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RESUMO

INTRODUGCAO: A osteoporose representa a doenca 6ssea mais comum em todo o mundo, sendo
caracterizada por risco aumentado de fraturas, elevando as taxas de morbimortalidade. A ocorréncia
de efeitos colaterais da terapéutica farmacoldgica usada para mitigar os danos potenciais da
osteoporose limita o uso desses agentes, estimulando a pesquisa de novos compostos. A catepsina K
(CatK), proteina expressa pelos osteoclastos cuja inibi¢cdo aumenta a massa 0ssea, apresenta-se como
uma via para o desenvolvimento de novos tratamentos. OBJETIVO: Este estudo teve como objetivo
desenvolver um modelo de inteligéncia artificial de busca de moléculas potenciais para o tratamento
da osteoporose através da identificacdo de farmacos ja aprovados no mercado ou moléculas testadas
em ensaios bioldgicos que tenham como mecanismo de acdo a inibigdo da Catk. METODOS: O
modelo de machine learning foi desenvolvido na plataforma Google Colab em linguagem Python3.
As bibliotecas ChEMBL, pandas, numpy e rdkit foram utilizadas para a execugdo deste modelo. Foi
usado o critério de avaliacdo com base no modelo Quantitative Structure-Activity Relationship
(QSAR). O teste de docking molecular foi utilizado para confirmacdo da ligacdo das possiveis
moléculas descobertas no sistema de inteligéncia artificial com o alvo CatK. Foi utilizado o recurso
computacional Autodock Vina 1.2. ANOVA one-way seguido de Tukey que foi utilizado para analise
dos resultados. RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Foram encontrados 3 inibidores em potencial,
sendo um ja relatado na literatura e dois novos ainda ndo referenciados, que apresentaram maior
afinidade molecular com a CatK do que o composto ja conhecido, o que demonstra o potencial de
novos inibidores da Catk no tratamento da osteoporose. CONCLUSAO: Demonstrou-se o efeito de
interacdo de 3 estruturas agonistas descobertas e redirecionadas por inteligéncia artificial com
potencial de atividade na proteina CatK. Os dados deste estudo poderdo ser usados na prospeccao de
farmacos para o tratamento de doencgas dsseas.
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1. INTRODUCAO

A osteoporose representa a doenga 6ssea mais comum em todo o mundo, afetando homens e
mulheres idosos de todas as origens étnicas, sendo caracterizada por baixa densidade dssea e
deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo, com o consequente aumento no risco de fraturas,
elevando as taxas de morbimortalidade (ANAM AND INSOGNA, 2021). Essas caracteristicas da
doenca impactam diretamente na qualidade de vida dos pacientes e nos servicos de saude.

Uma vez diagnosticada, as consequéncias potenciais da osteoporose podem ser mitigadas por
medidas ndo farmacologicas (ingestdo adequada de proteinas, calcio e vitamina D, pratica regular de
exercicios), juntamente com medidas farmacoldgicas (suplemento de calcio e vitamina D,
bisfosfonatos, imunobioldgicos, moduladores do receptor de estrogénio e agonistas do receptor do
paratormoénio-1). No entanto, a ocorréncia de efeitos colaterais, como fraturas e eventos
cardiovasculares, limita o uso desses agentes. Desta forma, esse cenario representa um terreno fértil
para a prospec¢do de novos compostos.

A catepsina K (CatK), uma cisteina-protease, é expressa pelos osteoclastos e degrada o
colageno tipo I, principal componente da matriz 6ssea organica. Estudos pré-clinicos demonstraram
que a inibicao de CatK aumenta a massa 0ssea, melhora a microarquitetura e a forca 6ssea (DUONG
ET AL., 2015). Contudo, um estudo multinacional randomizado, duplo-cego de fase Il de um
inibidor da CatK (odanacatibe) em mulheres na p6s-menopausa com osteoporose revelou que seu uso
estava associado ao risco aumentado de acidentes vasculares cerebrais (MCCLUNG ET AL., 2019).
No entanto, considerando que a biologia subjacente e os efeitos clinicos da inibicdo da CatK podem
orientar futuras abordagens terapéuticas para a osteoporose, (DRAKE ET AL., 2017), o
reposicionamento de farmacos pode representar uma estratégia interessante para superar essas
questdes. De fato, o reposicionamento de farmacos busca encontrar novos usos para medicamentos
existentes, o que pode acelerar o desenvolvimento de novos medicamentos com perfis de seguranca
conhecidos para novas populacdes de pacientes (PARVATHANENI ET AL., 2019).

Métodos computacionais sdo capazes de prever novas associacGes de drogas-doenca para
reposicionamento de drogas com base em medidas de similaridade entre moléculas e processos

bioldgicos. Dentre esses métodos, os ensaios in silico podem ser mencionados como um dos exemplos

de recursos computacionais usados para o redirecionamento de farmacos e moléculas potenciais.
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Nesse estudo buscou-se identificar, por meio de acesso a dados moleculares, farmacos ja
aprovados no mercado ou moléculas testadas em ensaios biol6gicos que possam ter como mecanismo
de acdo a inibicdo de CatK. Assim, esse estudo tem como objetivo desenvolver e testar um novo

modelo de inteligéncia artificial de busca de moléculas potenciais para o tratamento da osteoporose.

2. OBJETIVO
Este estudo teve como objetivo desenvolver um modelo de inteligéncia artificial de busca de
moléculas potenciais para o tratamento da osteoporose através da identificacdo de farmacos ja
aprovados no mercado ou moléculas testadas em ensaios biol6gicos que tenham como mecanismo de

acdo a inibicéo de CatK.

3. METODO

2.1. Desenvolvimento do modelo de Inteligéncia Artificial

O modelo de machine learning foi desenvolvido na plataforma Google Colab
(https://colab.research.google.com) em linguagem de programacdo Python3. As bibliotecas
ChEMBL, pandas, numpy e rdkit foram utilizadas para a execucao deste modelo. O critério principal
de avaliagdo foi realizado com base no modelo Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR)
dos inibidores baseado nos valores de concentragdo inibitoria média (ICso) das moléculas presentes
no ChEMBL perante a estrutura da proteina CatK. Apo6s a importacdo dos dados, houve uma
classificacdo de inibicdo (ativo < 1000 nM ou inativo > 1000 nM) e triagem dos inibidores pelo seu
valor de % de atividade, % de inibicdo e ECso. Os dados finais passaram pela avaliagdo de Lipinski
(2004) para avaliagdo de biodisponibilidade oral e acessibilidade sintética.
2.2. Docking Molecular

O teste de docking molecular foi utilizado para confirmacdo da ligacdo das possiveis
moléculas descobertas no sistema de inteligéncia artificial com o alvo CatK. Foi utilizado o recurso
computacional Autodock Vina 1.2 (EBERHARDT ET AL., 2021) para execucdo dos céalculos de
interacdo de afinidade molecular baseado na metodologia de BRAZ et al (2020). O método foi

repetido 3 vezes por diferentes tipos de comando. Os critérios de afinidade de ligacdo e interacdes

entre residuos (Interacdes de hidrogénio e hidrofébicas) foram usados para determinar as melhores
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interacBes moleculares. O método de ANOVA one-way seguido do teste de Tukey que foi utilizado

na avaliacao estatistica dos resultados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira fase do modelo detectou 5 mil possiveis inibidores que apresentaram relacdo
estrutura-atividade com a estrutura de CatK. A etapa seguinte foi programada para aceitar apenas 0s
dados de ICsp abaixo de 100 nM, totalizando apenas 40 estruturas. Na terceira etapa, uma classificagcao
foi realizada para selecionar as 10 estruturas com os menores ICso. Na Ultima etapa foi realizado a
avaliacdo de biodisponibilidade oral pela regra de Lipinski, uma técnica que estabelece a qualidade
de um novo farmaco pelos 4 parametros multiplos de 5: log P maior ou igual a 5, Massa Molecular
menor ou igual a 500, aceptores de ligacao de Hidrogénio menor ou igual a 10 e doadores de ligacdo
de hidrogénio menor ou igual a 5 (CHAGAS ET AL., 2018). Assim, obteve-se trés moléculas, a
estrutura CHEMBL115734, que em outros estudos foi inicialmente sintetizada para uso como inibidor
de cisteina-proteases (ZHOU ET AL., 2002); a molécula CHEMBL4851995, que tem ac&o seletiva
em na enzima N-Aciletanolamina Amidase (MALAMAS et al., 2021) e a estrutura CHEMBL77665,
cientificamente denominada arilaminoetilamida, uma estrutura com atividade conhecida com a CatK
(ALTMANN et al., 2002), de modo que esta estrutura foi usada como controle neste estudo. Além
disso, todas as estruturas (Tabela 1) apresentaram um ICso menor que 1 nM, dado esse que é
considerado como moléculas de forte efeito e interacdo de alta afinidade (ARMUTLU ET AL., 2008).

Tabela 1: Resultado final da triagem pelo modelo computacional exibindo 1D, cédigo de rastreio estrutural SMILES,

I1Csp € classe da bioatividade.

ID ChEMBL Cdédigo SMILES 1Cs0 (NM) Classe bioativa
CHEMBL115734 O=C(N[C@@H](Cclcccecl)C(=O)N[C@@ 0,004 Ativa
H]1C(=0O)N2CCO[C@@H]12)OCclcceccl
CHEMBL4851995 Fclec(- 0,056 Ativa

c2ccc(OC(F)(F)F)c(F)c2)cecclCO[C@H]1C]
C@@H](N=C=S)C1
CHEMBL77665  COclccc(NCCNC(=O)[C@H](CC(C)C)NC( 0,032 Ativa
=0)c2ccc(OCc3ccecce3)cc2)cecl

Fonte: autoria propria.

No resultado de afinidade de ligagdo do docking molecular (Figura 1A) foi visto que a

estrutura CHEMBL115734 apresentou valor de -7,93 + 0,25 kcal/mol™ e diferenca estatisticamente

significativa (p<0,0001) em relagdo ao grupo controle. A estrutura CHEMBL4851995 apresentou
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uma afinidade de -7,87 + 0,19 kcal/mol™* com diferenca significativa (p<0,0001). Ja a estrutura
CHEMBL77665 ja evidenciada na literatura como inibidor da CatK obteve um valor de interacdo
inferior de -5,82 + 0,15 kcal/mol, exibindo que as estruturas CHEMBL115734 e CHEMBL4851995
apresentaram uma afinidade molecular mais forte que a estrutura com interagéo conhecida. Na figura
1B, 1C, 1D é possivel ver os encaixes tridimensionais das estruturas CHEMBL115734,
CHEMBL4851995 e CHEMBL77665 respectivamente, na estrutura da proteina CatK.

Figura 1: Resultado do docking molecular entre os ligantes detectados por inteligéncia artificial e a proteina CatK. (A)
Gréfico de afinidade de ligacéo. (B) interacdo de CHEMBL115734, (C) CHEMBL4851995, (D) CHEMBL77665.
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Fonte: autoria propria.

5. CONCLUSAO
Com base neste estudo, foi possivel demonstrar o efeito de interagdo de 3 estruturas agonistas
descobertas e redirecionadas por inteligéncia artificial com potencial de atividade na proteina CatK,
proteina de grande importancia envolvida na osteoporose. O conhecimento obtido com este estudo

poderéa ser usado como uma importante ferramenta farmacoldgica para outras doencas.
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