integrar as ferramentas
computacionais disponiveis ['! Isto inclui a combinagdo de diferentes abordagens CADD, o
uso de métodos empiricos, semi-empiricos e ab initio para os calculos dos parametros
moleculares, e, por ultimo, mas nao menos importante, a integragao de dados tedricos e

experimentais numa estratégia de pesquisa Unica.
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Assim, varios casos sio relatados ['''4

, onde uma combinacao de técnicas
experimentais juntamente com CADD foi aplicada com sucesso em meios académicos e
industriais. Ao mesmo tempo, as ferramentas computacionais estao a evoluir no sentido de
combinar mecanica molecular (MM), dindmica molecular (DM) e métodos de mecanica
quantica (QM), a fim de conseguir uma melhor simulagao global do comportamento molecular

real ['>'¢],

Idealmente, o método computacional sera capaz de prever a afinidade antes de um
composto ser sintetizado e, portanto, em teoria, apenas haveria a necessidade de sintetizar
um composto, poupando muito tempo e despesas. No entanto, como ja foi referido, a
realidade é que os métodos in silico' sio imperfeitos e fornecem, na melhor das hipéteses,
apenas estimativas qualitativamente precisas de afinidade. Na pratica, sao necessarias varias
iteragoes de design, sintese e estudos in vivo e/ou in vitro antes de um farmaco ideal ser
descoberto. Métodos computacionais aceleraram a descoberta por reduzir o nimero de

iteragdes necessarias e ja proporcionaram estruturas inovadoras ['"'®,

' A designagdo in silico é usada para denotar simulagdes computacionais que modelam um processo
natural ou de laboratério e nao para calculos computacionais genéricos.
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2. Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos de um composto, relevantes para a sua eventual agao
como farmacos, incluem lipofilia, solubilidade, ionizagao, estrutura molecular tridimensional e
massa molecular " Por conseguinte, estas propriedades podem afetar o perfil ADME/T
(absorgao, distribuicao, metabolismo, excregao e toxicidade) de compostos, a sua poténcia,
seletividade e “screenability” em High-Throughput Screening (HTS) %, Em comparagio com
muitos outros parametros ADME/T, os parametros fisico-quimicos sao facilmente acessiveis
e envolvem mecanismos de menor complexidade, formando a base para o desenvolvimento
fiavel e robusto de métodos in silico *'". Por relevancia ao tema, apenas irei abordar alguns
parametros mais utilizados: a lipofilia, solubilidade e constante de ionizagao, assim como

algumas regras que estao intimamente relacionados com estas propriedades.

2.1. Lipofilia

A lipofilia € um parametro importante para a descoberta de farmacos, pois contribui
para a solubilidade, permeabilidade, poténcia, seletividade e promiscuidade de um composto
221 A lipofilia de moléculas orgénicas é geralmente quantificada como 10g Pyt /4guq» sendo P
€ a razao entre as concentragoes de um composto numa mistura de fases — octanol e agua —
em equilibrio. A previsao de log P é um pré-requisito para a industria farmacéutica otimizar

21 Como referem Qiu et

as propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas de hits e leads
al. (2009), a escolha do octanol deve-se a este ser flexivel e conter uma parte polar e outra

apolar, servindo como um modelo simplificado para as membranas celulares

2.2. Solubilidade

A solubilidade aquosa é um dos fatores mais importantes que afetam a
biodisponibilidade do farmaco. Para ser absorvido, um firmaco deve primeiramente ser soluvel
em agua e depois ter a oportunidade de permear através de membranas biologicas. Existem

varias propriedades moleculares que favorecem a solubilidade de um composto e, que sao,
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em grande parte, utilizadas na avaliagao da solubilidade por serem facilmente identificaveis,

como sio exemplos a carga e a polaridade .

2.3. Constante de ionizacao

A constante de ionizagao, avaliada pelo pKa, é um parametro termodinamico util para

modular varias propriedades moleculares relevantes %!

. Especificamente, a distribuicao e
difusao de farmacos dependem fortemente do seu estado de ionizagao a pH fisiologico porque
os compostos neutros sao mais lipofilos, enquanto que os ionizados sao polares e soliveis em
agua. Além disso, o log D, que é uma extensiao de log P, considerando todas as formas do
composto (ionizada e nao ionizada), foi introduzido para considerar as influéncias da ionizagao

sobre o coeficiente de particio octanol-agua ',

2.4. Regras baseadas em parametros fisico-quimicos

Uma das primeiras aplicagoes de propriedades fisico-quimicas na descoberta e
desenvolvimento de medicamentos ¢ a avaliagio da drug-likeness’. Por exemplo, a conhecida
“regra dos cinco” (Ro5), que foi proposta por Lipinski et al. (1997), baseia-se na observagao
de propriedades fisico-quimicas dos medicamentos mais administrados por via oral. A Ro5
tem sido utilizada para selecionar compostos que sao suscetiveis de ser biodisponiveis por via
oral baseada em cinco regras simples relacionadas com as propriedades moleculares. Como
acontece com a drug-likeness, existem regras para lead-likeness®. Por exemplo, uma regra para
a lead-likeness desenvolvida pela AstraZeneca pode ser utilizada para avaliar o potencial de um

composto que mereca uma maior otimizagio estrutural ]

. Estas regras sao amplamente
utilizadas como filtros para dar prioridade a compostos que sejam mais propensos a serem
candidatos a farmacos. No entanto, nao é feita nenhuma discriminagao para além de uma
passagem ou chumbo qualitativo para estes filtros, pois todos os compostos que cumpram (ou
violem) as regras sao considerados iguais. Recentemente, Bickerton et al. (2012) relataram

uma medida quantitativa da drug-likeness com base num conceito de conveniéncia chamado de

estimativa quantitativa de drug-likeness (QED). A QED classifica os compostos de acordo com

2 propensabilidade de gerar um farmaco
3 propensabilidade de gerar um lead
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a sua similaridade a medicamentos comercializados através de uma medida continua de drug-
likeness. Yusof e Segall (2013) relataram uma métrica de probabilidade relativa de ser um
farmaco (RDL) que empregava métodos Bayesianos para incorporar a distingao entre farmacos
e nao-farmacos na fungao de conveniéncia da QED. Algumas das principais regras encontram-

se resumidas na Tabela I.

Category Rule name Properties and guidelines
Drug-likeness Ro5 (Lipinski et al. 1997) MW (200 ~ 500), ClogP < 5, HBAs (0 ~ 10), HBDs (0 ~ 5), ROTBs {0 ~ 10)
QED (Bickerton et al. 2012) QED = exp(1/n 3, Ind;), where di is the desirability function for molecular
descriptor i
RDL (Yusof & Segall, 2013) RDL = ex])(llhr Yo In(diix)), where d{x) is the ratio of probabilities of
descriptor x in drugs and non-drugs.
Lead-likeness Teague et al. (1959) MW < 350 Da, ClogP < 3, and Affinity >0-1 gM

Rule of 3 for fragment-based leads MW < 300, ClogP £ 3, HEDs £ 3, HBAs < 3, ROTE £ 3, and P5SA £ 60
(Congreve et al. 2003)

Promiscuity-likeness  Leeson & Springthorpe (2007) Log Promiscuity =0 075Clog P— 0-71A — 054N —0-47Z+ 1. 00 (A, N,and Z
are indicator variables, set equal to 1 for acids, neutrals, and zwitterions,
respectively)

Toxicity-likeness Hughes et al. (2008) Compounds with log P> 3 and PSA < 75 A® have a significantly increased safety
risk

Tabela 1"} Sumario das regras abordadas. Legenda: MW: massa molecular, HBAs: aceitadores de ligagdes de hidrogénio,
HBDs: dadores de ligagoes de hidrogénio, ROTBs: ligagoes que permitem rotagao livre em seu redor, PSA: area de superficie

polar.
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3. Barreira hematoencefalica

Um dos problemas que atualmente se vive é o envelhecimento da populagao, cujas
estimativas para o futuro nao sao promissoras. Como tal, o sistema nervoso central (SNC) é
a drea mais afetada pelo envelhecimento %, A esquizofrenia, depressio, ansiedade, insénia, a
doenga de Alzheimer e de Parkinson sao apenas alguns exemplos de doengas que afetam o
SNC. No caso da doenga de Alzheimer, a prevaléncia nos Estados Unidos pode praticamente
triplicar nos préximos 40 anos, passando de 4.7 milhoes de pacientes em 2010 para 13.8

milhdes de pacientes em 2050 ),

Para muitas doencas neurolégicas, um tratamento satisfatério € quase inexistente
devido a permeagao insuficiente dos grupos ativos através da barreira hematoencefalica (BBB)
e da barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (BCSFB) .. E evidente que, para a grande
maioria de farmacos com alvo no SNC, a BBB tem de ser atravessada para se exercer o efeito
terapéutico, sendo as Unicas excegoes compostos administrados por via intranasal ou invasiva.
Por outro lado, para firmacos cujo alvo esteja fora do SNC, a passagem através da BBB pode

levar a efeitos secundarios indesejaveis e deve ser, por isso, minimizada '\

A BBB regula o meio interno do cérebro e mantém a homeostase, garantindo o bom
funcionamento do SNC. Isso permite a permeacao dos nutrientes necessarios para o cérebro
enquanto age como uma barreira a passagem de substancias nocivas presentes no plasma.
Com uma homeostase eficiente existem dois problemas criticos no tratamento de doencgas
neuroldgicas. Em primeiro lugar, a exclusao de potenciais neuroterapicos (devido a sua entrada

insuficiente no cérebro) e, segundo, o acesso limitado de células do sistema imunitario 2.,

A BBB foi caracterizada pela primeira vez em 1885, quando Paul Ehrlich injetou
corantes vitais' em animais e observou que o cérebro nio ficou corado como o resto do
corpo P%, Desde entdo, estudos mais aprofundados permitiram um maior entendimento do
funcionamento da BBB e identificar elementos-chave da sua estrutura e mecanismos que a

tornam tao unica [Figura I].

* Corantes passiveis de serem aplicados em células vivas sem provocar a sua morte.
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Figura I134]: Representagdo da BBB: existem varios mecanismos que interferem com a permeabilidade dos compostos através
da BBB. (a) A difusao passiva € o mecanismo mais comum pelo qual pequenos compostos lipofilicos penetram a BBB. (b)
Transporte mediado por proteinas transportadoras que ocorre normalmente com pequenos compostos hidrofilicos (LATI:
Large neutral Amino acids Transporter |; GLUT |: Glucose transporter 1). (c) Transporte mediado por recetores que geralmente
ocorre com compostos hidrofilos de grande dimensdao como péptidos e proteinas e tem um papel relevante no transporte
de biofarmacos (TfR: Transferrin Receptor; LPR: LDL-related protein receptor). (d) A transcitose mediada por adsorgao é um
mecanismo relativamente niao-especifico para péptidos com carga positiva. (€) O transporte ativo por efluxo é um sistema
antiporter que atenua a concentragao de muitos farmacos no SNC por efluxo ativo contra o gradiente de concentragao, ou
seja, do cérebro para o sangue (P-gp: glicoproteina-P; MRP: Multidrug Resistance Protein; BCRP: Breast Cancer Resistance Protein).

Esta barreira é formada por células endoteliais capilares cerebrais (BCEC) que tém,
pelo menos, trés caracteristicas que as distinguem do endotélio periférico: (i) auséncia de
fenestras devido ao elevado nimero de tight junctions (T]s) de permeabilidade bastante
reduzida e adherent junctions (AJs); (ii) baixos niveis de endocitose de fase fluida; (iii)
transportadores especificos P2, Além disso, os astrécitos e pericitos, juntamente com a

membrana basal (BM) tornam a BBB mais especifica.

No cérebro humano, os astrocitos sao as células gliais

. astrocyte

em forma de estrela cujos prolongamentos finais
formam um rendilhado de lamelas préximo e aderente

a superficie externa do endotélio da BBB e a

membrana basal respetiva %, conforme se constata na

Figura 2 [35]: Esquema dos prolongamentos
astrociticos, que formam estruturas em forma de
roseta sobre a superficie capilar cerebral.

Figura 2. Os astrocitos regulam a homeostase do
cérebro ao manterem os niveis de K*, inativando

neurotransmissores e regulando a produgio de fatores de crescimento e citocinas P*. Os
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pericitos sao células esféricas com nlcleo proeminente com lisossomas primarios e
secundarios no seu citoplasma. Estes estio envolvidos na formagao, diferenciagao e

manutencio da integridade da BBB %,

Uma inspegao mais detalhada da anatomia da BBB revela a presenca de T]s e AJs, que
essencialmente previnem qualquer transporte paracelular através da vasculatura e concedem
a permeabilidade seletiva da BBB a farmacos. As AJs dao apoio estrutural as células endoteliais
vasculares. Estas TJs contrastam com a vasculatura periférica, onde a falta de TJs permite o
transporte paracelular livre através de aberturas ou fenestragoes entre as células endoteliais
3% As T)Js da BBB podem ser abertas sob condicdes especificas, permitindo temporariamente
a introducio de compostos no cérebro "**1 bem como em condi¢des patoldgicas, por
exemplo, apds acidente vascular cerebral isquémico 1. Varias proteinas estdo associadas com
as TJs, incluindo a ocludina e a claudina, bem como moléculas de adesao juncional (JAM). As
TJs encontradas na BBB conferem uma resisténcia elétrica elevada a vasculatura caracteristica
(1500-2000 Q. cm?) ™. Devido ao transporte paracelular/permeabilidade de compostos
restritivos através da vasculatura endotelial cerebral, a maioria dos compostos ganha acesso
ao cérebro quer através de difusao transcelular quer através de captagao mediada por

transportador.
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4. Predicao computacional da

permeabilidade através da BBB

4.1. Porqué utilizar métodos computacionais?

A permeabilidade da BBB pode ser determinada por métodos in vivo ou in vitro. Os
métodos in vivo envolvem a determinagao da fragao de farmaco transportada diretamente nos
tecidos cerebrais ou em amostras de sangue a fim de estudar o desaparecimento do farmaco
1. E comum em métodos in vivo a determinagio do logaritmo do coeficiente de partigio
cérebro-sangue (log BB). No entanto, estes métodos in vivo sdo trabalhosos e de baixo

rendimento por natureza. Portanto, é frequente serem utilizados métodos in vitro de alto

rendimento ¢,

Os métodos computacionais de previsao estdo a ganhar popularidade nos processos
de descoberta de farmacos pois sao baratos e mais rapidos. Salienta-se que os métodos
experimentais para determinar a permeabilidade através da BBB sao muito caros e métodos
in vitro como o PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) nao mimetizam
eficazmente a BBB in vivo, portanto, varias abordagens computacionais com base em relagoes
estrutura-atividade (SAR), analise probabilistica, a anadlise estatistica e aprendizagem
automatica para classificagio baseada em inteligéncia artificial (artificial intelligence based
machine learning classification) estao a ser usados recentemente pela comunidade cientifica,
empenhada no desenvolvimento de neuroterapicos. Destacam-se varios métodos
computacionais que tém sido frequentemente utilizados pelos investigadores para a geragao
de modelos BBB, sendo estes Regressao Linear Multipla (MLR) e por Minimos Quadrados

Parciais (PLS) 171,

Recentemente, também foram gerados modelos de permeabilidade através da BBB
usando Algoritmos Genéticos, Redes Neurais, Relagoes Quantitativas Estrutura-Atividade
(QSAR) e Maquinas de Vetores de Suporte (SVM) ™. Embora estas abordagens
computacionais tenham certos fatores limitantes em termos de exatidao e de precisao, varias
tentativas tém sido feitas nos uUltimos anos para gerar modelos computacionais aprimorados

que prevejam a permeabilidade das moléculas através da BBB.
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4.2. QSAR/QSPR

Um dos subcampos mais estudados da quimiometria, considerando o numero de
publicagdes e investigadores interessados, sao as QSAR/QSPR. Uma QSAR é um método
quantitativo que visa estabelecer um modelo que relacione caracteristicas quimicas estruturais
de compostos — descritores — as suas atividades bioldgicas definitivas. A modelagao da
atividade biologica foi alargada a outras propriedades fisico-quimicas, que se designa relagao
quantitativa estrutura-atividade (QSPR). Diferentes propriedades ou comportamentos de
moléculas quimicas tém sido investigadas no campo da QSPR. Alguns exemplos sao relagoes
quantitativas estrutura-reatividade (QSRRs), relagdes quantitativas estrutura-cromatografia
(QSCRs), relagoes quantitativas estrutura-toxicidade (QSTRs), relagdes quantitativas
estrutura-eletroquimica (QSERs) e relagoes quantitativas estrutura-biodegradabilidade

(QSBRs) 7.

Num estudo QSAR/QSPR, recolher ou conceber um subconjunto de compostos
quimicos ou bioldgicos, gerar descritores potentes capazes de refletir a estrutura dos
compostos, selecionar descritores relevantes para incluir no modelo, construir um modelo de
regressao e verificar a validade e estabilidade do modelo sugerido constituem cinco passos
essenciais. Apenas serao focadas as trés ultimas etapas, ou seja, (i) selegao de variaveis, (ii)
construgao do modelo e (iii) avaliagao de validacao, isto porque as ferramentas quimiométricas

foram envolvidas de uma forma mais significativa .

Esta drea sofreu um crescimento consideravel durante o século XX, aproveitando
descobertas envolvendo descritores e categorias estruturais, culminando em marcos
histéricos importantes. Alguns autores consideram o nascimento oficial em 1962, com o

trabalho de Hansch et al. que originou o primeiro modelo QSAR multiparamétrico ™.

Outro ponto historico em estudos de estrutura-atividade foi a publicagao de Free e
Wilson (1964), cuja ideia foi a modelagem de uma atividade biologica (ou propriedade quimica)
olhando para a presenga/auséncia de um grupo funcional substituinte num esqueleto estrutural

comum %),

Na década de 1980, propondo e utilizando diferentes categorias de descritores
topologicos e geométricos, a estrutura 3D de moléculas entrou na QSAR/QSPR e derivados
melhoramentos na predictibilidade dos modelos, bem como a sua capacidade de descricao.

Outra etapa brilhante e muito importante para a QSAR foi o desenvolvimento de descritores

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra Henrique Bentes

Pagina 19 de 27



Desenho de farmacos assistido por computador - aplicagao a permeagao através da barreira hematoencefalica

moleculares baseados em campos de interagao molecular (MIFs) que levou para a area bem

conhecida da 3D QSAR !,

4.3. Modelos de QSAR baseados em log BB

No topo da hierarquia de modelos de permeagao cerebral estao os modelos QSAR,
com base em dados log BB. Muitos modelos foram construidos utilizando o que se tornou
conhecido como o conjunto de dados de Abraham (originalmente compilado e recentemente
aumentado pelo grupo de Mike Abraham na University College, em Londres F%). E
interessante notar que, ao longo do tempo, tém sido detetados erros nas estruturas quimicas
e nos dados log BB que sao relatados em algumas publicagoes. Assim, se se tiver um novo
projeto para gerar um modelo log BB QSAR em maos, as estruturas e os dados a serem
utilizados devem ser verificadas com cuidado, com referéncia a literatura primaria sempre que

possivel P,

4.4. Informacodes a retirar de modelos log BB QSAR

Uma analise dos descritores (e dos seus coeficientes associados) que constam nos
modelos logBB QSAR (resumidos na Tabela 2) fornece uma visao sobre as propriedades

moleculares que determinam a permeacio através da BBB ',

Table 2. Summary of recently published logBB QSAR models

2

Molecular descriptors Nyoin | - Suain n.. Test set predictive performance
Abraham solute descriptors 148 0.75 0.34 74 I’ = 0.72, s = 0.38 (mean of 2 test sets)
Molecular properties derived from 76 0.94 0.17 4 RMS =0.48

Monte Carlo simulations in water
Volsurf 79 0.76 N/A N/A Gy, = 0.65
Electrotopological state indices 102 0.66 0.45 20 RMS = 0.38, MAE = 0.32
Computed molecular properties 56 0.85 - 7 MAE = 0.39

including membrane-interaction
descriptors

Computed molecular properties from 48 0.84 0.19 17 I = 0.68, MAE = 0.41
Cerius’ and ACD/Labs software

N, = the number of compounds in the training set

P it Suaine 3N @y = the 12 value, the standard deviation and the cross-validated r* value, respectively, for the model derived from the training set
N, = the number of compounds in the test set used to assess the model’s predictive power

r’ . = the r value for test set predictions

Abbreviations: RMS, Root Mean Square; MAE, Mean Absolute Error of prediction on the test set compounds.
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4.4.1.Pontes de hidrogénio

Todos os modelos contém um descritor relacionado com polaridade ou capacidade de
estabelecer pontes de hidrogénio, por exemplo, a PSA, nimero de HBAs e HBDs ou a
acidez/alcalinidade das pontes de hidrogénio. Em todos os casos, estes descritores
correlacionam-se negativamente com o log BB; por outras palavras, aumentar a for¢a ou a
capacidade das ligagoes de hidrogénio geralmente conduz a uma redugao da permeagao
através da BBB. Isso reflete a observagao de que compostos altamente polares/que

estabelecam pontes de hidrogénio de ligagio forte nio permeiam membranas facilmente '\

4.4.2.Lipofilia

Quatro dos seis modelos contém um descritor que se relaciona com a lipofilia, por
exemplo, o log P ou os descritores hidrofébicos de Volsurf. Tais descritores correlacionam-
se positivamente com o log BB, isto é, o aumento de lipofilia tende a aumentar a permeagao
através da BBB. Mais uma vez, isto estd de acordo com o facto de que os compostos lipofilicos
tendem a atravessar membranas mais facilmente do que os ligandos hidrofilicos.
Curiosamente, o modelo Volsurf sugere que a lipofilia tem um menor impacto que a polaridade

na determinacio da permeacio através da BBBP'.

4.4.3. Tamanho de particula

Dois dos modelos incluem um termo de volume molecular e, em ambos os casos, este
tem um coeficiente positivo (isto &, o volume molecular crescente parece estar correlacionada
com o aumento de permeacio cerebral). A primeira vista, esta conclusio parece estar em
conflito com uma compreensao geral da difusao (classicamente, de acordo com a relagiao de
Stokes-Einstein, o coeficiente de difusio de um objeto é inversamente proporcional ao seu
raio). No entanto, a relagio de Stokes-Einstein refere-se apenas a difusio numa solugao
homogénea; nao é claro se isto se aplica a permeagao através da BBB, em especial quando esta
é medida com o log BB, que é uma propriedade de equilibrio, ou, pelo menos, de quasi-

equilibrio. Além disso, verificou-se que, devido as interagoes coesivas solvente-solvente
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(geralmente agua-agua) terem que ser interrompidas para fazer uma cavidade que acomode o
soluto, ha uma for¢ca motriz proporcional ao volume molecular que empurra solutos

hidrofébicos para a fase menos polar — efeito hidrofébico ',

4.4.4.Carga molecular

Apenas um dos modelos considera a carga molecular explicitamente, tirando as

seguintes conclusoes:

I. Uma carga positiva a um pH entre 7 e 8 tende a favorecer a permeacgao cerebral (isto
precisa de ser qualificado pela observagao de Fischer et al. (1998) que as moléculas com
um valor de pKa > 10 nao atravessam a BBB por difusao passiva). Inicialmente, esta
conclusao parece estar em desacordo com a hipotese pH-partigao, que assume que apenas
espécies neutras se fracionam pelas membranas. No entanto, demonstrou-se que as
espécies carregadas positivamente podem entrar pelas membranas a um limite maior do
que o sugerido pela hipotese pH-partigao. Além disso, compostos que possuam um grupo
amina terciaria (uma caracteristica de varios farmacos do SNC) mostram um maior grau
de permeagao cerebral do que seria esperado a partir do seu valor de pKa aparente (~ 8),
possivelmente porque a sua forma ionizada é destabilizada na membrana, o que resulta
numa diminuicio eficaz dos valores de pKa P',

2. A presenca de uma carga negativa a pH < 5 correlaciona-se negativamente com o log BB.
Novamente, isto esta de acordo com observagoes anteriores de que as moléculas com
valores de pKa < 4 tém dificuldade em penetrar o cérebro. Isto reflete-se ainda pela
presenca de uma variavel indicadora de acido carboxilico (com um coeficiente negativo)

no modelo relatado por Platts et al. (2001).

Em geral, estas duas conclusoes apoiam o facto de que os acidos tém geralmente maior

dificuldade do que as bases em permear membranas "1,

4.4.5.Forma molecular e flexibilidade

Os papéis da forma molecular e flexibilidade na manutengao da permeacgao cerebral
sao menos claros a partir dos modelos considerados na Tabela 2. Dois dos modelos sugerem

que as moléculas em forma esférica sao preferiveis as moléculas em forma de haste para a
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permeacao do cérebro. No entanto, o modelo com base nos indices do estado
eletrotopologico indica que o aumento da ramificagdo molecular correlaciona-se

negativamente com log BB- uma aparente contradicio com esta conclusio '\

Apenas um modelo estudou a flexibilidade molecular e concluiu que o aumento da
flexibilidade do soluto se correlaciona positivamente com log BB. Isto parece estar em
desacordo com um estudo recente que investigou o papel da flexibilidade molecular na taxa
de permeagao através de membranas artificiais. A conclusao do trabalho foi que o aumento

da taxa de permeacio foi contrabalancado pela diminui¢io da contagem de ROTBs '\

5. Conclusao

Apesar de varios anos de esforgos, o desenho de farmacos para o SNC continua a ser
a “ovelha negra” do processo de desenvolvimento de farmacos principalmente devido a
barreira hematoencefalica. Este desafio provocou uma grande variedade de estudos para
ultrapassar o problema da penetragao no cérebro. Deste modo, as abordagens computacionais
mostraram uma tendéncia promissora para ultrapassar a BBB. Neste contexto, diferentes
métodos in silico tém sido desenvolvidos. No entanto, existe um desafio incessante entre
interpretabilidade e capacidade preditiva dos modelos tendo em conta o facto de que os
modelos simples, geralmente derivados por regressao linear, proporcionam uma boa visao
sobre o processo de permeagao, embora nao sendo geralmente preditores de alta qualidade.
Por outro lado, a modelagem inovadora como redes neurais geram previsoes muito precisas,
enquanto que a sua elucidagao seria quase uma tarefa impossivel. Consequentemente, modelos
complexos nao podem ser utilizados na otimizagao de leads, porque a questao principal do

designer para o proximo passo é “que composto devo fazer a seguir?” ']

Além disso, o problema principal parece ser completamente ignorado “que parametro
deve ser usado na modelagem como substituto de permeabilidade cerebral de farmacos?”,
embora nos ultimos anos tenham sido realizados alguns esforgos para tornar a resposta clara.
Desta forma, a maioria dos trabalhos de literatura com base na analise experimental chegam
a conclusao que os parametros derivados da concentragiao total como log BB sao medidas
muito imperfeitas de penetragio da BBB F***l. Apesar desta conclusio, parece que as divisdes
computacionais fecham os olhos a este facto e até agora quase toda a literatura ainda usa o

log BB. Por outro lado, embora baseado na “hipotese farmaco nao-ligado”, a mudanga de
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log BB para parametros relacionados com concentragoes de farmaco nao-ligado pode dar
uma melhor ideia, mas contando com apenas esses parametros seria a proxima tendéncia
enganadora porque apenas um parametro nao pode dar detalhes completos sobre a
permeabilidade da BBB e esta consiste em, pelo menos, trés partes de apuramento da
permeabilidade: clearance, fragdo nio ligada ao cérebro e a distribuigdo intracerebral P2,
Finalmente, as mudangas rapidas nos processos de descoberta de farmacos para o SNC nos
ultimos anos chamam a atengao para esta realidade que se focar-se apenas na modelagem das
concentragoes e dados farmacocinéticos relacionados nao criam uma boa percegio da
atividade do SNC nem dos farmacos, pois sao altamente dependentes da biologia e da
farmacologia dos compostos e do cérebro P%. Assim, seria inevitavel combinar os dados
farmacodinamicos e farmacocinéticos incluindo todas as informagoes sobre os processos
celulares/moleculares da permeabilidade da BBB a farmacos paralelamente as suas agoes sobre
o SNC, o que me leva a constatar que um desafio futuro sera conseguir uma integragao que
contemple a diferente influéncia dos varios fatores moleculares sobre a velocidade de cada um

dos processos relevantes na permeagao, de modo a modelar o processo global.
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