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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma condicdo neurodegenerativa e irreversivel que
compromete diversas fun¢des cognitivas, incluindo memoria, linguagem e capacidade
de autocuidado. Os farmacos inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) tém
demonstrado eficacia na mitigagdo dos sintomas da DA, apesar de alguns
apresentarem efeitos colaterais colinérgicos, como nausea e vémito, que podem levar
a interrupcao do tratamento pelos pacientes. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo selecionar compostos com atividade inibitéria sobre a AChE humana (hAChE)
descritos na literatura, identificar a regido farmacoforica através de modelagem
molecular e, posteriormente, validar este modelo para utiliza-lo na triagem virtual
baseada em farmacoforo. A predicdo do metabolismo, com os metabdlitos M3-2, que
é formado pela reagao de glutationa (Fase 1), M1-2 e M2-2 formados pela reagao de
S-oxidagao e hidroxilagao alifatica (Fase I), foram ambos reativos, mas sem efeitos
colaterais. Rotas sintéticas tedricas e previsao de acessibilidade sintética para os
compostos mais promissores também sao propostas. Em conclusdo, a modelagem in
silico pode ser usada para novos inibidores candidatos a farmacos para hAChE. Os
compostos ZINC16951574-LMQC2 e ZINC08342556-LMQC5 sao particularmente
promissores para administracdo oral porque tém um perfil favoravel de semelhanca
medicamentosa, excelente solubilidade lipidica, alta biodisponibilidade e
farmacocinética adequada.

Palavras-Chave: Doenca de Alzheimer; triagem virtual, farmacoforo.

Agradecimentos: CNPq, NITT e UNIFAP.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is an irreversible neurodegenerative condition that
compromises several cognitive functions, including memory, language and self-care
ability. Acetylcholinesterase (AChE) inhibitors have shown efficacy in mitigating AD
symptoms, although some drugs have cholinergic side effects, such as nausea and
vomiting, which can lead to discontinuation of treatment by patients. In this context,
this study aimed to select compounds with inhibitory activity on human AChE
(hAChE) described in the literature, identify the pharmacophoric region through
molecular modeling and, subsequently, validate this model for use in virtual
pharmacophore-based screening. Metabolism prediction, with metabolites M3-2,
which is formed by the glutathione reaction (Phase Il), M1-2 and M2-2 formed by the
S-oxidation and aliphatic hydroxylation reaction (Phase ), were both reactive, but
without side effects. Theoretical synthetic routes and synthetic accessibility prediction
for the most promising compounds are also proposed. In conclusion, in silico
modeling can be used for novel drug candidate inhibitors for hAAChE. Compounds
ZINC16951574-LMQC2 and ZINC08342556-LMQC5 are particularly promising for
oral administration because they have a favorable drug-likeness profile, excellent
lipid solubility, high bioavailability, and adequate pharmacokinetics.

Keywords: Alzheimer's disease; virtual screening; pharmacophore.
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1 INTRODUGAO

A doenca de Alzheimer (DA) €, em geral, a forma mais frequente de deméncia,
constituindo doenca neurodegenerativa, progressiva, irreversivel, e heterogénea em
seus aspectos etiologicos e clinicos, apresentando como principais achados
neuropatolégicos a perda neuronal e a degeneragdo sinaptica, com acumulo e
deposi¢cado no cortex cerebral de dois tipos de lesbes principais: placas senis ([3-
amiloide) e emaranhadas neurofibrilares (proteina tau) (PALOP; MUCKE, 2016).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2018),
ha um expressivo aumento da populagdo brasileira idosa e atualmente ha
aproximadamente uma pessoa de 60 anos ou mais de idade para cada duas pessoas
de menos de 15 anos de idade (AGATONOVIC-KUSTRIN; KETTLE; MORTON, 2018)
. A partir dos 65 anos, o risco de desenvolvimento da doenca duplica a cada cinco
anos; sendo assim, uma pessoa de 70 anos tem o dobro de chances de desenvolver
Alzheimer em relagdo a uma de 65 (MUCKE, 2009).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) prevé que até 2050 o numero de
casos aumente em até 500% em toda América Latina. Atualmente alguns dos
principais farmacos eficazes em diminuir os sintomas desta patologia sao:
Galantamina (Reminyl®, 1), Rivastigmina (Exelon®, 2), Memantina (Namenda®, 3) e
Donepezil (Aricept®, 4), ver Figura 4. Contudo, alguns destes medicamentos possuem
colaterais colinérgicos, principalmente nausea e vomito, que levam os pacientes a
descontinuarem o tratamento.

Devido a atual necessidade de novos inibidores da enzima acetilcolinesterase
em humano (hAChE) para o tratamento da doenga de Alzheimer, a quimica medicinal
e a modelagem molecular s&o essenciais para a concepg¢ao e descoberta de drogas.
Nos ultimos anos, a Quimica Medicinal vem buscando novas alternativas e
ferramentas capazes de trazer maior agilidade, seguranga e direcionamento mais
eficiente no planejamento e prospecc¢ao de candidatos a farmacos(DIAS, K. S. T. E.
A., 2015).

Segundo Santos e seus colaboradores (2015), a modelagem molecular € uma
ferramenta muito importante para a descoberta de medicamentos e otimizar protétipos
existentes e desenho racional de candidatos a farmacos. O metabolismo do farmaco

pode produzir metabdlitos com propriedades farmacoldgicas e fisico-quimicas que
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diferem consideravelmente das do farmaco original e, consequentemente, tem
importantes implicagbes para a seguranga e eficacia do medicamento(KIRCHMAIR
2015).

Diante do exposto, a pergunta norteadora é: Quais sdo os compostos com
maior eficacia inibidora da enzima acetilcolinesterase resultantes da triagem virtual
para o tratamento da doenca de Alzheimer?

Assim justifica-se estudar os compostos com atividade inibidora no receptor da
hAChE utilizando técnicas da quimica medicinal computacional para a obtengédo de
resultados com excelentes previsées e com rapidez sobre compostos potencialmente
ativos com acao inibidora, ja que o composto conhecido (Galantamina) apresenta
atividade satisfatoria, porém, possui efeitos colaterais colinérgicos (como por exemplo:
nausea e vémito) que levam os pacientes a descontinuarem o tratamento. Neste sentido,
a importancia na busca de novos farmacos com bons resultados farmacocinéticos e
toxicologicos é pertinente diante do resultado mostrado pelo composto Galantamina.

Avancos e disseminagao de tecnologias computacionais no campo da pesquisa
de drogas atualmente permitem o uso de ferramentas de modelagem molecular e
quimica medicinal computacional para ensinar conceitos importantes de planejamento
de drogas para estudantes de quimica e farmacia (CARVALHO; SILVA; SANTOS,
2018).

Softwares e servidores online sdo selecionados para compor esse recurso
pedagdgico, de modo que possa ser facilmente implementado em qualquer instituicao
equipada com uma conexdo com a Internet e com computadores. Partindo da
estrutura de farmacos conhecidos para obter novos compostos bioativos e, portanto,
€ um instrumento pedagdgico valido para a formagdo académica e de futuros
profissionais que desejam conhecer e adentrar no campo do desenvolvimento de
farmacos (RODRIGUES; F; MANTOANI; EIFLER et al., 2015).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA DE ALZHEIMER
2.1.1 Aspectos Histéricos

Em novembro de 1901, Alois Alzheimer encontrou seu paciente, Auguste Deter,
pela primeira vez. Na época, em sua primeira conversa ele percebe que a mulher de
51 anos apresentara sintomas diferentes de qualquer pessoa que ele ja havia visto
antes(ALZHEIMER, 1906). A doenca de Alzheimer (DA) foi descoberta pelo médico
alemao Alois Alzheimer, em 1907, que classificou como uma doenga neuroldgica de
causa desconhecida, que envolve déficit de memodria, alteragdes de comportamento
e incapacidade para realizar atividades rotineiras(VIEGAS JUNIOR, 2004). A DA
atinge pessoas com mais de 65 anos e causa um grande impacto socioeconémico
devido ao alto custo do tratamento e o choque causado ao individuo e seus familiares,
ver Figura 1 (MUCKE, 2009).

Figura 1- Comparacao entre cortes cerebrais de um cérebro de um paciente com um cérebro
normal e um com a doencga de Alzheimer (DA)

Cérebro normal Cérebro com doenca de Alzheimer (DA)
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Fonte: Adaptado de Alzheimer’s disease Education (2008)

Seidl (2010) afirma que, particularmente, as regides cerebrais mais afetadas
sao o0 neurocortex e o hipocampo, devido as mudangas bioquimicas associadas a
doenca. Além disso, quando ha a perda das conexdes celulares, os neurdnios nao
conseguem funcionar normalmente, isto se da pelo acumulo de uma proteina
chamada B-amiloide e dos emaranhados neurofibrilares (ver Figura 2 e Figura 3). Com
a inevitavel morte destas células, ocorre um processo chamado atrofia cerebral e, na

fase final da doenca, as regides afetadas ja estdo plenamente atrofiadas.
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Figura 2- llustragdo de um cérebro normal com o cérebro de paciente de Alzheimer, na qual os
emaranhados neurofibrilares intracelulares e as placas 3-amiloide extracelulares estao representados.
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Fonte: Adaptado de MUCKE (2009)
Figura 3- Patogénese do Mal de Alzheimer. llustragdo demonstrando o acumulo de placas $-

amiloide, levando a formacgéo de placas amiloide e emaranhados neurofibrilares.
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Fonte: Adaptado de MUCKE (2009)
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2.1.2 Tratamento da Doencga de Alzheimer

Atualmente ndo ha cura para a DA, no entanto, existem varios medicamentos
que comprovadamente retardam a progressao da doenga e tratam os sintomas. Ao
iniciar o tratamento para pacientes com DA, os médicos dividem os sintomas em
categorias “cognitivas” e “comportamentais e psiquiatricas’(MUCKE, 2009). Isso
permite o tratamento especifico dos sintomas que estdo sendo experimentados. Os
sintomas cognitivos afetam a meméria, a linguagem, o julgamento e os processos de
pensamento. Os sintomas comportamentais alteram as ag¢des do paciente e
emoc¢des(FORSTL; KRUZ, 1999).

O tratamento dos sintomas cognitivos envolve a alteracédo do efeito de alguns
importantes mensageiros quimicos no cérebro. Esses mensageiros quimicos ajudam
a transmitir sinais ao redor do cérebro. Quando ha uma falta deles, os sinais ndo sao
transmitidos de forma tdo eficaz. Esses sintomas ocorrem porque o dano inicial na
doencga de Alzheimer é geralmente para uma parte do cérebro chamada hipocampo,
que tem um papel central na memoaria no cotidiano(COLLEGE; BETTY, 1998).

Atualmente alguns dos principais farmacos eficazes em diminuir os sintomas
desta patologia sdo: galantamina (Reminyl®, 1), rivastigmina (Exelon®, 2), memantina
(Namenda®, 3) e donepezil (Aricept®, 4, ver Figura 4). Estes farmacos sdo aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA) por serem inibidores da colinesterase, o que
impede a enzima responsavel pela quebra da acetilcolina no cérebro. A acetilcolina
um importante neurotransmissor envolvido no aprendizado e na meméria(RIEDEL;
PLATT; MICHEAU, 2003).

Figura 4- Estrutura dos principais Farmacos atualmente aprovados e disponiveis para tratamento da
Doenga de Alzheimer
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Fonte: Figura desenvolvida utilizando o programa Chemsketch - Autoria Prépria
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2.2 HIPOTESE COLINERGICA
2.2.1 Acetilcolina

A acetilcolina (Ach) é o neurotransmissor produzido pelos neurénios referidos
como neurdnios colinérgicos(COLLEGE; BETTY, 1998), ver figura 5. A acetilcolina é
um dos neurotransmissores mais importantes e atua como mensageiro para o
cerebro.

Esses mensageiros ajudam a transmitir sinais ao redor do cérebro, e quando
ha uma escassez desses mensageiros, 0s sinais ndo sao transmitidos tao
efetivamente ao cérebro que causa perda de memdria e dificuldade de raciocinio etc.
A Ach é o neurotransmissor mais abundante, que pode ser encontrado tanto no
sistema nervoso periférico (SNP) quanto sistema nervoso central (SNC) (MUCKE,
2009).

No sistema nervoso central, a acetilcolina serve como um transmissor
importante nas sinapses do nervo para o nervo no cérebro. Este neurotransmissor foi
encontrado por Henry Hallett Dale no ano de 1914 e sua existéncia foi confirmada por
Otto Loewi. E util pensar em neurotransmissores como mensageiros do cérebro
(AJAY; BEMIS; MURCKO, 2000).

Esses produtos quimicos, que se originam no corpo, ajudam a transmitir
mensagens de um neurdnio para outro neurbnio em milissegundos. Basicamente, os
neurdnios que usam acetilcolina para enviar as mensagens sao reconhecidos como
neurdnios colinérgicos (MOLLER; GRAEBER, 1998).

2.2.2 Quimica da Acetilcolina

A acetilcolina € um éster de acido acético e colina, com a formula quimica
CH3COOCH2CH2N*(CH3)3 e formula estrutural mostrada na Figura 5. A acetilcolina foi
identificada pela primeira vez em 1914, por Henry Hallett Dale, por suas ag¢des no
tecido cardiaco(PATRICK, 2001). Foi confirmado como um neurotransmissor por Otto
Loewi, que inicialmente deu o0 nome de Vagusstoff porque foi liberado do nervo vago.
Ambos receberam o Prémio Nobel de 1936 em fisiologia ou medicina por seu trabalho
(MUCKE, 2009).
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Figura 5- Formula Estrutural da Acetilcolina
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Fonte: Figura desenvolvida utilizando o programa Chemsketch - Autoria Propria

A acetilcolina € sintetizada em certos neurbnios pela enzima colina
acetiltransferase a partir dos compostos colina e acetil coenzima A (acetil-
CoA)(MUCKE, 2009). Compostos mercuriais organicos possuem alta afinidade por
grupos sulfidrila, o que causa disfungdo da enzima colina acetiltransferase. Essa
inibicao pode levar a deficiéncia de acetilcolina e pode ter consequéncias na funcao
motora (MOLLER; GRAEBER, 1998). Normalmente, a enzima acetilcolinesterase
converte acetilcolina nos metabolitos inativos colina e acetato (ver Figura 6). Esta
enzima é abundante na fenda sinaptica, e seu papel na liberagao rapida da acetilcolina
livre da sinapse é essencial para a fungdo muscular adequada(PATRICK, 2001). E
uma enzima rapida que pode rapidamente hidrolisar acetilcolina - 10.000 moléculas
de acetilcolina podem ser hidrolisadas em um segundo por uma molécula dessa

enzima(MUCKE, 2019).

Figura 6- Esquema do Mecanismo da enzima acetilcolina.
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Fonte: Adaptado de Wang (2009)
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2.2.3 Tratamento Terapéutico para Acetilcolina- Bromidrato de Galantamina
(Nome Comercial Razadyne)

A galantamina (ver Figura 8) é um alcaloide terciario, inibidor seletivo,
competitivo e reversivel da acetilcolinesterase. E indicada no tratamento de doenca
de Alzheimer (DA) leve a moderada, bloqueando a hidrélise e aumentando a
concentragcédo de acetilcolina. E deve ser administrada duas vezes ao dia, devido a

uma curta meia-vida de apenas sete horas(HANSEN, 2008).

Um estudo de pesquisa conduzido por Loy e Schneider (2006) investigou o
efeito da galantamina nos sintomas cognitivos em trés e seis meses intervalos.
Pacientes tomando doses de 18-32 mg/dia mostraram melhorias significativas em
ambos os intervalos de tempo(HANSEN, 2008). Os efeitos foram maiores apos seis
meses de tratamento e foram eficazes em melhorar os escores de avaliagao cognitiva
dos participantes (MOLLER; GRAEBER, 1998).

Uma meta-analise de estudos de tratamento de DA por Hansen e um grupo de
pesquisadores descobriu que a galantamina é capaz de retardar o declinio da fungao
cognitiva, com efeitos adversos ocorrendo em uma pequena porcentagem de
participantes (LANCTOT; HERRMANN, 2009).

2.3 TECNICAS DE QUIMICA MEDICINAL E O PLANEJAMENTO DE
FARMACOS
2.3.1 Modelagem Molecular no Planejamento de Farmacos

Segundo a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a quimica
medicinal é definida como uma disciplina baseada na quimica, envolvendo aspectos
das ciéncias biolégica, médica e farmacéutica, cuja missdo € o planejamento,
descoberta, invencao, identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente
ativos, o estudo do metabolismo e interpretacdo do mecanismo de agao a nivel
molecular(CARVALHO, 2003).

A quimica medicinal possui métodos eficientes para otimizar a poténcia e o perfil
farmacolégico de substancias, levando ao planejamento e sintese de substancias
cada vez mais ativas, com biodisponibilidade satisfatéria, desprovido de toxicidade e
metabolismo adequado ao seu emprego terapéutico(WERMUTH, 2003).

Atualmente, existem uma série de complexos da acetilcolinesterase com

inibidores disponiveis no Banco de dados de Proteinas (PDB) figura 7, complexo de
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coédigo PDB 4EY6, apresentado uma resolugéo cristalografica de 2.3983 A. O modo

de ligagao da Galantamina pode ser visualizado na Figura 7.

Figura 7- PDB 4EY6. Em ciano a cadeia lateral A e em cinza a cadeia lateral B,
apresentando a Triade catalitica de Tyr-337, Trp-86A e Glu-202, e as interagdes de
ligacbes de hidrogénio mais importantes com os outros aminoacidos do ligante (-)-
Galantamina da AChE.

Fonte: Figura desenvolvida utilizando o programa Acelerys Studio - Autoria Prépria.

Na Figura 8 e Figura 7, o sitio catalitico & formado pelo residuo de Tirosina (TYR-
337A), Triptofano (TRP-86A) e Glutamina (GLU-202). A ligagcéo inicial e
posicionamento do substrato no sitio ativo da enzima ocorrem por meio da formagao
de ligacao de hidrogénio entre o oxigénio do anel e os grupos hidroxilas de TYR- 337A,
TRP-86A, SER-203A E GLY-122A(GIACOBINI, 1999).

O planejamento de farmacos e a descoberta racional de novos agentes
terapéuticos, compreende o planejamento estrutural de novos compostos bioativos,
buscando a possibilidade de modular um alvo biolégico, langando m&o de moléculas
organicas, objetivando identificar novos padrbes moleculares, inéditos e com
atividades desejada para efeitos terapéuticos (RODRIGUES et. al., 2015).

Conforme estudos de Lima (2007), os primeiros trabalhos de Quimica Medicinal
datam da década de 70. Porém, os trabalhos brasileiros nesta area sao significativos
a partir da década de 90, intensificando-se nos anos 2000.

Estratégias de otimizagdo computacionais de medicamentos foram utilizadas
para o agente antifungico Tioconazol R com o objetivo de aumentar a solubilidade e
polaridade do medicamento administrado por via tépica, modificagdes na estrutura

quimica do composto foram inseridas por meio da introdugéo de substituinte polar (-
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OH) e substituicao de anéis heterociclicos (imidazol e tiofeno) por sistemas polares
(anel triazol) e deram origem ao farmaco Fluconazol R que apresentou maior

solubilidade e atividade contra infecgbes, administrado por via oral(PATRICK, 2001).

2.4.2 Triagem Virtual

A técnica dominante para a identificacdo de novos compostos lideres na
descoberta de drogas € a triagem virtual de grandes bibliotecas de produtos quimicos
contra um alvo biolégico (triagem de alto rendimento)(DIAS, K. S. T., 2015).

Uma abordagem alternativa, conhecida como triagem virtual hierarquica, é
mapear, de maneira computacional, grandes bibliotecas de substancias quimicas para
compostos que complementam alvos de estrutura conhecida e testar
experimentalmente aqueles que se prevé que se liguem bem(WERMUTH, 2003).
Essa triagem virtual baseada em receptor enfrenta varios desafios fundamentais,
incluindo a amostragem de varias conformagdes de moléculas flexiveis e o calculo de
energias de ligagcado absoluta em um ambiente aquoso.

As técnicas de triagem virtual, sdo métodos computacionais, que utilizam a
busca in silico para a sele¢do de compostos organicos promissores como ligantes de
alvos terapéuticos desejados; podendo ser agonistas ou antagonistas de receptores,
ou inibidores enzimaticos(MONTANARI, 2011).

2.4.3 PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS
2.4.3.1 absorgao / administragao

Antes que um composto possa exercer um efeito farmacologico nos tecidos,
ele deve ser levado para a corrente sanguinea - geralmente por meio de superficies
mucosas como o trato digestivo (absorcao intestinal). A captagdo nos 6rgaos ou
células-alvo também precisa ser assegurada. Isso pode ser um problema sério em
algumas barreiras naturais, como a barreira hematoencefalica (RIEDEL; PLATT,;
MICHEAU, 2003).

Fatores como baixa solubilidade dos compostos, instabilidade quimica no
estbmago e incapacidade de permear a parede intestinal podem reduzir o grau de
absorcdo do farmaco apdés a administracdo oral(CARVALHO, 2003). A absorgéo
determina criticamente a biodisponibilidade do composto. Medicamentos que
absorvem mal quando tomados por via oral devem ser administrados de alguma forma

menos desejavel, como por via intravenosa ou por inalagdo(SCHRODINGER, 2011).
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2.4.3.2 Distribuicao

Os farmacos ao alcangarem a circulagdo sanguinea podem se ligar, em
diferentes proporgdes as proteinas plasmaticas. A capacidade de uma droga é afetada
pelo grau em que ela se liga a proteinas no plasma sanguineo (RUDIK,2017). Quanto
menos ligante a droga for, mais eficientemente ela pode transpor as membranas
celular ou se difundir (GOEL et al., 2011). O composto precisa ser levado ao seu local
efetor, na maioria das vezes por meio da corrente sanguinea. A partir disso, o
composto pode se distribuir em tecidos e 6rgaos, geralmente em diferentes graus
(SCHODINGER, 2011).

2.4.3.3 Metabolismo

Os compostos comegam a ser quebrados assim que entram no corpo. A maior
parte do metabolismo de farmacos de pequenas moléculas é realizada no figado por
enzimas citocromo P450 por meio de reagdes redox. Como o metabolismo ocorre, o
composto inicial (pai) € convertido em novos compostos chamados
metabdlitos(RUDIK, 2017). Quando os metabolitos sdo farmacologicamente inertes, o
metabolismo desativa a dose administrada do farmaco original e isto reduz geralmente
os efeitos no corpo. Os metabolitos podem também ser farmacologicamente ativos,

por vezes mais do que o farmaco original(DMITRIEV, 2017).
2.4.3.4 Excregao / Eliminagéo

Os compostos e seus metabdlitos precisam ser removidos do corpo via
excregao, geralmente por meio dos rins (urina) ou nas fezes. A menos que a excregao
esteja completa, o acumulo de substancias estranhas pode afetar adversamente o
metabolismo normal (MUSTER, 2015)

Existem trés locais onde ocorre a excregao de drogas. O rim € o local mais
importante e é onde os produtos sdo excreg¢ao ou a excregao fecal é o processo que
inicia no figado e passa para o intestino até que os produtos sejam finalmente
excretados junto com produtos residuais ou fezes. O ultimo método de excregao é por
meio dos pulmdes (GOEL et al., 2011).
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Em geral, a contribuicdo de intestino, saliva, suor, leite materno e pulmbes a
excregao é pequena, com excegao a exalacao de anestésicos volateis. O metabolismo
hepatico muitas vezes aumenta a polaridade e a solubilidade em agua do farmaco.
Os metabdlitos resultantes, assim, sdo mais prontamente excretados (MUSTER,
2015).

2.4.4 Propriedades toxicolégicas

A toxicologia computacional pode ser definida, em termos gerais, como a
aplicacao de "modelos matematicos e computacionais para prever efeitos adversos e
entender melhor o (s) mecanismo (s)" (IUPAC, 2011). Mais especificamente, o campo
pode ser concebido como aquele que emprega "tecnologia computacional e
processamento de informagao (informatica) para analisar, modelar e estimar a
toxicidade quimica com base nas relagdes de estrutura e atividade (SAR)"(DIAS, K.
S.T., 2015).

Atualmente, existe uma ampla gama de abordagens in silico que seja
empregada para predicdo de toxicidade. Sistemas especialistas "buscam imitar um
especialista humano fazendo previsbes"(FOSTER; ROBERTS, 2010). Eles
compreendem uma "base de conhecimento”, que normalmente codifica o
conhecimento generalizado de especialistas humanos como uma coleg¢ao de regras e
um "mecanismo de inferéncia" que governa como essas regras sdo usadas para
chegar em previsdes para casos especificos (GOMBAR et al., 2007).

E importante notar que esses alertas sdo capazes apenas de gerar previsdes
positivas de toxicidade, e a auséncia de um alerta ndo € uma indicacéo de falta de
toxicidade - ao contrario, um alerta relevante para a classe estrutural do composto

pode simplesmente nao ter sido compilado ainda(DIAS, K. S. T., 2015).
2.4.5 Farmacoforo

De acordo com a IUPAC, o modelo farmacdéforo é um conjunto de recursos
estéricos e eletrbnicos que € necessario para garantir az interagdes supramoleculares
ideais com um alvo ativando (ou bloqueando) a sua resposta biolégica idade
(AGATONOVIC-KUSTRIN; KETTLE; MORTON, 2018).

Conforme estudos de Rodrigues (2015) o conceito de farmacoforo foi

inicialmente introduzido em 1909 por Ehlich, como uma estrutura molécula (phoros)
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que carrega caracteristicas essenciais, responsaveis pela ag¢ao biolégica de um
farmaco (pharmacon’s) e inclui todas as principais caracteristicas envolvidas na
interacéo do ligante com o sitio receptor.

O farmacdéforo engloba caracteristicas quimicas especificas, tais como
potencialidade para realizacao de ligagdes de hidrogénio, aromaticas e hidrofébicas,
entre outras(YANG, 2010).

O farmacéforo representa o conjunto de dominios funcionais das moléculas
ligantes em comum, por meio dos quais se define os tipos de interagdo que fazem
com o sitio receptor. A identificacdo de um farmacdéforo pode servir como um modelo
importante no desenvolvimento racional de farmacos, uma vez que pode auxiliar na
descoberta de novos compostos que pode ligar-se a um receptor alvo(DIAS, K. S. T.
E. A, 2015).

2.4.6 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular € uma técnica computacional in silico, utilizado para prever
conformacao e afinidade de ligagcdo de complexos intermoleculares com base nas
estruturas tridimensionais de moléculas individuais (ANITHA et al., 2013).

Este método € amplamente utilizado no campo do planejamento de medicamentos
baseado em estrutura, no qual os pesquisadores tentam encontrar compostos, que
formardo um complexo intermolecular estavel com uma proteina-alvo.

Sabe-se que a proteina-alvo desempenha um papel vital em um processo
patolégico, de modo que encontrar um inibidor potente é crucial no rompimento de
sua fungdo (COSTA et al., 2018). A triagem inicial de possivelmente milhdes de
compostos em condicdes laboratoriais € muitas vezes um processo muito caro e
demorado para ser viavel e, portanto, métodos rapidos de encaixe molecular sao

usados para eliminar candidatos improvaveis.
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Figura 8- Triade catalitica de Tyr-337, Trp-86A e Glu-202, e as intera¢des de ligagdes de hidrogénio
mais importantes com os outros aminoacidos do ligante Galantamina da AChE.
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2.4.7 PREDICAO DO METABOLISMO UTILIZANDO O SOFTWARE METATOX E
SMARTCYP

A previsdo da estrutura dos metabdlitos pode ser realizada por métodos que
predizem os sitios de metabolismo (SOMs). Geralmente, este método visa as enzimas
da familia do citocromo P450, em particular nas isoformas CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 (WANG, 2009) , uma vez que essas isoformas sao
responsaveis pelo metabolismo e eliminagdo da maioria das drogas e a estimativa dos
efeitos adversos/ colaterais e da toxicidade dos produtos quimicos é uma tarefa
importante na descoberta de medicamentos (IVANOV; LAGUNIN; POROIKOV, 2016).
Os produtos dessas reacdes devem, portanto, ser conhecidos necessariamente antes
que um composto possa entrar em desenvolvimento (SMITH; WATERBEEMD;
WALKER, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Identificar compostos potenciais para o tratamento da Doencga de Alzheimer no

receptor da acetilcolinesterase humana por meio de estudo in silico.

3.2 ESPECIFICOS

Selecionar compostos com atividade anticolinesterasica descritos na literatura
baseados nos valores de I1Cso (NM);

Predizer o padrao farmacoférico para os compostos selecionados no item (a);
Realizar triagem virtual baseada na hipétese farmacoférica validada;
Predizer as propriedades farmacocinética e toxicolégicas dos compostos
obtidos via triagem virtual com potencial atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase;

Avaliar a atividade bioldgica in silico dos compostos promissores;

Realizar docking molecular para a enzima acetilcolinesterase humana dos
compostos selecionados;

Predizer os provaveis sitios de metabolizacdo e metabdlitos gerados dos
candidatos promissores;

Determinar in silico as propriedades toxicoldgicas e farmacocinéticas dos

[{p. )

metabdlitos selecionados no item “g
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 SELEGCAO DOS COMPOSTOS ESTUDADOS

A selecao das moléculas foi realizada de acordo com os valores de atividade
inibitéria (ICsp) baseado em estudos realizados por Atanasova et. al. (2015) como
inibidores da acetilcolinesterase em humano (hAChE), ver Tabela 1. Além disso, o
composto Galantamina (ICso= 4nM) foi utilizado como a pivd e o conjunto das 14
estruturas derivadas da Galantamina da série de moléculas mais ativas (5,62 nM a
94,1 nM) e menos ativas (99,1 nM a 306 nM) em fungéo do ICso(nM) para a realizagéo

das demais etapas de triagem virtual.

Tabela 1- Estruturas e valores de I1Cso para derivados de GAL.
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As estruturas quimicas bidimensionais destes inibidores selecionados foram
construidas usando o ChemSketch 12.00 (ACD, 2010), e subsequentemente
convertido em 3D e otimizados utilizando o software de Discovery Studio 4.0(BIOVITA
FOUNDATION, 2012).

4.2 SELECAO DO ALVO MOLECULAR

Neste trabalho foi realizada a busca do receptor da Enzima acetilcolinesterase na
base de dados online Protein Data Bank (PDB - www.pdb.org) para selecionar a forma
cristalografica da Acetilcolinesterase humana (hAChE) Complexo com Galantamina
(GAL), disponivel sob o cddigo 4EY6 tendo resolucéo de 2.4A, a fim da realizagdo das

etapas posteriores de triagem virtual.

4.3 DESCRITORES FARMACOFORICOS E ANALISE QUIMIOMETRICA

O processo para selegao de variaveis objetiva eliminar descritores redundantes
para uma relacao a atividade bioldgica. Essa etapa foi realizada via analise estatistica
por meio da Regressao Linear Multipla em fungdo do valor de atividade inibitoria
(variavel independente) e outras propriedades farmacoféricas (variavel dependente),
que apresentarem valores de correlagdo de Pearson (p>0.3) usando o programa
Statistica 7(STATISTICA 2004.), conforme estudos realizados por Santos e seus
colaboradores (2015).

O modelo farmacoférico com escore de 32, 692 foi selecionado e validado via
analise analise de agrupamentos por meétodos hierarquicos (HCA) usando os
descritores farmacoforicos moleculares obtidos pelo Pharmagist (SCHNEIDMAN-
DUHOVNY et al., 2008) por meio do método incremental no programa Pirouette 3.11
(Infometrix, Bothell, WA, EUA), usando as estruturas mais ativas (5,62 nM a 94,1 nM)
e menos ativas (99,1 nM a 306 nM) em fung&o do ICso(nM)(ATANASOVA, 2015).

4.3.1 Selecao de Variaveis e Construgao de Hipoteses

A area da quimiometria desenvolve ferramentas computacionais que permitem
explorar os resultados obtidos por meio de analises quimicas, a fim de verificar a
existéncia de similaridades entre as amostras que, por sua vez, correspondem as

semelhancgas na composigao quimica. E, a analise de agrupamento hierarquico (HCA)
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atua no sentido de facilitar a interpretagcao de analises que possuem muitas variaveis,
correlacionadas ou nao entre si (BIRCK; CAMPOS; MELO, 2016).

4.3.2 Validagdo dos Modelos Farmacoféricos

A similaridade existente entre as amostras investigadas, utilizando-se de
algoritmos para HCA, é verificada de maneira bastante pratica, visto que as
proximidades entre as amostras sao apresentadas em um esquema bidimensional,
chamado dendrograma (BIRCK; CAMPOS; MELO, 2016).

De acordo com Ferreira (2015) existem diversas maneiras de se calcular a
distancia entre dois pontos A e B, dAB. A mais utilizada pelos quimicos em estudos
quimiométricos € a distancia Euclideana, definida conforme a Equagao 1, sendo xaj e
xbj as j-ésimas’ variaveis das amostras A e B, respectivamente, contidas no espago

multidimensional RY.

] 1

dap = | ) Gy = 1002 | 2 (1)

= |

4.4 ETAPAS DA TRIAGEM VIRTUAL

4.4.1 Geragao do Modelo Farmacoférico

O farmacoéforo representa o conjunto de grupos funcionais das moléculas
ligantes por meio dos quais se define os tipos de interagao que os ligantes em comum
fazem com o sitio receptor(ANDRADE, 2014). Para encontrar um modelo que
representasse as caracteristicas comuns essenciais ao conjunto de dados foi

realizado um estudo de modelagem farmacoférica baseada em ligante.

Nesta etapa, foi utilizado o servidor online PharmaGist (SCHNEIDMAN-
DUHOVNY et al., 2008), ao qual gera farmacéforos 3D a partir de um conjunto de
moléculas que sao conhecidos por se ligarem a um receptor alvo comum(BIRCK;
CAMPOS; MELO, 2016), para selecionar os 19 derivados a partir da literatura, a GAL
(Galantamina) neste estudo foi escolhida como a molécula pivd (estrutura referéncia
utilizada como parametro). O servidor online sobrepde cada estrutura a pivo e alinha
0 maior numero de caracteristicas comuns para resultar em diversos farmacoforos
com suas determinadas pontuacdes (escore). Os farmacoforos candidatos séo

detectados por alinhamento multiplo flexivel dos ligantes de entrada, onde a
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flexibilidade dos ligantes é tratada de forma expressa e de uma maneira determinista

no processo de alinhamento.

Apos a analise farmacoférica dos compostos selecionados foi realizado a
validacao do melhor Modelo farmacoforico gerado via analise estatistica por meio da
Regressao Linear Multipla em funcdo do valor de atividade inibitoria (variavel
dependente) e propriedades farmacoféricas (variavel independente) que
apresentarem valores de correlagdo de Pearson (p>0.3) usando o programa Statistica
7.0 (STATISTICA, 2004), conforme estudos realizados por Santos e seus
colaboradores (2015).

Seguido pelo programa Discovery Studio 4.0 (BIOVITA FOUNDATION, 2012)
onde um farmacoéforo € definido por suas localizagbes tridimensionais que sao
responsaveis pelas semelhantes atividades bioldégicas de um conjunto de compostos,
além de possuirem caracteristicas essenciais ou subestruturas quimicas, além de
suas respectivas localizagdes tridimensionais que s&o responsaveis pelas
semelhantes atividades biolégicas de um conjunto de compostos(BIRCK; CAMPOS;
MELO, 2016).

Normalmente, as caracteristicas farmacoféricas sdo grupos hidrofébicos,
aromaticos, aceitadores de ligagao de hidrogénio, doadores de ligagédo de hidrogénio,
ionizaveis positivos e ionizaveis negativos, entre outros. As moléculas do multiplo
alinhamento com maior escore serao utilizadas como "input" (arquivo de entrada) no
discovery studio 4.0 para o aperfeicoamento da geracdo do modelo farmacoférico que

sera utilizado para as demais etapas da triagem virtual.

4.4.2 Base de dados — Compostos

Para a descoberta de novos ligantes potenciais, as seguintes bases de dados
de compostos quimicos serao utlizadas: Zinc Purchasable e Thiols,
Alex_Doemling_UDC, Zinc_Drug Database, Zinc_In_Man, Zinc_Natural_Derivatives,
Zinc_Natural_Products e Zinc_FDA BindingD da base de dados ZincPharmer
(http://zincpharmer.csb.pitt.edu/).

ZincPharmer (KOES; CAMACHO, 2012) é uma base de dados de compostos
comercialmente disponiveis para triagem virtual, possui um banco contendo 176
milhdes de conforméros respectivos a 18,3 milhdes de compostos; e as moléculas

precisam apresentar as mesmas caracteristicas e coordenadas neste ponto da
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molécula. Esta base de dados é atualizada regularmente e pode ser usado
gratuitamente no préprio servidor online ou por meio de download, sao projetadas para
fornecer a maior cobertura do espacgo farmacoforo, mantendo a diversidade estrutural.
A plataforma foi desenvolvida por John Irving Laboratério Shoichet no Departamento
de Produtos Farmacéutico-Quimico da Universidade da Califérnia em San
Diego(AJAY; BEMIS; MURCKO, 2000), pode ser obtida por meio do servidor online

em: http://www.zinc.org.

As simulagdes de triagem virtual s&o normalmente utilizadas na fase inicial do
processo de planejamento e geragdo do farmaco, a fim de testar um conjunto de
compostos com potencial atividade biolégica contra o alvo escolhido. De acordo com
Dias (2015) a triagem virtual tornou-se uma metodologia importante para preceder os

ensaios in vitro.

4.4.3 Triagem Virtual Baseado em Farmacoéforo

A triagem virtual baseada em farmacdforo foi realizado por meio do servidor
ZINCPharmer (KOES, 2012) e “refinado” com o Discovery Studio 4.023 usando as
mesmas coordenadas espaciais (X, y, z € R). O programa ZINCPharmer ja se utiliza
do programa Omega 2.0 da OpenEye Scientific Software (http://eyesopen.com)
(KIRCHMAIR et al., 2006) para gerar os conférmeros 3D dos compostos sob analise
e possui um banco contendo 176 milhées de conférmeros respectivos a 18,3 milhdes

de compostos.

ApOs essas técnicas, foi realizado a inspecgéao visual para selecionar apenas os
compostos com semelhanga farmacoférica e maior similaridade em relagéo ao ligante

pivd ou referéncia por meio do software Discovery Studio 4.0.
O processo de triagem sera realizado utilizando os seguintes filtros:

a) Numero de diferentes orientagdes de uma mesma conformagao (Max hits per
Conf): 1;

b) Numero de diferentes orientagdes de diferentes conformag¢des de uma mesma
molécula (Max hits per Mol): 1;

c) Peso molecular: 200 a 500.

d) Numero de ligagdes roteaveis na molécula: 1 a 10.

Materiais e Métodos 37


http://www.zinc.org/

Os compostos selecionados nesta etapa foram determinados as propriedades

farmacocinéticas e toxicoldgicas.
4.3 Propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas

QikProp € um programa de predigdo de propriedades fisico-quimicas como
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do (ADME). QikProp fornece os
resultados das moléculas analisadas, comparando-os com a media dos valores
obtidos para 95% dos farmacos conhecidos, os quais sao utilizados como referéncia
(SCHODINGER, 2011).

A predicao farmacocinética foi realizada no programa QikProp em compostos
resultantes da triagem virtual com base baseados nas seguintes propriedades: #star,
Regra de linpiskl, absorgéo intestinal humana, QPPCaco, QPPMDCK, QPlogPo/w,
CNS e QPlogBB. QikProp fornece os resultados das moléculas analisadas,
comparando-os com a média dos valores obtidos para 95% dos farmacos conhecidos,

0s quais sao utilizados como referéncia (SCHODINGER, 2011).

Para o caso de uma destas moléculas apresentarem efeitos mutagénicos,
carcinogénicos e toxicolégicos foram preditos no programa Derek 10.0 ("Deductive
Estimation of Risk from Existing Knowledge"), ao qual se baseia na busca por
similaridade 2D da molécula em questdo ou seus fragmentos com fragmentos de um

banco de dados com toxicidade ja reconhecida (toxicéforo)(MUSTER, 2015).

O programa Derek 10.0 ("Deductive Estimation of Risk from Existing
Knowledge"), baseia-se na busca por similaridade 2D da molécula em questdo ou
seus fragmentos com fragmentos de um banco de dados com toxicidade ja
reconhecida (toxicéforo), e correlaciona as estruturas com varias caracteristicas
toxicologicas, tais como mutagenicidade, carcinogenicidade, sensibilizacdo da pele,
irritacdo, efeitos reprodutivos, neurotoxicidade, entre outras(FOSTER; ROBERTS,
2010).

As propriedades ADME/Tox (absorgao, Distribuicao, metabolismo e excrecéao /
Toxicologia) dos metabdlitos foram calculadas utilizando o servidor online PreADMET

(http://preadmet.omdrc.org/) baseados em estudos realizados por Costa e seus
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colaboradores (2018). Este servidor calcula propriedades farmacocinéticas como:
Absorcao Intestinal Humana (HIA), permeabilidade de células CaCO, in vitro
(PCaCO0z), a permeabilidade da célula de Maden Darby Canine Kidney (PMDCK),
permeabilidade da pele (PSkin), ligagdo as proteinas plasmaticas (PPB) e a
penetracéo do cérebro sangue de barreira (Cgrain/CBlood), € propriedades toxicoldgicas

tais como: efeitos mutagénicos e carcinogénicos (GOMBAR, et al., 2007).

A ligacdo as proteinas plasmaticas (PPB), penetracdo da barreira
hematoencefalica (BBB), permeabilidade celular em células CaCo2 foram preditas
pelo servidor online PreADMET para os metabdlitos dos compostos com potencial

atividade.

4.4 PREDICAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

A predicdo da atividade dos compostos foi realizada utilizando o programa
PASS (http://www.akosgmbh.de/pass/index.html), o qual prediz com alta acuracia (70-
80%) até 2000 atividades bioldgicas para compostos quimicos. O servidor online
PASS (do inglés “Prediction of Activity Spectra for Substances”) foi utilizado para
predizer a atividade do tratamento da doenca de Alzheimer, CYP3A4 e CYP2D6 nas
moléculas sugeridas como potenciais ligantes da hAChE. Segundo Almeida (2011), a
abordagem utilizada no PASS é baseada na sugestdo de atividade do composto

analisado esta intimamente ligado a estrutura. (Atividade = f(Estrutura)).

Pass Online estima o espectro de atividade previsto de um composto como
probabilidade " de ser ativo" (Pa) e probabilidade "de ser inativo" (Pi). A previsdo deste
espectro pela PASS é com base na analise SAR do conjunto de treinamento que
contém mais de 205.000 compostos que exibem mais de 3750 tipos de produtos
biolégicos atividades. Sendo probabilidades, os valores de Pa e Pi variam de 0.000
para 1.000 e, em geral, Pa + Pi # 1, uma vez que estas probabilidades séo calculadas
de forma independente (POROIKOQV et al., 2003).

Apenas atividades com Pa> Pi sao consideradas possiveis para um composto
particular. Caso, P a> 0,7, a probabilidade de agao farmacoldgica experimental € alta
e se 0,5 <Pa <0,7, a probabilidade de acado farmacoldgica experimental € menor. Se
o valor de Pa <0,5, a chance de encontrar a atividade experimentalmente é menor,

mas pode indicar uma chance de encontrar um novo composto. (MARWAHA, 2007)
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4.5 VALIDAGAO DO DOCKING MOLECULAR PARA O RECEPTOR DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE

A técnica de docking molecular foi realizada utilizando o software AutoDock
Vina (ADT) 1.5.6 na interface PyRx, para a orientacdo dos ligantes de pequenas
moléculas candidatas a compostos bioativos aos seus alvos proteicos a fim de
predizer a afinidade e a atividade da molécula menor. Desta forma, o estudo de
docking molecular encarrega-se de determinar as interagdes entre inibidores e suas
respectivas enzimas (BITTENCOURT, et al., 2019; COSTA et al., 2018).

A realizacdo das analises das interacbes dos residuos de aminoacidos
envolvidos no sitio ativo nos receptores da hAChE extraidos do Protein Data Bank
(PDB), afinidades de ligacdo e seletividade, foi utilizado a estrutura dos ligantes
complexados em posigao fixa e rigida, estabelecendo uma ordem hierarquica em
funcao dos valores das constantes da afinidade de ligacao, via o programa AutoDock
e o programa PyRx 0.8 (Download livre em http://pyrx.sourceforge.net/downloads).
(COSTA et al., 2018).

4.6 ENERGIA E AFINIDADE DE LIGAGAO

A pose cristalografica do composto galantamina (PDB 4EY6), assim como as
melhores solugdes de ancoragem dos compostos promissores dentro do local ativo
em relagdo as suas energias livres de ligagdo, usando um modelo de solvéncia
implicito baseado em fisica. (MASSOVA, 1997).

4.7 VISUALIZACAO DE INTERAGCOES MOLECULARES

O receptor de ancoragem da proteina e os ligantes gerados pelo programa Vina
(ADT) 1.5.6 foram salvos no formato .pdb e foram visualizados na ferramenta de
visualizagdo Discovery Studio (BIOVITA FOUNDATION, 2012). Destaca-se na
visualizacao tridimensional de proteinas, pequenas moléculas, densidade, superficies
e trajetdrias. Inclui também edicdo molecular, tracado de raios e filmes. Os sitios de
ligagdo do ligando e os aminoacidos circundantes dos ligantes foram também
visualizados. Interagbes moleculares na forma de ligagdes de hidrogénio entre

proteinas e ligantes foram caracterizadas.
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4.8 PREDICAO METABOLITA DOS COMPOSTOS MAIS PROMISSORES

Todas as drogas estdo sujeitas ao processo metabdlico, em geral, esses
processos servem para aumentar a polaridade das moléculas. Para a predicdo dos
melhores  compostos sera utilizado o servidor online SMARTCyp
(http://www.farma.ku.dk/smartcyp/) e Metatox (http://www.way2drug.com/mg/).

SMARTCyp é um método para prever quais sitios de uma molécula sao
instaveis para o metabolismo pela isoforma 3A4 do citocromo P450. E também um
modelo de reatividade aplicavel a todas as isoformas do P450. Segundo RUDIK
(2017) WayDrug € um servidor online para predicdo de sitios de metabolismo e o
servidor Metatox pode fazer predi¢des acerca de uma variedade mais ampla de
reacoes, e é capaz de predizer os tipos de transformagao que podem ocorrer no local

do metabolismo e o provavel metabolito formado.

O Metatox € uma plataforma virtual que utiliza algoritmos para predizer os
possiveis sitios de metabolismo de uma molécula. A predigao é feita a partir das
reacoes de fase 1 (oxidacao, reducéao e hidroxilagéo) e 2 (conjugacgao). Isto é possivel
devido a probabilidade de que cada metabdlito gerado é calculado usando a avaliagéo
combinada para as classes de biotransformacao previstas e os atomos reagentes
particulares (RUDIK et al., 2017). Além disso, realiza a predicdo da estimativa da
toxicidade dos xenobidticos integrais dos metabolitos gerados e a geragao da rede
metabdlica é realizada usando o banco de dados do fragmento para todas as classes
de reacao analisadas. (DMITRIEV et al., 2017).

Na aplicagdo MetaTox, a previsdao da modificagdo do substrato € baseada nas
regras de transformacao, o primeiro passo € uma previsao da classe de reacgao para
toda a molécula, ao qual baseia-se no algoritmo do software PASS, que usa MNA
subestrutura (multinivel Bairros dos Atomos) descritores (SADYM et al., 2003) para
representacdo das estruturas moleculares para a construgdo dos modelos de
classificagdo de SAR. A proxima etapa sao dois valores obtidos para cada uma das
classes previstas: PR (probabilidade “para ser a reacao real”) e Pl (probabilidade “para
seja a reagao impossivel”). PR estima a chance de que esta classe prevista de reagéo
ocorrera no experimento. E Pl estima a chance de que esta classe prevista de reagao

nao ocorra no experimento. A probabilidade de geragcdo de metabdlito depende das
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probabilidades calculadas para o substrato (a partir do qual o metabdlito & formado) e

sobre os ramos que o conduzem (RUDIK et al., 2017).

A probabilidade do composto parental € igual a um, Po = 1, e para cada uma
das camadas a soma das probabilidades de todos os metabdlitos também € igual a

um.

Os compostos promissores serao submetidos ao software Metatox, disponivel

em http://www.way2drug.com/mg/, por meio de um desenho bidimensional em uma

base de dados de varios milhares de biotransformacgdes xenobibticas observadas em
humanos e experimentos baseados em células e tecidos. Inclui as informagdes sobre
15 classes de reagdo da Fase | e Fase Il do metabolismo de xenobidticos ().
Analisamos essas reacgoes para identificar os padrées de diferentes transformacoes
do banco de dados de fragmentos. A metodologia aplicada neste trabalho pode ser

vista em um fluxograma na Figura 9.

Figura 9- Fluxograma das Etapas Metodoldgicas

Atanasova et al (2015)

ChemSketuh12,0l © PharmaGist
N

Discovery Studio

</
Derivagdo Farmacoférica I
FARMACOFORO

(= Statistca (C: de Pearson) [[1imc) Aromtico

L Pirouette 4.0 (HCA) JAceptor de Ligagio de Hidrogénio
| e | [ald
Triagem P

Virtual ‘

Derek
QikProp

Predigao de Atividade
ADME/Tox e Metabolismo

i

Composto
proposto

1
( =
9L

Molecular
AutoDock Vina (ADT) 1.5.6

on the PyRx
graphical inten’ace@

Fonte: Autoria Propria

Materiais e Métodos 42


http://www.way2drug.com/mg/

MINISTERIO DA EDUCAGAO ]
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE ENSINO E GRADUAGAO

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS .
COORDENAGAO DO CURSO DE LICENCIATURA EM QUIMICA

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CONJUNTO DE DADOS

Atanasova et al., (2015) sintetizaram derivados da Galantamina com atividades
enzimaticas, disponibilizadas em ICso (concentragao requerida para atingir 50% do

efeito inibitério maximo, em nM), foram convertidas em plCso = (- Log ICso).

Os valores de plCso foram utilizados porque, em estudos de QSAR, é frequente
transformar os valores de suas atividades biolégicas em suas formas logaritmicas
negativas, desta forma os compostos mais ativos apresentam valores mais elevados,
pois, geralmente, os dados das atividades biolégicas podem apresentar uma grande
variagao numérica em determinados intervalos. Isso geralmente € resolvido pela
transformacao de cada valor em seu logaritmo inverso (CRUZ; SERAFIM; DA SILVA;
GIULIATTI et al., 2018).

Para a percepcao do PharmaGist, as 15 moléculas selecionadas foram
utilizadas como entrada, e a Galantamina foi adicionado como pivé, apresentando um
escore de de 32, 692. O modelo obtido através do PharmaGist foi submetido ao
servidor ZINCpharmer, para obter as coordenadas espaciais do farmacoforo. As
estruturas alinhadas compartilhavam 3 caracteristicas farmacoféricas, consulte a

Tabela 3, gerando um modelo com as seguintes coordenadas:

Tabela 2- Coordenadas espaciais do modelo farmacoférico

COORDENADAS

CARACTERiSTICAS
FARMCOFORICAS

Aromatico 8,2 -59,95 -23,93 1,1

Hidrofébico 8,49 -62,48 -25,88 1,0

Aceitador 7,59 -61,43 -22,89 0,5

Fonte: Autoria Propria
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5.2 DESCRITORES FARMACOFORICOS E QUIMIOMETRICOS

As caracteristicas do farmacdforo (Atomos, Caracteristicas Espaciais,
Aromatico, Hidrofébico, Aceitadores e plCso) foram utilizadas para a analise do modelo
farmacoférico por meio de métodos estatisticos que pudessem comprovar o
alinhamento das estruturas. O primeiro método estatistico utilizado foi a correlagao de
Pearson, que teve como objetivo mostrar a correlagdo entre as caracteristicas
farmacofoéricas e a atividade inibitéria das estruturas.

Tabela 3- Resultado da matriz com 7 descritores e a Correlagao de Pearson das variaveis resultantes
das moléculas da triagem virtual em ligante

Caracteristicas

Molécula Atomos Caracteristicas E . Aromatico Hidrofébico Aceitadores pICso
spaciais
1 42 12 11 1 6 4 8.25
2 85 17 16 2 9 5 8.06
3 84 18 17 2 10 5 7.9
4 85 17 16 2 9 5 7.82
5 81 16 15 2 8 5 7.75
6 83 17 16 2 8 6 7.62
7 80 17 16 2 8 6 7.46
8 98 22 21 2 13 6 7.26
9 82 17 16 2 8 6 7.24
10 109 25 24 2 17 5 7.22
11 103 23 22 2 15 5 7.06
12 101 23 22 2 14 6 7.03
13 87 18 17 2 8 7 7.01
14 84 17 16 2 7 7 6.94
15 90 19 18 2 9 7 6.93
16 93 20 19 2 10 7 6.66
Caracteristicas 0,928
0,000
Caracterl_st_lcas 0,928 1,000
Espaciais
0,000
Aromatico 0,806 0,541 0,541
0,000 0,030 0,030
Hidrofébico 0,802 0,944 0,944 0,335
0,000 0,000 0,000 0,204
Aceitadores 0,338 0,187 0,187 0,501 -0,143
0,201 0,489 0,489 0,048 0,597
plcso -0,634 -0,607 -0,607 -0,494 -0,355 -0,804
0,008 0,013 0,013 0,052 0,178 0,000
Correlacgdo de Pearson
Valor-p

Fonte: Autoria Propria

Juntamente com a correlagdo de Pearson, o valor de p foi calculado como o
valor de significancia para o coeficiente, de modo que foi possivel avaliar entre as

correlagdes quais valores devem ser considerados na analise, ver Tabela 3.
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Para a validagdo do melhor Modelo farmacoférico gerado pela analise
estatistica por meio da Regressao Linear Multipla em fungédo do valor de atividade
inibitoria (variavel dependente) e propriedades farmacofdricas (variavel independente)
o coeficiente da correlacdo de Pearson entre as propriedades farmacoforicas e a
atividade biologica apresentaram uma correlagdo proporcional em relagcdo as

propriedades selecionadas, em especial ao grupo aceitador de hidrogénio.

Observa-se também nesta tabela que a correlacdo entre os pares de
parametros farmacoféricos caracteristicas € inferior a 0.928, enquanto a correlagao
entre a atividade inibitoria (plCso) € superior a -0.607, ou seja, apresentando uma
correlagao inversamente proporcional, em especial ao grupo aceitador de hidrogénio.
As caracteristicas farmacoféricas selecionadas representam as caracteristicas
necessarias para a geragdo de modelos farmacoféricos na busca de identificar

potenciais compostos com atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase.

5.3 QUIMIOMETRIA

A partir dos descritores obtidos pelo servidor online PharmaGist das moléculas
derivadas da Galantamina foi realizado o estudo quimiométrico onde obtendo-se o
dendrograma a partir de uma Analise Hierarquica de Agrupamentos (HCA), no
programa PIROUETTE 4.0. dos compostos com a atividade biolégica (plCso) como
variavel dependente e com o cursor de similaridade estrutural em categorias:
moderadamente (a), mais (b) e menos ativas (c), originadas a partir de sete descritores
moleculares (Atomos, caracteristicas, caracteristicas Espaciais, aromatico,
hidrofébico e aceitador) para a geracdo de hipoéteses farmacoféricas mostrado na
Figura 11 para HCA.

O dendograma obtido por levar em consideragdo as caracteristicas
farmacoféricas como variaveis dependentes para o HCA permitiu confirmar as
correlacdes ja descritas nas correlagbes de Pearson entre as caracteristicas Atomos,
caracteristicas, caracteristicas Espaciais, aromatico, hidrofébico e aceitador), ver

Figura 11.

A técnica HCA mostrado no dendograma de similaridade classificou as

estruturas em duas classes (mais ativas e menos ativas), de acordo com suas
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semelhancgas, como podemos ver Figura 11. Observa-se que existem semelhancgas
entre as estruturas, onde é possivel identificar dois agrupamentos principais. No maior
agrupamento, chamado de mais ativo, estdo as estruturas de 1 a 12 com os melhores
valores de atividade inibitéria, e no menor Cluster, as estruturas de 13 a 16 sdo as

menos ativas, ver Figura 12.

Figura 10- Dendrograma de HCA, correlagao entre caracteristicas farmacoféricas e
plC50.

Grau de Similaridade
1.0 8 6 4 2 0

pICy

Aceitadores

Hidrofébico

Caracteristicas
Espaciais

Caracteristicas

Caracteristicas Farmacofoéricas
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Fonte: Autoria Propria

Assim, percebe-se rapidamente, pelo dendrograma da Figura 11, que as
moléculas 1 e 9 sdo as mais distintas quando comparadas ao restante das estruturas
mais ativas (b). Todavia, as mesmas encontram-se bastante préximas entre si,

indicando elevada semelhanga quimica entre elas.
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Figura 11- Dendograma HCA para as 15 moléculas derivadas da GAL com atividade inibidora de
hAChE e a Galantamina identificada como o numero 1, os clusters estao divididos em: Mais
Ativos representado em azul (a) e menos ativos (b) representado em rosa.
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Fonte: Autoria Propria

E possivel observar no grupo das estruturas mais ativas que a similaridade
entre as estruturas +10 e +11 esta no grupo piperidina o que confirma o valor de
atividade na estrutura 10 (ICso = 58,1 nM) correlacionado com que as estruturas +8
(ICs0 =53,1 nM) e +12 (ICs0 = 94,1 nM) estdo agrupadas no mesmo cluster, porém,
estas apresentam um grupo pirrolidina e morfolina, respectivamente, em fungao dessa

diferenca, a atividade na estrutura 14 (ICso = 113 nM) é o dobro da estrutura 10.

As estruturas +2 e +4 sdo altamente similares por apresentarem ambas um
grupo étamine, a atividade na estrutura +2 (ICso = 6.52 nM) com o grupo étamine
presente é superior a estrutura +4 (ICso = 14.6 nM). Logo, o grupo étamine e a
piperidina possuem mais atividade que o grupo pirrolidina, que por sua vez o grupo

morfolina (étamine> piperidina>pirrolidina>morfolina).
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5.4 TRIAGEM VIRTUAL BASEADA EM FARMACOFORO

A triagem virtual foi realizada utilizando os modelos de farmacoéforo obtidos
(Tabela 2) como restricao; as melhores moléculas classificadas em relagdo as
restricdes farmacoféricas foram selecionadas/ filtradas para cada um dos quatros
modelos obtidos. Apds este procedimento, foram obtidas 25 moléculas, onde 20 n&o
sdo publicados quanto a atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase. E outras 5

moléculas sdo relatadas na literatura como inibidores da enzima acetilcolinesterase.

O arranjo escolhido abrange caracteristicas de todas as moléculas. A triagem
com o uso de filtros no ZincPharmer resultou em 25 compostos, com caracteristicas
espaciais semelhantes ao farmacéforo. O sucesso para o composto apresentar
atividade inibidora da acetilcolinesterase depende da precisao e da especificidade do
farmacoforo obtido(KOES; CAMACHO, 2012).

Essa hipotese farmacoférica € formado por conter trés caracteristicas (1
aromatico, 2 hidrofébicos e 2 aceitadores de ligagao de hidrogénio) colocados no sitio
ativo da enzima com sete residuos de aminoacidos (HIS-447A, TYR-387A, GLY-122A,
SER-203A, GLY-111A, TYR-124A e GLU-202A) cruciais para atividade biolégica, ver

Figura 12. O arranjo escolhido abrange caracteristicas de todas as moléculas.

A triagem com o uso de filtros no ZincPharmer resultou em 25 compostos, com
caracteristicas espaciais semelhantes ao farmacoforo. O sucesso para o composto
apresentar atividade inibidora da acetilcolinesterase depende da precisdo e da
especificidade do farmacoforo obtido(ANDRADE, 2014).

Considerando um total de 6 variaveis (caracteristicas farmacoféricas) por
combinacao simples, sem repeticdo e depois de submeter todas as hipéteses a um
novo refinamento via servidor ZINC, que apresentou resultados significativos, ver

Tabela 4, com 200 compostos selecionados para as etapas posteriores.

As estruturas alinhadas compartilhavam 3 caracteristicas espaciais, consulte a

Tabela 3, gerando um modelo com as seguintes coordenadas:
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Figura 12- Modelo de farmacéforo selecionado para triagem virtual. Esfera laranja
(Anel Aromatico), azul (Hidrofobico) e rosa (Aceptor de Ligagao de Hidrogénio). (a)
Hipotese farmacoférica testada em um conjunto de compostos selecionados. (b)
Hipotese e analise farmacoférica do sitio ativo: as trés caracteristicas estdo em
regides de interagbes com sete aminoacidos importantes no receptor da hAChE.

(a) (b)

FARMACOFORO
Anel Aromatico
Hidrofébico

|Aceptor de Ligacédo de Hidrogénio

Fonte: Autoria Propria
5.5 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS (BIODISPONIBILIDADE ORAL)

Estudo de propriedades fisico-quimicas relacionadas aos parametros da Regra
do Cinco de Lipinski et al., (1997) foram retirados por meio da plataforma online ZINC
(http://zinc.docking.org/), para uma analise detalhada, a maioria dos farmacos que

apresentam biodisponibilidade oral deve satisfazer trés dos seguintes parametros:

e Peso molecular menor do que 500 daltons;
¢ LogP menor do que 5;
e Maximo de cinco grupos doadores de ligagao hidrogénio;

e Maximo de dez grupos aceptores de ligagao hidrogénio.

Os dados para avaliagdo da Regra dos Cinco (ROS) de todas as moléculas

selecionadas, podem ser observados na tabela 4.
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Tabela 4- Parametros Fisico-Quimicos relacionados a Regra dos Cinco para os
compostos obtidos por triagem virtual farmacoférica

COMPOSTOS DALTONS DLH AlH LogP  VIOLAGOES

Galantamina 287.359 1 4 1,8 0
ZINC86196920 208.257 1 3 2,14 0
ZINC16951574 314.405 2 4 2,07 0
ZINC91960073 253.685 0 4 2,78 0
ZINC00067888 332.49 1 1 4,66 0
ZINC08342556 340.452 0 1 2,98 0
ZINC86199797 222.284 1 3 2,64 0
ZINC13108311 349.226 0 5 3,84 0
ZINC32751241 324.413 0 6 3,02 0
ZINC33313765 332.77 0 6 2,66 0
ZINC91364369 250.685 0 4 2,48 0
ZINC15910267 311.385 0 3 5,07 1
ZINC15910273 357.479 0 3 5,50 1
ZINC16035635 339.439 0 3 5,89 1
ZINC12619062 355.394 0 5 4,86 0

Todas as moléculas obedecem ao critério do peso molecular menor do que 500
daltons, maximo cinco grupos doadores de ligagdo hidrogénio e maximo 10 grupos
aceptores de ligagdo hidrogénio. Apenas as moléculas ZINC15910273
ZINC16035635 e ZINC12619062 apresentam violagdo quanto ao LogP.

5.6 PREDICAO FARMACOCINETICA

Estudos de propriedades ADME (absorgdo, distribuigdo, metabolismo e
excrecao) sao utilizados para analise de compostos terapéuticos, devido a baixas
propriedades farmacocinéticas e o0s compostos constituintes triagem virtual
farmacoférica, ver Tabela 5, assim como a pivd (GAL), obtiveram as suas
propriedades previstas utilizando o programa QikProp (SCHRODINGER, 2011).

O perfil farmacocinético dos compostos foi avaliado pelo parametro #Star com
uma pontuagdo geral de aceitacdo de farmacocinética para o parametro de
semelhancga de farmaco, que indica descritores de propriedade fora do intervalo de
valores optimizados para 95% dos farmacos (MALOLO, 2015). O paréametro
relacionado com a absorgédo oral humana (AOH) e porcentagem de absorg¢ao oral
humana (%AOH) demonstraram que todos o0s compostos apresentam bons

resultados, possuindo valores de 3 e 100, respectivamente.
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O modelo celular QPPCaco (nm/ sec) e QPPMDCK (nm/ sec) referem-se a
previsao de absorc¢ao de farmaco por via oral, usada como modelo para a barreira do
sangue intestinal. Os resultados QPPCaco mostraram valores maiores que 1838.444,

indicando excelentes resultados que prevéem boa absorc¢ao intestinal.

O numero de violagdes da regra de Regra do Cinco de Lipinski, conforme
0 parametro no maximo maiores que 4, apenas cinco compostos mostraram
valores iguais a um, e, os demais iguais a zero.
Tabela 5- Valores de predi¢cdes farmacocinéticas: #star, “Ruleof Five”, absorcéo oral

humana, absorc¢ao oral humana (%), QPPCaco, QPPMDCK, QPlogPo/w, SNC e
QPlogBB para a GAL e compostos obtidos via triagem virtual

TRIAGEM COMPOSTO #STAR RO5 AOH %AOH QPPCaco QPPMDCK QPlogPo/w SNC QPlogBB

ZINC86196920 0 0 3 100 4677.623 2621.609 2.786 1 0.105
ZINC16951574 0 0 3 100 1838.444 1056.986 3.174 2 0.611
ZINC91960073 0 0 3 100 5925.536 7466.586 2.815 1 0.410
ZINC00067888 0 0 3 100 5134.271 4846.351 4.720 1 0.264
ZINC08342556 0 0 3 100 2928.309 2764.505 3.828 1 0.144
ZINC86199797 0 0 3 100 4673.581 4673.581 3.166 1 0.029
ZINC13108311 0 0 3 100 2387.068 5990.536 3.254 1 0.081
ZINC32751241 0 0 3 100 2612.621 2463.966 3.884 1 0.114
ZINC33313765 0 0 3 100 3045.209 4709.309 3.921 1 0.112
ZINC91364369 0 0 3 100 3953.993 4370.126 2.495 1 0.163
o ZINC15910267 0 1 3 100 7909.027  10000.000 5.067 1 0.396
§ ZINC15910273 0 1 3 100 7632.562 10000.000 5.586 1 0.424
8 ZINC16035635 0 1 3 100 8414.974  10000.000 5.496 1 0.425
% ZINC12619062 0 0 3 100 7634.828 10000.000 4.467 1 0.385
E ZINC12564247 0 0 3 100 7602.362  10000.000 4.982 2 0.510
ZINC12623774 0 1 3 100 7802.686  10000.000 5.149 1 0.436
ZINC12649929 0 0 3 100 5072.856 6896.443 4.497 1 0.153
ZINC15910328 0 1 3 100 8419.287  10000.000 5.493 1 0.425
ZINC06435339 0 0 3 100 6862.909 9532.843 4.426 1 0.338
ZINC13362890 0 0 3 100 3705.456 2037.983 2.415 1 0.111
ZINC21657754 0 0 3 100 3792.205 2089.602 2.136 1 0.065
ZINC06817501 0 0 3 100 3639.430 4322.150 2.475 1 0.271
ZINC15910452 0 0 3 100 5052.730 6826.515 4.462 1 0.134
ZINC13995355 0 0 3 100 2886.748 4090.784 4.966 1 0.113
ZINC13995366 0 0 3 100 2618.396 3288.807 4.762 1 0.050

Fonte: Autoria Propria
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Alguns estudos sobre a doenca de Alzheimer tém mostrado que certas
substancias neuroativas sdo capazes de atingir concentragdes superiores no
sistema nervoso central quando comparadas as formas livres, mais abundante na
barreira hematoencefalica(SANTOS et al., 2015).

A permeabilidade celular da barreira hematoencefalica imitava células
MDCK (QPPMDCK), todos os compostos apresentaram bons resultados dentro

dos parametros necessarios sendo maior que 500 nm/sec (CUNHA et al. 2015).

Para os resultados obtidos pelo parametro de QPlogBB devem possuir
valores menores que 1 e para QPlogPo/w (particdo de sangue e cérebro) devem
possuir valores menores que 5, respectivamente, logo, os resultados de QPlogBB
para os compostos selecionados apresentaram valores menores que 0.611, e,
para QPlogPo/w mostraram valores menores que 4.720, ambos com boa previséo

dos compostos (ver Tabela 5).

5.7 PREDICAO DE TOXICIDADE

O programa DEREK ¢ utilizado para prever carcinogenicidade, mutagenicidade
e sensibilizacdo da pele, indica também a probabilidade de um composto possuir
efeitos toxicos, como a classificacdo em seis a categorias: a saber, certo, provavel,

plausivel, implausivel, improvavel ou impossivel (DEARDEN, J. C., et al., 1997).

Na tabela 6 é mostrado os resultados das predi¢des toxicoldgicas para os 25
compostos selecionados por triagem virtual. Com base no efeito téxico da previséo
dos compostos selecionados apenas o ZINC91960073, ZINC00067888,
ZINC13108311, ZINC15910267, ZINC15910273, ZINC16035635,
ZINC12619062, ZINC12564247, ZINC12623774, ZINC12649929, ZINC15910328
e ZINC06435339 apresentaram efeitos téxicos.
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Tabela 6- Previsdo da toxicidade por meio da identificagdo de grupos toxicoféricos
dos compostos obtidos via triagem virtual baseado em farmacoéforo.

Fereeie Alerta de Previsao toxicidade Frimee T e Alerta de
(LhasaPrediction) toxicidade
ZINC86196920 - - -
ZINC16951574 - - -
Carcmogemdﬁadg Agente alquilante
Dano cromossémico
Irritagdo (do olho)
ZINC91960073 Irritacdo (do trato respiratério) PLAUSIVEL
o Haleto de benzilo
Irritacdo (da pele)
Sensibilizagido da pele em humanos Haloalcano
ZINC00067888 Sensibilizagdo na Pele Precursor de catecolo PLAUSIVEL
ZINC08342556 - - -
ZINC86199797 - - -
ZINC13108311 Sensibilizagao na Pele Agente deﬁgloca tiol ou PLAUSIVEL
ZINC32751241 - - -
ZINC33313765 - - -
ZINC91364369 - - -
ZINC15910267 Sensibilizagdo na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL
ZINC15910273 Sensibilizagdo na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL
ZINC16035635 Sensibilizagédo na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL
ZINC12619062 Sensibilizagado na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL
ZINC12564247 He.pgltotmficidade o Tiofeno PLAUSIVEL
Sensibilizagédo na Pele Hidrazina ou precursor
ZINC12623774 Sensibilizagao na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL
Sensibilizacdo na Pele Fenol ou precursor PLAUSIVEL
ZINC12649929 substituido
Hidrazina ou precursor
ZINC15910328 Sensibilizagédo na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL
ZINC06435339 Sensibilizagdo na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL
ZINC13362890 - - -
ZINC21657754 - - -
ZINC06817501 - - -
ZINC15910452 Sensibilizagado na Pele Hidrazina ou precursor PLAUSIVEL

ZINC13995355
ZINC13995366

Fonte: Autoria Propria

5.8 PREDIGCOES DE ATIVIDADE- PASS

A predicao realizada pelo servidor on-line PASS dos compostos oriundos da
virtual, dos 25 (ZINC86196920, ZINC16951574,
ZINC86199797, ZINC13362890 e ZINC21657754) apresentaram as seguintes

atividades, ver Tabela 7.

triagem compostos, 5
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Tabela 7- Predicao de atividade biolégica dos compostos resultantes da triagem virtual usando o
servidor online PASS.

COMPOSTO PA Pl ATIVIDADE

0,957 0,003 CYP2D6 substrato

0,553 0,052 CYP3A4 substrato
GALANTAMINA

0,428 0,055 Tratamento da doenga de Alzheimer

0,31 0,094 CYP3A4 indutor

0,408 0,056 CYP2D6 substrato

0,223 0,124 Tratamento da doenga de Alzheimer

0,553 0,024 CYP2D6 substrato
ZINC16951574

0,264 0,187 CYP3A4 substrato
ZINC08342556 - - -

0,544 0,025 CYP2D6 substrato
ZINC86199797

0,532 0,055 CYP3A4 substrato
ZINC32751241 - - -
ZINC33313765 - - -
ZINC91364369 - - -
ZINC13362890 0,191 0,165 Tratamento da doencga de Alzheimer
ZINC21657754 0,192 0,164 Tratamento da doencga de Alzheimer

ZINC06817501 - - -

ZINC13995355 - - -

ZINC13995366 - - -

Fonte: Autoria Propria

Os valores de Pa e Pi variam de 0.000 para 1.000 indicando as probabilidades
do composto para que seja ativo ou inativo, respectivamente (AMMAR, 2017). Nossos
resultados revelaram que a Galantamina apresentou atividade para substrato
CYP2D6 (Pa= 0,957) e CYP3A4 (Pa= 0,553), tratamento da doenga de Alzheimer
(Pa= 0,428) e indutor CYP3A4 (Pa=0,31), ratificando os resultados in silico neste

trabalho.
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A acetilcolinesterase possui baixa farmacocinética em suas interagdes.
Contudo, considerando que a galantamina é metabolizada no figado por meio de
CYP2D6 e CYP3A4, seu metabolismo hepatico pode ser afetado por substratos
especificos, inibidores ou potenciadores das mesmas enzimas (PASQUALETTI,
2015).

5.9 DOCKING MOLECULAR

A conclusao feita a partir dos estudos da técnica de docking molecular seguido
por calculos de energia e afinidade de ligagdo com uma analise detalhada para o
complexo da enzima hAChE em humano com o Ligante revelaram um padrao de
ligacdo ao da Galantamina com relagdo aos compostos obtidos da triagem virtual.
Estes se ligam no fundo do sitio ativo, abrangendo a ligacao importantes e faz contatos
com residuos de sitio aniénico periférico também. Além destes, o grupo hidroxila dos
compostos ZINC_16951574 (LMQC2) e ZINC_08342556 (LMQC5) estdo atuando
como uma ancora para manter os compostos em suas posi¢gdes atuais por meio de
uma seérie de pontes de hidrogénio com o grupo de nitrogénios do anel. Um classico
n-n interagdo de empilhnamento também foi observada entre o anel fenilico dos

compostos.

Estudos de docking molecular também mostraram que o0s compostos
ZINC_16951574 (LMQC2) e ZINC_08342556 (LMQCS5) foram inibidores mais
potentes do que outros compostos com afinidade de ligagao de -9,2 e -10,0 Kcal / mol,

respectivamente.

Esses compostos exibem interagbes de van der Waals e interagdes
hidrofébicas sdo também encontrados para estabilizar as interagdes. O residuo como
TRP-86A, GLU-202A e TYR-337A parecem estar envolvidos no processo de
interacdes hidrofébicas. Considerando que, no caso da Galantamina, as interagcbes
sao favorecidas principalmente pelo empilhamento formado contra GLU-202A, na
ligacdo de Hidrogénio com atomo de Nitrogénio da cadeia principal do composto
ZINC_16951574 (LMQC2), ver figura 14.

Essas interagcdes podem estar contribuindo parcialmente para a maior poténcia
inibitéria dos compostos em relacdo a Galantamina. Nesse sentido, o perfil de

interagdo dos compostos foi analisado com Autodock Vina (ADT) 1.5.6 via interface

Resultados e Discussdo 55



PyRx, que constréi o espaco de busca no sitio ativo por uma grade com coordenadas
(x =8.817; y = -60.624; z = -23.964) e tamanho (x = 18.522; y = 23.934; z = 11.629)

previamente medido.

O alvo utilizado foi retirado do Protein Data Bank (PDB) devido apresentar pose
bioativa no sitio da Acetilcolinesterase em humano (hAChE) em Complexo com a
Galantamina, disponivel sob o cddigo 4EY6 para prever a afinidade de ligagao entre
os complexos proteina-ligante. A enzima-alvo possui 539 residuos de aminoacidos no

seu alinhamento de sequéncias.

A precisado do estudo de docking molecular foi validada acoplando a enzima
com o ligante cristalizado no sitio ativo, e o desvio quadratico médio (RMSD) sugere
que os parametros padrao de busca e pontuagao foram suficientes para fornecer o
modo de afinidade e inibicdo dos compostos obtidos via triagem virtual (RMSD = 0,07
A, figura 13). Segundo Cruz e colaboradores (2018), o modo de ligagéo previsto
usando docking molecular indica que quando o RMSD é menor que 2,0 A em relagéo

a pose cristalografica de um respectivo ligante, a validagao é considerada satisfatoria.

Figura 13- Representacdo RMSD de ligando cristalografia (verde) e melhor posigcdo de encaixe
molecular (vermelho).

)

¥

Fonte: Autoria Propria
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O composto ZINC_16951574 (LMQCZ2), possui energia de ligagédo = -11,27 kcal
/ mol; figura 15), com interagdes com interagdes de van der Waals com GLY-121A,
interacédo de empilhamento = com PHE-338, enquanto TYR-337 com interagdo n —
alquila com TYR-449A, também interacdo de n — Cation com GLU-202A e TRP-86A.

Figura 14- Representacao das interagdes em 2D (A) e 3D (B) por meio de estudos da técnica de
docking molecular para Galantamina

His (B) .

PHE
(A) B0y 838 B4 AV
Interactions ) Y ’

D van der Waals

D Conventional Hydrogen Bond GLUY
B:202
‘:] Carbon Hydrogen Bond

I:] Amide-Pi Stacked

E] pi-Alkyl

Fonte: Autoria Prépria

O residuo como o composto ZINC_16951574 (LMQC2), possui energia de
ligacédo = -11,27 kcal / mol; figura 15) com interagdes de ponte salina do tipo ligagao
eletrostatica de Oxigénio com o grupo NH2 do ligante com o oxigénio do aminoacido
GLU-202A. A interacao entre o OH do aminoacido TYR-133 e o Carbono do ligante,
evidenciando que é uma ligacao de Hidrogénio, o Carbono é o doador e o OH do

aminoacido é aceitador, ver Figura 15.

Figura 15- Representacgao das interagdes em 2D (A) e 3D (B) através de estudos da técnica de
docking molecular para LMQCS5
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Fonte: Autoria Propria
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O residuo como o composto ZINC_ 16951574 (LMQCS5), possui energia de
ligacdo = -11,29 kcal / mol; figura 16) com interagdes de empilhamento = com TYR-
133A, enquanto TYR 337A com interacédo n - 1 € PHE-338A, TYR-341A e HIS-447A

fizeram interagdes hidrofobas n- alquila, ver Figura 16.

Figura 16- Representacao das interagdes em 2D (A) e 3D (B) através de estudos da técnica de docking
molecular para LMQC5
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Fonte: Autoria Propria

O grafico 1 mostra a afinidade de ligagdo para os compostos resultantes da
triagem virtual no sitio ativo de 4EY6, que foram determinadas nas melhores posi¢oes
e tém a afinidade de ligagdo mais negativa, indicando uma ligagao mais forte (COSTA,
et al., 2018), com base nos valores de AG. Consequentemente, a interagdo entre o

receptor e os ligantes do sitio ativo € mais significativa.

No sitio ativo humano da enzima acetilcolinesterase, o0 composto Galantamina
foi utilizado como controle, uma vez que os outros compostos aqui estudados
apresentam melhores valores de afinidade de ligagc&o e energia livre em comparagéo

a Galantamina, que apresentou um valor de afinidade de ligagao de -9,9 kcal / mol.

Estes valores mostram a semelhanga obtida na sequéncia de residuos de
aminoacidos em que o composto zinc_16951574 (LMQC2) apresentou um valor de
afinidade de ligagao elevada de -9,2 kcal / mol, seguido de zinc_8342556 (LMQC5)
com -10,0 kcal / mol, com uma variagdo de £ 0,7, e £ 0,1 kcal / mol, respectivamente

(ver Grafico 1).
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Grafico 1- Afinidade de ligagdo da Galantamina e dos compostos resultantes da triagem virtual do
receptor da enzima acetilcolinesterase humano no Protein Data Bank (PDB) ID 4EY6.
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Fonte: Autoria Propria

Utilizando a metodologia de ancoragem selecionada, identificamos um
potencial modo de ligagdo para o composto capaz de interagir com o sitio enzima
acetilcolinesterase como potencial ativo, similar a pose cristalografica observada para
a Galantamina (PDB ID 4EY6) em torno da hélice alfa localizada entre os residuos de
aminoacidos TRP-86A, GLU-202A e TYR-337A.

5.9.1 Predigao do metabolismo utilizando o software metatox

De acordo com o servidor online Metatox os seguintes metabdlitos da molécula
de zinc_16951574 (LMQC2) e zinc_8342556 LMQCS5) poderiam sofrer metabolizagéo,

ver Figura 17 e Figura 1s:

As predi¢des para os compostos a zinc_16951574 (LMQC2) e zinc_8342556
(LMQC5) mostram que ocorrem as seguintes reagdes por metabolizagdo: C-
Oxidacao, S-Oxidacao, Hidroxilacao Alifatica, Epoxidacédo e Glutationa, pela enzima

CYP 450 de reagoes de Fase | e |l (Figura 17 e Figura 18).
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Figura 17- Predicdo no Metatox da zinc_16951574 (LMQC2) com os metabdlitos e suas respectivas
reagdes quimicas.
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Fonte: Autoria Propria
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Figura 18- Predicdo no Metatox da zinc_8342556 (LMQC5) com os metabdlitos e suas respectivas
reagdes quimicas.
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Fonte: Autoria Propria

As reagOes catalisadas sao geralmente divididas em dois grupos, chamados
fase | e fase [I|(DE SOUZA; MATIAS PEREIRA; VIANA; FERREIRA et al., 2019). Estas
reagdes expdbem ou introduzem um grupo funcional, por exemplo —OH ou —COOH,
normalmente resulta em um pequeno aumento na hidrofilicidade. As reacdes de
biotransformagao da Fase Il incluem, por exemplo, conjugagdo com aminoacidos
(como glicina) e glutationa(TAXAK; BHARATAM, 2014), como pode se observar na
Tabela 8 e Tabela9:

Tabela 8- Metabdlitos provaveis para o zinc_16951574 (LMQC2), rea¢des quimicas e valores da

probabilidade de a reacdo acontecer e DL50
zinc_16951574 (LMQC2)

Tipo de Fase Reacdo Quimica Probabilidade (PR)
M1 Reacao de Fase | C- Oxidagao 0.8283
M2 (Oxidagao) Epoxidacéo 0.9975

Fonte: Autoria Propria

De acordo com a Tabela 8, o possivel metabdlito M1 da molécula
zinc_16951574 (LMQC2) ¢é formado pela reacdo de Epoxidacdo, ao qual a epodxido
hidrolase catalisa a trans adicdo de agua que podem se formar durante a oxidagao
dependente do citocromo P450 de alcenos alifaticos(KIRCHMAIR 2015).
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Este metabdlito apresenta Arritmia e € carcinogénico na bexiga urinaria em
ratos e camundongos machos. Os alvos preditos para este metabdlito pelo programa
foram inibidores da acetilcolinesterase e da butilcolinesterase, sendo uma importante
propriedade neste estudo. O M2 ndo apresentou efeito colateral, todavia apresentou-
se carcinogénico no figado em camundongos machos e no pulmdo nas
fémeas(RAMCHANDANI, 2013).

Tabela 9- Metabdlitos provaveis para o zinc_8342556 (LMQC5), reagdes quimicas e valores da

probabilidade de a reagido acontecer
zinc_16951574 (LMQC2)

# Tipo de Fase Reacdo Quimica Probabilidade (PR)
M1 Reagéo de Fase | S- Oxidagao 0.9975
M2 (Oxidagao) Hidroxilagéo Alifatica 0.9965
Reacgao de
M3 Biotransformacgéo de Glutationa 0.9950
Fase Il

Fonte: Autoria Propria

De acordo com a Tabela 9, o metabdlito M1 apresentou reacéo de S- Oxidagao

com a probabilidade de ocorrer de 0, 9885 e nao apresentou efeito colateral.

O metabdlito M2, ver Tabela 9, apresenta reacado de hidroxilacéo alifatica que
envolve a insercdo de oxigénio em uma ligacdo C — H, ver Figura 19. No caso de
hidrocarbonetos simples, de cadeia linear, a hidroxilacao alifatica ocorre nos grupos
metilo terminais e nos grupos metileno internos(KIRCHMAIR 2015). A oxidagédo de
alguns alcenos alifaticos produzem metabolitos que sao suficientemente reativos para
se ligarem covalentemente a porgcdo heme do citocromo P450(PARKINSON;
OGILVIE, 2007). O metabdlito M2 apresentou como efeito colateral a insuficiéncia
cardiaca. Com uma probabilidade de ser carcinogénico no estdbmago em
camundongos fémeas e em ratos machos, e carcinogénico no sistema vascular em

ratas fémeas.

Figura 19- As enzimas P450 catalisam preferencialmente a hidroxilagao

—> (FeOH) - C—— —> Fe’ OH—l—

|

(FeO)>" Hl

Fonte: Adaptado Parkinson e Ogilvie (2007)
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Para a predicdo do metabdlito M3, conforme Tabela 9, que é uma reagao de
Fase I, formado pela reagdo de conjugagcdo de xenobidticos com o tripeptideo
glutationa, que é composto por glicina, cisteina e acido glutamico(KIRCHMAIR 2015).
A Conjugacéo de xenobidticos com glutationa é fundamentalmente diferente de sua
conjugacgao com outros aminodacidos e dipeptideos(SIES, 1988), o metabdlito M28 n&o
apresentou nenhum efeito colateral, mas é carcinogénico nos rins em camundongos

machos e na pele em ratos machos.
5.9.2 ADME/Tox

A predicdo de absorcgao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(ADME/Tox) para os metabdlitos formados dos compostos zinc_16951574 (LMQC?2)
e zinc_8342556 (LMQC5) é mostrado conforme obtidas do servidor PreADMET.

A absorgao intestinal humana (HIA) e penetrabilidade celular in vitro usando
modelo de células Cacoz foram utilizados para descreverem a absorgao intestinal de
farmacos. Todos os metabdlitos dos compostos zinc 16951574 (LMQC2) e
zinc_8342556 (LMQC5) apresentaram como sendo bem absorvidos (IAH=70%), ver
Tabela 10.

Os resultados de PCaco-2 mostraram valor médio de 22.9435 nm/s, e de
acordo com os valores podem ser classificados como permeabilidade média (valor
entre 4 e 70 nm/s). O MDCK pode ser usado como uma ferramenta para a triagem
rapida de permeabilidade. Quanto a depuracgao renal, os compostos zinc_16951574
(LMQC2) e zinc_8342556 (LMQCS5) e todos os metabdlitos apresentaram media
permeabilidade (>4-70nn/sec).Os compostos mostraram valores negativos da Ppele,
isto €, n&o serdao administrados por via transdérmica. Mas podem ser considerados

com agao topica, por exemplo, repelentes (Tabela 10).

Tabela 10- Propriedades de absorcdo dos metabdlitos dos compostos mais promissores
ABSORGAO E EXCREGAO

COMPOSTO Metabélito HIA (%) PCaco-2 Ppele (cm/h)  PMDCK (nmisec)
(nm/sec)
zinc_16951574 M1 95.758170 51.9435 -3.92615 283.166
(LMQC2) M2 95.874961 53.1166 -4.44136 57.8788
M1 99.307339 20.3666 -4.1935 80.2919
zinc_8342556

- M2 7. 23.67 -4.41052 45731
(LMQCs) 97.599836 3.6799 05 84.573
M3 95.758170 22.9435 431616 84.0711

Fonte: Autoria Propria
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Com relagao as propriedades de distribuigdo utilizou-se os parametros:
ligacdo a proteinas plasmaticas (PPB (%), coeficiente de particdo cérebro/sangue
BBB e (C.brain/C.blood). Neste estudo, os valores calculados de PPB variaram de
29.66% e 96.36%, onde os metabdlitos dos compostos estudados mostraram
fracamente ligados com as proteinas plasmaticas com valor menor que 90%, com
excegdao dos metabdlitos M1 e M3 do composto zinc 8342556 (LMQC5) que

apresentaram fortemente ligados a proteinas plasmaticas (PPB >90%).

A penetragdo da barreira hematoencefalica € um fator critico nocampo
farmacéutico, e compostos inativos no SNC (Sistema nervoso central) ndo devem
atravessar, a fim de evitar efeitos colaterais(AJAY; BEMIS; MURCKO, 2000). Dos
compostos investigados para este parametro, todos os composto apresentaram valor
de Carain/Cbiood menor que 1, caracterizando efeitos inativos no SNC.

Tabela 11- Distribuicao das propriedades de PPB e de penetragéo da barreira Hematoencefalica para
0s metabdlitos dos compostos mais promissores

Distribuigao
COMPOSTO  Metabélito PPB (%) BBB
CBrain/CBIood
zinc_16951574 M1 44430986 0.663151
(LMQC2) M2 29.666364  0.476563
I M1 96.361373 0.96609
zinc_

Tacs) M2 89.331353  0.246839
M3 90.730886  0.233788

Fonte: Autoria Propria

Os resultados referentes as previsbes das propriedades toxicoldgicas
(mutagenicidade e carcinogenicidade) dos metabdlitos dos compostos zinc_ 16951574
(LMQC2) e zinc_8342556 (LMQCS), estdo descritos na Tabela 12. As previsdes de
mutagenicidade, foram avaliadas utilizando-se o teste de Ames, enquanto que na

carcinogenicidade utilizou-se ratos e camundongos como modelo animal.

O ensaio de carcinogenicidade visa identificar o potencial cancerigeno em
animais e avaliar o risco em seres humanos, e, a predicdo no rato nos metabdlitos dos
compostos LMQC2 e LMQC5 apresentaram evidéncia de atividade carcinogénica.
Nos Camundongos, apenas o M1 e M2 do composto LMQC2 obteve previséo positiva,

isto €, ndo ha evidéncia de atividade carcinogénica.
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Tabela 12- Propriedades toxicoldgicas, cancerigenas e de Mutagenicidade para os
metabdlitos dos compostos mais promissores

Carcinogenicidade Teste de Ames
Rato Camundongo Mutagenicidade

COMPOSTO METABOLITOS

zinc_16951574 M1 Negativo Positivo Mutagénico
(LMQC2) M2 Negativo Positivo Mutagénico
8342556 M1 Negativo Negativo Mutagénico

zinc_ 55 . . a
(LMQC5) M2 Negativo Negativo Mutagénico
M3 Negativo Negativo Mutagénico

Fonte: Autoria Propria

Os outros metabdlitos dos compostos LMQCS apresentaram uma previsao
negativa, o que pode caracterizar atividade carcinogénica. Ao analisar a
mutagenicidade, todos os metabdlitos dos compostos LMQC2 e LMQCS5 mostraram

previsdes mutagénicas, ver Tabela 12.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos por meio da modelagem
computacional constituem etapas importantes do ponto de vista tecnolégico(IVANOV;
LAGUNIN; POROIKOV, 2016), pois compreende o conjunto de conhecimentos
necessarios para a formacdo de novos medicamentos, visto que esta fase de
produgcdo resulta em uma série de testes de eficacia, toxicidade, testes

farmacoldgicos, dentre outros.

A HCA foi adequado para a validagdo de modelo farmacoférico, visto que é
possivel visualizar a disposicdo das moléculas em relacdo as suas semelhangas
estruturais e, assim, realizar suposi¢cdes de como podem agir contra a doenga. Além
disso, a sintese destas substancias e de derivados planejados, permite que se
estabeleca o farmacoéforo e que se module o perfil bioldgico, representando uma
excelente oportunidade para a atuagédo de quimicos organicos sintéticos e medicinais

na sintomatologia de diversas doengas, inclusive da doenga de Alzheimer.

Os compostos LMQC2 e LMQCS5 apresentaram um perfil potencial, sugerindo
seletividade e propriedades inibitérias satisfatoria para a hAChE, fornecendo vias para
enriquecer a presente base de dados entre um conjunto de compostos
estruturalmente relacionados por meio de triagem virtual baseado em farmacéforo,
seguido de predigdes metabdlicas no sitio citocromo P450 e sendo menos toxicos com
melhor absorgao, distribuigdo, metabolismo e excre¢gdo (ADME), acarretando assim

um inicio de uma nova etapa para a Quimica Medicinal Computacional.

O presente trabalho utilizou metodologias para predizer uma etapa importante
nas interagdes das estruturas com residuos de aminoacidos no sitio ativo de ligagao
da hAChE, visto que os aminoacidos sdo muito versateis (SANTOS et al., 2015),
atuando como neurotransmissores, como por exemplo, no Sistema Nervoso Central,
ao qual estimula um neurotransmissor excitatérios e/ ou inibitérios. Os compostos
selecionadas necessitam serem testadas in vitro ou in vivo, afim de confirmar a

atividade inibitoria para a hAChE, bem como as predigdes in silico.
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