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RESUMO

As doengas inflamatérias sao oriundas de multiplos processos biolégicos
que envolvem as células do sistema imunoldgico. As células imunomodulatérias
apresentam alta expressao e abundancia do canal ibnico de membrana P2X7,
tornando-o um alvo promissor para o tratamento. Nas ultimas décadas, apesar
dos avangos de novos medicamentos anti-inflamatérios, a busca por novas
moléculas seguras e eficazes tem-se intensificado devido as falhas nos
tratamentos existentes em decorréncia dos efeitos colaterais graves e interagdes
medicamentosas. Nesse sentido, a descoberta de novas substancias capazes de
inibir a agao do receptor P2X7 (P2X7R) envolvem as etapas de triagem virtual de
milhares de moléculas quimicas em ensaios in silico e posterior validacdo de
afinidade em ensaios in vitro. Além da identificacdo de potenciais candidatos a
farmaco, o estudo propde-se indicar as estruturas cristalinas mais estaveis para
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas. Utilizando o entendimento
fisico-quimico das moléculas candidatas € possivel encontrar possiveis
associagbes com outras moléculas de interesse para formagao de cocristais
hipotéticos a fim de fornecer dados para um produto final com perfil terapéutico
aprimorado. Portanto, o objetivo do projeto consiste em realizar a triagem virtual
de 2.774 moléculas no P2X7R, identificar a diversidade de classes de farmacos e
novas moléculas candidatas e planejar estruturas cristalinas de cocristais, visando
indicar as moléculas mais promissoras tanto no &mbito da quimica medicinal
quanto na tecnologia industrial farmacéutica. Métodos de modelagem molecular e
quimica computacional foram utilizados, através dos programas Avogadro,
MOPAC2016, PyMOL e Mercury, assim como Molegro Virtual Docker, USPEX e
Quantum Espresso para planejamento farmacéutico e mapeamento das
estruturas cristalinas. Como resultado, substadncias de classes distintas
apresentaram acgao inibitéria, como antivirais e flavonoides. Quatro substancias
destacaram-se pela alta afinidade no P2X7R, sendo dois farmacos, veltapasvir
(VEL) e itacitinibe, e dois produtos naturais, narirutina e acido litospermico (LIT).
Na etapa de planejamento farmacéutico, o VEL destacou-se associado ao LIT e
vice-versa, por esse motivo foram investigadas suas estruturas cristalinas. As
potencialmente estaveis encontram-se na propor¢ao de 1:1 (VEL:LIT) e com a
tendéncia em formar sistema cristalino ftriclinico. As informacgdes cristalinas
poderao ser utilizadas de forma racional para a recristalizagao e estudos de taxa
de dissolucdo, fornecendo estratégias para novas patentes e processos
farmacéuticos.

Palavras-chave: Receptor P2X7, Quimica Computacional, Planejamento

Farmacéutico, Planejamento de Estrutura Cristalina.
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ABSTRACT

Inflammatory diseases emerge from multiple biological processes involving
immune cells. Immunomodulatory cells have high expression and abundance of
the membrane ion channel P2X7, making it a promising target for treatment.
Despite recent advances in anti-inflammatory medications, treatment limitations
due to severe side effects and drug interactions have intensified the search for
safer and more effective compounds. In this context, discovering new P2X7
receptor (P2X7R) inhibitors involves virtual screening of thousands of molecules
through in silico assays, followed by affinity validation in vitro. This study aims to
both identify potential drug candidates and determine the most stable crystal
structures for pharmaceutical formulation development. Through physicochemical
analysis of candidate molecules, we explored potential associations with other
molecules of interest for hypothetical co-crystal formation, seeking to develop
products with enhanced therapeutic profiles. Therefore, the project's objective is to
conduct virtual screening of 2,774 molecules against P2X7R, identify drug class
diversity and new candidate molecules, and design crystalline cocrystal structures,
aiming to indicate the most promising molecules in both medicinal chemistry and
pharmaceutical industrial technology contexts. Molecular modeling and
computational chemistry methods were employed using Avogadro, MOPAC2016,
PyMOL, and Mercury software, as well as Molegro Virtual Docker, USPEX, and
Quantum Espresso for pharmaceutical planning and crystal structure mapping.
Results showed that substances from distinct classes may have inhibitory action,
such as antivirals and flavonoids. Four candidate molecules demonstrated high
binding affinity with P2X7R: two drugs, veltapasvir (VEL) and itacitinib, and two
natural products, narirutin and lithospermic acid (LIT). In pharmaceutical
formulation design, VEL and LIT demonstrated mutual molecular compatibility. The
potentially stable structures were found in a 1:1 ratio (VEL:LIT) with a tendency to
form triclinic crystal systems. The crystal structure data can be rationally applied to
recrystallization and dissolution rate studies, providing valuable strategies for new
patents and pharmaceutical processes.

Keywords: P2X7 receptor, Computational Chemistry, Pharmaceutical Design,

Crystalline Structure Design.
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1 INTRODUCAO

1.1 INFLAMAGAO CRONICA E O RECEPTOR P2X7

A comunicacgao celular em organismos multicelulares complexos, como em
mamiferos superiores, € orquestrada por moléculas sinalizadoras que participam
das fungdes bioldgicas para regulagdo do sistema imune adaptativo e inato.
Conhecidas como citocinas, essas moléculas sido dispersas em espagos
extracelulares principalmente na presenga de substancias antigénicas. O sistema
imunoldgico, por sua vez, retroalimenta a eficiéncia dessa comunicagao
mobilizando todas as suas células que possuem receptores membranares,
principalmente linfocitos e macréfagos. Dessa forma, as respostas imunoldgicas
desencadeadas por antigenos desempenham um papel fundamental para a
sinalizacdo inflamatdria (DI VIRGILIO et al., 2017; JIN et al., 2024).

Na década de 1970, foram mapeadas como sinalizadores extracelular as
moléculas de bases nitrogenadas. As purinas e pirimidinas tornaram-se
importantes no entendimento do mecanismo inflamatério. Desde entdo, a
caracterizagdo dos receptores dessas moléculas ganharam atenc&o, como os
receptores seletivos por adenosina trifosfato (ATP). Entre as diversas evidéncias,
observou-se uma alta concentragdo de ATP (centenas de micromolar) no
intersticio celular em locais de inflamagao em comparagédo a um tecido saudavel,
no qual a presenca de ATP encontrava-se na faixa de nanomolar, ou seja, baixa.
Assim, intensificaram-se os estudos dos canais de membrana celular modulados
por moléculas purinérgicas e seus papeis nos processos inflamatoérios.
Atualmente, entende-se como uma patofisiologia a alta concentracdo de ATP em
determinados tecidos (HATTORI; GOUAUX, 2012; DI VIRGILIO et al., 2017).

Esses receptores de membrana, em especial os seletivos por ATP, sdo
formados por uma familia de sete membros, conhecidos como canais ionotrdpicos
do P2X1 ao P2X7, que tém como caracteristica a abertura de um poro
cation-seletivo ativado pelo ATP. Os P2Xs tém sido associados a uma série de
disturbios, incluindo hipertenséo (JI et al., 2012), tosse croénica (MAGALHAES,

2020), inflamatérios e imunolégicos (BURNSTOCK, 2016), dor (TSUDA, 2017) e
1



aterosclerose (FERRARI, 2015). Esses canais estdo presentes em células de
diversos tecidos animais, e principalmente apresentam alta expressao em células
inflamatdrias e imunomoduladoras, incluindo microglia, macrofagos, linfocitos e
células dendriticas, que sao capazes de mediar varios processos relevantes,
como liberacdo de citocinas, geragcao de oOxido nitrico, morte de patdogenos
intracelulares, citotoxicidade (BARALDI et al., 2003; HABERMACHER et al.,
2015).

Entre os sete membros, o receptor P2X7 (P2X7R) apresenta uma
caracteristica unica quando exposto de forma prolongada ao ATP, na qual o poro
do canal faz uma abertura acima do normal na membrana plasmatica. Essa
abertura pode levar ao rapido influxo de cations e moléculas hidrofilicas com
massa molecular de até 900 Da, como peptideos, agravando a condigéo
inflamatdria (Figura 1) (DRILL et al., 2021). Antes de ser o sétimo membro da
familia P2X, o receptor se chamava P2Z, um membro 6rfao, devido as suas
caracteristicas exclusivas, porém a partir da sua elucidagdo molecular verificou-se
como o ultimo integrante da familia P2X (DI VIRGILIO, 1995; KARASAWA,
KAWATE, 2016). No entanto, o que faz o P2X7R ser um alvo emergente contra a
inflamacao é sua influéncia direta, quando ativado, no processamento intracelular
da citocina pro-inflamatéria interleucina-1 (IL-1) em mondcitos, macrofagos e
células microgliais, que subsequentemente produzem proteinas formadoras de
inflamassoma (FRIEDLE et al., 2010; DI VIRGILIO et al., 2017).
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Figura 1. llustracdo representativa do P2X7R e sua atuagdo como canal de cations
quando ligado por ATP em situagdo normal ou acima do normal (Adaptado de DRILL et
al., 2021).



Por conseguinte, as alteragcdes imunologicas prolongadas e persistentes séo
fatores que contribuem para a inflamacgao crénica, em que mediadores quimicos
no local da inflamagdo promovem a constante destruicao tecidual e as multiplas
tentativas de substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo, causando
doencas graves (SOLIMAN; BARREDA, 2022). As doengas oriundas desses
processos incluem diversos tipos de cancer e complicagdes cardiovasculares, que
representam riscos significativos para a saude humana e mortalidade
(VAZQUEZ-GARZA et al., 2017; MISHRA et al., 2024). Apesar dos avangos de
novos medicamentos anti-inflamatérios e a busca por novas moléculas seguras e
eficazes, os tratamentos existentes ainda possuem falhas em decorréncia de
efeitos colaterais e interagdes medicamentosas graves que, paralelamente,
contribuem para sobrecarga financeira nos sistemas de saude ao redor do mundo
(PERCHA; ALTMAN, 2013; TSAO et al., 2023; YU et al., 2023).

Portanto, devido a relevante atuagdo do P2X7R na patofisiologia da
inflamacdo, a busca avangada por novas moléculas capazes de inibir sua agao
poderia auxiliar, a longo prazo, na melhoria da qualidade de vida de pacientes em
tratamento de doencas inflamatérias e imunossupressoras (BHATTACHARYA;
BIBER, 2016).

1.2 DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS

Na area farmacéutica, o desenvolvimento de um novo medicamento é um
longo processo que envolve varias areas de conhecimento e estagios antes da
aprovacao regulatéria. Desde a concepgao de alvos moleculares bioldgicos até a
descoberta de um potencial farmaco, o que pode demorar uma década,
numerosas abordagens computacionais a bioinformatica e a quimioinformatica
podem ser aplicadas em diferentes fases do processo de desenvolvimento para
agilizar o processo (MARSHALL, 2004; MOHS; GREIG, 2017; ANVISA, 2022; LV
et al., 2023). Essas estratégias computacionais sédo utilizadas desde o final do
século passado. Conhecidas como planejamento de farmacos com auxilio de
computador (em inglés, Computer-Aided Drug Design - CADD) possuem duas
grandes subdivisdes, a direta, baseada na estrutura macromolecular de um alvo

(em inglés, Structure-Based Drug Design - SBDD), e a indireta, baseada na
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molécula do farmaco (em inglés, Ligand-Based Drug Design - LBDD). Essas
abordagens incluem praticamente todas as técnicas como o “de novo design”
para gerar moléculas inéditas, o enriquecimento estatistico para triagem virtual
(em inglés, High-Throughput Virtual Screening - HTVS), a relagdo quantitativa
entre estrutura e atividade (em inglés, Quantitative Structure-Activity Relationship
- QSAR), a interagdo farmaco-alvo e a previsao de absorgdo, distribuigéao,
metabolismo, excrecao e toxicidade quimica (ADMET) (SELVARAJ et al., 2021).

Atualmente, todas as técnicas utilizadas para descoberta de novos farmacos
estdo sendo rapidamente aglutinadas em modelos de aprendizado de maquina
(CHEN et al., 2023). As plataformas atuais estao reagrupando as técnicas em trés
grandes abordagens integradas, consistindo em mapeamento das ciéncias
Omicas, mapeamento do universo quimico e planejamento de testes clinicos
(Figura 2). A primeira visa o entendimento da complexidade entre uma sequéncia
de aminoacidos até suas isoformas tridimensionais nos tecidos. A segunda, na
varredura do universo quimico na busca de moléculas com propriedades
fisico-quimicas desejadas. A terceira, em anadlises aprofundadas para
planejamento de testes clinicos com o objetivo de aumentar a taxa de sucesso de
aprovacao das etapas, que inclui projecao de dose humana e planejamento de
estruturas cristalinas para administracdo oral (LV et al., 2023; KAMYA et al.,
2024).
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Figura 2. Trés abordagens utilizadas para o desenvolvimento de novos farmacos: (1)
mapeamento das ciéncias O&micas, (2) mapeamento do universo quimico e (3)

planejamento de testes clinicos.



Para as grandes empresas de biotecnologia, os testes experimentais in vitro,
in vivo ou ex vivo sao etapas indissociaveis dos testes in silico e vice-versa. A
busca moderna para aceleragao esta na racionalizagcdo e obtencao de maiores
taxas de sucesso, sendo os experimentos laboratoriais um dos pilares para a
validacdo dos ensaios in silico. Nesse cenario, em 2021, a empresa Evotec
anunciou a entrada em testes clinicos (fase |) do primeiro farmaco inédito
totalmente descoberto in silico utilizando técnicas modernas e integradas,
reduzindo o tempo médio da descoberta de 5 anos para 8 meses (SAVAGE, 2021;
VLADIMER et al., 2022). Portanto, o crescimento de técnicas biotecnolégicas
computacionais € fundamental para impulsionar a transicdo de praticas mais
eficientes e sustentaveis que beneficiem a saude humana (KUSSMANN et al.,
2023).

1.3 SIMULAGAO COMPUTACIONAL

1.3.1 MODELAGEM MOLECULAR

Tradicionalmente, a modelagem molecular utiliza-se da abordagem direta
para revelar os modelos atomisticos de macromoléculas. Através de uma
estrutura conhecida, obtém-se um mapeamento molecular feito por equipamentos
de cristalografia por difragdo de raios X (DRX) ou ressonancia magnética nuclear
(RMN), por exemplo. Porém, quando ndo se conhece a estrutura a ser isolada,
utiliza-se a abordagem indireta, na qual compara-se moléculas ativas e inativas e,
a partir de uma analise de complementaridade, desenvolve-se um modelo
topografico hipotético do sitio de ligacdo chamado de modelo farmacoférico (WU
et al.,, 2024). Ambos os casos fornecem informacdes a nivel atomistico dos
sistemas investigados. Muitas técnicas subsequentes somaram-se a simulagao
computacional de modelos moleculares para torna-la uma ferramenta poderosa.
Modelos matematicos para otimizagao geométrica das estruturas usando campo
de forcas para calculos de mecanica molecular, métodos semi-empiricos e
métodos ab initio transformaram assertivamente a modelagem molecular
(HINCHLIFFE, 2006; KAMYA et al., 2024).



No setor privado, foram investigadas a elucidacao de estruturas utilizando-se
ferramentas computacionais, como as criadas pela Google/DeepMind, empresa
que desenvolveu o AlphaFold. A sua ultima versao, o AlphaFold3, demonstra alta
precisdo em suas predigcdes estruturais virtuais e, em decorréncia disso, 0s
responsaveis foram laureados com o Nobel de Quimica em 2024 (NOBEL PRIZE
IN CHEMISTRY, 2024; ABRAMSON et al., 2024).

Para o P2X7R, as informacdes moleculares e comportamentais foram pouco
exploradas desde a descoberta da sua importancia. Por se tratar de um canal de
membrana plasmatica, a complexidade da modelagem & maior (MICHEL et al.,
2009; DOS SANTOS et al., 2020).

A estrutura molecular do P2X7R em mamiferos foi elucidada por Karasawa e
Kawate (2016). Na época, foi publicada uma série de analises do canal, incluindo
0 mecanismo de agao nao competitivo de cinco moléculas inibidoras e também o
canal sem moléculas (forma apo). As analises foram realizadas através de DRX e
revelaram os sitios alostéricos importantes para novos inibidores. Os dados estao
disponiveis no banco de dados de proteinas (PDB) através dos identificadores
5U1L, 5U1U, 5U1V, 5U1W, 5U1X, 5U1Y e 5U2H. A partir disso, certificou-se que
o P2X7R em mamiferos € composto por trés subunidades homoméricas. Foi
descrito que cada subunidade teria o formato de um golfinho, assim como outros
membros da familia P2X, em que a cabeca, nadadeiras, barbatanas e cauda
correspondem as estruturas de alfa hélice e folhas beta mapeadas (Figura 3).
Foram investigados também os trés sitios de ligagdo do ATP proximos as
nadadeiras do golfinho hipotético (KARASAWA; KAWATE, 2016; DOS SANTOS et
al., 2020).
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Figura 3. Representacédo do P2X7R através da modelagem molecular. (A) Mapeamento
das regides de folhas beta e alfa hélices em analogia a anatomia do golfinho. (B) Trés
subunidades homoélogas formam o canal. (C) Visdo lateral, destacada em B, com a
cavidade de ligagao do ATP. (D) Visao superior, destacando as trés cavidades de ligagao
de ATP e as trés cavidades de farmacos (Adaptado de KARASAWA; KAWATE, 2016).

1.3.2 TRIAGEM VIRTUAL E DOCKING MOLECULAR

A triagem virtual e o docking molecular (ancoramento molecular) séo
técnicas amplamente utilizadas para prever como um estrutura quimica
(molécula) liga-se a um alvo molecular (macromolécula) em nivel atomistico.
Geralmente, o alvo molecular € uma proteina, no caso, as cavidades de interesse

dessa proteina. Com isso, € possivel entender o local de ligagdo da molécula e



discriminar os tipos de interagdes intermoleculares envolvidas na formacgao do
complexo molecular ligante-receptor (LENGAUER, 1996; PAGADALA, 2017).

Apesar de serem dois métodos distintos, os algoritmos funcionam da mesma
forma. A diferenga consiste na quantidade de ligantes, enquanto a triagem virtual
utiliza-se de milhares de moléculas resultando em dezenas, o docking aplica-se
apos a correcao da ionizacdo das dezenas de moléculas em pH predefinido no
estudo. Existem diversos algoritmos para realizacdo do docking molecular,
entretanto, os programas iniciam com uma busca direcionada a partir das
conformagdes moleculares e das interacdes eletrostaticas e, com isso,
encontra-se um local para refinamento das possiveis interagdes intermoleculares.

No refinamento, avalia-se as forgas de van der Waals, que desempenham
um papel importante, assim como, as ligagdes hidrogénio, interagdes
hidrofdbicas, interagdes de t-stacking (empilhamento-1r), ligacdes idnicas, ligagao
de halogénio e outras propriedades intermoleculares, gerando uma pontuagao
(Score) que estabelece a relagédo de afinidade entre ligante e receptor. Contudo, a
definicdo do ligante-receptor mais estavel deve-se a busca de milhares de
conformacgdes espaciais diferentes que sintetizam diversos valores de energia em
uma posicao favoravel tridimensionalmente.

Resumidamente, a principal estratégia € manter o alvo molecular rigido com
foco nas conformagdes dos ligantes, reduzindo o esforgo computacional, tanto na
primeira etapa de interagcbes eletrostaticas, quanto na segunda etapa de
refinamento de interacbes (MANDELL, 2001; PAGADALA, 2017). Ao considerar
um alvo molecular rigido e o ligante flexivel, os algoritmos de docking utilizam trés
tipos de buscas, sendo elas a sistematica, a deterministica e a estocastica. A
primeira fragmenta temporariamente o ligante, em pontos rotacionaveis, e ancora
as partes em diferentes pontos do alvo molecular a fim de reconstruir virtualmente
a molécula e verificar o encaixe. A segunda verifica 0 encaixe a partir de uma
interface de interesse do ligante no alvo molecular. E a terceira, rotaciona
aleatoriamente o ligante, gerando diversas novas conformagdes, com o objetivo
de identificar as interagdes de menor energia. Todos esses métodos de buscas
sdo considerados heuristicos e podem ser associados a algoritmos genéticos ou
evolutivos (PAGADALA, 2017; PAGGI et al., 2024).



Dessa forma, a robustez relatada por Thomsen e Christensen (2006) no
programa Molegro Virtual Docker (MVD), em partes, se refere ao seu algoritmo
evolutivo, em que é possivel investigar de forma ampla diversos algoritmos de
buscas com técnicas inspiradas na teoria da evolugao darwiniana. Os algoritmos
evolutivos, por sua vez, sdo técnicas utilizadas ha mais de 50 anos na
computacdo tendo como base a teoria de evolugcdo darwiniana, porém muito
distantes da evolucdo do mundo real, a principal semelhanca consiste
basicamente em uma populacédo de individuos que serdo gerados em condigdes
aleatodrias e aprimorados de acordo com a variagao de suas taxas de mutagao e
recombinacao, resultando em individuos aprimorados que dao descendéncia a
novas proles, dando sequéncia ao processo até convergir para um resultado,
neste caso, uma conformagao tridimensional de ligante mais promissora
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006; BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO,
2019).

1.3.3 SIMULAGAO DE DINAMICA MOLECULAR

A simulagao de dinamica molecular (DM), por sua vez, € uma técnica versatil
e difundida que contribui para analise do comportamento de sistemas complexos.
A DM ajuda a entender o comportamento dindmico de proteinas em diferentes
escalas de tempo, desde movimentos rapidos até mudancas conformacionais
lentas ou até mesmo processos de dobramento de proteinas. As analises
complementam o experimento laboratorial e também oferecem uma forma de
acompanhar processos dificeis de discernir com técnicas experimentais (SNOW
et al., 2004; ALONSO et al., 2006; SALOMON-FERRER et al., 2012).

As analises de DM realizada por Dos Santos e colaboradores (2020) da
estrutura homotriméricas do canal P2X7 forneceu informagdes importantes dos
componentes da membrana plasmatica e da estrutura do canal na forma apo
(Figura 4). Para maior robustez das analises, utiliza-se duas abordagens, a
primeira sem ligantes (forma apo) para avaliar as conformagdes estruturais mais
frequentes e a segunda, apds a execugdao do docking molecular, para calcular
com precisao as energias de ligagao dos complexos ligante-receptor (ABRAHAM
et al., 2015).



Figura 4. P2X7R inserido na bicamada lipidica representando a membrana plasmatica,
sem as moléculas de agua e os ions para facilitar a visualizagdo (Adaptado de DOS
SANTOS et al., 2020).

1.3.4 LIGANTES BIOATIVOS

A busca por substancias bioativas faz parte dos pilares de estudos da
farmacognosia, uma ciéncia pioneira que deu origem a diversas areas. Ha
evidéncias arqueoldgicas que descrevem automedicagdo com uso de plantas
medicinais no periodo pré-histérico por humanos e animais (ndo primatas), que
incluem a aplicagdo dos compostos secundarios de plantas (HARDY, 2020).

Produtos naturais, em especial os fitonutrientes, sdo conhecidos por conter
diversas propriedades bioativas, entre elas antioxidantes, anti-inflamatérias e
neuroprotetoras oriundas de substéncias quimicas como, por exemplo,
carotenoides, flavonoides e polifenois (HOANG; KIM, 2021). Podendo ser
considerada incalculavel a quantidade de moléculas quimicas bioativas possiveis
matematicamente. As estimativas mais otimistas s&o na ordem de grandeza de
10°° moléculas e que somente com o auxilio de técnicas computacionais
modernas seria possivel entender uma parte desse universo (VILAR, 2012;
PERCHA; ALTMAN, 2013; MULLARD, 2017).

Na modelagem molecular, a bioatividade € detectada a partir de diversos
processos que visam classificar as propriedades farmacoldgicas e
farmacocinéticas das moléculas. Em geral, o baixo peso molecular € importante

para a investigagao, pois métodos de otimizagcdo geométrica buscam encontrar
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conformacgdes tridimensionais mais estaveis, de baixa entropia. Assim, a molécula
poderia mimetizar o comportamento encontrado experimentalmente e a possivel
interacdo seletiva entre ligante e receptor (HEHRE, 2003; HINCHLIFFE, 2006).
Sendo assim, as técnicas também podem ser utilizadas para moléculas sintéticas
auxiliando descobertas ou reposicionamento para novas aplicagdes
farmacoldgicas, uma vez que as estruturas quimicas de produtos naturais podem
oferecer oportunidades ilimitadas para o desenvolvimento de moléculas inéditas
devido a diversidade quimica (TAKEDA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2020).

No entanto, o processo farmacéutico de descoberta é ainda mais intrincado
do que somente a bioatividade, principalmente para medicamentos de
administracao por via oral. Muitas substancias com bioatividade comprovada em
determinado alvo molecular tém dificuldades para se tornar um produto
terapéutico disponivel no mercado, pois também precisam atender aos rigorosos,
e necessarios, testes de seguranga e eficacia em humanos (LIPP, 2013). Nesse
aspecto, os cocristais apresentam grande potencial para aprimorar a eficacia
terapéutica dos farmacos, exercendo impacto significativo na pesquisa pré-clinica
e no desenvolvimento de formas farmacéuticas. A cocristalizagao pode auxiliar na
modificagdo de propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas de moléculas
bioativas, sem alterar sua estrutura ou fungdo quimica, a fim de obter os efeitos
terapéuticos desejados e redefinir os rumos do desenvolvimento farmacéutico
(GUAN et al., 2021).

1.4 PLANEJAMENTO FARMACEUTICO

1.4.1 TECNOLOGIA INDUSTRIAL FARMACEUTICA

Faz parte da tecnologia industrial farmacéutica (TIF) avaliar e preservar as
caracteristicas de processabilidade, estabilidade, fluidez, entre outras que fazem
0 processo de produgao do insumo farmacéutico ativo (IFA) reprodutivel. Os IFAs,
em sua maioria, sdo moléculas organicas de baixo peso molecular. Estas
substancias cristalizam principalmente em sistemas cristalinos conhecidos, como
triclinico, monoclinico e ortorrdbmbico (BYRN et al., 1999; FDA, 2004; WU et al.,
2015). As estruturas cristalinas influenciam o fluxo de pds e a preparagao de
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comprimidos na producao industrial, assim como, o desempenho farmacolégico
de formulagbes em uso terapéutico. A pesquisa e desenvolvimento de estruturas
cristalinas conecta duas areas farmacéuticas, a quimica medicinal e a tecnologia
farmacéutica, auxiliando desde as etapas farmoquimicas até os estagios de
aprimoramento das formulagdes existentes (TICEHURST, MARZIANO, 2015;
HASKINS et al., 2021).

No caso de produtos para administracdo via oral, a caracterizacdo das
propriedades fisico-quimicas sob a odtica do sistema de classificagao
biofarmacéutica (SCB) é fundamental. Substancias classificadas como classe |l
ou IV, que possuem baixa solubilidade em meios aquosos na faixa de pH
fisiologica do trato gastrointestinal (TGI), podem ter dificuldades na
reprodutibilidade de seus testes de seguranga e eficacia (Tabela 1). No entanto,
algumas estratégias sao utilizadas para modificar as propriedades fisico-quimicas
do IFA, sendo uma delas a cocristalizagdo, o que poderia reclassificar o IFA para
classe | e, assim, garantir a biodisponibilidade necessaria e reprodutivel,
facilitando a aprovagao perante as agéncias regulatérias (KAWABATA et al., 2011;
GAO et al., 2017).

Tabela 1. Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995).

CLASSE SOLUBILIDADE PERMEABILIDADE

| ALTA ALTA
! BAIXA ALTA
11} ALTA BAIXA
v BAIXA BAIXA

Ainda, se a proposta for de um novo farmaco, sera necessario realizar
estudos de possiveis polimorfismos e identificacdo de sistemas cristalinos para
entender quais polimorfos sdo dissolvidos mais facilmente, como sdo os
respectivos arranjos moleculares empacotados na célula unitaria cristalina e
também a estabilidade dos polimorfos (LIPP, 2013). Atualmente, o processo de
producao de IFAs é desenvolvido com requisitos minuciosos que visam controlar

toda a teoria de nucleagcdo e crescimento a nivel molecular dos cristais com
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objetivo de garantir, com alta precisao, o rastreamento das estruturas cristalinas
no produto final (BOLLA; NANGIA, 2016; GAO et al., 2017; FDA, 2020).

Todas as analises prévias ganharam importadncia apds a repercussao de
casos graves como a talidomida no final da década de 1950 e inicio da década de
1960, em que seu isdbmero o6tico (S)-talidomida, encontrado no medicamento,
atuava como teratogénico quando wusado por gestantes, resultando em
malformagdes e mortes de milhares de bebés, diferentemente do (R)-talidomida
indicado para nauseas e usado como sedativo (WNENDT et al., 1996; GAO et al.,
2017). Outro exemplo foi o ritonavir que, em 1998, sua forma cristalina original foi
rearranjada espontaneamente na formulacao apds 18 meses do lancamento do
produto, revelando-se um novo polimorfo (Forma IlI) mais estavel e menos soluvel,
até entdo desconhecido, prejudicando a biodisponibilidade oral prevista e,
consequentemente, o efeito terapéutico (BAUER et al., 2001; GAO et al., 2017).
ApoOs 24 anos desse acontecimento, cientistas descobriram por serendipidade um
terceiro polimorfo (Forma Ill) do ritonavir em testes de nucleacdo com técnicas
diferentes de cristalizagdo, evidenciando inumeras possibilidades ainda nao
descobertas para centenas de outros farmacos (YAO et al., 2022).

A considerar todas as etapas do desenvolvimento do IFA, sendo elas
planejamento, ensaios exploratérios, consolidagdo do processo e implantagdo na
unidade industrial, o planejamento das estruturas cristalinas estaria focado nas
duas primeiras fases, em que através de levantamento bibliografico ou
experimentos exploratérios poderia dar um indicativo de continuidade do
desenvolvimento (BERNARDINO; MARICATO, 2021).

1.4.2 ESTRUTURAS CRISTALINAS DOS FARMACOS

Impulsionado pelos avangos na tecnologia de DRX, os estudos atomisticos
das estruturas cristalinas comecaram na década de 1950. Desde 1965, o banco
de dados cristalograficos da Universidade de Cambridge (CCDC) concentrou-se
no desenvolvimento de um banco de dados global chamado de Cambridge
Structural Database (CSD) (GROOM et al., 2016). O CSD, atualmente, contém

resultados de mais de um milhdo de analises experimentais envolvendo multiplos
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equipamentos e disponibiliza as estruturas 3D para pesquisadores em todo o
mundo (SANJUAN-SZKLARZ et al., 2020).

As possibilidades de combina¢cdes de geometrias e simetrias de cristais
foram mapeadas, podendo a menor unidade repetitiva que produz a estrutura de
um cristal, chamada de célula unitaria, ter apenas sete formas: triclinica, cubica,
monoclinica, ortorrdbmbica, tetragonal, trigonal e hexagonal. As células unitarias
em um cristal sdo do mesmo tamanho e possuem o mesmo numero de moléculas
ou ions organizados da mesma forma. Algumas das células unitarias podem
adquirir geometrias especificas no espaco tridimensional, arranjando-se como
face-paralela (monoclinico e ortorrémbico), corpo-centrado (cubico, tetragonal e
ortorrbmbico) e face-centrada (cubico e ortorrdmbico). Estes arranjos
tridimensionais cristalinos formam um total de 14 redes cristalinas de Bravais e
230 simetrias de grupos espaciais possiveis (BERNSTEIN, 2002; BERNSTEIN,
2007; HAHN, 2016). A influéncia da organizacao das células unitarias dos IFAs
podem resultar em diferentes polimorfos, amorfos, solvatos, sais ou cocristais
(Figura 5) (PRADO et al., 2020).

Polimorfos Amorfo
.. i =g Moléculado IFA
e .l .. = B Moléculado IFA carregada
® o = B moléculado solvente
l | . Contraion
mEEm .l.l = S Moléculado coformador
Solvato Sal Cocristal

Figura 5. Tipos de estruturas cristalinas (Adaptado de PRADO et al., 2020).

Embora a formagdo de sal seja o método mais comum utilizado para
modificacdo das propriedades fisico-quimicas de uma molécula na formulagao de

um medicamento, esta opgao necessita de grupos acidos ou basicos adequados
14



para sua viabilidade (HALEBLIAN, 1975; DOMINGOS et al., 2015). Por sua vez,
0s cocristais apresentam-se como uma alternativa e podem também auxiliar na
modulac&o da taxa de dissolugdo (HASKINS et al., 2021), higroscopia (TRASK et
al., 2005) e ponto de fusdo (WALSH et al., 2002). Ainda, os cocristais podem
auxiliar a preservar a estabilidade termodinamica no estado soélido ao mesmo
tempo em que podem promover um aumento da biodisponibilidade em relagéo ao
farmaco correspondente, em contraste as formas amorfas, por exemplo
(BLAGDEN et al., 2007; WANG et al., 2024).

1.4.3 COCRISTAIS DE FARMACOS

Os cocristais foram introduzidos pela primeira vez na industria farmacéutica
no inicio dos anos 2000. Na época, buscava-se ultrapassar a barreira encontrada
ao se utilizar o SCB como classificagao de farmacos por via oral. A maioria das
substancias descobertas eram classificadas como classe Il ou IV, em contraste
com a proporgao de classe | e Il das substancias aprovadas (Figura 6) (LIPP,
2013; JIANG et al., 2014).

Barreira encontrada para novos farmacos

Farmacos FArmacos SCB Classe |

aguardando aprovacao no mercado ® Alta solubilidade
. P v Alta permeabilidade

SCB Classe ll
@ Baixa solubilidade
Alta permeabilidade

SCB Classe Il
Alta solubilidade
Baixa permeabilidade

SCB Classe IV
@ Baixa solubilidade
Dados entre 1997 a 2010 Baixa permeabilidade

Figura 6. Farmacos classificados como classe Il e IV na etapa de aguardando aprovagao
em comparagao aos farmacos ja aprovados no mercado no inicio do século XXI
(Adaptado de LIPP, 2013).
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Em 2012, a Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos (em inglés,
FDA - U.S. Food and Drug Administration) divulgou o primeiro guia de diretrizes
especificamente para formas farmacéuticas de sélidos cocristais. No entanto, em
2002, anteriormente ao documento, o Lexapro® (cocristal de escitalopram e acido
oxalico; PubChem CID 146571) foi aprovado para o tratamento de transtornos
depressivos e de ansiedade com um coformador potencialmente toxico, o acido
oxalico (BOEGESOE; JENS, 1990). Posteriormente, adotando-se medidas
ambientais e de promogdo da quimica verde com coformadores mais seguros,
destacou-se o uso frequente de aminoacidos (NUGRAHANI; JESSICA, 2021). Em
2014, surgiu o primeiro farmaco com um coformador classificado entre as
moléculas seguras (em inglés, GRAS - Generally Recognized As Safe), o
medicamento Suglat® (ipragliflozina e L-prolina; PubChem CID 57339444) para o
controle do diabetes tipo-2 (MASAKAZU et al.,, 2012). Da mesma forma, o
Odomzo® (cocristal de sonidegibe e acido fosférico; PubChem CID 45138699)
aprovado em 2015 para o tratamento de céncer (VINCENT; MICAH, 2012).

Na sequéncia, o Entresto® da Novartis surgiu como o primeiro produto
comercial composto por duas moléculas bioativas a receber a aprovacédo da FDA
em 2015 (LILI et al., 2016). O cocristal combina sacubitril e valsartana com
propriedades natriuréticas e anti-hipertensivas, respectivamente. Apresenta maior
biodisponibilidade do valsartana em comparagcdo com suas formulacdes
independentes (DYMACEK et al., 2018). Outro produto de dupla agao
comercializado foi o Seglentis®, indicado para o controle da dor aguda em adultos,
sendo um cocristal de tramadol (agonista opioide) e celecoxibe (anti-inflamatério
néo esteroidal) desenvolvido pela Kowa Pharm (GASCON et al., 2019).

De forma geral, diversos cocristais de moléculas organicas, comparados a
sua forma isolada, tém demonstrado melhor desempenho fisico-quimico relatados
em solubilidade, taxa de dissolucdo, estabilidade quimica, estabilidade térmica,
propriedades mecéanicas de compressao, entre outras (Tabela 2) (STEED, 2013;
GAO et al, 2017, GUAN et al, 2021). Algumas substancias orgéanicas
apresentam um aumento da solubilidade, que contribui também em um aumento
da permeabilidade e, consequentemente, na otimizacdo da biodisponibilidade

(WANG et al., 2024). Embora o parametro de permeabilidade seja um desafio de
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mensuragcdo em contraste ao de solubilidade, que possui técnicas bem

estabelecidas in vitro, 0 aumento da permeabilidade de moléculas em cocristais

se da na utilizagdo de coformadores organicos interagindo em um equilibrio

hidrofilico-lipofilico adequado observados em ensaios ex vivo, de membrana

artificial in vitro e de monocamada celular in vitro. Os dados sugerem que nao ha

uma relagdo diretamente proporcional a solubilidade. Em geral, as conclusdes

sobre o aumento de permeabilidade de farmacos em cocristais ainda sao
escassas, pois 80% da literatura relatada foca na solubilidade (SAMIE; ALAVIAN,

2024).

Tabela 2. Exemplos de modulagao das propriedades fisico-quimicas de IFAs por meio de

cocristais.

Propriedade(s)

Cocristal(is)

Solubilidade e taxa de
dissolugao

Quercetina e cafeina (SMITH et al., 2011).
Andrographolide e acido salicilico (SURESH et al.,
2013).

Estabilidade quimica

Andrographolide e acido salicilico (SURESH et al.,
2013).

Estabilidade térmica

Cloreto de berberina e acido fumarico (YANG et al.,
2020).

Mascaramento de
sabor

Cloreto de berberina e sacarina (WANG et al., 2015).

Higroscopicidade

Baicaleina e isoniazida (ZHU et al., 2017).

Compactacao de po6

Baicaleina e nicotinamida (LIU et al., 2018).

Cloreto de berberina e sacarina (WANG et al., 2015).

1.4.4 PLANEJAMENTO DE POTENCIAIS COCRISTAIS

Nesse cenario, as abordagens de quimica computacional para o estudo de

estruturas cristalinas de farmacos sao ferramentas essenciais para a analise dos

rearranjos moleculares contidos na célula unitaria. Essas técnicas possibilitam
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estudar as interagdes intermoleculares e racionalizar as escolhas para obtencao
experimental (LYAKHOV et al., 2013; HASKINS et al., 2021). No entanto, ainda
nao ha difundida uma racionalizagcdo efetiva das melhores condicbes
experimentais para obtencdo de novas estruturas cristalinas de farmacos, da
compreensao a nivel molecular da formagao e das propriedades de determinados
cristais (BARDWELL et al., 2011; CAPPUCCINO et al., 2022).

Atualmente, duas ferramentas estdo ganhando destaque no planejamento
de estruturas sélidas, a Google/GNoME (em inglés, Graph Networks for Materials
Exploration) (MERCHANT et al., 2023) e Microsoft/MatterGen (em inglés,
Generative Model for Inorganic Materials) (ZENI et al., 2023). Devido a extensa
capacidade computacional dos seus criadores (Google e Microsoft), as
ferramentas conseguem prever a estabilidade de milhées de materiais inéditos na
natureza. Muitos materiais, segundo os autores, escaparam a intuigdo quimica
humana em analises anteriores. No entanto, a exploragdo molecular feita por
essas ferramentas esta restrita as substancias inorganicas e aos calculos de
teoria do funcional da densidade (DFT) como aproximagdes de energias fisicas
(MERCHANT et al., 2023; ZENI et al., 2023).

Tradicionalmente, os calculos de DFT oferecem resultados melhores que o
método Hartree-Fock (HF) pois incluem a correlagéo eletronica como parametros,
apesar de ambos os métodos serem usados para descrever os estados quanticos
de sistemas contendo muitos elétrons. Os algoritmos atuais baseiam-se em DFT,
na teoria de perturbacido de muitos corpos e nos pseudopotenciais. Isso envolve
resolver a equacédo de Schrodinger para cada elétron iterativamente até que a
autoconsisténcia (SCF) seja alcangada. Esse processo utiliza-se de algoritmos
para correlagao eletrénica garantindo sua alta precisao, por esse motivo, o poder
computacionalmente relativamente alto principalmente para sistemas complexos
(FORESMAN; FRISCH, 2015; GIANNOZZ| et al., 2017).

Sendo assim, a escolha da metodologia pode reduzir determinados gargalos
na execugao dos calculos. Para grandes industrias, a solugdo encontrada foram
salas robotizadas com experimentos autbnomos que fornecem dados em tempo
real para os algoritmos integrados com o experimental. No entanto, quando

utiliza-se somente os calculos tedricos, faz-se necessario avaliar por diferentes
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métodos a estrutura eletrénica de farmacos, afinal o planejamento de estruturas
sblidas de moléculas organicas depende de analises mais aprofundadas
(GIANNOZZI et al., 2017; SZYMANSKI et al., 2023).

Nesta perspectiva, principalmente pela utilizacido de calculos quanticos de
elevado custo computacional, algumas técnicas sao importantes de serem
realizadas em etapas anteriores, como o docking molecular somente de
moléculas de baixo peso molecular. Sendo etapas auxiliadoras no direcionamento
e triagem, uma vez que as interagdes intermoleculares descritas pelo algoritmo
também sao importantes propriedades supramoleculares das estruturas
cristalinas (HINCHLIFFE, 2006; DESIRAJU, 2013; LIANG et al., 2016).

Sistemas cristalinos estaveis de moléculas organicas, a partir de milhares
rearranjos moleculares em diferentes proporgcbes, podem fornecer insights
valiosos para industria e pesquisa farmacéutica, pois tem sua aplicagdo em
melhoria nas formulagdes existentes, otimizacdo dos experimentos laboratoriais,
investigacdo de novas patentes e redugao de riscos em formulagdes de alto custo
(BERNSTEIN, 2007; LIPP et al., 2013; CAPPUCCINO et al., 2022).

1.5 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novos medicamentos € um processo longo e
complexo, que pode levar mais de uma década desde o mapeamento de alvos
biolégicos até a chegada do farmaco ao mercado. Ao longo desse percurso,
ferramentas computacionais tém sido fundamentais, especialmente nas etapas
iniciais, quando se busca identificar possiveis ligantes para alvos moleculares
especificos. A utilizagdo de dados disponiveis em bancos especializados, aliada a
técnicas de aprendizado in silico, acelera significativamente esse processo
(MARSHALL, 2004; MOHS; GREIG, 2017; LV et al., 2023).

Apesar dos avancos recentes, ainda ha uma demanda crescente por
medicamentos anti-inflamatérios mais seguros e eficazes. Muitas terapias atuais
apresentam limitagdes clinicas, o que impulsiona a busca por novas moléculas
com melhor desempenho terapéutico. Nesse cenario, torna-se essencial o

desenvolvimento de estratégias que viabilizem o reposicionamento de farmacos, a
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reducdo de custos e riscos para os pacientes, além da diminuicdo do tempo
necessario para a descoberta e disponibilizacdo dos medicamentos no mercado
(PERCHA; ALTMAN, 2013; TSAO et al., 2023; YU et al., 2023). Diante da
associacdo de processos inflamatérios a abundancia do P2X7R expresso nas
células moduladoras da inflamacgao, a identificagdo de moléculas capazes de inibir
sua atividade representa uma estratégia promissora. Avancos nessa area podem
contribuir significativamente para o desenvolvimento de terapias mais seguras e
eficazes, promovendo a melhoria da qualidade de vida de pacientes acometidos
por doencas inflamatérias e imunossupressoras (BHATTACHARYA; BIBER,
2016).

Outra abordagem promissora envolve estratégias voltadas ao planejamento
farmacéutico dos processos de recristalizacdo, que tem evoluido de uma pratica
empirica para uma abordagem cada vez mais fundamentada em teorias
fisico-quimicas, contribuindo para as primeiras etapas do desenvolvimento do IFA.
Contudo, apesar da aplicacdo crescente de métodos para obtengdo de novas
formas solidas cristalinas de farmacos, ainda ha uma lacuna significativa no
planejamento racional dessas etapas. O desenvolvimento de métodos
computacionais aplicados ao estudo e planejamento de cocristalizagao representa
uma oportunidade concreta para acelerar a inovagao no setor farmacéutico (LIPP
et al., 2013; HASKINS et al., 2021; CAPPUCCINO et al., 2022).

20



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a triagem virtual para descoberta de potenciais inibidores do
receptor P2X7 e realizar o planejamento das estruturas cristalinas de cocristais
das moléculas candidatas elegiveis, visando indicar um cocristal mais promissor
para o desenvolvimento de um complexo molecular cristalino mais efetivo quanto

a solubilidade do farmaco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar biblioteca de moléculas.

e Preparar as estruturas tridimensionais das moléculas.

e Preparar a estrutura tridimensional do receptor P2X7.

e Realizar otimizacdo geométrica das moléculas da biblioteca.

e Realizar triagem virtual dos ligantes otimizados.

e Realizar docking molecular dos potenciais ligantes selecionados.

e Realizar simulacdo de dinamica molecular dos principais ligantes bioativos
selecionados.

e Analisar os potenciais ligantes elegiveis para estudo das estruturas
cristalinas de cocristais.

e Selecionar as estruturas cristalinas dos coformadores dos dados
cristalograficos do Cambridge Structural Database (CSD).

e Realizar otimizacdo geométrica das moléculas candidatas e dos
coformadores.

e Realizar triagem dos potenciais coformadores.

e Obter os complexos moleculares cristalinos entre os farmacos e
coformadores.

e Realizar otimizagdo geométrica dos complexos moleculares cristalinos.

e Analisar os potenciais cocristais.
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e Propor os potenciais sistemas cristalinos a partir dos complexos

moleculares favoraveis.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi dividido em duas principais etapas para execugao, a primeira
envolve a triagem e descoberta de novos inibidores bioativos para o P2X7R, em
que as técnicas de modelagem molecular estdo relacionadas as analises de
ligante-receptor e na caracterizagao dos ligantes in silico. Nesta etapa, também
foram realizados os ensaios in vitro (IC50), por colaboradores do Laboratério de
Avaliagdo e Promogdo da Saude Ambiental (LAPSA/IOC/FIOCRUZ), para
validacdo da bioatividade dos novos inibidores encontrados. As quatro
substancias altamente seletivas para o P2X7R foram analisadas em sistemas
individuais (complexo ligante-receptor) em simulagdo de dinamica molecular para
demonstracdo da estabilidade da afinidade em relagdo ao tempo. A segunda
etapa, apos a identificacdo das quatro moléculas mais promissoras, consiste em
planejar as estruturas cristalinas mais promissoras com possiveis substancias
coformadoras para a obtengao de cocristais. Utilizou-se métodos da mecanica
quantica em que é possivel classificar as estruturas mais estaveis e indicar as
mais provaveis a gerar um produto final aprimorado de acordo com o sistema
cristalino mais adequado (Figura 7).

Portanto, o desenvolvimento do projeto abrange tanto a parte inicial da
descoberta de novos farmacos, quanto a parte inicial das etapas de
desenvolvimento do IFA em que é possivel planejar as estruturas cristalinas das
substancias no intuito de fornecer dados para o entendimento das técnicas de
produgdo, tanto em laboratorios quanto em escala industrial de um possivel

produto.
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1. ETAPA DE DESCOBERTA DE INIBIDORES

2. ETAPA DE PLANEJAMENTO DE COCRISTAL
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Figura 7. Fluxograma de execugado do projeto dividido em duas principais etapas, a
primeira vinculada a descoberta de farmacos e a segunda etapa de planejamento de

potenciais cocristais.
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3.1 DESCOBERTA DE FARMACO

3.1.1 MODELAGEM MOLECULAR DE LIGANTE E RECEPTOR

Para os ligantes, utilizou-se a biblioteca de substancias da Selleckchem
(Selleck Chemicals®), seg¢ao de imunologia e inflamagdo contendo 3.405
moléculas. No entanto, os registros possuem diversas inconsisténcias que foram
avaliadas manualmente, como moléculas ionizadas, sem hidrogénios ou
duplicadas. Sendo assim, as estruturas foram corrigidas e otimizadas
geometricamente, em campo de forcas MMFF94 (Merck Molecular Force Field)
(HALGREN, 1996; HANWELL et al., 2012) para minimizagao da energia. Todas as
moléculas foram avaliadas e verificadas utilizando o programa Marvin Suite 6.1
(Chemaxon®).

Para o receptor, a sequéncia de aminoacidos das subunidades P2X7R
(codigo de acesso: Q9Z1MO, Mus musculus) foi obtida do Universal Protein
Resource (UniProt) (UNIPROT CONSORTIUM, 2019) do camundongo para que o
modelo tenha convergéncia com os ensaios in vitro subsequentes. O template
molecular foi obtido do RCSB Protein Data Bank (PDB ID: 5U1L) (BERMAN et al.,
2000). O modelo tridimensional inicial da proteina foi gerado usando o programa
LOMETS (ZHENG et al., 2019). Os modelos de estrutura molecular tridimensional
de proteinas foram refinados usando o programa ModRefiner (XU; ZHANG, 2011).
A qualidade estrutural do modelo foi avaliada através do grafico de
Ramachandran, QMEAN Z-scores e uma comparagdo com um conjunto nao
redundante de estruturas PDB utilizando-se o servidor SWISS-MODEL
(WATERHOUSE et al., 2018). O programa grafico PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC) foi utilizado para visualizar e

analisar os complexos moleculares otimizados.

3.1.2 TRIAGEM VIRTUAL E DOCKING MOLECULAR

Apos a definicao da biblioteca de ligantes, a area de busca no receptor foi
definida na porcdo extracelular do receptor sendo uma esfera de 32 A de raio. A

triagem virtual para descoberta de novos inibidores foi realizada pelo programa
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Molegro Virtual Docker versao 6.0 (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) em
triplicata. E a classificagdo do critério de escolha das moléculas utilizadas nessa
etapa foi o valor de pontuagdo Rerank score fornecido pelo programa, sendo os
menores valores os mais favoraveis. Sendo assim, foram selecionadas 10% das
moléculas para uma analise mais precisa de energia na realizagao do docking
molecular, resultado em 10 moléculas finais. O docking molecular entre os 10
ligantes mais promissores foi realizado utilizando o programa MVD (THOMSEN,;
CHRISTENSEN, 2006) e adicionou-se outros dois ligantes conhecidos por ter alta
afinidade e seletividade com o receptor P2X7, sendo um potente inibidor
denominado de A740003 (HONORE et al., 2006) e o ATP, para compor analise
comparativa. O docking molecular foi realizado com 100 execugdes para cada
molécula e com limite de 5.000 interagbes em cada execugéo. O programa grafico
PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC)

foi utilizado para visualizar e analisar os complexos moleculares otimizados.

3.1.3 ENSAIOS IN VITRO

Os ensaios in vitro de IC50 foram realizados em colaboragcdo com o
Laboratério de Avaliagdo e Promocgao da Saude  Ambiental
(LAPSA/IOC/FIOCRUZ). Foram utilizados macrofagos  peritoneais de
camundongo linhagem Webster suico de acordo com o protocolo interno
estabelecido pelo laboratério. O Comité de Etica Animal da Instituicdo aprovou
todos os protocolos experimentais sob o numero L039-2019.

A observacao da formagao de poros associada ao P2X7R foi examinada e
avaliada por ensaio de captacdo do corante iodeto de propidio. As células foram
obtidas por lavagem e centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. O numero de células
utilizadas por pogo foi de 3,0 x 10°. O ensaio consistiu na incubagao dos ligantes
selecionados na triagem virtual (em concentragbes que variaram de 1 pM a 100
MM) e do inibidor A74003 (em concentragdes que variaram de 10 nM a 50 yM) por
5 min. Apds essa etapa, as células foram expostas a 300 uM de BzATP por 15
min e, nos ultimos 5 min, 750 nM de corante iodeto de propidio foram adicionados

a todos os pogos. Ao final da incubagdo, a leitura no espectrofotdmetro
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SpectraMax M5 foi realizada a 493/636 nm (excitagao/emissao). As substancias
que apresentaram resultados de inibicado superiores a 50% foram selecionadas

para avaliar sua atividade inibitéria em concentra¢des variadas.

3.1.4 SIMULAGAO DE DINAMICA MOLECULAR

Além da anadlise do docking molecular verificou-se o comportamento dos
ligantes com alta afinidade em DM. Para isso, foi necessario simular também a
bicamada fosfolipidica da membrana celular na qual o canal esta imerso, além
das moléculas de solvatacado (agua e ions) na proporgcao correta e neutra. Nesta
etapa utilizou-se o programa CHARMM-GUI server (JO et al., 2007; JO et al.,
2009; WU et al., 2014; LEE et al., 2019), que auxilia na preparagao da caixa para
posterior simulagdo. Os componentes quimicos da membrana foram definidos a
partir de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, a propor¢ao dos lipidios
e fosfolipidios estabelecidas para garantir a estabilidade da membrana sao de
colesterol em 12,96%, fosfatidilcolina em 46,96%, fosfatidiletanolamina em
25,91%, fosfatidilserina em 2,02%, fosfatidilinositol em 10,12% e esfingo em
2,02% (Tabela 3) (DOS SANTOS et al., 2020).

Tabela 3. Parametros utilizados para definicdo da bicamada lipidica da membrana celular
(DOS SANTOS et al., 2020).

Espessura da camada de agua 25 nm
Proporgao das dimensdes (extracelular/intracelular) 1:1
CHL1 - colesterol 12,96 %
POPC - fosfatidilcolina 46,96 %
POPE - fosfatidiletanolamina 25,91 %
POPS - fosfatidilserina 2,02 %
SAPI - fosfatidilinositol 10,12 %
PSM - esfingo 2,02 %
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Todas as DM foram realizadas usando o programa AMBER 2023 (CASE et
al., 2023). Os complexos moleculares dos ligantes mais promissores, juntamente
com o P2X7R, usados para DM, foram gerados pelo CHARMM-GUI (WU et al.,
2014). Uma caixa cubica neutra contendo moléculas de agua, cations sédio (Na*)
e anions cloro (Cl) e o P2X7R de camundongo inserido em membrana formada
por uma bicamada lipidica foi gerada para cada complexo ligante-receptor. Os
campos de forca AMBER empregados foram FF19SB, Lipid21, TIP3P e GAFF2
para proteina, lipidio, agua e ligante, respectivamente. Antes da simulagao entrar
na etapa de produgdo, a minimizagdo do complexo foi realizada pelo algoritmo
Steepest Descent. Na etapa de equilibracao, utilizou-se a malha de particulas
Ewald para interagdes eletrostaticas com cutoff de 9 A, o mesmo valor foi definido
para interacdes de van der Waals. Para estabilizar o sistema, cinco simulacdes
NVT (volume constante) foram realizadas por 1 nanossegundo a 303,15 K, em
seguida, uma simulagcao NPT (pressao constante) de 1 nanossegundo a 303,15 K
e pressao a 1 bar usando barostato de Berendsen para manter a temperatura e a
pressao estaveis. A simulagcdo de producdo foi realizada em NPT por 100
nanossegundos, 303,15 K, 1 bar, Langevin e Berendsen para temperatura e
estabilizagao de pressao, respectivamente. Particulas Ewald e van der Waals com
cutoff de 9 A. O intervalo de tempo utilizado na simulacédo de produgéo foi definido
em 2 femtossegundos.

A anadlise da trajetéria de DM foi realizada utilizando os programas PTRAJ e
CPPTRAJ presentes no pacote do programa AMBER 2023, empregando as
fungdes atomicfluct e rmsd para obter os graficos de raiz da flutuagado quadratica
média (RMSF) e raiz da flutuagdo média desvio quadrado (RMSD),
respectivamente.

Para os calculos de energia livre de ligagao, foi utilizado o método
MM-PBSA (Mecanica Molecular/Area de Superficie de Poisson-Boltzmann), que
calcula diferentes tipos de termos energéticos, como van der Waals, eletrostatica
e energia de polarizagao entre os ligantes e o receptor (MILLER et al., 2012). Este
calculo leva em consideracdo variagcbes conformacionais ao longo de uma

trajetéria, portanto foram considerados apenas os ultimos 5 nanossegundos de
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cada sistema ligante-receptor, visando calcular apenas a por¢do da simulagao

onde o sistema molecular permaneceu mais estavel.

3.2 PLANEJAMENTO DE POTENCIAIS COCRISTAIS

3.2.1 BIBLIOTECA DE COFORMADORES

A biblioteca de 107 coformadores foi obtida do banco de dados
cristalograficos da Universidade de Cambridge (CCDC) na segao de moléculas
para cocristais (Tabela 4) (GROOM et al., 2016). Utilizou-se o programa Avogadro
para o calculo de otimizagdo geométrica inicial e minimizagdo da energia em
campo de forcas MMFF94 (HALGREN, 1996; HANWELL et al., 2012). Foi
realizada uma conferéncia visual da estereoquimica das estruturas no programa
Marvin Suite 6.1 (Chemaxon®), que possibilitou avaliar os carbonos quirais e
identificar os estereocisdmeros com o objetivo de manter o padréo das estruturas.
No programa MOPAC2016, foi realizado o refinamento de otimizagdo geométrica
em método semi-empirico de mecanica quantica, o PM7 (STEWART, 2016). Com
isso, pode-se obter uma biblioteca com otimizagdo geométrica refinada para

investigacéo de potenciais cocristais.
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Tabela 4. Biblioteca de 107 coformadores utilizadas para triagem de cocristais.

3-Metilpiridina Acido L-mandélico Glicina
Acessulfame Acido L-pipecdlico Hesperetina
Alitame Acido L-piroglutamico Imidazol
Apigenina Acido L-tartarico Isonicotinamida
Acido 1-hidroxi-2-naftoico Acido L-lactico L-arginina
Acido Acido lactobidnico L-fenilalanina
1-hidroxietilideno-1,1-difosfénico ~ Acido maleico L-glutamina
Acido 2,5-dihidroxibenzoico Acido malico L-glutationa
Acido 2-amino-5-metilbenzoico Acido maldnico L-leucina
Acido 3-hidroxi-2-naftoico Acido metanossulfénico L-metionina
Acido 4-acetamidobenzoico Acido nicotinico L-prolina
Acido 4-aminobenzoico Acido orético L-serina
Acido 4-hidroxibenzoico Acido oxalico L-tirosina
Acido 6-hidroxi-2-naftoico Acido pamoico L-triptofano
Acido acetileno dicarboxilico Acido p-toluenossulfénico  Lactose
Acido acético Acido pimélico Maltitol
Acido adipico Acido pirazina-2-carboxilico Manitol

Acido azelaico
Acido benzoico
Acido benzenossulfonico

Acido citrico Acido succinico Nicotinamida
Acido cdlico Acido tartarico Oxima de
Acido etanossulfénico Acido trifenilacético acetofenona
Acido félico Acido (-)-canforsulfénico Piperazina
Acido fumarico Acido (+)-canforico Pirazol

Acido gentisico Biotina Pirazina

Acido glicélico Cafeina Propilparabeno
Acido glutarico Capsaicina Riboflavina
Acido hipurico Caprolactama Sacarina

Acido hidroxicinamico D-alanina Teofilina

Acido cetoglutarico D-pantotenol Timidina

Acido D-glicurénico D-prolina t-Butil-hidroxianisol
Acido D-pipecdlico EDTA t-Butilamina
Acido L-aspartico Etil maltol Ureia

Acido L-aspartico-Z Etilparabeno Valerolactona
Acido L-glutamico Ftalimida Xantina

Acido L-glutamico-Z

Acido salicilico
Acido sorbico
Acido subérico

Metilparabeno
Monobutirina
N-etilacetamida

3.2.2 TRIAGEM VIRTUAL E DOCKING MOLECULAR

Para a triagem inicial, utilizou-se o mddulo CSD-Materials do programa
Mercury 4.0 que possibilitou uma varredura de complementaridade de cocristais
(GROOM et al., 2016). Através do programa, para cada molécula foram gerados

100 confbrmeros para iniciar a triagem. Na opcao "CSD-Materials > Co-Crystal
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Design > Screen by Molecular Complementarity..." do programa, foram
selecionadas todas as moléculas da biblioteca de coformadores para a varredura.
Ao final da execugdo, o programa informa quais coformadores provavelmente
formariam um cocristal, entretanto, o objetivo desta andlise é descartar quais
coformadores sao improvaveis de formar cocristais, pois a funcionalidade nao
classifica em ordem de prioridade a probabilidade de cocristalizagdo, entao
deve-se considerar apenas os coformadores que tém qualquer taxa de acerto
acima de zero e descartar o restante.

Para o docking molecular, utilizou-se o programa MVD para identificagao das
posicoes mais favoraveis dos coformadores com o0s novos inibidores mais
promissores. A area de busca em torno das moléculas foi de 15 A de raio da
esfera para inicializagdo do docking molecular sem proteina. A configuragdo dos
parametros do docking foi definida com a resolucdo de busca de 0,20 A para o
MolDock Score e uma avaliagdo de ligantes, no caso os coformadores,
personalizada com as opgbes “Internal ES”, “Internal HBond’ e “Sp2-Sp2
Torsions”, que respectivamente significam, se as interagdes eletrostaticas internas
devem ser calculadas para um encaixe, se um encaixe pode ter ligacdes de
hidrogénio e se um diedro adicional com angulos flexiveis deve ser adicionado
para levar em consideracdo as ligagoes sp?-sp?. O algoritmo de busca
selecionado foi 0 “MolDock Optimizer’, com o numero de execugdes definido em
“100 runs” para cada coformador, e as opgdes de minimizagdo de energia e de
otimizagao de ligacao hidrogénio selecionadas para serem executadas apos cada
execugao (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

3.2.3 CALCULOS DE PROPORGAO E SIMETRIA

Nas etapas subsequentes o tempo de processamento (custo computacional)
€ significativamente maior. Portanto, se faz necessaria a classificacdo das
interagcbes moleculares, em que apenas os coformadores com energia de
afinidade relativamente melhores do que a prépria molécula serdo selecionados
para o planejamento dos cocristais. Portanto, foi avaliada a afinidade entre si das

substancias selecionadas na etapa de descoberta. Esta analise também pode
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oferecer insights sobre potenciais desafios durante a recristalizagao de cocristais
em experimentos de laboratério. Para elucidacdo da relagdo estequiométrica
entre o farmaco candidato e o coformador utilizou-se o programa USPEX v10.5,
que avalia e determina a proporg¢ao ideal entre os compostos, além dos calculos
de simetria da célula unitaria cristalina, avaliando a energia de formagao de
cristais (OGANOV; GLASS, 2006; OGANOV et al., 2011; LYAKHOQV et al., 2013).
A previsdo da célula unitaria cristalina consiste em realizar uma busca
abrangente por sistemas cristalinos altamente estaveis utilizando um algoritmo
multimétodo integrado ao algoritmo PWscf (Plane-Wave Self-Consistent Field) do
programa Quantum ESPRESSO associado ao USPEX (GIANNOZZI et al., 2009;
GIANNOZZ| et al., 2017). Esta integracdo oferece uma vantagem significativa,
pois o0 USPEX examina moléculas em propor¢des variadas para a avaliagdo de
simetrias, a preservagao da integridade de cada molécula (farmaco principal e
coformador) e avalia a estabilidade do sistema cristalino através dos calculos de
mecénica quantica de DFT. A biblioteca Seaborn do Python também foi utilizada

para gerar informacgdes graficas e selecionar os melhores sistemas de cocristal.

3.2.4 CALCULOS DE ESTABILIDADE DA CELULA CRISTALINA

Para refinar as estruturas cristalinas geradas, utilizou-se o algoritmo
‘relaxamento de células variaveis” (vc-relax) do Quantum ESPRESSO
(GIANNOZZI et al., 2009; GIANNOZZI et al., 2017), que otimiza posi¢cbes
atbmicas, formato e volume da célula unitaria cristalina. Os arquivos de entrada
foram gerados utilizando o programa BURAI v1.3 a partir do arquivo CIF
(NISHIHARA, 2018). Este processo de refinamento é demorado e pode levar
varios dias para alcangar a convergéncia. Durante o célculo, a entalpia de
formacao ira convergir gradativamente a cada ciclo de SCF, e o volume da célula
unitaria diminuira devido a alta pressao, com o objetivo de identificar os rearranjos
mais estaveis e com entalpia de formacao favoraveis para a formacdo de um
cocristal. O arquivo de saida do Quantum ESPRESSO fornece informacgdes para

um monitoramento de cada ciclo do calculo por meio de um algoritmo
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personalizado ou através dos programas XCrySDen v1.6.2 ou VESTA v3.5.7 de
visualizagao grafica (KOKALJ, 2003; MOMMA; IZUMI, 2011).
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4 RESULTADOS

4.1 DESCOBERTA DE NOVOS INIBIDORES DE P2X7R

4.1.1 MODELAGEM MOLECULAR DOS LIGANTES E RECEPTOR

A modelagem molecular dos ligantes foi conduzida em 2.774 de 3.405
moléculas, pois foram removidas as moléculas incorretas, duplicadas e
contra-ions. Dessas 2.774 substancias foram aplicados os calculos de
minimizacdo de energia em campo de forcas MMFF94, resultando em
conformagdes ideais para serem investigadas. Este processo foi realizado
analisando uma a uma em formato de grade na interface do programa Marvin.

Para o receptor P2X7, ap6s a modelagem comparativa, as etapas de
validagao indicaram resultados de qualidade satisfatéria, com a estereoquimica e
a qualidade estatistica favoraveis. O grafico de Ramachandran com valor de
97,7% e o QMEANDisCo de 0,65 (Figura 8). A estrutura do P2X7R apresentou a
qualidade esperada nas regides de interesse para a triagem virtual no dado

experimental do PDB.
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Figura 8. Estrutura do P2X7R com partes azul indicando a qualidade do modelo, grafico
de Ramachandran demonstrando a estereoquimica dos aminoacidos em regibes
favoraveis e os resultados de estimativa de qualidade indicando as regides de interesse

como viaveis para analise.
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4.1.2 TRIAGEM VIRTUAL E DOCKING MOLECULAR

Apoés a triagem virtual, foram selecionados dez ligantes mais promissores.
Narirutina, diosmina, complanatusida, hesperidina, oroxina B, itacitinibe, acido

litospermico, lifitegrast, LDC1267 e velpatasvir (Figura 9).
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Figura 9. Estruturas quimicas dos ligantes selecionados por triagem virtual. As
substancias s&o narirutina, diosmina, complanatusida, hesperidina, oroxina B, itacitinibe,

acido litospermico, lifitegrast, LDC1267 e velpatasvir.
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Dentre os ligantes selecionados, cinco compostos s&o derivados de
flavonoides, entre eles a narirutina, diosmina, complanatusida, hesperidina,
oroxina B. No entanto, outros ligantes apresentam estruturas quimicas diversas.

Na sequéncia, o docking molecular foi realizado utilizando os dez ligantes
encontrados e mais dois ligantes conhecidos do receptor P2X7 (o ativador ATP e
o inibidor A740003). O Rerank score demonstrou que todos os ligantes tém mais
afinidade pelo P2X7R do que o conhecido inibidor altamente seletivo A740003. O
Rerank score fornecido pelo programa MVD é um critério exclusivo do algoritmo
que avalia, além da afinidade do ligante-receptor, a relacdo de afinidade relativa
com outras moléculas no mesmo escopo de anadlise, sendo o critério mais
indicado para analise de ordem classificatéria dos ligantes. Os resultados
apresentaram pontuacdes de interacdo mais favoraveis para as substancias
velpatasvir, acido litospermico e narirutina. Com exceg¢do da oroxina-B, as dez
moléculas apresentaram maior afinidade pelo receptor do que o ligante endégeno
ATP e o inibidor A740003, sendo a narirutina o ligante mais destacado entre as

moléculas derivadas de flavonoides (Tabela 5).

Tabela 5. 10 ligantes selecionados a partir da triagem virtual e docking molecular,

A740003 e ATP adicionados para comparacao de pontuacgao.

# Ligante Rerank # Ligante Rerank
Score Score
1 Velpatasvir -188,91 7 Diosmina -157,08
2 Acido litospermico -179,08 8 Complanatusida -144,91
3 Narirutina -168,60 9 Hesperidina -143,68
4 Lifitegrast -166,83 10 Oroxina B -130,30
5 LDC1267 -165,94 - A740003 -119,91
6 ltacitinibe -160,74 - ATP -134,21

Nesta etapa, observou-se que os derivados de flavonoides tém alta
afinidade pelo P2X7R. Os resultados do docking molecular indicam que a

narirutina pode interagir com os residuos Ala91A, Asp92A, Thr94A e Asp92C por
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ligacdes de hidrogénio e com os residuos Phe293A, Tyr295A, Tyr295C, Phe293C
e Phe103C por interagbes hidrofébicas (Figura 10C). Ja a molécula do velpatasvir
apresentou interagdes com os residuos Glu73C, GIn116B e Phe95A por ligagdes
de hidrogénio e com os residuos Tyr295A, Tyr93C, Tyr298B e Phe88C por
interacdes hidrofébicas (Figura 10A). O acido litospermico apresentou interagdes
com os residuos Asp92A e Thr94B por ligagdes de hidrogénio e com os residuos
Tyr295C e Pro96C por interagdes hidrofobicas (Figura 10B).

Figura 10. Resultados do docking molecular indicando a posicdo e interagbes com
residuos do P2X7R. As moléculas sao (A) velpatasvir (amarelo), (B) acido litospermico
(roxo) e (C) narirutina (laranja). As letras apdés 0 nome do aminoacido representam as

subunidades homomeéricas do P2X7, sendo, A em verde, B em ciano e C em magenta.
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O potencial inibitério de cada um dos dez ligantes promissores foi avaliado in
vitro e todas as dez substancias foram comprovadas como inibidoras da fungao
do P2X7R, confirmando as respectivas bioatividades inibitérias. A captacdo de
corante induzida por BzATP em macréfagos peritoneais de camundongos foi
inibida por todos os dez ligantes promissores. Esses experimentos foram
realizados em ftriplicata em 3 dias distintos por colaboradores do
LAPSA/IOC/Fiocruz (Figura 11).
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Figura 11. Os ligantes selecionados inibiram a captacao de corante induzida por BzATP
em macréfagos peritoneais de camundongos. Esses experimentos foram realizados por
colaboradores do LAPSA/IOC/Fiocruz.

A maioria das moléculas exibiu valores de IC50 em concentragbes de
nanomolares: velpatasvir (0,88 + 0,1 nM), itacitinibe (8,92 + 1,3 nM), acido
litospermico (9,5 + 0,4 nM), narirutina (18,89 + 3,2 nM), liftegrast (102,8 + 9,6 nM),
hesperidina (254,8 + 15 nM) e diosmina (881,4 + 77 nM). O potente inibidor
A740003 teve um valor IC50 de 164,0 £ 12,0 nM, reduzindo pela metade a
escolha de moléculas promissoras com doses superiores a ele ( Tabela 6). Sendo
assim, para uma analise mais detalhada do comportamento das moléculas, foram

selecionadas as quatro mais potentes.
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Tabela 6. Atividade inibitoria dos ligantes testados in vitro no P2X7R de camundongo.

# Ligante IC50 (nM)

1 Velpatasvir 0,88 +0,1

2 Itacitinibe 8,92+1,3

3 Acido litospermico 95+0,4

4 Narirutina 18,89 + 3,2

5 Lifitegrast 102,8 £ 9,6

- A740003 164,0 + 12,0
6 Hesperidina 254,8 £+ 15,0
7 Diosmina 881,4+77,0
8 Complanatusida 1.640,0 £ 300,0
9 LDC1267 3.540,0 + 900,0
10 Oroxina B 5.090,0 + 1.100,0

4.1.3 SIMULAGAO DE DINAMICA MOLECULAR

Foi realizada a geracdo de quatro sistemas distintos contendo cada um
deles os ligantes velpatasvir, itacitinibe, acido litospermico, narirutina, assim como
todas condi¢des ideais para a DM (Figura 12). As posi¢cdes dos complexos
ligante-receptor foram obtidas do resultado do docking molecular, e cada sistema
foi submetido a 100 ns em DM para analise detalhada do comportamento
molecular em relagdo ao tempo. Por serem os mais potentes identificados nos
testes de afinidade in vitro, buscou-se informacgdes de interesse a nivel atomistico

de interagdes com os residuos de aminoacidos do P2X7R.
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Figura 12. Sistema contendo um ligante e P2X7R inserido na bicamada fosfolipidica para

DM, sem as moléculas de agua e ions para visualizagao do sistema.

As analises das quatro trajetorias foram feitas por meio dos calculos de
RMSF, RMSD (Figura 12) e MM-PBSA (Tabela 5). O RMSF mostrou o movimento
do P2X7R em cada sistema, com os picos observados indicando areas envolvidas
nas mudancgas conformacionais. O complexo velpatasvir-receptor apresentou uma
flutuacdo média mais elevada na atividade da proteina em comparagao com os
outros. Por outro lado, o complexo itacitinibe-receptor manteve maior estabilidade
(Figura 13A). Os ligantes, em geral, apresentaram uma alta estabilidade ao longo
da DM, como demonstrado no RMSD e permaneceram no mesmo local de
ligacdo. Apos os 75 ns os ligantes, exceto itacitinibe, apresentam uma oscilagao
mais significativa, mas n&o excedendo a amplitude de 1,5 A (Figura 13B). O
RMSD da proteina sugere que a estabilidade estrutural ocorreu na primeira

metade da trajetéria (Figura 13C).
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Figura 13. Analise da trajetdria dindmica molecular de P2X7 ligado aos seus respectivos
ligantes. (A) RMSF do receptor completo, (B) RMSD dos ligantes, (C) RMSD da proteina.

Os célculos de energia livre de ligagao foram realizados nos ultimos 5 ns das

trajetérias das DM, a fim de avaliar quantitativamente as diferengas na afinidade
entre os ligantes. Os resultados podem ser encontrados na Tabela 7, mas, de
forma geral, houve a confirmagdo do velpatasvir com maior afinidade de ligagéo
(-86,7491 + 4,1155 Kcal/mol).
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Tabela 7. Calculo de energia livre de ligacdo dos ligantes mais promissores realizado

durante os ultimos 5 ns da trajetéria de DM através do método MM-PBSA.

# Ligante Energia livre de ligagao (Kcal/mol)
1 Velpatasvir -86,7491 £ 4,1155
2 Itacitinibe -64,3956 + 2,0766
3 Narirutina -63,3815 + 3,1479
4 Acido litospermico -62,6523 + 2,9332

Apos a trajetéria de 100 ns dos quatro complexos, foram extraidas as
posicoes finais para analise de interagcdes dos residuos de aminoacidos de cada
complexo. As poses, quando comparadas com as poses dos ligantes obtidas no
docking molecular, apresentaram similaridade de interagdo com 0s mesmos

residuos apresentados anteriormente (Figuras 14 a 17).
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Figura 14. Pose final do velpatasvir apés 100 ns de trajetéria.
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itacitinibe

Figura 15. Pose final do itacitinibe apds 100 ns de trajetdria.
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Figura 16. Pose final da narirutina apés 100 ns de trajetéria.

acido litospermico

5
o~ ;i:._-\-.d?l. ; _\/ 7,
~ = )‘C)‘\ BJ -‘?}‘
. &;ﬁ S
W ) -,-'-!’\_f,u) Y
. | Ll A ;
gi o -:_"“é@ : ¥, ‘%} .
ieeNe : _:,ﬂ{ )
e NS RO
= i)
LTV A\
St UM N
A if\ L)‘h?p.".. '} “'-'_‘v \.,
o .\.:?q‘- - \
( i k ‘o \_)
o~ .1.-:'. L]
[/
=i

Figura 17. Pose final do acido litospermico ap6s 100 ns de trajetoria.
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O sitio de ligacdo mais provavel dos quatro ligantes promissores estaria

localizado mais préximo ao poro do canal P2X7 (Figura 18). E conforme foi

detectado através do RMSD dos ligantes, o comportamento das moléculas se

manteve estavel na regido, interagindo no minimo com duas subunidades da

proteina com uma parte projetada para o poro.
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Figura 18. O sitio de ligacdo dos quatro ligantes promissores (velpatasvir, itacitinibe,

acido litospermico e narirutina) no P2X7R. Alvo molecular em (A) vista superior e (B) vista

lateral.

4.2 PLANEJAMENTO DE POTENCIAIS COCRISTAIS

4.2.1 TRIAGEM DE COMPLEMENTARIDADE

A triagem dos potenciais coformadores de cocristais comega com a

otimizacdo da biblioteca de 107 moléculas consideradas seguras para consumo

(Figura 19).
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Figura 19. Representacado conformacional de 27 dos 107 coformadores apés otimizagcéo

geométrica.

Em seguida, foram calculadas as taxas de acerto das 107 moléculas
promissoras para cocristalizacdo para cada uma das 4 moléculas candidatas, o
velpatasvir (Tabela 8), o itacitinibe (Tabela 9), a narirutina (Tabela 10), o acido
litospermico (Tabela 11). A escala da taxa de acerto (Hit Rate) varia em 1%
devido as 100 conformagdes geradas inicialmente de cada molécula, sendo 100%
a complementaridade com as 100 conformag¢des. No entanto, o algoritmo é
eficiente em definir quais coformadores séo improvaveis, pois a taxa de acerto
igual a zero indica o descarte das analises subsequentes de determinados
coformadores.

O velpatasvir demonstrou ter pouca afinidade com a biblioteca de
coformadores nessa etapa da analise qualitativa. A maioria das moléculas

coformadoras deram zero no resultado da taxa de acerto (Tabela 8).

Tabela 8. Resultado da andlise qualitativa (Hit Rate %) dos coformadores com o

velpatasvir que obtiveram taxa de acerto maior que zero.

Acido félico 48
Acido lactobiénico 46
Alitame 27
EDTA 5
Hesperetina 5
Capsaicina 4
Acido cdlico 4
D-pantotenol 2
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Tabela 9. Resultado da andlise qualitativa (Hit Rate %) dos coformadores com o

itacitinibe que obtiveram taxa de acerto maior que zero.

Acido félico

D-pantotenol

Acido lactobiénico

Lactose

Capsaicina

Acido célico

Acido hipurico

Alitame

Biotina

t-Butil-hidroxianisol

L-fenilalanina

EDTA

L-triptofano

L-tirosina

Acido L-mandélico

Acido (+)-canforico

L-glutationa

Acido hidroxicinamico

Hesperetina

Acido L-glutamico

Monobutirina

Acido L-piroglutamico

L-arginine

Acido L-pipecolico

Acido citrico

Acido D-pipecdlico

L-metionina

Propilparabeno

Acido
p-toluenossulfénico

Acido
benzenossulfénico

Oxima de
acetofenona

100
100
99
99
96
96
95
92
92
87
72
70
66
66
64
60
56
56
53
53
50
45
40
40
38
37
36
32

32

32

32

L-glutamina

Acido pamoico

Acido L-glutamico-Z

Acido D-glicurénico

Etilparabeno

Acido pimélico

Maltitol

Etil maltol

L-leucina

Manitol

D-prolina

Isonicotinamida

Ftalimida

Acido adipico

Acido (-)-canforsulfénico

Nicotinamida

Acido etanossulfénico

Acido azelaico

Acido subérico

Acido cetoglutarico

Acido 3-hidroxi-2-naftoico

Acido
4-acetamidobenzoico

Acido glutarico

Acido sérbico

Acido succinico

Metilparabeno

N-etilacetamida

Sacarina

Acido
2-amino-5-metilbenzoico

Acido 1-hidroxi-2-naftoico

3-metilpiridina

31
28
27
25
23
22
19
18
17
16
16
16
13
11
11
11
11
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10

O O o

Acido salicilico

Cafeina

Acido

2,5-dihidroxibenzoico

Teofilina

Acessulfame

Caprolactona

Valerolactona

Apigenina

Acido

6-hidroxi-2-naftoico

Acido gentisico

Acido
acetilenodicarboxilico

L-prolina

Acido maleico

Acido 4-aminobenzoico

Acido
pirazina-2-carboxilico

Acido fumarico

Acido 4-hidroxibenzoico

Acido benzoico

Acido nicotinico

Imidazol

Pirazol

Piperazina

Pirazina

Riboflavina
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Tabela 10. Resultado da analise qualitativa (Hit Rate %) dos coformadores com o

narirutina que obtiveram taxa de acerto maior que zero.

Acido lactobidnico

Lactose

Alitame

EDTA

Acido pamoico

Hesperetina

Acido félico

L-glutationa

Maltitol

t-Butil-hidroxianisol

D-pantotenol

Biotina

Acido (+)-canforico

L-triptofano

L-tirosina

Acido hipurico

Acido trifenilacético

Acido citrico

L-fenilalanina

Monobutirina

Acido L-glutamico

Acido célico

Acido D-glicurénico

Acido hidroxicinamico

Acido L-mandélico

Acido
(-)-canforsulfénico

L-metionina

Acido L-pipecolico

L-glutamina

Acido L-tartarico

Acido L-piroglutamico

Acido D-pipecdlico

Mannitol

Acido
p-toluenossulfénico

Capsaicina

Acido malico

Acido benzenossulfénico

Oxima de acetofenona

Acido L-glutamico-Z

Etil maltol

Ftalamida

Sacarina

L-leucina

Isonicotinamida

Acido L-aspartico-Z

Propilparabeno

Acido L-aspartico

D-prolina

Etilparabeno

Acessulfame

Acido pimélico

Nicotinamida

Teofilina

N-etilacetamida

3-metilpiridina

Acido etanossulfénico

L-arginina

Cafeina

Metilparabeno

Caprolactona

Acido 3-hidroxi-2-naftoico

Acido 1-hidroxi-2-naftoico

Acido adipico

Acido
2-amino-5-metilbenzoico

Acido salicilico

Valerolactona

Acido azelaico

Acido subérico

Acido
2,5-dihidroxibenzoico

L-prolina

Glicina

Acido cetoglutarico

Acido
4-acetamidobenzoico

Acido glutarico

Acido sorbico

Acido succinico

Acido malénico

Acido glicélico

Apigenina

Acido
6-hidroxi-2-naftoico

Acido gentisico

Acido
acetilenodicarboxilico

Acido 4-aminobenzoico

Acido 4-hidroxibenzoico

Acido
pirazina-2-carboxilico

Acido maleico

Acido fumarico

Acido benzoico

Acido nicotinico

Pirazina

L-serina

Piperazina

Imidazol

Acido L-lactico

Acido acético

D-alanina

Xantina

Pirazol

15

15
14
13

13
13
13
13
11
11

~N N~
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Tabela 11. Resultado da analise qualitativa (Hit Rate %) dos coformadores com o &cido

litospermico que obtiveram taxa de acerto maior que zero.

Acido lactobiénico 98
Hesperetina 98
Alitame 97
EDTA 80
D-pantotenol 75
Lactose 73
Acido cdlico 67
Acido félico 62
Acido hipurico 62
Maltitol 60
Biotina 59
Capsaicina 57
Acido citrico 50
Acido D-glicurénico 49
Acido

(-)-canforsulfonico 49
t-Butil-hidroxianisol 45
Acido (+)-canforico 45
Acido pamoico 43
L-glutationa 40

Acido trifenilacético
Acido hidroxicinamico
L-fenilalanina

Manitol

L-leucina

L-triptofano

L-tirosina

Acido L-aspartico-Z
Acido L-mandélico
D-prolina

Acido L-tartarico
Acido L-glutamico
Acido L-piroglutamico
Monobutirina
Ftalamida

L-arginina

Sacarina

L-prolina

Acido L-aspartico
L-glutamina

38
35
34
32
29
26
24
24
23
21
19
19
19
15
14
13
11
11
10

9

Acessulfame

Acido L-pipecolico
Caprolactona
L-metionina

Acido D-pipecdlico
Propilparabeno

Acido malico

Acido p-toluenossulfénico
Acido benzenossulfénico
Oxima de acetofenona
Acido etanossulfénico
Valerolactona

Acido L-glutamico-Z

Etil maltol

Acido pimélico
Etilparabeno

Acido malénico
Isonicotinamida

NNNNOWOOO OO OO oo N 0o

As moléculas candidatas também foram avaliadas entre elas e observou-se

uma indicacao favoravel de afinidade caso elas fossem utilizadas para testes de

recristalizacdo entre si (Tabela 12). No entanto, essa etapa possui muitas

limitagdes que exigem subsequente avaliagdo, como a informagéo quantitativa de

energia, os dados estequiométricos e os grupos de simetrias das unidades

cristalinas desses complexos.

Tabela 12. Analise qualitativa (Hit Rate %) entre as moléculas bioativas selecionadas.

Velpatasvir Itacitinibe Narirutina Ac.

litospermico
Ac. litospermico 89 | Ac. litospermico 100 : Ac. litospermico 100 i Narirutina 85
Narirutina 82 i Velpatasvir 99 : Velpatasvir 40 : Velpatasvir 62
Itacitinibe 52 i Narirutina 85 | Itacitinibe 11 i Itacitinibe 59
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4.2.2 DOCKING MOLECULAR DE FARMACO E COFORMADOR

Apos a analise qualitativa de complementaridade, o programa Molegro foi
utilizado para analise quantitativa das 107 moléculas coformadoras, juntamente
com os proéprios ligantes selecionados. Sendo assim, pode-se definir em forma de
pontuagao (ranking) os resultados de moléculas mais promissoras.

Embora o docking molecular tenha seu uso conhecido para ligantes e
proteinas, as interagdes entre farmaco e coformadores se assemelham a este uso
devido aos calculos de energia e distancias topoldgicas entre os atomos das duas
estruturas. Nesta etapa, cada coformador foi verificado exaustivamente em
milhares de posi¢des com cada candidato para criar um ranking de moléculas que
poderiam gerar um cocristal, através da energia do complexo mais favoravel. Os
ligantes promissores foram avaliados entre si e considerada apenas a proporgao
de uma molécula do farmaco para uma de coformador (1 farmaco : 1 coformador),
nessa etapa pode-se agrupar a taxa de acerto e energia de interagéo (Tabela 13 a
16).
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Tabela 13. Ranking de energias de interacdo dos 15 primeiros complexos do velpatasvir,

(*) também foi avaliada a energia de interagdo da propria molécula como sendo um

coformador.
Ranking Mercury Molegro Virtual Docker
Complexo avaliado Taxa de Moldock Score
acerto (%)
1°  (*) 1 Velpatasvir : 1 Velpatasvir - -217,849
2° 1 Velpatasvir : 1 Ac. litospermico 89 -152,084
3° 1 Velpatasvir : 1 Narirutina 82 -148,810
4° 1 Velpatasvir : 1 Ac. félico 48 -118,699
5° 1 Velpatasvir : 1 Ac. lactobiénico 46 -117,535
6° 1 Velpatasvir : 1 [tacitinibe 52 -113,214
7° 1 Velpatasvir : 1 Maltitol 0 -109,322
8° 1 Velpatasvir : 1 Lactose 0 -108,919
9° 1 Velpatasvir : 1 Riboflavina 0 -106,121
10° 1 Velpatasvir : 1 EDTA 5 -102,378
11° 1 Velpatasvir : 1 L-glutationa 0 -100,673
12° 1 Velpatasvir : 1 Capsaicina 4 -96,676
13° 1 Velpatasvir : 1 Alitame 27 -96,258
14° 1 Velpatasvir : 1 Ac. Pamoico 0 -88,405
15° 1 Velpatasvir : 1 Ac. Colico 4 -82,517
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Tabela 14. Ranking de energias de interacdo dos 15 primeiros complexos do itacitinibe,

(*) também foi avaliada a energia de interagdo da propria molécula como sendo um

coformador.
Ranking Mercury Molegro Virtual Docker
Complexo avaliado Taxa de Moldock Score
acerto (%)
1° 1 Itacitinibe : 1 Velpatasvir 96 -168,104
2° 1 ltacitinibe : 1 Ac. litospermico 100 -151,809
3° 1 ltacitinibe : 1 Narirutina 85 -136,961
4° 1 ltacitinibe : 1 Ac. lactobidnico 99 -120,872
5° 1 ltacitinibe : 1 Ac. félico 100 -109,026
6° 1 ltacitinibe : 1 EDTA 70 -106,841
7° 1 ltacitinibe : 1 Maltitol 19 -106,452
8° 1 ltacitinibe : 1 L-glutationa 56 -105,705
9° 1 ltacitinibe : 1 Lactose 99 -102,078
10° (*) 1 ltacitinibe : 1 Itacitinibe - -98,600
11° 1 ltacitinibe : 1 Riboflavina 0 -95,414
12° 1 ltacitinibe : 1 Alitame 92 -95,395
13° 1 Iltacitinibe : 1 Capsaicina 96 -89,001
14° 1 Itacitinibe : 1 Ac. pamoico 28 -88,063
15° 1 ltacitinibe : 1 Ac. D-glucoribnico 25 -78,871
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Tabela 15. Ranking de energias de interacdo dos 15 primeiros complexos do narirutina,

(*) também foi avaliada a energia de interagdo da propria molécula como sendo um

coformador.
Ranking Mercury Molegro Virtual Docker
Complexo avaliado Hit Rate (%) Moldock Score
1° 1 Narirutina : 1 Velpatasvir 40 -190,922
2° 1 Narirutina : 1 Ac. litospermico 99 -159,403
3°  (*) 1 Narirutina : 1 Narirutina - -152,127
4° 1 Narirutina : 1 Ac. félico 72 -128,789
5° 1 Narirutina : 1 Ac. lactobiénico 80 -128,083
6° 1 Narirutina : 1 Maltitol 65 -124,026
7° 1 Narirutina : 1 Riboflavina 0 -120,230
8° 1 Narirutina : 1 L-glutationa 69 -119,030
9° 1 Narirutina : 1 Lactose 80 -118,786
10° 1 Narirutina : 1 EDTA 79 -113,884
11° 1 Narirutina : 1 Ac. pamoico 77 -113,343
12° 1 Narirutina : 1 Capsaicina 33 -110,786
13° 1 Narirutina : 1 Alitame 80 -109,503
14° 1 Narirutina : 1 Itacitinibe 11 -107,750
15° 1 Narirutina : 1 Hesperitina 74 -99,913
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Tabela 16. Ranking de energias de interacdo dos 15 primeiros complexos do acido
litospermico, (*) também foi avaliada a energia de interagdo da propria molécula como

sendo um coformador.

Ranking Mercury Molegro Virtual Docker
Complexo avaliado Hit Rate Moldock Score
(%)
1° 1 Ac. litospermico : 1 Velpatasvir 62 -181,394
2°  (*) 1 Ac. litospermico : 1 Ac. litospermico - -151,961
3° 1 Ac. litospermico : 1 Narirutina 97 -144,575
4° 1 Ac. litospermico : 1 ltacitinibe 59 -127,087
5° 1 Ac. litospermico : 1 Ac. lactobiénico 98 -119,533
6° 1 Ac. litospermico : 1 Maltitol 60 -117,747
7° 1 Ac. litospermico : 1 Ac. félico 62 -115,307
8° 1 Ac. litospermico : 1 L-glutationa 40 -109,391
9° 1 Ac. litospermico : 1 Lactose 73 -107,946
10° 1 Ac. litospermico : 1 EDTA 80 -105,552
11° 1 Ac. litospermico : 1 Riboflavina 0 -101,284
12° 1 Ac. litospermico : 1 Capsaicina 57 -99,492
13° 1 Ac. litospermico : 1 Alitame 97 -98,423
14° 1 Ac. litospermico : 1 Ac. célico 67 -91,451
15° 1 Ac. litospermico : 1 Ac. pamoico 43 -90,511

Apesar do relativo baixo custo computacional dessa etapa, a analise tem
somente o propésito de direcionamento, pois o estudo de estruturas cristalinas
requer uma estratégia de investigacdo de sistemas cristalinos que leva em
consideragao os calculos de simetrias imprescindiveis para a formacdo de um
cristal. Portanto, as analises at¢é o momento podem indicar coformadores
potenciais para um estudo mais rigoroso em algoritmos de calculos quanticos de

predi¢cao de estrutura cristalina de elevado custo computacional.
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4.2.3 COMPLEXOS ELEGIVEIS PARA CALCULOS AVANGADOS

Os complexos farmaco-coformador avaliados através das analises
qualitativas (triagem por complementaridade) e quantitativas (MolDock Score) se
demonstraram favoraveis quando o coformador é pertencente ao grupo de
moléculas selecionadas, com excecdo do itacitinibe que apresentou outras
moléculas como potencial coformadoras, como o acido lactobibnico na posi¢ao 4
do ranking (Tabela 17). A natirutina e o &cido litospermico apresentaram o
velpatasvir como coformador de interesse mais apropriado que a propria
molécula. O velpatasvir teve maior afinidade com a prépria molécula, porém
também teve uma d6tima afinidade com as outras duas moléculas de produtos

naturais.

Tabela 17. Ranking resumido dos complexos para cada um dos candidatos a formagao

de cocristal.
Velpatasvir Itacitinibe Narirutina Ac. litospermico
1. Velpatasvir 1. Velpatasvir 1. Velpatasvir 1. Velpatasvir
2. Ac. litospermico 2. Ac. litospermico 2. Ac. litospermico 2. Ac. litospermico
3. Narirutina 3. Narirutina 3. Narirutina 3. Narirutina
4. Ac. félico 4. Ac. lactobiénico 4. Ac. Félico 4. Itacitinibe
6. Itacitinibe 10. ltacitinibe

O valor de pontuagédo fornecido pelo programa MVD é uma sintese das
interacbes intermoleculares nao-covalentes, na qual envolve interacdes
eletrostaticas, forcas de Van der Waals, interagdes T1 e efeitos hidrofébicos.
Sendo assim, ao analisar as moléculas dos coformadores em suas posicoes
tridimensionais nos complexos, torna-se mais observavel a variagado dos valores
de energia. O velpatasvir faz interacées TI-IT mais favoraveis com o acido
litospermico (Figura 20), enquanto o itacitinibe interage através das ligacbes

hidrogénio com o acido lactobidnico (Figura 21).
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Velpatasvir Ac. Litospérmico

Ac. Litospérmico

Narirutina

Velpatasvir

Narirutina

Figura 20. Complexos favoraveis do velpatasvir com os dois produtos naturais, acido

litospermico e narirutina.

Itacitinibe

4. Ac. Lactobiénico

Figura 21. Complexo favoravel do itacitinibe com o acido lactobidnico.
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4.2.4 CALCULOS DE PROPORGAO E SIMETRIA

Para essa etapa, foram escolhidos o farmaco velpatasvir e o produto natural

acido litospermico, pois ambos estdo entre as quatro moléculas bioativas com

maior afinidade e por apresentarem boa correlagdo para formagao de cocristais,

contribuindo, assim, para a produgao de um produto com dupla acdo. Com isso, a

avaliagcdo de proporcao estequiométrica e de simetria da célula cristalina foi

realizada entre milhares de possibilidades,

cristalinos distintos (Tabela 18).

resultando em 10 complexos

Tabela 18. Sistemas cristalinos estaveis para velpatasvir (VEL) e acido litospermico (LIT).

ID do Estequiometria Atomos por  Entalpia de Volume Simetria
cocristal VEL:LIT célula formacgao (A3) (n° grupo)
(Razao) unitaria (eV)
VL1 3:3(1:1) 540 -71474,73 10143,25 P3, (#144)
VL2 1:1 (1:1) 180 -23824,96 2811,52 P1 (#1)
VL3 2:2 (1:1) 360 -47651,90 6576,60 P21 (#4)
VL4 9:9 (1:1) 540 -71479,34 13837,51 R3 (#146)
VL5 3:3(1:1) 540 -71485,06 10267,89 P3, (#144)
VL6 9:9 (1:1) 540 -71486,87 11266,16 R3 (#146)
VL7 4:4 (1:1) 360 -47658,37 8106,20 C2 (#5)
VL8 3:3(1:1) 540 -71489,12 11256,95 P3, (#145)
VL9 1:1 (1:1) 180 -23829,98 3071,13 P1 (#1)
VL10 2:2 (1:1) 360 -47660,16 8356,16 P21 (#4)

Em geral, a proporcado encontrada foi de 1:1 com uma baixa diversidade de

simetria. Nesta etapa, as duas moléculas formaram uma tendéncia de estruturas,

em que vistas pelo o eixo C, o angulo difere de 90°, sendo elas as VL1, VL4, VL5,

VL6 e VL8, com as moléculas formando estruturas triangulares (Figura 22 e 23).
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Velpatasvir e Acido litospérmico

a axis b axis ¢ axis

VL1
P31 (#144)
33

VL2
P1 (#1)
1:1

VL3
P21 (#4)
2:2

VL4

VL5
P31 (#144)
3:3

Figura 22. Estruturas 1 a 5 selecionadas de velpatasvir (amarelo) e acido litospermico

(rosa).
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Velpatasvir e Acido litospérmico

VL7
C2 (#5)

P32 (#145)
33

VL10

P21 (#4)
2:2

Figura 23. Estruturas 6 a 10 selecionadas de velpatasvir (amarelo) e acido litospermico
(rosa).
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4.2.5 CALCULOS DE ESTABILIDADE DA CELULA CRISTALINA

As células unitarias hipotéticas foram submetidas a alta press&o para ajuste
de volume e verificagdo de estabilidade. Nessa etapa, os algoritmos de calculos
quanticos sao mais demorados, por esse motivo foram selecionadas as estruturas
hipotéticas por ordem de quantidade de moléculas na célula unitaria, sendo a VL2
(1:1) de menor tamanho com o sistema cristalino triclinico (P1, n® 1). Foram
realizadas 224 etapas de SCF até atingir a convergéncia total, com a
convergéncia parcial dos calculos encontrada entre as etapas 15 e 20, sendo o

ponto de inflexdo observado no volume e densidade (Figura 24).
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Figura 24. Calculos realizados para a célula unitaria hipotética VL2.

Apos os calculos, a estrutura da célula unitaria do VL2 manteve seu sistema
cristalino triclinico (Figura 25). O volume final encontrado foi de 746,89 A% e a
densidade de 3,16 g/cm?.
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Célula unitaria de VL2

a axis b axis ¢ axis
2x2x2 2x2x2 2x2x2

Etapa 1
SCF
(inicio)

Etapa
224 SCF
(final)

Figura 25. Modificagdo dos angulos dos trés eixos calculos de alta pressao da estrutura
VL2.

Na sequéncia foi selecionado o VL3 (2:2) com sistema cristalino monoclinico
(P21, n® 4) e 4 moléculas na célula unitaria, resultando em calculos de
estabilidade n&o convergentes, ocasionando erros de sobreposicdo das
densidades eletronicas dos atomos apds serem submetidos a alta pressdo. Sendo
assim, foi fixada simetria inicial para nova execugao dos calculos, em que os
angulos da célula unitaria ndo s&o alterados, e ainda assim os calculos ndo
obtiveram sucesso.

Com isso, foi selecionado o VL1 (3:3) com sistema cristalino trigonal (P31, n°
144) e 6 moléculas na célula unitaria, resultando em calculos ndo convergentes
com a simetria livre para reajuste dos eixos da célula unitaria. No entanto, ao fixar
a simetria houve avanco dos calculos, em que o ponto de inflexdo de estabilidade
ocorreu entre as etapas 20 e 30, contribuindo para elucidagdo desse sistema

cristalino (Figura 26).

60



2000

3000

i

7000

Volume (Ang™3)

Densidade lg/em ™3

Etapas de SCF Etapas de 501

—-4850

-4200

5
il \r

_4850 3 20

&g =
13

5050
10 \L\J
p

Entalgia (Ry)

Interac

51¢0

14 20 k1] 40 50 60 70 ] 10 20 30 40 50 f5a] 70
Etapas de SCF Etapac de SCF

Figura 26. Simetria fixa dos angulos dos trés eixos calculos de alta pressao da estrutura
VL1.

Portanto, foram analisados os trés sistemas cristalinos encontrados para os
cocristais de velpatasvir e acido litospermico, o triclinico, 0 monoclinico e o
trigonal. Podendo ser o triclinico a estrutura final desse complexo cristalino. As
outras estruturas, VL1, VL4, VL5, VL6 e VL8, podem indicar a potencial formagao
da estrutura cristalina hexagonal ou romboédrica, conhecidamente como
estruturas raras para moléculas organicas, em que os angulos alfa (a) e beta (B)
séo de 90° e o gamma (y) de 120°. O sistema monoclinico foi descartado como

potencial candidato a estrutura cristalina para esse complexo.
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5 DISCUSSAO

5.1 DESCOBERTA DE NOVOS INIBIDORES

Com o devido rigor técnico, a triagem virtual € uma abordagem
computacional importante para identificar potenciais substancias bioativas (YANG
et al, 2021). Os testes in vitro acompanhados da simulacdo de dinédmica
molecular corroboraram os dados obtidos, comprovando também que a
modelagem molecular do P2X7R foi realizada com qualidade. Como relatado
anteriormente, o P2X7R € um alvo molecular emergente para o desenvolvimento
de medicamentos anti-inflamatérios. Nas ultimas décadas, os compostos de
origem natural tém sido investigados para inibir a atividade inflamatéria (HOANG;
KIM, 2021). Neste estudo, os flavonoides se destacaram como a principal classe
de substancias naturais inibidoras do canal P2X7, como a substéncia naritutina e
outros principais ligantes indicados pela triagem virtual. Além disso, alguns
flavonoides podem inibir enzimas reguladoras ou fatores de transcricao essenciais
para o controle de mediadores envolvidos na inflamagao. A classe também é
conhecida por ter propriedades antioxidantes potentes com potencial para atenuar
danos ou fibrose nos tecidos (BLAKE et al., 2001; MCKELLAR et al., 2009).

O vepatasvir foi a molécula com maior afinidade encontrada neste estudo,
desenvolvido para ser um inibidor eficaz da proteina de replicagao do virus da
hepatite C (HCV), afetando o complexo de replicagdo e interrompendo a
sinalizagao do interferon (PAWLOTSKY et al., 2020). Na mesma classe dos
antivirais, o abacavir foi descrito anteriormente como modulador da atividade do
P2X7R, o que poderia abrir uma nova linha de investigagdo na expressao e
fungéo do P2X7 (COLLADO-DIAZ et al., 2021).

Um estudo clinico estimou a seguranga, tolerabilidade e farmacocinética do
velpatasvir em individuos saudaveis na presenca e auséncia de alimentos. Apds a
administragdo, o velpatasvir foi seguro e toleravel quando administrado acima de
450 mg juntamente com alimentos (MOGALIAN et al., 2017). Estudos clinicos de
fase Il mostraram terapias seguras e eficazes com posologia aceitavel de

velpatasvir/sofosbuvir. Esta combinagao auxiliou na adesao terapéutica e resultou
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em menor duragao do tratamento. Subsequentemente, estudos clinicos de fase Il
demonstraram que velpatasvir e sofosbuvir sdo eficazes para pacientes cirréticos
previamente tratados (PAWLOTSKY et al., 2020).

O itacitinibe € um inibidor seletivo da Janus quinase 1 (JAK1) com eficacia
em modelos pré-clinicos de doenga do enxerto contra o hospedeiro (GVHD)
aguda, complicagcao que pode ocorrer apos um transplante de medula 6ssea ou
de células-tronco (JUVEKAR et al.,, 2018). Atualmente, itacitinibe estd em teste
clinicos de fase lll para o tratamento de GVHD aguda e crénica em combinagao
com corticosteroides. Em outro estudo aberto de fase | com pacientes com GVHD
tratados com itacitinibe e corticosteroide demonstrou seguranca e tolerabilidade.
Todos os pacientes que receberam itacitinibe tiveram uso de corticosteroide
diminuido ao longo do tempo, e o itacitinibe foi bem tolerado (SCHROEDER et al.,
2020).

O acido litospermico € uma substancia isolada das raizes de Salvia
miltiorrhiza, faz parte da medicina chinesa tradicional conhecida como Danshen.
O acido litospermico reduz a funcédo da xantina oxidase, diminuindo o acido urico
e os radicais superoxido. Além disso, o acido litospermico elimina os radicais
superoxido no sistema B-NADH/PMS e prejudica a produgao de superdxido em
neutréfilos humanos. A administragdo oral em ratos inibiu a atividade
hipouricémica e exibiu atividade anti-inflamatéria em um modelo de artrite gotosa
(LIU et al., 2008). Em outro cenario, um sistema de administracdo baseado em
microemulsdo contendo acido litospermico foi avaliado em modelo murino de
dermatite psoriatica induzida por imiquimode. O tratamento topico com acido
litospermico a 0,1% demonstrou eficacia terapéutica ao reverter as lesbes
cutaneas induzidas por imiquimode, restaurando a fungcédo de barreira da pele e
suprimindo a ativacao do eixo T helper 17/interleucina-23 na epiderme. As vias do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e do eixo T helper 17/interleucina-23
desempenham papéis importantes na patogénese da psoriase, sendo ela uma
doencga genética de natureza imunomediada, associada predominantemente a
ativacao das células T helper 1 e T helper 17 (CHEN et al., 2022).

A maioria das substancias com maior afinidade encontradas como novos

inibidores do P2X7R foram descritas em ensaios clinicos de eficacia,
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farmacocinética e toxicidade em humanos saudaveis, além de ensaios
terapéuticos em alguns casos. Substancias como velpatasvir, lifititegrast,
itacitinibe e hesperidina foram inclusive aprovadas para uso terapéutico. Esse
fator incentiva a busca pela ligacdo seletiva dessas moléculas ao P2X7R e a
aplicagao terapéutica no tratamento de disturbios relacionados a sua participagao,
como observado na artrite reumatoide, na doenca de Crohn e em alguns tipos de
cancer (MAYUMI et al., 1993; PHADATARE et al., 2015; MOGALIAN et al., 2017;
SCHROEDER et al., 2020).

Velpatasvir € um farmaco ja aprovado, enquanto o itacitinibe ja demonstra
que sera aprovado brevemente, no entanto ambos sao classificados como classe
IV no SCB, ou seja, possuem baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Nesse
caso, O reposicionamento dos farmacos seria uma alternativa de reducado de
tempo e custo quando indicados a um novo tratamento, por reduzir os riscos

associados as falhas e facilitar a adogéo clinica.

5.2 PLANEJAMENTO DE POTENCIAIS COCRISTAIS

O processo de aprovacdo de um medicamento passa por diversas etapas
clinicas, a primeira seria com poucos individuos saudaveis para verificacdo da
dose ideal de tratamento. Essa etapa é fundamental para as etapas clinicas
subsequentes, pois a definigdo da dose segura em individuos saudaveis pode
garantir um controle terapéutico maior em individuos doentes. No entanto, para
moléculas com baixa solubilidade, a biodisponibilidade do farmaco acaba sendo
um fator limitante para o avango até um produto final. Nesse caso, o
desenvolvimento de cocristais poderia fornecer informagdes suficientes para
novas estratégias de tratamento (LIPP, 2013; CAPPUCCINO et al., 2022).

A narirutina e o acido litospermico identificados como novos inibidores do
canal P2X7 sao produtos de origem natural ja conhecidos, enquanto as outras
duas substancias sdo farmacos com suas limitagcbes em solubilidade e
permeabilidade, podendo ser investigados para modulagdo de suas
caracteristicas. Ainda, em outras perspectivas esse estudo poderia ser

direcionado ao planejamento de cocristais ternarios compreendendo trés
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moléculas distintas, também conhecidos como cristais multicomponentes (LIU et
al., 2018).

A triagem de coformadores, através da complementaridade molecular, é
capaz de correlacionar a probabilidade de interagdo entre as moléculas em 70% e
80% de sucesso quando comparado a outros métodos de triagem de cocristais
(SARKAR et al.,, 2020; CAPPUCCINO et al, 2022). Muitas moléculas
consideradas de primeira opgao em ensaios experimentais foram descartadas nas
etapas de triagem, como o acido citrico, acido maldnico, acido sorbico, a sacarina,
entre outros. Muitos métodos e ferramentas estdo disponiveis para prever
formagdes de cocristais, com alguns oferecendo insights nao apenas sobre a
probabilidade de formacédo, mas também sobre a potencial estrutura cristalina dos
cocristais resultantes.

Em geral, a etapa critica do processo € a escolha do coformador mais
indicado, tradicionalmente a triagem de cocristais é feita através de métodos
convencionais de recristalizacdo, como evaporagao de solvente, cristalizacdo de
solugdo, secagem, moagem assistida por liquido, cristalizagdo por fusao, entre
outros, o que gera um extenso trabalho de laboratdrio e abordagens baseadas em
tentativa e erro (LEMLI et al., 2024). Um exemplo foi o resultado do velpatasvir
que teve maior afinidade com a prépria molécula dentre todos os coformadores,
sugerindo que ao se utilizar a técnica laboratorial de evaporagdo de solvente
pode-se apresentar dificuldades para formagado de cocristais contendo essa
molécula.

No entanto, a realidade dos cristais € ainda mais intrincada devido a
diversos fenbmenos descritos no processo de empacotamento do cristal. O
passo-a-passo simplificado comegaria com uma molécula, seguido de poucas
moléculas, muitas moléculas, nucleagdo e cristal, com a possibilidade de
mudanga variada na organizagdo das moléculas nessas etapas (DESIRAJU,
2013).

5.2.1 POTENCIAIS COCRISTAIS DE LIGANTES BIOATIVOS

Ao realizar a predigdo de uma célula unitaria estavel assume-se que os

calculos ab initio devem também verificar a estabilidade do formato e volume da
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célula unitaria sob alta pressdo. Sendo assim, ao final da abordagem de
otimizagdo de formato e volume realizada somente pelo programa Quantum
Espresso, a convergéncia dos calculos poderia indicar resultados mais precisos,
porém com alto custo computacional.

Como critério relevante, as interagdes intermoleculares observadas entre os
ligantes bioativos selecionados para essa etapa, velpatasvir e acido litospermico,
em destaque as empilhamento-r, podem auxiliar na estabilidade do
empacotamento do cocristal e modular suas propriedades fisico-quimicas (SAMIE;
ALAVIAN, 2024).

As estruturas cristalinas encontradas organizaram-se em trés sistemas
cristalinos distintos, sendo eles o triclinico, monoclinico e o trigonal. A escolha
para os calculos quanticos de estabilidade baseou-se na quantidade de moléculas
na célula cristalina e nos representantes desses trés sistemas cristalinos. Sendo o
VL2 (1:1) para triclinico, VL3 (2:2) para monoclinico e o VL1 (3:3) para trigonal.

Segundo o banco dados de estruturas da Universidade de Cambridge
(CSD), a estatistica gerada em 2024 de 1,29 milhdes de estruturas demonstra a
distribuicdo mais frequente dos sete sistemas cristalinos: triclinico (26,2%),
monoclinico (51,5%), ortorrdmbico (16,9%), tetragonal (2,2%), trigonal (2,0%),
hexagonal (0,6%) e cubico (0,7%) (CSD, 2023). Nesse sentido, os dados
convergiram para uma potencial formagdo de sistema cristalino triclinico, de
acordo com a relagdo estatistica apresentada. Embora o sistema monoclinico
tenha representado a maioria, para os cocristais de velpatasvir e acido
litospermico n&o se confirmou a estabilidade. No entanto, curiosamente, o sistema
trigonal, representando 2,0% do CSD, foi o sistema que teve progressdo dos
calculos de estabilidade quando esta simetria estava explicitada.

Os calculos de predicdao de formagao deixam evidente a anisotropia dos
cocristais selecionados e o quao complexo a estrutura final pode se tornar
(DESIRAJU, 2013). Ainda, a verificagdo in silico de superficies hipotéticas dos
monocristais gerados poderiam contribuir com informacdes de interagbes de
solventes, e com isso, poderia-se inferir em relagao a sua solubilidade a partir da
exposicao de grupos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio (PRADO et

al., 2020). Como mencionado anteriormente, ha uma lacuna na literatura sobre as
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técnicas computacionais referentes a predicdo de formacdo de cocristais,
principalmente de moléculas organicas, e este estudo contribui com uma
metodologia inovadora para racionalizagdo que, ainda, poderia fornecer dados
importantes para algoritmos de aprendizado de maquina (LEMLI et al., 2024).

Por fim, o desenvolvimento de um cocristal triclinico de velpatasvir e acido
litospermico pode ser uma alternativa para um produto final com maior
desempenho na biodisponibilidade de ambos. No entanto, a pesquisa de outros
cocristais referentes ao itacitinibe/acido lactobiénico e o velpatasvir/narirutina
poderia ser encaminhada em estudos futuros, por ja terem sido detectadas suas

afinidades parciais nas etapas anteriores.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

6.1 CONCLUSAO

Dentre as milhares de moléculas, preparadas para triagem virtual no P2X7R,
dez substancias apresentaram-se como promissoras. Cinco das substancias
obtidas sao flavonoides, com destaque para a narirutina, que possui maior
afinidade pelo P2X7R comparado ao ATP e ao A740003 ja conhecidos como
ligantes na literatura. O velpatasvir foi o farmaco com maior afinidade de interagao
com o P2X7R. E curiosamente, o abacavir (antiviral) havia sido relatado como
modulador da atividade do receptor, trazendo um possivel indicio do potencial
inibitério da classe dos antivirais. Foram selecionadas para simulacdo de
dindmica molecular o velpatasvir, itacitinibe, narirutina e acido litospermico,
confirmando-se a afinidade favoravel dos testes in vitro. O velpatasvir e itacitinibe
sao farmacos classificados como classe IV no SCB, o que pode dificultar suas
respectivas biodisponibilidades, enquanto a narirutina e o acido litospermico sao
produtos naturais ja conhecidos.

Ao realizar a triagem de potenciais coformadores para formagao de
cocristais, o farmaco velpatasvir mostrou-se propenso a formar cocristais
preferencialmente com os dois produtos naturais ja selecionados, indicando uma
abordagem de dupla-a¢do. O farmaco itacitinibe, por sua vez, foi o unico que se
mostrou favoravel a cocristalizagdo com diversas moléculas, em especial com o
acido lactobidnico. O complexo mais favoravel foi o velpatasvir e acido
litospermico. Os resultados do planejamento de um cocristal podem oferecer
dados importantes para orientar os estagios do desenvolvimento experimental,
isso inclui a racionalizagao de solventes e IFAs durante as fases experimentais de
recristalizacdo. Sendo assim, o sistema cristalino mais indicado para o cocristal
de velpatasvir e acido litospermico foi o triclinico, que se demonstrou estavel nos
célculos ab initio de estabilidade sob pressao.

A aplicagdo deste planejamento associado a outros métodos, tais como
Design of Experiments (DoE), poderia fornecer informacdes sistematicas para o

desenvolvimento de um processo eficaz e reprodutivel. Esta associacdo pode

68



representar uma estratégia poderosa para resolver problemas nos processos de

planejamento e fabricagdo de novos medicamentos formulados em cocristais.

6.2 PERSPECTIVAS

A partir da definicdo dos ligantes bioativos, em especial o velpatasvir e o
acido litospermico, pode-se indicar racionalmente para ensaios de recristalizacéo,
caracterizagao da solubilidade, taxa de dissolucéo e, talvez, permeabilidade.
Apesar da recristalizacao laboratorial de cocristais, a depender da técnica, possa
encontrar polimorfos distintos devido a complexidade termodinamica do processo
de formagédo de um monocristal, as milhares de possibilidades investigadas pelos
algoritmos auxiliam no encaminhamento dos experimentos. O planejamento de
estruturas cristalinas pode auxiliar na viabilidade do desenvolvimento do IFA, na
reducdo de falhas associadas a dose dos testes clinicos, assim como pode
fornecer informacdes para a processabilidade e reprodutibilidade do produto na

industria farmacéutica.
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8 APENDICES E ANEXOS

8.1 APENDICES

8.1.1 ARTIGOS PUBLICADOS

A primeira etapa do projeto foi publicada na revista Computers in Biology

and Medicine, evidenciando a descoberta dos potenciais inibidores do P2X7R:

BELLO, M. L., MENDES, G. E. M., SILVA, A. C. R., FARIA, R. X. Virtual screening
indicates potential inhibitors of the P2X7 receptor. Computers in Biology and
Medicine, 164, 107299. 2023.

Ao longo do desenvolvimento do projeto outro artigo foi publicado, sendo
esse a revista Molecular Graphics and Modelling, voltado ao entendimento

conformacional e molecular da proteina AMPK:

MENDES, G. E. M., MAIO, A. R., DA SILVA RODRIGUES DE OLIVEIRA, G.,
ROSA, L. C., DE CARVALHO COSTA, L., DE OLIVEIRA, L. C. V., DE FREITAS,
M. S., SILVA, R. C. E., GALVAO, R. M. D. S., COUTINHO, R. C., SANTOS, T. C.
R., DE SOUZA CARVALHO, T., DE SOUZA LIMA, V. H., BELLO, M. L.
Biomolecular Conformational Changes and Transient Druggable Binding Sites
through Full-Length  AMPK Molecular Dynamics Simulations. Journal of
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