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ABSTRACT

In this work, several concepts and features concerning oral bioavailability
were discussed. It was illustrated how different parameters, especially
physicochemical parameters, influence the bioavailability of drug-like
compounds. Some rules of the oral bioavailability, such as Lipinski's Rule of 5
and others was analyzed, and it was shown that they are useful for fast-
filtration of drug candidates, but their using should be correlated with other
analyses, to predict intra- and inter- molecular interactions that affect
absorption of biological compounds.
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Odata administrat, un compus este absorbit in stomac, duoden sau
intestin, in dependentd de pH-ul sau isoelectric. Difuzdnd prin membrana
celulara, acesta ajunge in sange, unde se dizolva sau este transportat de
anumite proteine catre tesutul tinta. Ulterior, compusul strabate membranele
celulare fosfolipidice, prin difuziune simpla, sau transport directionat. In
farmacologie, biodisponibilitatea (BD) este o subcategorie a absorbtiei,
reprezentand fractiunea dozei administrate de medicament care ajunge in
circulatia sistemica (Hebert, 2013). Astfel, scorul de biodisponibilitate este un
factor important in stabilirea dozelor de medicamente administrate, dar si in
cadrul cautarii in-silico a medicamentelor. Cercetarea computerizata a
potentialilor compusi activi este un proces complex, care raspunde printre
altele si la intrebarea despre biodisponibilitatea orald a acestora, cu scopul de
a oferi prioritate in testare acelor substante care au o mai mare eficienta de
penetrare a membranelor de la nivelul gastro-intestinal, respectiv de a ajunge
in circuitul sanguin. Scorul BD se acorda prin analiza structurii chimice a
compusului, respectiv a parametrilor fizico-chimici calculati sau prezisi pentru
substanta datd. Regulile biodisponibilitatii orale specifica intervale stabilite
empiric, evaluand dependenta BD a compusilor deja cunoscuti de parametrii
fizico-chimici ai acestora.
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Parametrii fizico-chimici determinati pe baza structurii chimice.
Structura chimica a potentialului medicament poate oferi informatii calculabile
in-silico, daca se iau in calcul interactiunile chimice si fizice dintre atomii
constituienti, adica geometria moleculei, interactiunea dintre atomii legati,
interactiunile dintre gruparile adiacente de atomi, interactiunea moleculei cu
solventul s.a.

Masa Moleculara (MM) reprezinta parametrul cel mai simplu de
calculat. Relevanta acesteia ar putea fi explicata pornind de la prezumtia ca
majoritatea atomilor constituienti ai moleculelor bioactive sunt nemetale cu
masa moleculara mica, respectiv-prin faptul ca o masa moleculara mare indica
un numar mare de atomi, un compus voluminos, care difuzeaza greu prin
membrana celulara. Pe de alta parte, Mm mare ar putea indica prezenta Tn
molecula a atomilor cu masa atomica medie (S, P, Cl) sau mare (metale
tranzitionale, |, As etc.), care manifesta raze mari Van der Waals, respectiv
structura rezultata ar fi voluminoasa.

Coeficientul de partitie (logP) este un parametru calculat in functie de
prezenta regiunilor hidrofobe (deci lipofile) in structura moleculei. Valorile
pozitive ale acestuia permit difuziunea simpla prin membrana fosfolipidica.
Totusi, la valori foarte mari ale acestuia, creste respingerea intre resturile
fosfoesterice ale membranelor si  compus, deci difuziunea e
ingreunata.Numarul de donori (HBD Hydrogen Bond Donors)/acceptori (HBA
Hydrogen Bonds Acceptors) de legaturi de hidrogen e un alt parametru usor
calculabil, deoarece in calitate de donori si acceptori de legaturi de hidrogen
servesc doar atomii de (N,O si F) ,dintre care azotul si oxigenul reprezinta
macroelemente. Numarul mare de atomi donori/ acceptori de legaturi de
hidrogen poate influenta semnificativ absorbtia compusului, deoarece
formarea legaturilor de hidrogen intre apa si compus genereaza un complex
hidratat, cu masa mai mare si o crestere in volum, dar si cu un logP mai mic.
De asemenea, poate duce la interactiuni cu diverse alte molecule.

Numarul de legaturi rotabile (LR) este un parametru care indica ordinul
numarului de conformatii tridimensionale posibile, pe care le poate lua
compusul. Acest parametru se calculeaza strict in functie de structura inserata
in program, prin cuantificare. Totusi, exactitatea acestui parametru ar putea fi
discutabila, deoarece anumite substante prezintd tautomeri (de exemplu
amida < iminol) care difera prin numarul de legaturi simple si duble. De
asemenea, anumite structuri prezinta legaturi simple, imobilizate steric, ceea
ce ar duce la o predictie gresita in cazul considerarii echivalentei rotabil =
simplu.

Aria suprafetei polare (TPSA - Total Polar Surface Aria) este de
asemenea un parametru important, deoarece membrana celulard este
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preponderent hidrofoba (polara la exterior si nepolara in interior, resturile
acizilor grasi fiind mai lungi decéat blocurile polare ale esterului fosforic).
Hidrofobicitatea membranei asigura deci o difuzie mai simpla a substantelor
neutre electric sau slab incarcate.

Sarcina netda a compusului reprezinta sarcina acestuia la pH fiziologic,
care are valoarea de cca. 7.4. Calcularea acestui parametru are la baza
valorile pKa ale gruparilor functionale din molecula, si valoarea optima a
acestuia este un numar intreg, in intervalul [-1;1].

Reguli si filtre

Definirea unei reguli pentru predictia BD in silico are la baza
procesarea unei baze de date a compusilor cunoscuti, in functie de anumiti
parametri studiati. Ulterior, sunt selectate limitele de interval, ntre care
biodisponibilitatea atinge valori considerabile. (Oashi T., Ringer A.L. et al.
2011). llustrarea analizei grafice este redata in FIG. 1.

BD(ua)

Min Max p

FIG. 1. Distributia Gaussiana a compusilor biodisponibili in functie de un parametru arbitrar P, care poate lua
valori continui. Abrevierile in grafic desemneaza: BD (u.a.) - Compusi biodisponibili, unitati arbitrare; Min-
Valoarea luata drept minim de interval; Max- Valoarea luata drept maxim de interval. Aria colorata de sub
graphic, marginita de ordonatele Min si Max reprezinta totalitatea compusilor care se incadreaza in regula

dupa valoarea lui P.

Figura 1 arata totodatd ca predictiile in silico sunt generalizatoare,
functionand in baza unui model statistic si nu a interactiunii reale preparat —
sistem de absorbtie — organism. Interavalele exterioare acestui interval
prezintd compusi biodisponibili, in numar mai mic, insa cu potential
medicamentos.

Pionerul predictiei in silico este considerat Lipinski care a examinat
substantele administrate oral pentru a defini intervalele proprietatilor fizico-
chimice pentru o mai mare probabilitate de absorbtie (Lipinski C. A. et al.
2001). Ulterior au fost elaborate si alte filtre, prentru a prioritiza cercetarea in
vitro si in vivo a medicamentelor prezise computational.
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In Tabelul 1 sunt prezentate criteriile de selectie a biodisponibilitatii
orale pentru medicamente potentiale (drug-like compounds) in conformitate cu
mai multe filtre. Informatiile despre acestea au fost preluate din programul
SwissADME, destinat predictiei proprietatilor fizico-chimice si ale parametrilor
ADME (Daina et al., 2017). Din Tabelul 1 pot fi deduse urmatoarele:

1. Parametrii MW, LogP si TPSA sunt cei mai relevanti, fiind luati in
considerare de majoritatea regulilor.

2. Regula Muegge este cea mai concretd, fiind totodata si o sumarizare a
regulilor Lipinski (excluzdnd moleculele foarte usoare), Veber, si intr-o
anumitd masura a regulilor Ghose si Egan.

TABEL 1. Criteriile utilizate de programul SwissADME pentru filtrele care prezic biodisponibilitatea orala.
Abrevierile semnifica: MM - Masa moleculara, HBA( Hydrogen Bond Acceptor) - Acceptori de legaturi de
hidrogen, HBD (Hydrogen Bond Donor) - Donor de legatura de hidrogen, TPSA (Total Polar Surface Area) -
Aria topologica totalda a suprafetei, RM - Refractia Molara, Nr.A- Numarul de atomi, LR- Legaturi rotabile,
Nr.C- Numarul atomilor de carbon.

Criterii Lipinski Ghose Veber Egan Muegge
MM, Da < 500 160-480 - - 200-600
LogP* (M) < 4,15 (W) [-0,4; 5,6] - (W) <5,88 (X) [-2; 5]
HBA** <10 - - - <10
HBD** <5 - - - <5
TPSA - - <140 <131,6 <150
RM - [40; 130] - - -
Nr.A - [20; 70] - - -
LR - - <10 - <15
Heteroatomi - - - - 21
Cicluri - - - - <7
Nr.C - - - - >4

*LogP poate fi calculat dupd mai multi algoritmi, respectiv fiecare filtru ia in considerare
. MlogP,WlogP,XlogP sau logP
**In cazul regulii lui Lipinski, HBA semnifica atomi de N sau O, iar HBD grupari OH si NH

O alta formulare empirica a fost data de (Hann et al. 2004), pentru
compusii tinta (lead-like compounds): MW = 460, -4 < logP(o/w) = 4.2, logSw
2 -5, LR = 10, Cicluri = 4, HBD < 5, si HBA < 9. Parametrul nou (logSW)
caracterizeaza solubilitatea intrinsecad a compusului in apa si este important in
cazul compusilor hidrofobi, foarte putin solubili.

O problema esentiala a folosirii regulillor de disponibilitate (in modul in
care sunt formulate mai sus) este analiza unitara a fiecarui parametru, fara a
lua in calcul interactiunea dintre acestia. Pe de alta parte, elaborarea unor
reguli mai complicate necesita intelegerea detaliata a proceselor de absorbtie,
a transportului intramembranar etc (Oashi et al. 2011).

Factori aditionali. in foarte multe cazuri, predictia biodisponibilitatii
este complicata de particularitatile structurii chimice ale compusului, care
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genereaza interactiuni intra- si intermoleculare aparte, care sunt complicat de
anticipat Tn formularea regulilor de filtrare (Oashi et al. 2011).

Cele mai simple exemple ar fi situatile in care compusul contine
grupari donor si acceptor de legaturi de hidrogen la distanta de 4-6 atomi,
adica exista posibilitatea formarii ciclurilor intramoleculare stabile de 5-7 atomi.
Procesul de formare a unei legaturi intramoleculare de hidrogen este
exergonic, respectiv. compusul poate sa-si modifice structura tridimensionala.
Pe de alta parte, formarea unor asa legaturi minimizeaza interactiunile dipolare
intre HBD si HBA cu apa, acestea blocandu-se reciproc. Astfel poate fi marita
permeabilitatea compusului fatd de membrana fosfolopidica (Alex et al. 2011).
O ilustrare a acestui proces este redata in FIG. 2.

HN=——CHz3

FIG. 2. Formarea intramoleculara a legaturii de hidrogen intr-un compus in care Donorul legaturii de
hidrogen (gruparea —NH-) si Acceptorul legaturii de hidrogen (gruparea =O) pot forma cicluri stabile (de 5-7
atomi). Formarea acestei legaturi exclude minim 2 molecule de apa de hidratare, deoarece este blocata o
pereche de electroni ai atomului de oxigen si atomul de hidrogen aminic. Tn cazul in care dG%, pentru
aceasta reactie e negativa, compusul cu un astfel de segment structural se va gasi in solutie preponderent
in forma din dreapta.

TABEL 2. Diferenta predictiilor furnizate de programul SwissADME pentru parametrii fizico-chimici ai
tautomerilor capsaicinei.

Tautomer LR HBA HBD RM TPSA(A2) Consensus LogP
Caps.amida 10 3 2 90,52 58,56 3,43
Caps.iminol 9 4 2 92,78 62,05 4,02

Un alt exemplu ar putea fi cazul tautomeriei, cum ar fi cel ntre
structurile amida- iminol. In Tabelul 2 sunt prezentati parametrii fizico-chimici
pentru 2 structuri tautometrice ale capsaicinei, un alcaloid din ardeiul iute,
prezisi cu ajutorul programului SwissADME.

O diferenta majora se observa in cazul LogP penru cei 2 tautomeri,
forma iminol fiind de cca 3,89 ( 10QtcgPminol-LogP@midd)) orji maj hidrofoba decat
forma amidica. Prin urmare, parametrii fizico-chimici ai moleculei respective

161



BAERLE: : An overview of bioavailability in silico prediction

reprezinta in realitate o medie ponderatd a valorilor fiecarei forme, in
coordonanta cu concentratia acestora la echilibru in organism.

Pentru o descriere calitativd mai buna a diferentei structurale
tautometrice, am comparat diferentele in tintele moleculare prezise pentru cei
doi tautomeri ai capsaicinei, cu ajutorul programului SwissTargetPrediction
(Daina et al, 2019). Desi tintele moleculare nu influenteazad direct
biodisponibilitatea, diferentele in repartitia acestora sunt direct corelate cu
structura chimica, respectiv tridimensionala, care la randul sau determina
diferente in absorbtia si distributia compusului.

Datele de intrare pentru SwissTargetPrediction sunt formulele SMILES
ale celor 2 enantiomeri sau formulele lor structurale, rezultatele fiind
probabilitatile de interactiune cu diverse proteine umane (Daina et al, 2019).

FIG. 3.1. si TABELUL 3.1. prezinta tintele moleculare ale capsaicinei
amidice. Informatii detaliate cu privire la tintele acestui izomer sunt disponibile
accesand: http://www.swisstargetprediction.ch/result.php?job=2145561369&0organism=Homo_sapiens

FIG. 3.2. si TABELUL 3.2. prezinta tintele moleculare ale capsaicinei
iminolice. Informatii detaliate cu privire la tintele acestui izomer sunt disponibile
accesand : http://www.swisstargetprediction.ch/result.php?job=964524555&0rganism=Homo_sapiens
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FIG. 3.1. Tintele moleculare prezise pentru tautomerul amidic al capsaicinei

Figurile 3.1. si 3.2. arata diferenta Tn distributia tintelor moleculare
pentru cei 2 tautomeri. Aceasta distributie poate fi explicata prin interactiunea
potentialelor tinte cu molecula intreaga, si nu doar cu segmentul amido-
iminolic. Astfel, se realizeaza o interactiune complexa a gruparii amida-iminol
cu inelul aromatic al capsaicinei, legatura dubla, atomii de oxigen legati de
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inelul aromatic etc., structura avand minim 2 structuri de rezonanta, cate una

pentru fiecare tautomer.

Notabild e potenta tautomerului amidic de a reactiona cu multiple tinte,
n contrast cu tautomerul iminolic, mai putin reactiv. Totodata, amida prezinta o
probabilitate prezisa egala cu 1 pentru 3 tinte moleculare, iminolul avand
probabilitati mici sau nule. Capacitatea de a interactiona cu diverse proteine ar
putea avea impact asupra distributiei compusului in organism, datorita
interactiunii cu proteinele sangvine.

TABEL 3.1. Probabilitatile de interactiune ale tautomemrului amidic al capsaicinei cu unele proteine umane.

Tinta moleculara

Clasa tintei

Probabilitatea

Ciclooxigenaza-1

Oxidoreductaza

Citocrom P450 1A2

Citocrom P450

Receptor vaniloid

Canal de ioni dependent de voltaj

Receptor cannabinoid 1

Proteina receptor cuplata A-G

Receptor cannabinoid 2

Proteina receptor cuplata A-G

Butirilcolinesteraza Hidrolaza
Acetilcolinesteraza Hidrolaza

Receptor opioid sigma Receptor membranar
Anandamid- amidohidrolaza Enzima
Acyl-CoA desaturaza Enzima
Receptor dopaminic D2 Proteina receptor cuplata A-G

1B protein-tirozin fosfataza Fosfataza
Proteina morfogenica osoasa 1 Proteaza
Kinaza cyclic dependenta 5 Kinaza

m Citocrom P450
4 Receptor nuclear
11 Proteaza

1 Izomeraza

2 Fosfataza

.0%

20% 28.0%

7.0%
1.0%

2.0%

T 11.0%

21.0%

Proteina receptor cuplat A-G
Alta proteina citosolica
Proteina secretata

Kinaza

Antigen de suprafata

2
1
i

Proteina receptor cuplat B-G

Receptor membranar
Oxidoreductaza
Enzima

Alta proteina nucleica

FIG. 3.2. Tintele moleculare prezise pentru tautomerul iminolic al capsaicinei
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TABEL 3.2. Probabilitatile de interactiune ale tautomemrului iminolic al capsaicinei cu proteine umane.

Proteina tinta Clasa tintei Probabilitatea

Tromboxan-A sintaza Citocrom P450

Receptor al factorilor activatoare de trombocite | Proteina receptor cuplata A-G

Receptor de 1-sfingozinfosfat Edg-5 | Proteina receptor cuplatd A-G

Receptor glucagonic | Proteina receptor cuplata B-G

Receptor glucocorticoid Receptor nuclear

Proteina activatoare de 5-lipooxigenaza Alta proteina citosolica

Receptor TRAIL 1 Receptor membranar

Beta-secretaza 1 Proteaza

Inhibitor-1 de activator plasminogenic Proteina secretata
CONCLUzII

Metodele de predictie in silico a biodisponibilitatii au ca avantaje timpul
redus de procesare, economia resurselor financiare si umane, fiind extrem de
utile in cercetarea potentialelor medicamente. Totusi, acestea pot prezenta
dezavantaje fatd de experimentul real, descriind cu o exactitate variabila
caracteristicile compusilor biologic activi. In consecinta, utilizarea lor trebuie
coordonata cu verificarea empirica a rezultatelor, iar perfectionarea algoritmilor
trebuie efectuatd permanent, pentru apropierea predictilor acestora de
rezultatele reale.
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