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RESUMO

Acredita-se que 0s benzodiazepinicos estejam entre as classes de medicamentos mais usadas no
mundo, o Diazepam faz parte dessa classe de medicamentos a qual é responsavel por tratar
sintomas de ansiedade, agitacéo e insonia de grande parte da populagao. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo de fazer modificacBes na molécula do Diazepam para se obter moléculas
analogas com melhor perfil farmacolégico e toxicolégico, com intuito de ampliar o arsenal terapéutico
para o tratamento da ansiedade. Assim, desenhou-se as moléculas utilizando o software
ACD/ChemSketch, onde também foram feitas as modificacdes moleculares, sendo que as moléculas
foram salvas, otimizadas e exportadas no formato 3D e importadas para as plataformas de analise
Swiss target Prediction, PreADMET e ProTox-3. As moléculas analogas apresentam uma
probabilidade de ligagao superior a 50%, contudo inferior ao Diazepam. Também evidenciou-se que
as moléculas analogas apresentaram uma pequena diminuicdo na capacidade de atravessar a
barreira hemato encefélica, apresentaram médio risco de causar arritmia, ndo foram mutagénicas
nas cepas TA1535 (exceto as moléculas ACI, AC e AF), j& entre os metabolitos de todas as
substancias nenhum apresentou alteracées em mutagenicidade, contudo nas cepas de TA100 todas
as moléculas apresentaram mutagenicidade. A maioria dos analogos apresentaram uma dose letal
superior ao Diazepam, conferindo uma margem de seguranca superior ao Diazepam. Foi notado
gue a maioria das moléculas derivadas do Diazepam possuiram um bom perfil farmacoldgico e
toxicologico, sendo que a molécula ACL2 foi o andlogo com melhor perfil.
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ABSTRACT

Benzodiazepines are believed to be among the most used classes of drugs in the world, Diazepam is
part of this class of drugs which is responsible for treating symptoms of anxiety, agitation and insomnia
in a large part of the population. In this context, the present study aimed to make modifications in the
Diazepam molecule to obtain analogous molecules with a better pharmacological and toxicological
profile, in order to expand the therapeutic arsenal for the treatment of anxiety. Thus, the molecules were
designed using the ACD/ChemSketch software, where the molecular modifications were also made,
and the molecules were saved, optimized and exported in 3D format and imported to the Swiss target
Prediction, PreADMET and ProTox-3 analysis platforms. Analogous molecules have a higher than 50%
probability of binding, but lower than Diazepam. It was also evidenced that the analogous molecules
showed a small decrease in the ability to cross the blood-brain barrier, presented a medium risk of
causing arrhythmia, were not mutagenic in the TA1535 strains (except the molecules ACI, AC and AF),
while among the metabolites of all substances none showed mutagenicity changes, however in the
TA100 strains all molecules showed mutagenicity. Most analogues had a higher lethal dose than
Diazepam, giving a higher safety margin than Diazepam. It was noted that most of the molecules derived
from Diazepam had a good pharmacological and toxicological profile, and the ACL2 molecule was the
analogue with the best profile.

Key words: diazepam; In Silico; Anxiety.

1. INTRODUCAO

Compreende-se os benzodiazepinicos (BZDs) como drogas psicotropicas do
subgrupo dos ansioliticos, ao qual atuam em todo sistema nervoso central (SNC)
através da transmissao sinaptica inibitéria modulando o receptor subtipo A do acido
gama-aminobutirico (GABAA). Séo classificados quanto sua meia vida plasmatica
em acdo intermediaria, curta acdo ou longa acédo, sendo essa caracteristica de
grande valor na escolha individualizada da prescricdo médica ao paciente (FARIA,
2019).

Segundo a Diretriz Brasileira de Psiquiatria, cerca de 50% dos individuos que
recorrem aos farmacos desta classe ao longo de um ano tém risco aumentado de
sindrome de abstinéncia, além de queda da capacidade de trabalho e maior gasto
com internacdes, consultas e exames. A literatura revela que apenas 1,9% das
prescricoes para adultos e 5,8% para idosos sdo adequadas, o que chama a
atencao tanto para erros relacionados a indicacdo desses medicamentos, quanto
para falta de protocolos que orientem a renovacao de receitas, frequéncia de uso,
doses preconizadas, e principalmente, duracdo do tratamento (CAMARGO, et al
2023).

O medicamento diazepam é um principio ativo do grupo farmacolégico das
benzodiapezinas, do qual € o mais representativo, sendo por muitos considerado a

molécula modelo deste grupo. E amplamente utilizado no tratamento de transtornos
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de ansiedade e outros disturbios psicoldgicos e fisicos associados as mesmas. A
farmacocinética do diazepam vem sendo estuda desde os anos setenta do século
XX e tem sido modelada por recurso a varios tipos de modelos farmacocinéticos
(SILVA, 2013).

O wuso indiscriminado dos BZD’s favorece o surgimento de efeitos
indesejaveis e nocivos a saude do paciente como a dependéncia, tolerancia e
abstinéncia. Segundo o Relatério sobre Substancias Psicotrdpicas para 2011, do
International Narcotics Control Board (INBC), o Diazepam é o BZD’s mais
comercializado em todas as regides do mundo. Ressalta-se também que, o Brasil,
€ 0 segundo maior consumidor de Clonazepam do mundo, estando atrds apenas
dos EUA (SILVA, et al 2015; SANTOS, 2014).

O uso dessas substancias sem o devido acompanhamento por profissional
habilitado pode resultar em uma série de problemas de saude como: tolerancia,
dependéncia, interacdes medicamentosas, intoxicacdo, além de ser fator de risco e
via para o uso de outras drogas. Por fim, € importante salientar que o abuso de
drogas, incluindo os benzodiazepinicos, € um fendmeno social que nos apresenta
um grave problema de saude publica, podendo se prever que esse consumo ira
aumentar com o tempo (SAVALA & JUNIOR 2022).

Em meados da década de 1960, foi lancado comercialmente o composto
pioneiro dos benzodiazepinicos (BZDs), o clordiazepoxido. Devido a sua baixa
aderéncia comercial, ocorreu a sintese de diversos derivados a partir de 30
modificacdes estruturais. Desde entdo, houve novas descobertas de compostos
desta classe, incluindo os de acéo rapida (ex: midazolam), acdo prolongada (ex:
lorazepam) e acgédo intermediaria (ex: diazepam). Estima-se que os BZDs séo a
classe de farmacos mais prescritos e utilizados em todo mundo (MARTINS, 2019).

A insercdo de um novo medicamento no mercado pode ser demorada e
dispendiosa até que se prove sua seguranca e eficacia. O desenvolvimento de
abordagens in silico otimiza o tempo e 0s gastos necessarios para trazer um
medicamento para o mercado. Tornando os perfis de absorgéo, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) previsiveis, o qu e resulta em um
processo rapido de descoberta de medicamentos (WANG et al., 2015; DIRAR et al.,
2016).
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O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo,
longo e de alto custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovacoes cien-
tificas e tecnoldgicas. Os avancos expressivos da Quimica, Biologia e a melhor
compreensdao de vias bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam
ao aparecimento e desenvolvimento de doencas, tornaram possivel a descoberta
de inovacOes terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias significativas na
qualidade de vida das diversas populacbes no mundo (DANIELLA & QUEIROZ,
2022).

Em meio as transformacfes da sociedade e questionamentos sobre a
necessidade do uso de animais em pesquisa, a utilizacdo de métodos alternativos
faz-se cada vez mais necesséria. Diversos paises reavaliaram as regulamentacdes
vigentes a fim de substituir, reduzir ou refinar o uso de métodos in vivo. A
abordagem in silico vem desempenhando um papel importante na pesquisa tanto
pela questéo ética, quanto pelas questdes econdmica e de logistica. Empregando
simulag6es computacionais, € possivel prever parametros fisico-quimicos e de
absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade (ADMET) das
substancias de interesse (PESSOA, 2021). Esse trabalho tem como objetivo
investigar a disponibilidade de novos farmacos a partir de modificagdes moleculares

do diazepam através de plataformas e ferramentas in silico.

2. METODOLOGIA

Inicialmente foi pesquisado o modelo da estrutura molecular do diazepam na
plataforma ChemSpider, em seguida desenhou-se a molécula estrutural do
Diazepam no software ACD/Chemsketch, onde foi realizado a otimizagdo e a
exportacdo da molécula em formato 3D. Na mesma plataforma também foram
desenhadas, otimizadas e exportadas as moléculas analogas do Diazepam.

A molécula do Diazepam e as moléculas derivadas da modificacdo
molecular foram importadas para a plataforma Swiss Target Prediction, onde foram
analisados os alvos moleculares e avaliado a probabilidade de ligagédo ao alvo,
sendo gque apenas as moléculas com mais de 50% de probabilidade de ligacéo de
acordo com a plataforma foram consideradas nesse trabalho e importadas para as

plataformas seguintes.
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Da mesma forma as moléculas também foram importadas para a plataforma
PreADMET a fim da obtencdo dos dados relacionadas as propriedades fisico-
guimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas. Por fim a molécula o Diazepam e as
moléculas derivadas da modificacdo molecular foram importadas para plataforma

ProTox-3 com a finalidade de obtencdo de mais informacdes relacionadas aos

parametros de toxicidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As imagens abaixo sao referentes as estruturas moleculares do Diazepam e
das modificacbes realizadas a partir da molécula do Diazepam que foram usadas

nesse trabalho.
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Figura 1. Estrutura quimica do Diazepam e das modificagdes moleculares
realizadas a partir da molécula do Diazepam, desenhado no software
ACD/ChemSketck.

Segundo a literatura, a introducdo de grupamentos metila geralmente

aumenta a hidrofobicidade do composto e reduz a sua solubilidade em agua, essa
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introducéo ira facilitar a absorcdo de analogos pela membrana biologica. A
incorporacdo de atomo de halogénio num protétipo resulta em anélogos que sao
mais hidrofdbicos, por conseguinte menos sollveis em agua, em consequéncia 0s
atomos de halogénio sdo usados para melhorar a penetracdo nas membranas
lipidicas. Ja a presenca de grupos basicos como nitrogénio formara sais nos meios
bioldgicos, a adicdo desses grupamentos basicos ird resultar em um analogo com
baixa hidrofobicidade, porém uma solubilidade em agua aumentada. Isso significa
gue quanto mais basico for um analogo, maior a sua probabilidade de formar sais,
e menor a probabilidade de ser transportado através de uma membrana lipidica
(THOMAS, 2003).

Assim na figura 1 acompanha-se as moléculas AC e AC2 onde foram
adicionados um metil em diferentes posicdes, dessa forma as moléculas
apresentam maior hidrofobicidade que a molécula do Diazepam. Na figura 1 as
moléculas ACI, ACI2 e ACICh com adicao de cloro em diferentes posicoes, AF onde
foi adicionado flior e ABr a qual foi adicionado Bromo, sdo todas molécula a qual
foram adicionados atomos de halogénio a qual espera-se que 0s analogos sejam
mais hidrofobicos e com maior penetracdo de barreiras lipidicas se comparado a
molécula do Diazepam.

Ainda na figura 1 encontra-se a molécula NA no qual foi adicionado nitrogénio
onde é esperado que a molécula seja menos hidrofobica e possua uma maior

solubilidade em agua se comparado ao Diazepam.

Tabela 1. Quadro referente a regra de Lipinski aplicada ao Diazepam e nas
modificagdes moleculares de acordo com a plataforma ProTox-3.

Parametro Lo Massa NUmero Nimero Refratividad Areade

S g P molecula de de e molecular superfici
r aceitadore doadores e polar
s de de topologic
hidrogéni hidrogéni a
0 0
Moléculas
Diazepam 2.6 284,74 3 0 87.95 32.67
5
ACI 3.3 319,19 3 0 92.96 32.67
1
AC 2.9 298,77 3 0 92.92 32.67
6

AF 2.7 302,73 3 0 87.91 32.67
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ABr 3?4 363,64 3 0 95.65 32.67

ACICh 3?6 333,21 3 0 97.93 32.67

ACI2 3?3 319,19 3 0 92.96 32.67

AN 2%8 299,76 4 1 92.36 58.69

AC2 3?0 298,77 3 0 92.76 32.67
4

De acordo com a regra dos 5 de Lipinski sdo propriedades moleculares
relevantes: o log P, o nUmero de doadores de ligacdes de hidrogénio, o numero de
aceptores de ligacdes de hidrogénio, o peso molecular, bem como, os pontos de
interacdo para os principais alvos de farmacos. A regra dos 5 de Lipinski propde
gue a ma absorcao ou permeacao € mais provavel quando a molécula possui mais
gque 5 doadores de ligacdo de hidrogénio, mais que 10 aceptores de ligacdo de
hidrogénio, peso molecular maior do que 500 daltons e log P calculado (Clog P)
maior do que 5, sendo todos os parametros multiplos de cinco (SANTOS;
GONSALVES; ARAUJO, 2018). A regra de Lipinski tem como func&o prever se uma
droga possui a capacidade de se tornar um farmaco com boa biodisponibilidade
oral, estimando permeabilidade e solubilidade frente ao organismo humano
(LIPINSKI et al., 2001).

Na tabela 1 foi avaliado a regra de lipinski, ao qual nota-se tanto o diazepam
guanto as demais moléculas atenderam as exigéncias da regra de lipinski sendo
assim um resultado satisfatério onde se pode deduzir que todas as moléculas
apresentaram condi¢des adequadas para uso oral. O tamanho da area de superficie
polar influencia a absorcao intestinal e s&o considerados ideais os valores de TPSA
menores ou iguais a 140 A2 (VEBER et al, 2002). Na tabela 1 foi avaliado a area
de superficie polar topolégica e foi notado que todas as moléculas estéo abaixo do
valor de 140 A2 que segundo lipinski sdo resultados favoraveis a uma boa absorc&o
intestinal tanto do diazpam quanto das moléculas derivadas do Diazepam.

A refratividade molecular de uma molécula é a habilidade de uma molécula
deslocar sua densidade eletrénica (FRANCA, 2024). O valor da refratividade

molecular ponderada, pode ser um indicador do surgimento de liomesofases
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(BARBOSA, 1995). Na tabela 1 também foi avaliado a refratividade molecular

comparando-as com a do diazepam e foi encontrado que todas as moléculas

possuem uma refratividade molecular superior ao do diazepam, o0 que torna esse

um resultado favoravel para as demais moléculas jA que possuem uma chance

menor de reagir a presenca de luz se comparado ao Diazepam, exceto a AF que

apresenta o mesmo resultado que o diazepam.

Tabela 2. Comparacédo da probabilidade de ligagao ao alvo, do diazepam e das

modificacdes moleculares, segundo a plataforma Swiss Target Prediction.

Moléculas

Diazepam ACI
(%)

AC AF ABr

(%) (%)

(%)

ACICh ACI2 AN AC2

(%)

(%)

(%)

(%)

Alvos

Subunidade
alffaldo
receptor
GABA

Receptor
GABA-A alfa-
3/ beta-3/
gama 2

Receptor
GABA-A alfa-
1/ beta-3
/gama-2

Receptor
GABA-A alfa-
5/ beta-3/
gama-2

Receptor
GABA-A alfa-
2/ beta-3/
gama-2

Receptor
GABA-A alfa-
1l/beta-2/
gama-2

Receptor
GABA-A; alfa-
3/beta-

100

100

100

100

100

100

100

99

99

99

99

99

99

99

60

60

60

60

60

60

60

56

56

56

56

56

56

56

52

52

52

52

52

52

52

55

55

55

55

55

55

55

69

69

69

69

69

69

69

60

63

63

63

63

60

60

53

59

59

59

59

53

53
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2/gama-2

Receptor de 100 9 60 56 52 55 69 60 53
adenosina A3

Subunidade 100 9 60 56 52 55 69 60 53
alfa-5 do

receptor

GABA

Proteina de 100 99 60 56 52 55 69 60 53
ligacéo a

acidos

graxos, figado

(por

homologia)

Proteina 100 9 60 56 52 55 69 60 64
translocadora

(por
homologia)

O GABA liga-se ao receptor em um sitio de ligagao entre as subunidades a
e B. Os benzodiazepinicos modulam a fungéo do receptor GABAA se ligando a um
sitio diferente situado entre as subunidades a1 e a2 e a partir dessa ligagcédo ocorrem
efeitos conhecidos como atividades ansioliticas, relaxantes muscular e efeito
sedativo (ANDRADE, 2010). Na tabela 2 nota-se que o diazepam possui 100% de
probabilidade de ligacédo ao receptor GABA, e que todas as moléculas analogas ao
Diazepam apresentam uma probabilidade de ligacao superior a 50% onde ACL teve
99% e ABr 52%.

Tabela 3. Comparacao dos dados farmacocinéticos da molécula do diazepam e
suas modifica¢cdes de acordo com a plataforma PreADME.

Parametros BBB CACO-2 HIA PPB Pgb MDCK
inibicéo
Moléculas

Diazepam  2.581 47.685 99.498 98.740 - 234.33
ACI 1.916 53.348 99.597 96.809 + 129.40
AC 2.105 48.805 99.505 96.505 + 184.87
AF 2.397 52.015 99.499 94.633 - 230.74

ABr 1.822 52.804 99.653 93.548 + 3.88
ACICh 1.474 53.648 99.616 97.068 + 111.46
ACI2 1.916 51.412 99.597 97.739 + 130.81

AN 1.273 17.811 96.239 84.464 - 221.62
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AC2 2.107 48.817 99.517 96.315 + 212.20
(+): Inibe  (-): ndo inibe.

A barreira hematoencefélica (BBB) € um dos fatores limitantes principais na
distribuicdo de medicamentos no sistema nervoso central (SNC), ao se deparar com
esta barreira, as moléculas, cujo objetivo € atingir um local especifico no encéfalo,
encontram dificuldade em atravesséa-la, limitacdo esta que muitos medicamentos
cujo alvo é o SNC tém em comum (MARTINS et al., 2021). Um melhor entendimento
do funcionamento da BHE é necessario para o desenvolvimento de novas drogas
gue buscam atravessa-la. Algumas das principais funcdes da barreira
hematoncefélica sdo: protegé-la da entrada de agentes nocivos, selecionar a
entrada do que for necessario, e secretar substancias. Relacionado ao transporte
de drogas através da BBB, ocorre a difusdo transmembrana no qual a
lipossolubilidade e baixo peso molecular sdo caracteristicas que favorecem o
transporte através da BBB (BANKS & WILLIAM, 2009).

Ao verificar a Tabela 3 é notado que as moléculas de forma geral
apresentaram uma pequena diminuicdo do BBB que é a capacidade de atravessar
a barreira hemato encefalica, sendo que AN e ACICh sdo as que demonstraram
menor capacidade de atravessar a barreira hemato encefalica.

As células CACO-2 sdo originarias de adenocarcinoma de colon humano e
chamam atencao de cientistas devido as suas semelhancas com os enterdcitos
encontrados no tecido epitelial saudavel. Recentemente, tém-se realizado muitos
estudos que correlacionam métodos in vitro e in vivo para a determinacdo de
parametros biolégicos. Dessa forma, as monocamadas de células Caco-2 séo
consideradas bons modelos para prevencdo da absorcdo de farmacos
(ARTURSSON & KARLSSON, 1991). No decorrer dos anos as células Caco-2 vem
sendo amplamente empregadas nos ensaios de analises de absorcdo e
permeabilidade de farmacos, sendo que esse modelo auxilia na identificacdo de
moléculas com potenciais terapéuticos. O mesmo possibilita prever a sua
capacidade de absorcao in vivo, que é fundamental para as triagens de moléculas
em estudos pré-clinicos (SOUSA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007). Na Tabela 3 foi
verificado que todas as moléculas exceto AN tiveram aumento em CACO-2 o que
torna esse um resultado benéfico para essas moléculas ja que segundo a literatura

é previsivel que elas possuam uma maior absorcéo.
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A ligacao as proteinas plasmaticas (PPB, do inglés, Plasma Protein Binding)
possui papel central no transporte de farmacos no organismo humano, afetando de
forma significativa a distribuicdo, e consequentemente, os efeitos farmacoldgicos e
toxicologicos. A PPB é uma medida da afinidade do farmaco pelas proteinas do
plasma, sendo que somente a fragcdo nao-ligada possui capacidade de percorrer 0s
diversos compartimentos biolégicos e se tornar disponivel para interagcbes com o
receptor alvo (MODA, 2011).

Na tabela 3 tem-se o PPB (Plasma Protein Binding ou ligacédo as proteinas
plasmaticas) quanto maior o numero de moléculas/farmaco se encontrarem ligados
as proteinas plasmaticas, maior a capacidade delas de agirem como forma de
reservatério aumentando assim a disponibilidade do farmaco no organismo
(SANTOS et al., 2018). Notou-se que todas as moléculas apresentaram uma leve
diminuicdo na PPB, que esta relacionado a ligacdo as proteinas plasmaticas, se
comparado a molécula do Diazepam, exceto AN, onde entende-se que quanto
maior capacidade delas de atuarem como forma de reservatério, maior sera a
disponibilidade do farmaco no organismo.

A absorcéo intestinal humana (HIA) indica a somatéria da taxa de absorcao
intestinal com a biodisponibilidade da fracdo inalterada do analogo que alcanca a
circulagao sistémica. Importante salientar que ao ser administrado por via oral, a
concentracdo plasmatica serd sempre inferior a 100% em fungcdo da perda no
processo de absorcao intestinal e pela eliminacdo do composto relacionado a
biotransformacédo hepatica (WANG et al., 2015). Na Tabela 3 repara-se que os
valores da HIA apresentados pelas moléculas derivadas do Diazepam sao
semelhantes aos valores do Diazepam sendo assim um resultado satisfatorio
favorecendo o uso por via oral.

MDCK sao células de origem do rim canino, e séo utilizadas para prever a
absorcéo de compostos, através desse parametro € possivel medir a excrecao renal
de substancias (DOLABELA et al., 2018). Analogamente, para fazer uma correlacao
com os resultados do modelo Caco-2 obtidos na andlise in silico, € realizado o teste
de excrecdo em células MDCK, um parametro que mede a taxa de excrecdo dos
farmacos que usa um modelo de células do rim canino. Quando cultivado em mem-
branas semipermeaveis, essas células diferenciam-se em epiteliais colunares apre-

sentando juncdes o0 que as caracterizam como semelhante as células Caco-2
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(CHONG; DANDO; MORRISON, 1997). Ainda na Tabela 3 foi notado que todas as
moléculas possuem um valor de MDCK inferior ao do Diazepam, houve uma dimi-
nuicdo em todos os analogos em relagéo ao prototipo, o que resulta em uma menor
absorcéo do farmaco.

A inibicdo da gp-P melhora a absorcéo intestinal e a distribuicdo tecidual
enquanto reduz o metabolismo do substrato e sua eliminagédo (VAN & GIFFORD,
2003). Desempenha um papel crucial na absorcéo, distribuicdo, metabolizacéo e
excrecao de muitos farmacos no organismo. Atua na protecdo dos tecidos contra
xenobidticos toxicos e metabolitos enddgenos, através da excrecdo destes
compostos para 0 lumen intestinal, bilis, urina e promovendo também a sua
expulsdo do sistema nervoso central (ARAUJO, 2015).

Na tabela 3 também foi apresentado dados relacionados a inibicdo da
Glicoproteina P, onde foi reparado que as moléculas ACI, AC, ABr, ACICh, ACI2 e
AC2 passaram a inibir a glicoproteina P que ao contrario do Diazepam que nao
inibe, uma vez inibida o farmaco entra no cérebro com maior facilidade, sendo esse
um resultado favoravel a uma maior permanéncia da molécula no sistema nervoso

central.

Tabela 4. Comparacao dos dados correspondentes a inibicdo dos citocromos
P450 no diazepam e nas moléculas modificadas de acordo com a plataforma
PraADMET.

Parametros CYP 3A4 CYP2D6 CYP 2C9 CYP CYP 3A4 CYP 2D6

2C19

Moléculas
Diazepam - - - - * #
ACI - - - - * #
AC - - - - * #
AF - - - - * #
ABr - - - - * #
ACICh - - - - * #
ACI2 - - - - * #
AN - - - - * #
AC2 - - - - * #

(+): Inibe (-): ndo inibe (*) substrato (#) ndo substrato

Dentre essas isoformas, o0 CYP3A4 esta envolvido no metabolismo de mais
de 50% dos farmacos e outros xenobidticos (JAYAKANTHAN, 2010). As

consequéncias da inibicdo dos citocromos incluem aumento da toxicidade do
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medicamento afetado pela interacdo, ou quando for um pro-farmaco ocorre reducéo
da efetividade, quando o medicamento € um pré-farmaco e depende da atividade
de enzimas CYP 450, para ativar a CYP2C19 (SILVADO, 2008). A CYP2C19 esta
localizada, principalmente, no reticulo endoplasmatico e na membrana celular,
sendo responsavel por metabolizar inUmeros xenobioticos o diazepam. (LEME,
2021).

A CYP2D6 é responsavel por metabolizar cerca de 25% de todas as drogas
exégenas (HERTZ et al., 2015). Segundo BASINSKA-ZIOBRON (2015), A inibicdo
de citocromos como CYP2D6 é a causa mais comum de interacdes
medicamentosas prejudiciais. Na tabela 4 é visto que ndo houve inibicdo de nenhum
dos citocromos pelo Diazepam e nem pelas demais moléculas, sendo esse um
resultado benéfico pois segundo a literatura a inibicdo desses citocromos poderia
dificultar a metabolizacdo de diversos farmacos, podendo causar interacdes
medicamentosas ou toxicidade medicamentosa.

Tabela 5. Comparacéo entre os dados toxicoldgicos da molécula do diazepam e
apos sua modificacdo de acordo com a plataforma PreADMET.

Métodos Carcinogenicidade Carcinogenicidade Inibic&o do

em camundongos em ratos hERG

Moléculas
Diazepam - - **
ACI - - *
AC - - **
AF - + *%
ABr - + **
ACICh - - *
ACI2 - - el
AN - - *%
AC.2 - - o

(+): positivo (-): negativo  (**): risco médio
A carcinogenicidade se refere a capacidade de uma substancia de ocasionar

modificacfes que possam causar algum tipo de céncer, 0s ensaios para este
parametro exigem longos periodos e utiliza-se na metodologia camundongos e
ratos (SOUZA, 2005).

Com a utilizacao do PreADME, foi possivel realizar avaliacdo dos parametros
toxicologicos em todas as moléculas, onde foi identificado na Tabela 5 que apenas

as moléculas AF e ABr apresentaram carcinogenicidade em ratos, as moléculas
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modificadas e a molécula do diazepam ndo apresentaram agao carcinogénica em
ratos ou camundongos.

A proteina codificada pelo gene hERG corresponde a um canal de ions
cardiacos seletivo de potassio (SANTANA; MIRANDA; SOUSA, 2020). A predicao
da inibicdo dos genes humanos éter-a-gogo | e Il (hERG | e Il), codifica a
subunidade formadora de poros dos canais de potassio, apresenta um papel
importante na repolarizacdo dos potenciais de acdo cardiaca (LAMOTHE et al.,
2016). A inibicdo desses canais € principal causa para o desenvolvimento da
sindrome do QT longo, levando a arritmia ventricular fatal (PRIEST; BELL; GARCIA;
2008; MAIOR et al., 2011). Na tabela 5 foi avaliado o risco cardiaco pelo teste de
inibicdo do hERG, onde percebe-se que ndo houveram alteragdes nos resultados
das moléculas analogas ao diazepam, ou seja, todas as moléculas apresentem o
mesmo risco (medio risco) de causar arritmia que o diazepam.

Tabela 6. Comparacéo dos resultados do teste de Ames entre a molécula do
diazepam com as moléculas modificadas.

Parametros TA100 (- S9) TA100 (+ TA1535 (-S9) TA1535 (+
S9) S9)

Moléculas
Diazepam
ACI
AC
AF
ABr
ACICh
ACI2
AN

AC2 , + _ - , -
(+): positivo  (-) negativo  (-S9): sem S9 (+S9): com S9
O ensaio de reversdao de mutacdo em Salmonella typhimurium, também

+ + 4+ + + + + +
]
1
1

conhecido como teste de Ames, Teste de Salmonella ou Ensaio do Microssoma, é
um ensaio de mutagénese que visa a identificacdo de substancias com potencial
para induzir mutacdes génicas de tipo frameshift ou por substituicdo de pares de
bases (MARON & AMES, 1983; MORTELMANS & ZEIGER, 2000). Quanto aos
valores preditos, o PreADMET analisa a toxicidade para as cepas TA100 e TA1535
de Salmonella typhimurium, que sao frequentemente usados no teste de Ames o
resultado pode ser calculado levando em consideragcdo o metabolismo (ativacéo

metabdlica pelo figado de rato a 10% de homogenato, + S9) ou sem considerar o
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metabolito (Sem ativacdo metabdlica, -S9) (FERREIRA; BRANDAO; DOLABELA,
2020).

TA1535 detecta mutacbes por substituicAho de pares de bases
(BERNARDES, 2016). As cepas TA100 séao utilizadas para deteccédo de agentes
gque possam induzir metilacdo e causar substituicdo de pares de bases (G-C) (AIUB
& FELZENSZWALB, 2011). Na Tabela 6 foi avaliado o teste de Ames observa-se
gue a maioria das moléculas derivadas do Diazepam ndo foram mutagénicas nas
cepas TA1535, onde o préprio Diazepam possui mutagenicidade, exceto as
moléculas ACI, AC e AF, ja entre os metabolitos de todas as substancias nenhum
apresentou alteragdes em mutagenicidade. Nas cepas de TA100 todas as
moléculas apresentaram mutagenicidade, assim como o0 Diazepam, jA& o0s
metabolitos de todas as moléculas ndo apresentaram mutacéo para essas cepas.

Tabela 7. Dados Toxicologicos gerais do Diazepam e das modificacfes analogas
ao Diazepam de acordo com a plataforma ProTox-3.

Parametros  DL50 Carcino Imuno Muta Cito
(mg/kg) genicidade toxicidade genicidade toxicidade
(%) (%0) (%) (%)
Moléculas
Diazepam 48 90 97 93 50
ACI 48 90 96 93 50
AC 670 87 85 91 91
AF 670 89 76 91 50
ABr 670 89 85 92 51
ACICh 670 87 82 91 50
ACI2 940 90 89 93 50
AN 48 76 77 78 51
AC2 - 2300 79 A 50 _ 75 » 64
(*) Ativos

A DL50 de uma substancia refere-se ao grau de toxicidade aguda de subs-
tancias quimicas, correspondendo a dose suficiente para eliminar 50% dos seres
vivos expostos (OLIVEIRA & ISABELLE 2022). Segundo BERNIK (1990), drogas
como os benzodiazepinicos apresentam uma maior margem de seguranca quando
o valor da DL 50 esta distante da Dose terapéutica apresentando menos efeitos
colaterais aumentando o indice de adesédo ao tratamento. Na tabela 7, € notado que
a maioria dos analogos apresentaram uma dose letal superior ao Diazepam, confe-
rindo uma margem de seguranca melhor que a do Diazepam, exceto as moléculas
ACl e AN.
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Os demais parametros analisados na tabela 7 (Carcinogenicidade,
Imunotoxicidade, Mutagenicidade e Citotoxicidade) se apresentaram inativos no
Diazepam e em todas as moléculas desse trabalho, dessa forma € previsto assim
0 ndo surgimento de efeitos toxicos dessas moléculas nesses respectivos
parametros. Segundo SAKAI (2009), o Diazepam foi classificado como uma
substancia com evidencias inadequadas de indugéo de carcinogénese em humanos
e em animais. Em testes in vivo realizados com hamsters o Diazepam nao
apresentou efeitos mutagénicos (IARC, 1987).

SILVA & PALERMO (1999), detectou a presenca de efeitos imonotéxicos e
neurotoxicos em ratos expostos ao Diazepam. De acordo com CORREIA (2017),
ao realizar uma avaliacdo do surgimento de atividades citotoxicas detectou que o
diazepam nao apresentou citotoxicidade. O diazepam ndo € hepatotoxico nem
nefrotéxico (THURMON et al., 1996). Segundo HUGHES (2020), ao realizar uma
pesquisa in vivo com 27 ratos avaliando os efeitos cardiovasculares do Diazepam
e da cloroquina alegou que n&o houve surgimento de cardiotoxicidade ou efeitos
cardiacos prejudiciais originados do Diazepam, e que o mesmo inibe a PDE4
sugerindo um possivel mecanismo de cardioprotecdo, embora isso ocorra em
concentracdes mais baixas.

Tabela 8. Dados Toxicoldgicos em érgaos do diazepam e das modificacdes
analogas ao Diazepam de acordo com a plataforma ProTox-3.

Hepato Neuro Nefro Toxicidade Cardio

Parametro Toxicidad Toxicidad Toxicidad Respiratori Toxicidad
e e e a e
S (%) (%) (%) (%) (%)

Moléculas

Diazepam 72 | 99 * 86 | 84 * 86 |
ACI 76 | 99 * 86 | 84 * 86 |
AC 751 o8 * 851 84 * 86 |
AF 77 1 o8 * 86 | 84 * 85 I
ABr 75 | 99 * 86 | 84 * 86 |
ACICh 75 | o8 * 85I 84 * 86 |
ACI2 76 | 99 * 86 | 84 * 86 |

AN 66 | 96 * 841 83 * 851
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AC2 54 1 96 * 821 82~ 88 |

(*) Ativos (1) Inativos

A neurotoxicidade ocasionada pela exposicdo a substancias toxicas € exa-
minada de acordo com testes, as fun¢des cognitivas, como aprendizagem e memoé-
ria, tém sido utilizadas em individuos expostos a solventes e metais pesados. As
comportamentais sdo: sociabilidade, cooperacéo, estado emocional, nivel de ativi-
dade, atencao, irritabilidade e ansiedade (DESPRES et al., 2005).

Os fendbmenos de neurotoxidade mediada por glutamato, podem estar
ligados a outros mecanismos como isquemia pés-traumatica, desequilibro iénico,
metabdlitos, radicais livres e outros neurotransmissores (acido gama amino butirico
— GABA, serotonina) que se assemelham, em determinadas situacoes
experimentais, contribuir para a morte neuronal. (LIMA et al., 2007). Na tabela 8,
nota-se que todas as moléculas apresentam um valor de probabilidade do
surgimento de efeitos neurotdxicos muito proximo ao do Diazepam.

A toxicidade respiratéria € o principal motivo de seguranca da retirada das
drogas do ambito farmacolégico, esse tipo de toxicidade € geralmente
subdiagnosticado, pois pode ndo necessariamente tem sintomas precoces
expressivos e pode ocorrer com morbidade e mortalidade significativas, portanto, é
preciso uma vigilancia cuidadosa (MORAIS, 2022).

Segundo SANTOS (2011), a toxicidade respiratoria pode ocorrer de duas
formas, por ligacdo quimica covalente entre moléculas toxicas ou devido a suas
interagbes quimicas. As interacfes quimicas sdo interacbes covalentes e
irreversiveis que podem ocasionar em reacdes de hipersensibilidade, ja as reacdes
fisicas seriam interacfes fracas ndo covalentes, interacfes eletrostaticas e
interacdes de Van der Walls que causariam irritacédo ao trato respiratério.

Na tabela 8, é perceptivel que os parametros de neurotoxicidade e toxicidade
respiratéria a qual sdo ativos ndo demonstraram alteragBes significativas se
comparado ao Diazepam. Os demais parametros analisados na tabela 8 de
Hepatotoxicidade, Nefrotoxicidade e Cardiotoxicidade ndo demonstraram atividade
tanto no Diazepam como em todas as moléculas desse trabalho, 0 que € um
resultado favoravel pois o surgimento de toxicidade em o6rgdos seria um grande

maleficio ao uso dessas moléculas.
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Segundo SARAIVA (2019), o Diazepam de fato ndo apresenta
hepatotoxicidade estando aprovado para o uso clinico e casos de ansiedade,

perturbacdes compulsivas além da capacidade de sedacao.

CONSIDERACOES FINAIS

Nota-se que todas as moléculas possuem uma probabilidade de ligacdo ao
receptor do GABA superior a 50%, estdo dentro dos padrdes da regra dos 5 de
lipinski, sendo apropriadas para uso oral, apresentaram significativos resultados
farmacocinéticos, inclusive todas as moléculas possuem uma melhor absorcao
intestinal humana quando comparado ao Diazepam e nao inibiram os isotipos de
citocromos, diminuindo a probabilidade de interagbes medicamentosas.

Na andlise toxicologica, a maioria das moléculas analogas ndo foram
carcinogénicas, ndo foram mutagénicas nas cepas TA1535, ja entre os metabolitos
de todas as substancias nenhum apresentou alteracbes em mutagenicidade,
contudo nas cepas de TA100 todas as moléculas apresentaram mutagenicidade, ja
0s metabolitos ndo apresentaram mutagenicidade para essas cepas. A maioria dos
analogos apresentaram uma dose letal superior ao Diazepam, conferindo uma
margem de seguranca, principalmente a molécula AC.2, que apresentou uma DL50
de 2300 mg/kg.

Foi notado que a maioria das moléculas derivadas do Diazepam possuiram
um bom perfil farmacolégico e toxicolégico, sendo que a molécula ACL2 foi o
analogo com melhor perfil, inclusive com probabilidade de ligacdo ao receptor do
GABA de 69%, sendo entdo a molécula com melhores condi¢cdes para

desenvolvimento.
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