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RESUMO 

 

 

JM-20 COMO COMPOSTO MULTIALVO: AVALIAÇÃO DO POTENCIAL 

ANTIOXIDANTE, INIBIDOR DE COLINESTERASES E CITOTOXICIDADE 

 

AUTOR: Fernanda D’Avila da Silva 

ORIENTADOR: João Batista Teixeira da Rocha 
 

 
Compostos multialvo tem despertado o interesse de muitos pesquisadores. Estas substâncias tem como 

principal característica a capacidade de agir através de diferentes mecanismos de ação, fato relevante em 

casos de patologias originadas por múltiplas causas. Neste contexto, em alguns casos de doenças 

neurodegenerativas pode ocorrer a perda neuronal em determinadas regiões cerebrais as quais contem 

neurônios colinérgicos, consequentemente causando comprometimento de funções cognitivas. O estresse 

oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção das espécies reativas e as defesas antioxidantes 

e pode estar diretamente relacionado as causas ou consequências de patologias relacionadas ao SNC. Estudos 

anteriores mostraram que o JM-20, 1,5-benzodiazepina fundida a uma fração de di-hidropiridina, tem 

diferentes propriedades farmacológicas de interesse clínico. Neste sentido, o objetivo principal deste estudo 

foi avaliar o efeito do JM-20 na AChE e na BChE de diferentes fontes, identificar o tipo de inibição enzimática 

e compreender as interações entre o composto e as enzimas utilizando ferramentas in sílico de docking 

molecular. Além disso, verificar o efeito protetor no estresse oxidativo induzido por Fe2+ em leucócitos e 

determinar a atividade scavenger de radicais livres. Do mesmo modo, averiguar a possível citotoxicidade 

utilizando células sanguíneas humanas e predizer parâmetros ADMET utilizando ferramentas in sílico de 

screening virtual. A BChE utilizada foi purificada de Equus ferus e presente no plasma humano, enquanto que 

a AChE foi de Electrophorus electricus, eritrócitos totais e presente nas membranas isoladas de eritrócitos 

humanos (ghost). As enzimas foram pré-incubadas durante 30 minutos na presença de diferentes 

concentrações de JM-20 (1 nM - 200 μM). Para avaliar o tipo de inibição enzimática, foi realizado um estudo 

cinético variando a concentração do substrato (0,05 - 1,6 mM). O sangue humano foi obtido de voluntários 

saudáveis. Imediatamente após a coleta do sangue, os leucócitos ou eritrócitos foram isolados, lavados e 

tratados com diferentes concentrações de JM-20 e avaliados de acordo com cada teste específico. Os 

resultados demonstraram o potencial efeito inibitório na atividade da AChE. Estes efeitos foram observados 

em todas as enzimas testadas (IC50 = 123 nM ± 0,2 para E. electricus, 172 nM ± 0,2 para eritrócitos totais e 

158 nM ± 0,1 para ghost). Além disso, sugerimos que o composto apresenta um tipo misto de inibição já que 

altera o Km e Vmax da AChE. O docking molecular demonstrou a existência de oito isômeros diferentes do JM-

20 e os isômeros 4R interagem melhor com a HsAChE. O resultado do TBARS aponta para um potente efeito 

antioxidante e efeito scavenger de radicais livres observados na fase lenta da reação. Entretanto, a exposição 

a todas as concentrações de JM-20 testadas (10-50 µM) causou um aumento significativo nos níveis de 

espécies reativas intracelulares (ER). Embora tenha sido observada diminuição da viabilidade celular e 

aumento da produção de ER, a exposição ao JM-20 (10-50 µM) não alterou o ciclo celular, assim como não 

causou hemólise. Análises de screening virtual do JM-20 demonstraram similar perfil ADMET a nifedipina. 

Assim, nossas descobertas apoiam o potencial uso clínico do JM-20, para o tratamento de patologias 

associadas ao SNC. 
 
 
 
 
Palavras-chave: JM-20, cholinesterase, antioxidante, toxicidade, analise computacional



ABSTRACT 

 

 

JM-20 AS MULTI-TARGET COMPOUND: EVALUATION OF ANTIOXIDANT 

POTENTIAL, CHOLINESTERASE INHIBITOR, AND CYTOTOXICITY 
 

AUTHOR: Fernanda D’Avila da Silva 

ADVISOR: João Batista Teixeira da Rocha 
 
 

Multi-target compounds have aroused the interest of many researchers. The main characteristic of these substances 

is the ability to act through different mechanisms of action, a relevant fact in cases of pathologies caused by 

multiple causes. In this context, in some cases of neurodegenerative diseases, a neuronal loss may occur in certain 

brain regions that contain cholinergic neurons, consequently causing impairment of cognitive functions. Oxidative 

stress is characterized by the imbalance between the production of reactive species and antioxidant defenses and 

can be directly related to the causes or consequences of pathologies related to the CNS. Previous studies have 

shown that JM-20, 1,5-benzodiazepine fused to a dihydropyridine fraction, has different pharmacological 

properties of clinical interest. In this sense, the main objective of this study was to evaluate the effect of JM-20 on 

AChE and BChE from different sources, identify the type of enzyme inhibition and understand the interactions 

between the compound and the enzymes using silicon molecular docking tools. Besides, to verify the protective 

effect on oxidative stress induced by Fe2+ in leukocytes and to determine the scavenger activity of free radicals. 

Likewise, investigate possible cytotoxicity using human blood cells and predict ADMET parameters using in silico 

virtual screening tools. The BChE used was purified from Equus ferus and present in human plasma, while AChE 

was from Electrophorus electricus, total erythrocytes and present in membranes isolated from human erythrocytes 

(ghost). The enzymes were pre-incubated for 30 minutes in the presence of different concentrations of JM-20 (1 

nM - 200 μM). To assess the type of enzyme inhibition, a kinetic study was performed varying the concentration 

of the substrate (0.05 - 1.6 mM). Human blood was obtained from healthy volunteers. Immediately after blood 

collection, the leukocytes or erythrocytes were isolated, washed, and treated with different concentrations of JM-

20 and evaluated according to each specific test. The results demonstrated the potential inhibitory effect on AChE 

activity. These effects were observed in all enzymes tested (IC50 = 123 nM ± 0.2 for E. electricus, 172 nM ± 0.2 

for total erythrocytes and 158 nM ± 0.1 for ghost). Besides, we suggest that the compound has a mixed type of 

inhibition as it changes the Km and Vmax of AChE. Molecular docking demonstrated the existence of eight different 

isomers of JM-20, and the 4R isomers interact better with HsAChE. The TBARS result points to a potent 

antioxidant and scavenger effect of free radicals seen in the slow phase of the reaction. However, exposure to all 

tested JM-20 concentrations (10-50 µM) caused a significant increase in the levels of reactive intracellular species 

(RS). Although decreased cell viability and increased RS production have been observed, exposure to JM-20 (10-

50 µM) did not alter the cell cycle, nor did it cause hemolysis. Analyzes of virtual screening of the JM-20 

demonstrated a similar ADMET profile to nifedipine. Thus, our findings support the potential clinical use of JM-

20, for the treatment of pathologies associated with the CNS. 

 

 

 

Keywords: JM-20, cholinesterase, antioxidant, toxicity, computational analysis 
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APRESENTAÇÃO 

 

A tese apresentada está organizada de acordo com os seguintes tópicos: inicialmente é 

descrita uma introdução, com uma breve revisão sobre os temas abordados no trabalho, 

seguidos da justificativa e dos objetivos. Em seguida, o desenvolvimento na forma de 

um artigo publicado no periódico internacional “Biochimie” e um manuscrito que será 

submetido a um periódico igualmente internacional “Toxicology in vitro”. As seções 

Introdução, Materiais e métodos, Resultados, Discussão, Conclusão e Referências 

bibliográficas encontram-se no artigo e manuscrito e representam a íntegra deste 

estudo. Finalmente, no item discussão são apresentados interpretações e comentários 

gerais sobre os trabalhos. As referências bibliográficas apresentadas no final da tese 

referem-se às citações que aparecem nos itens introdução e discussão. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O interesse por compostos multialvo para o tratamento de diferentes patologias, 

principalmente as associadas ao sistema nervoso central (SNC), tem despertado o interesse 

de muitos pesquisadores (DIAS et al., 2015; MONTANARI, 1995; SAMEEM et al., 2017). 

Estas moléculas têm como característica principal a capacidade de agir em diferentes 

mecanismos, fato relevante em casos de patologias multicausais (DIAS et al., 2015; LU et 

al., 2012; SPILOVSKA et al., 2017).  

Dessa forma, o JM-20 (3-etoxicarbonil-2-metil-4- (2-nitrofenil) 4,11- di-hidro-1H-

pirido [2,3-b] [1,5] benzodiazepina) é um composto derivado do 1,5-benzodiazepínico que 

apresenta uma porção 1,4- dihidropiridina (Figura 1) (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013, 

2014a, 2014b). A partir de sua estrutura podemos observar a similaridade com moléculas 

atualmente utilizadas na prática clínica, como por exemplo, o Diazepam® e a Nifedipina®. 

O primeiro é um benzodiazepínico com propriedades anticonvulsivantes, ansiolítica, 

sedativa e relaxante muscular (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978). O 

Diazepam® age através do aumento da atividade do ácido gama-aminobutírico (GABA), 

um neurotransmissor presente no SNC (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978). 

Enquanto que a Nifedipina® (Figura 1), uma di-hidropiridina, foi descrita pela primeira 

vez na literatura em 1972 juntamente com outras di-hidropiridinas e atua como bloqueador 

dos canais de cálcio (LEE et al., 2014). A Nifedipina® é indicada para o tratamento da 

angina e hipertensão (LEE et al., 2014; OMS, 2019). Neste contexto, estudos prévios com 

o JM-20 demonstraram a manutenção dos efeitos como ansiolítico, sedativo, 

anticonvulsivante (semelhante ao Diazepam®) e bloqueador dos canais de cálcio 

(equivalente a Nifedipina®), além de apresentar outras propriedades farmacológicos de 

interesse clinico resumidas na Tabela 1.  
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Figura 1 – Estrutura do JM-20, nifedipina e diazepam.   

 

Estrutura molecular do composto JM-20 (3 – etoxicarbonil – 2 – metil – 4 - (2 - nitrofenil) – 4 – 11 – dihidro – 1 – H 

– pirido [2, 3 - b] [1, 5] benzodiazepino), nifedipina e diazepam. Fonte: o autor 

 

O JM-20 (2, 4, 8 e 10 mg/Kg) manteve o perfil ansiolítico, semelhante aos derivados 

dos benzodiazepínicos como o Diazepam (Figura 1), avaliados no teste do campo aberto e 

do labirinto em cruz elevada em camundongos. Nestes testes comportamentais, os animais 

apresentaram um aumento no número de entradas e tempo gasto na parte central do aparato 

(teste de campo aberto) e nos braços abertos (labirinto em cruz elevada) após a 

administração oral das drogas (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013). O JM-20 foi capaz de 

reduzir o comportamento agressivo de camundongos socialmente isolados, possivelmente, 

pela modulação positiva dos receptores GABAérgicos (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 

2013). Semelhante aos sedativos, o JM-20 também aumentou significativamente o período 

de sono em ratos (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013). Além disso, este composto conferiu 

proteção em modelo de convulsões induzidas por pentilenotetrazol em camundongos, 

aumentou o período de latência para o início da crise convulsiva e a porcentagem de 

sobrevivência destes animais (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013).  

Adicionalmente, o JM-20 pode atuar como um agente neuroprotetor de múltiplos 

alvos, reduzindo a lesão excitotóxica neuronal e protegendo as mitocôndrias da toxicidade 

induzida por Ca2+, preservando, desse modo, o balanço energético celular (NUÑEZ-

FIGUEREDO et al., 2014a, 2014c, 2014b). O JM-20 também foi capaz de atenuar os 

efeitos da lesão isquêmica, possivelmente, através da modulação da neuroinflamação e da 

via de sinalização celular antiapoptótica (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2015, 2016, 2018; 

RAMÍREZ-SÁNCHEZ et al., 2015). Recentemente, foi avaliado o efeito do JM-20 em 

modelo de doença de Parkinson induzida por rotenona in vitro e in vivo (FONSECA-
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FONSECA et al., 2019a). Neste estudo foi possível observar, in vitro, o efeito protetor do 

composto ao diminuir a morte celular induzida pela rotenona. Nas análises in vivo, o JM-

20 atenuou com sucesso as alterações comportamentais induzida pela rotenona em ratos 

(FONSECA-FONSECA et al., 2019a). O JM-20 aumentou a atividade de enzimas como a 

superóxido dismutase e a catalase, responsáveis pelo equilíbrio redox dos animais 

(FONSECA-FONSECA et al., 2019a). Além disso, o JM-20 teve efeito sobre a aquisição 

e consolidação de memória em ratos após o comprometimento cognitivo induzido por 

escolopamina (WONG-GUERRA et al., 2019). Estes fatos nos levam a considerar sua 

utilização como um composto promissor para uso terapêutico e incentiva o estudo dos 

efeitos do JM-20 em outras vias principalmente as associadas ao SNC. 

 

Tabela 1. Efeitos do composto JM-20 descritos na literatura. 

Efeito Modelo Referência 

Ansiolítico Camundongo (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013b) 

Redução do comportamento 

agressivo induzido por 

isolamento 

Camundongo (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013b) 

Proteção em modelo de 

convulsões induzidas por PTZ 
Camundongo (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013b) 

Sedativo  Camundongo  (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013b) 

Neuroprotetor 

Cultura celular de 

Feocromocitoma (PC-12) e 

mitocôndrias isoladas do fígado 

de ratos 

 

(NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2014a) 

Mitocôndrias e sinaptossomas 

isolados do cérebro de ratos 

 

(NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2014b) 

Atenuou efeitos da lesão 

isquêmica  

Cultura de fatias de hipocampo 

de ratos 

Ratos 

 

(NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2014c) 

Vesículas sinápticas, 

sinaptossomas, partículas 

submitocondriais e culturas de 

células (astrócitos) de cérebro de 

ratos 

(NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2015) 

Ratos  (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2016) 

Cultura de fatias de hipocampo 

de ratos 
(RAMÍREZ-SÁNCHEZ et al., 2015) 

Proteção da memória após 

comprometimento induzido por 

escopolamina 

Ratos (WONG-GUERRA et al., 2019) 

Proteção contra danos induzidos 

por rotenona 

SHSY-5Y humano (ATCC® 

CRL-2266 ™) 

Ratos 

(FONSECA-FONSECA et al., 2019b) 
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O SNC, sistema nervoso periférico (SNP) e a junção neuromuscular apresentam em 

comum o sistema colinérgico. (MCCORRY, 2007; PICCIOTTO; HIGLEY; MINEUR, 2013). 

Este sistema é constituído pelo neurotransmissor acetilcolina (ACh), seus receptores e as 

enzimas responsáveis pela sua síntese e degradação (MCCORRY, 2007). A ACh é sintetizada 

no neurônio pré-sináptico, a partir da colina (proveniente principalmente da recaptação de 

colina pelo transportador de colina (ChT) e da acetil-CoA (proveniente do piruvato), em uma 

reação catalisada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT). Posteriormente, é transferida 

para vesículas e liberada na fenda sináptica onde irá atuar nos receptores muscarínicos ou 

nicotínicos iniciando a transmissão sináptica (Figura 2) (MCCORRY, 2007; PICCIOTTO; 

HIGLEY; MINEUR, 2013; POHANKA, 2014). A interrupção da neurotransmissão 

colinérgica se dá através da hidrólise da ACh em acetato e colina por enzimas colinesterases 

(ChE) (MCCORRY, 2007; PICCIOTTO; HIGLEY; MINEUR, 2013). Nos seres humanos, 

podem ser encontrados dois tipos de colinesterases: a butirilcolinesterase (BChE) e a 

acetilcolinesterase (AChE) (MCCORRY, 2007; PICCIOTTO; HIGLEY; MINEUR, 2013).  

 

Figura 2 - Ação da acetilcolinesterase na fenda sináptica. 

 

A ACh liberada na fenda sináptica pelos neurônios pré-sinápticos, através transportadores vesiculares de ACh 

(VAChT), pode interagir com os receptores nicotínicos (nAChR) ou muscarínicos (mAChR) presentes no neurônio 

pós-sinápticos. Ao término da neurotransmissão, a ACh é degradada em acetato e colina pela AChE ou BChE. A 

colina retorna ao neurônio pré-sináptico através do transportador de colina (ChT) e pode fazer parte da síntese de 

uma nova molécula de ACh pela ChAT. Fonte: o autor. 
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A AChE é uma hidrolase que apresenta alta eficiência catalítica (PETRONILHO; 

PINTO; VILLAR, 2011). Esta enzima possui um sitio ativo com diferentes subsítios (DA 

SILVA et al., 2018a; GRISARU et al., 1999). O subsítio esterático é onde encontra-se a tríade 

catalítica (serina, histidina e glutamato) diretamente responsável pela hidrolise da ACh (DA 

SILVA et al., 2018a; GRISARU et al., 1999; PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011; 

SIEGEL et al., 2006). Também existe um subsítio aniônico (formado pelos resíduos de 

triptofano e glutamato), que interage com a parte catiônica da ACh (amina quaternária) e 

posiciona adequadamente o substrato para a hidrólise (DA SILVA et al., 2018a; GRISARU 

et al., 1999; PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011; SIEGEL et al., 2006). Além disso, 

existe outra região denominada subsítio aniônico periférico, que influencia a conformação do 

subsítio catalítico, e pode estar envolvido na ação de alguns inibidores exógenos da enzima 

ou na inibição por excesso de substrato (DA SILVA et al., 2018a; GRISARU et al., 1999; 

PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011; SIEGEL et al., 2006). Diferentes estudos tem 

demonstrado alterações na função da AChE relacionadas a sua inibição ou atividade acelerada 

(H. FERREIRA-VIEIRA et al., 2016; LÓPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010; 

POHANKA, 2012; RICHENDRFER; CRETON, 2015; WOREK et al., 2000). Um exemplo 

bastante comum de inibição da AChE é a intoxicação por pesticidas organofosforados, essas 

substâncias tem a capacidade de se ligar a enzima e impedir que a mesma realize sua função 

de hidrolise da ACh consequentemente impedindo a interrupção da neurotransmissão 

colinérgica, causando reações como perda do controle muscular, convulsões e até mesmo a 

morte (DA SILVA et al., 2018b; JOHN; SHAIKE, 2015; OCHOA; RODRIGUEZ; 

ZULUAGA, 2016). Por outro lado, quando ocorre a redução na liberação da ACh ou um 

aumento na produção ou atividade da AChE, a transmissão colinérgica pode ser prejudicada 

gerando sintomas como perda de memória. (LANCTÔT; RAJARAM; HERRMANN, 2009; 

MEHTA; ADEM; SABBAGH, 2012; NOGARA et al., 2015; RACCHI et al., 2004; YAN et 

al., 2008). Assim sendo, novas opções terapêuticas para patologias neurológicas, as quais 

apresentam uma disfunção no sistema colinérgico, tem sido amplamente estudadas 

(COLOVIC et al., 2013; FALSAFI et al., 2012). 

A descoberta da síntese de ACh fora do sistema nervoso (não-neuronal) adicionou mais 

funções a esta molécula que estava sendo considerada apenas um neurotransmissor (GWILT; 

DONNELLY; ROGERS, 2007; WESSLER et al., 2003; WESSLER; KIRKPATRICK, 2001, 

2016, 2008). Primeiramente, foi sugerido que poderia haver ACh fora no sistema nervoso 

devido a presença de seus precursores nas células. A acetil-CoA, é o principal produto do 

catabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios (WESSLER; KIRKPATRICK; RACK, 1998) 
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e a colina é proveniente da quebra intracelular de fosfolipídios ou da captação de colina 

extracelular por meio de transportador de colina (WESSLER et al., 2003; WESSLER; 

KIRKPATRICK, 2001, 2016, 2008; WESSLER; KIRKPATRICK; RACK, 1998). Uma vez 

que a acetil-CoA e a colina estão presentes na maioria das células, torna-se possível a síntese 

da ACh além do sistema nervoso (GWILT; DONNELLY; ROGERS, 2007; WESSLER et al., 

2003; WESSLER; KIRKPATRICK, 2001, 2016, 2008). De fato, a expressão dos componentes 

do sistema colinérgico foi encontrada nas células epiteliais (pele, vias aéreas, intestino), nas 

células imunes (linfócitos) e nos eritrócitos (FUJII et al., 2017; SALDANHA, 2017; 

WESSLER; KIRKPATRICK, 2008). A ACh não-neuronal está envolvida na regulação de 

funções celulares básicas como proliferação, diferenciação, organização do citoesqueleto e 

liberação local de mediadores (óxido nítrico (ON)) e citocinas pró-inflamatórias, por exemplo) 

(WESSLER et al., 2003; WESSLER; KIRKPATRICK, 2016, 2008; WESSLER; 

KIRKPATRICK; RACK, 1998). Diferentemente da liberação de ACh através de vesículas 

pelos neurônios, o conhecimento sobre os mecanismos de liberação da ACh não-neuronal ainda 

é escasso (WESSLER; KIRKPATRICK, 2016). Entretanto, existem evidências que a ACh não-

neuronal pode ser liberada imediatamente após sua síntese pela célula (WESSLER; 

KIRKPATRICK, 2001). Após a liberação a ACh pode interagir com receptores nicotínicos e 

muscarínicos da célula de origem ou de células vizinhas (WESSLER; KIRKPATRICK, 2001). 

Outro mecanismo importante nos organismos aeróbios é o sistema antioxidante 

endógeno, o qual neutraliza as espécies reativas produzidas fisiologicamente (BIRBEN et al., 

2012; RAHAL et al., 2014). Algumas dessas espécies reativas desempenham importantes 

papeis biológicos contra infecções, como mediadores da resposta inflamatória e, por este 

motivo, não são imediatamente neutralizadas (BIRBEN et al., 2012; RAHAL et al., 2014). 

Porém, quando há o desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e a capacidade da célula 

de neutralizá-los, ocorre um o processo denominado estresse oxidativo (BIRBEN et al., 2012; 

RAHAL et al., 2014). O estresse oxidativo pode levar a dano aos lipídios, proteínas e ácidos 

nucleicos, devido à interação das espécies reativas com estas moléculas, induzindo necrose ou 

a apoptose (BIRBEN et al., 2012).  

O alto consumo de oxigênio aliado ao baixo nível de antioxidantes e a alta concentração 

de ácidos graxos poli-insaturados resultam na grande susceptibilidade dos tecidos ao dano 

oxidativo (Figura 3) (ARUOMA, 1998; BIRBEN et al., 2012; FLOYD; HENSLEY, 2002). A 

interação entre as espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio com os ácidos graxos 

insaturados das membranas celulares provocam um processo denominado peroxidação lipídica 

(BIRBEN et al., 2012; FLOYD; HENSLEY, 2002). Este processo está presente durante o 
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metabolismo celular normal e, em excesso nas doenças neurodegenerativas, é responsável pelo 

comprometimento celular, incluindo alteração na liberação de neurotransmissores. (ARUOMA, 

1998; BIRBEN et al., 2012; FLOYD; HENSLEY, 2002; UTTARA et al., 2009). O estresse 

oxidativo em doenças neurodegenerativas se manifesta através da presença de proteínas 

oxidadas, de produtos de glicosilação avançada e da peroxidação lipídica (POHANKA, 2014). 

Consequentemente, há a formação de espécies tóxicas, tais como peróxidos, álcoois, aldeídos, 

carbonilas, cetonas e modificações no DNA nuclear e mitocondrial (BIRBEN et al., 2012; 

FLOYD; HENSLEY, 2002). Assim, a ingestão de antioxidantes exógenos pode colaborar no 

estado de equilíbrio (ARUOMA, 1998; BIRBEN et al., 2012).  

 

Figura 3 - Esquema representativo do dano oxidativo. 

 

As espécies reativas descritas são produzidas e interagem com alvos celulares, formando produtos de oxidação 

responsáveis pelos danos no tecido. FONTE: o autor.  
 

Para o estudo de doenças humanas, de moléculas terapêuticas potenciais e de 

toxicologia usa-se animais de experimentação, principalmente, modelos mamíferos de 

pequeno porte como camundongos e ratos. Entretanto, o uso de animais de experimentação 

para estudos toxicológicos de diferentes substâncias tem sido cada vez mais questionado 

(BHANUSHALI et al., 2015; JENNINGS, 2015; LIMONCIEL, 2014; ROBINSON, 2005). 

Têm-se preconizado a utilização de metodologias alternativas, as quais têm como principal 

objetivo a substituição, a redução no número de animais para este fim e quando necessário 

sua utilização o refinamento das técnicas empregadas (3Rs do inglês replacement, reduction 

e refinement) (BHANUSHALI et al., 2015; JENNINGS, 2015; LIMONCIEL, 2014; 
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ROBINSON, 2005) (Figura 4). Testes preliminares em células estão de acordo com a diretiva 

dos 3Rs, mas há a necessidade de que os testes in vitro sejam confiáveis e precisos para que 

as substâncias estudadas sejam adequadamente avaliadas antes de estudos clínicos e pré-

clínicos (BRENDLER-SCHWAAB et al., 1994; LIMONCIEL, 2014). Ao mesmo tempo, é 

desejável que as avaliações de citotoxicidade in vitro sejam suficientemente rápidas e de baixo 

custo para permitir a triagem de um grande número de potenciais candidatos a medicamentos 

(BRENDLER-SCHWAAB et al., 1994; LIMONCIEL, 2014).  

 

Figura 4 - Esquema representativo da diretiva dos 3Rs (“Replacement”, “Reduction” e “Refinement”).

 

 “Replacement” refere-se à substituição de vertebrados, através da utilização de modelos alternativos, ensaios in 

vitro ou in silico. “Reduction” compreende a redução no número de animais utilizados quando necessário e 

“Refinement” é o refinamento das técnicas aplicadas a modelos de vertebrados evitando o estresse desnecessário 

e repetições experimentais. FONTE: o autor. 
 

O docking molecular, é uma potente ferramenta utilizada mundialmente e tem a 

capacidade de prever a conformação (orientação) de um ligante de interesse quando este 

interage com um receptor ou uma enzima (CHEN, 2015; FERREIRA et al., 2015). Os 

programas usados na docagem molecular para descoberta de candidatos a fármacos em sua 

fase inicial elucidam as interações entre essas moléculas e o local alvo (DAINA; 

MICHIELIN; ZOETE, 2017; HU et al., 2020; PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). Da 

mesma forma, análises de triagem virtual de farmacocinética e a toxicidade também podem 

incluir abordagens computacionais utilizando plataformas online que possuem a capacidade 
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de prever se a substância avançará para o próximo estágio de pesquisa e será realmente usada 

como terapia no futuro. Estas plataformas detêm um banco de dados com embasamento em 

resultados prévios publicados utilizando modelos in vivo (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 

2017; HU et al., 2020; PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015; PIRES; KAMINSKAS; 

ASCHER, 2018). 

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

 

O interesse por moléculas biologicamente ativas e com propriedades multialvo, 

capazes de desempenhar efeitos simultâneos frente a diferentes patologias é de grande 

relevância. Nesse contexto, o JM-20 é uma molécula nova que possui diferentes propriedades 

farmacológicas de interesse científico. Entretanto, ainda não foi totalmente elucidada quanto 

seu mecanismo de ação e a toxicidade. Assim, torna-se importante avaliar o efeito desse 

composto no sistema colinérgico neuronal e não-neuronal, via de diferentes patologias 

(principalmente neurodegenerativas), bem como, o potencial antioxidante do JM-20, pois o 

estresse oxidativo pode estar diretamente envolvido a causas ou consequências de diferentes 

doenças. Além disso, o estudo da citotoxicidade do JM-20 em células humanas saudáveis é 

de grande interesse. Neste sentido, o JM-20 também poderia inibir enzimas especificas, 

proteger do estresse oxidativo e quiçá apresentar efeitos adversos mínimos. 

 

1.2 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial multialvo do composto JM-20 como potencial antioxidante e seus 

efeitos na atividade de colinesterases e na toxicidade in vitro e in silico. 

 

1.2.1 Objetivos específicos 

 

→ Avaliar o efeito do composto JM-20 na atividade da enzima acetilcolinesterase de diferentes 

fontes. 

 

→ Determinar o tipo de inibição enzimática causada pelo JM-20. 

 

→ Avaliar o efeito do JM-20 na atividade da enzima butirilcolinesterase de diferentes fontes. 
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→ Realizar analises in sílico de docking molecular afim de elucidar as interações entre o JM-

20 e as enzimas. 

 

→ Verificar o potencial antioxidante do composto, bem como efeito protetor em relação 

estresse oxidativo induzido por Fe2+.  

 

→ Avaliar a toxicidade do JM-20 em hemácias e leucócitos humanos saudáveis. 

 

→ Prever a farmacocinética e toxicidade do JM-20 em através de um screening virtual 

utilizando ferramentas computacionais de simulação.
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2.1 ARTIGO PUBLICADO – Molecular docking and in vitro evaluation of a new hybrid 

molecule (JM-20) on cholinesterase activity from different sources 
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2.1.1 Material de apoio do artigo - Molecular docking and in vitro evaluation of a new 

hybrid molecule (JM-20) on cholinesterase activity from different sources 
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2.2 MANUSCRITO – Cytotoxic, antioxidative prospects and virtual screening of the new 

hybrid molecule (JM-20) on human blood cells 
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2.2.1 Material de apoio do Manuscrito - Cytotoxic, antioxidative prospects and virtual 

screening of the new hybrid molecule (JM-20) on human blood cells 
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4 DISCUSSÃO 

 

Esta tese buscou descrever o potencial multialvo de uma nova molécula denominada 

JM-20 como inibidora de enzimas colinesterases e antioxidante, determinar sua toxicidade em 

células sanguíneas humanas, assim como averiguar in sílico utilizando ferramentas de docking 

molecular e de screening virtual a conformação ideal do ligante para interação com a AChE e 

prever efeitos ADMET, respectivamente. Usando enzimas colinesterases de diferentes fontes, 

foi definido o mecanismo de ação do JM-20 nestas enzimas, a especificidade da molécula e o 

tipo de inibição enzimática que induz. Na busca de efeitos adicionais do JM-20, descrevemos 

o potencial antioxidante desta molécula como trapeadora de radicais livres e inibidora da 

peroxidação de fosfolipídios. A toxicidade do JM-20 foi avaliada através de abordagens in 

vitro, utilizando células sanguíneas saudáveis do organismo, e in silico (pkCSM e 

swissADME) predizendo além da toxicidade, a absorção, distribuição, metabolismo e 

excreção. 

As substâncias capazes de inibir colinesterases são denominadas anticolinesterásicas, e 

são terapeuticamente administrados, por exemplo, para o tratamento dos sintomas de doenças 

neurodegenerativas como na doença de Alzheimer (DA) (H. FERREIRA-VIEIRA et al., 2016; 

POHANKA, 2012). Os medicamentos anticolinesterásicos incluem a tacrina, donepezil, 

galantamina e rivastigmina (YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013). De acordo com 

a hipótese colinérgica da DA, a degeneração de neurônios colinérgicos localizados, 

principalmente, no córtex cerebral ocasionam um prejuízo na neurotransmissão colinérgica. 

Este prejuízo contribui significativamente para o déficit da função cognitiva observada em 

pacientes com DA (FRANCIS et al., 1999; ITO et al., 2010; WARREN; FLETCHER; 

GOLDEN, 2012; YAN et al., 2008). Portanto, um inibidor de colinesterase retardaria a 

degradação da ACh promovendo a permanência deste neurotransmissor na fenda sináptica, 

estimulando uma transmissão colinérgica mais intensificada (H. FERREIRA-VIEIRA et al., 

2016; POHANKA, 2012). O fármaco de referência para inibição da colinesterase, a tacrina, 

apresenta efeitos adversos variados principalmente relacionados a hepatotoxicidade, 

inviabilizando seu uso na prática clínica atual (BAZSON et al., 1995; LANCTÔT; 

RAJARAM; HERRMANN, 2009; OSSENI et al., 1999). Neste sentido, essas novas 

substâncias devem ser eficazes e ao mesmo tempo apresentar de efeitos adversos mínimos. 

Adicionalmente, a ACh também pode ser encontrada fora do sistema nervoso, fazendo 

parte do sistema colinérgico não-neuronal (WESSLER et al., 2003; WESSLER; 
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KIRKPATRICK, 2016, 2008; WESSLER; KIRKPATRICK; RACK, 1998). Seus efeitos 

podem ser mediados através de receptores nicotínicos e muscarínicos extracelulares, ligados à 

membrana celular da célula onde foi sintetizada ou de células vizinhas, ou ainda interagir 

diretamente com proteínas de sinalização intracelular (WESSLER; KIRKPATRICK; RACK, 

1998). A enzima que inativa a ACh, a AChE, é abundantemente expressa nas células de 

mamíferos, isto é, células neuronais e não neuronais (WESSLER; KIRKPATRICK; RACK, 

1998). Inicialmente, a AChE presente nos eritrócitos foi descrita como um biomarcador da 

integridade da membrana dessas células (SALDANHA, 2017). Entretanto, foram observadas 

alterações na atividade dessa enzima quando não estavam relacionadas com a integridade da 

membrana dos eritrócitos, por exemplo, a atividade da AChE aumentada em diferentes 

doenças e baixa atividade da AChE eritrocitária em pacientes expostos a pesticidas 

(SALDANHA, 2017). 

Os primeiros estudos que tinham como objetivo avaliar a atividade da AChE utilizavam 

tecidos animais que continham a enzima e, somente a partir da década de 30, que a enzima 

isolada passou a ser utilizada por pesquisadores (NACHMANSOHN; ROTHENBERG, 1945). 

A técnica mais utilizada para determinação da atividade da ChE foi descrita por Ellman e 

colaboradores em 1961 (ELLMAN et al., 1961). O método proposto por Ellman e 

colaboradores baseia-se na taxa de hidrólise da acetiltiocolina (ACh modificada) pelas ChE, 

formando acetato e tiocolina. A tiocolina reage com o ânion carboxilato do DTNB produzindo 

o 2- nitrobenzoato 5-mercaptotiocolina e o 5-tio-2- nitrobenzoato (ânion de coloração amarela) 

que é quantificado por espectrofotômetro no comprimento de onda de 412 nm (ELLMAN et 

al., 1961). 

Nesta tese, ampliamos o conhecimento sobre uma nova molécula, o JM-20, na inibição 

específica da enzima acetilcolinesterase. Estudos prévios demonstraram valores de IC50 para 

inibição da AChE iguais a 193.2 ± 10.4 nmol/L e 214.8 ± 3.1 nmol/L para HsAChE e EeAChE, 

respectivamente (WONG-GUERRA et al., 2019). Além do mais, pela primeira vez foi 

demonstrada uma análise cinética desse efeito em diferentes fontes da enzima (artigo 1). A 

cinética enzimática ou o estudo das velocidades das reações enzimáticas compreende 

informações indiretas sobre os mecanismos de ação catalítica, especificidade das enzimas, 

fatores que podem afetar a velocidade da reação e a determinação quantitativa de seus efeitos 

(MOTTA, 2003).  

Nós utilizamos a acetilcolinesterase isolada e purificada do órgão elétrico do peixe 

Electrophorus electricus, isolada das membranas de eritrócitos humanos e dos eritrócitos 
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totais. Independentemente da fonte da enzima o composto foi capaz de inibir a atividade da 

AChE em concentrações nanomolares. Para avaliação cinética, utilizamos diferentes 

concentrações de substrato da reação (acetiltiocolina) e três concentrações do composto 

previamente selecionadas. Os resultados demonstraram que o composto foi capaz de inibir a 

atividade da AChE concentração-dependente. Além disso, o JM-20 aumentou os valores de 

Km em função de sua concentração enquanto a Vmax diminuiu, sugerindo um tipo de inibição 

mista. Os inibidores de tipo misto fazem parte dos inibidores reversíveis, os quais ligam-se a 

um sitio distinto do sitio ativo (local onde o substrato se liga) (NELSON; COX, 2014). O 

inibidor pode ligar-se tanto a enzima quanto ao complexo enzima-substrato. Neste tipo de 

inibição observamos a variação de Km e Vmax (NELSON; COX, 2014). 

Para avaliar se a inibição do JM-20 era especificamente para a AChE ou se poderia inibir 

também a BChE, foi utilizada a enzima isolada e purificada de Equus caballos e de plasma 

humano (artigo 1). O JM-20 foi capaz de inibir a EcBChE somente em concentrações 

micromolares (artigo 1). Por isso, consideramos que a inibição do JM-20 sob enzimas 

colinesterases é especifica para a AChE devido ao fato da ausência de inibição para a BChE 

na faixa nanomolar (artigo 1).  

A fim de entendermos melhor a interação do composto com a AChE, realizamos análises 

in silico de simulação molecular (artigo 1). Essa tecnologia computacional é uma potente 

ferramenta capaz de prever a orientação de uma ligante quando este interage com um receptor 

ou uma enzima (CHEN, 2015). Surpreendentemente, a análise estrutural do JM-20 indicou a 

presença de um carbono quiral na quarta posição, o qual pode apresentar ressonância com o 

átomo de hidrogênio do grupo amina do anel diazepínico variando entre as posições 6 e 11, 

caracterizando um tautômero. Adicionalmente, a presença de um átomo de nitrogênio com 

hibridização sp3 (posição 6 ou 11) no anel diazepínico revela uma geometria não planar, 

possibilitando duas conformações adicionais diferentes para a molécula. No total, existe a 

possibilidade de o JM-20 apresentar pelo menos oito isômeros que não haviam sido estudados 

até o momento (artigo 1).  

Sabe-se que podem ocorrer variações entre os isômeros de acordo com a especificidade 

e a atividade de ligação em relação as enzimas, assim, a determinação do isômero com maior 

afinidade pela enzima é crucial para elucidar o mecanismo de ação e as estratégias 

farmacológicas potencias do composto (AARTHY et al., 2017; ARKIN; WELLS; 

FRANCISCO, 2004; HOPKINS, 2008; JANG et al., 2018; MAKOLA et al., 2016; SINKO et 

al., 2011). Por este motivo, realizamos a simulação molecular com cada um dos oito isômeros 
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do JM-20 interagindo com a AChE de Homo sapiens (HsAChE) e de Electrophorus electricus 

(EeAChE) e com a BChE de Homo sapiens (HsBChE) e de Equus caballus (EcBChE) (artigo 

1) com a finalidade de determinar a postura de ligação de cada isômero e a probabilidade do 

isômero mais ativo. 

Para as análises aplicamos dois protocolos distintos de docking molecular. O primeiro 

protocolo consistiu na ausência moléculas de água, o qual demonstrou que todos os isômeros 

do JM-20 podem acessar o sitio ativo das enzimas, com um padrão especifico de interações. 

Na ausência de água o JM-20 se liga ao fundo do gorge próximo a tríade catalítica das enzimas 

HsAChE e HsBChE. Por outro lado, o segundo protocolo que englobou simulações de docking 

molecular na presença de moléculas de água (utilizando o HsAChE e HsBChE), também 

demonstraram que o JM-20 interage no sítio ativo de ambas as colinesterases, mas com modo 

de ligação diferente quando comparado com o docking sem moléculas de água. 

ROSENBERRY et al., 2017 descrevem que a ausência de água em simulações moleculares 

com colinesterases resulta em posições de ligação não confiáveis e, além disso, as moléculas 

de água tem importância na catálise destas enzimas (DVIR et al., 2002; KOELLNER et al., 

2000; NICOLET et al., 2003; ROSENBERRY et al., 2017). Desta forma, aqui destacamos os 

resultados da docagem na presença de água. As análises das interações e da energia de ligação 

mostraram que os isômeros a, b, e e f apresentam uma conformação de ligação muito 

semelhante, e energia de ligação mais favorável quando comparados com os isômeros c, d, g 

e h , indicando que os isômeros 4-R interagem melhor com o HsAChE (material de apoio do 

artigo 1).  

Além de inibidor de AChE, o JM-20 também possui efeito antioxidante através da 

inibição da peroxidação lipídica e trapeador de radicais livres, que foram avaliadas utilizando 

as técnicas colorimétricas de produção de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) e de trapeamento do radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH) (manuscrito 1). No 

teste de TBARS, foram utilizados leucócitos isolados do sangue periférico e foi induzida a 

peroxidação com Fe2+. O JM-20 foi capaz de proteger os leucócitos da peroxidação lipídica. 

Para entender o mecanismo de ação do JM-20 sob a inibição da peroxidação lipídica, foi 

avaliada a capacidade deste composto em quelar ferro, entretanto, o JM-20 não apresentou 

efeitos significativos (dados não mostrados). Estes resultados sugerem outro mecanismo de 

ação do JM-20 como inibidor da peroxidação lipídica induzida pelo Fe2+, provavelmente 

relacionado à proteção da membrana celular por este composto. A avaliação da capacidade de 

trapeamento do JM-20 foi verificada em duas partes. Na primeira parte, monitoramos a 

absorbância em espectrofotômetro SpectraMax a 518 nm durante 30 minutos com intervalo de 
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30 segundos, denominamos reação de fase rápida. No segundo momento, a reação de fase 

lenta, a absorbância foi registrada a cada 30 minutos durante 3 horas. O JM-20 teve efeito 

somente na fase lenta, nas concentrações de 50 e 100 µM.  

Para torna-se um medicamento de uso clínico, uma substância precisa possuir efeito 

farmacológico e também apresentar baixa toxicidade ao organismo humano (PIRES; 

KAMINSKAS; ASCHER, 2018). É importante ressaltar que o JM-20 não induziu mortalidade 

em camundongos fêmeas tratados com o composto (2000 mg/Kg) por via intragástrica 

(gavagem) (NUÑEZ-FIGUEREDO et al., 2013). Desse modo, elucidamos a ausência de 

toxicidade do JM-20 in vitro em altas concentrações nos eritrócitos (manuscrito 1). 

Substâncias ou compostos desconhecidos podem desencadear o processo de ruptura de 

glóbulos vermelhos ou eritrócitos e, consequentemente, a liberação de seu conteúdo 

(hemoglobina) no plasma (AMIN; DANNENFELSER, 2006). Assim, o teste que visa avaliar 

o efeito hemolítico tem sido comumente utilizado como uma das metodologias de triagem para 

muitas substâncias de interesse clínico (AMIN; DANNENFELSER, 2006). Adicionalmente, 

o ensaio de viabilidade celular usando azul de tripan é um método amplamente descrito na 

literatura e usado para avaliar a citotoxicidade através da integridade da membrana (ADAN; 

KIRAZ; BARAN, 2016; ALTMAN; RANDERS; RAO, 1999; BHATIA; YETTER, 2008). O 

teste é baseado na absorção do azul de tripan no citoplasma das células mortas devido à perda 

de seletividade da membrana da mesma, enquanto as células vivas permanecem intactas 

(ALTMAN; RANDERS; RAO, 1999). Nossos resultados mostraram que o JM-20 não causou 

hemólise, entretanto, as concentrações 20 e 50 µM do composto foram responsáveis por uma 

diminuição de cerca de 20% e 50% na viabilidade dos leucócitos, respectivamente, quando 

comparado ao grupo controle (DMSO) (manuscrito 1). 

Neste estudo também exploramos a existência de efeitos citotóxicos do JM-20 em 

leucócitos através da produção de espécies reativas (ER) e ausência de alterações no ciclo 

celular (manuscrito 1). A citometria de fluxo pode ser usada para a detecção de ER através de 

sondas fluorescentes (ERUSLANOV; KUSMARTSEV, 2010). A oxidação do diacetato de 2′-

7′-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) é uma das técnicas amplamente utilizadas para 

detectar a produção de ER. Essa técnica apresenta algumas vantagens como reprodutibilidade, 

sensibilidade e preço acessível (ERUSLANOV; KUSMARTSEV, 2010). A exposição a todas 

as concentrações de JM-20 (10-50 µM) causou um aumento significativo nos níveis de 

espécies reativas intracelulares (ER). Embora tenha sido observada diminuição da viabilidade 

celular e aumento da produção de ER, a exposição ao JM-20 (10-50 µM) não alterou o ciclo 
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celular. Por outro lado, o JM-20 apresentou IC50 similar ao -tocoferol na inibição da 

peroxidação lipídica, sendo 1,051 ± 0,21 e 1,065 ± 0,34 µM, respectivamente. Logo, 

apresentando um faixa de segurança ampla entre possíveis concentrações tóxicas e 

terapêuticas. Além do mais, como inibidor da AChE o JM-20 teve seu efeito em concentrações 

nanomolares.  

Ferramentas computacionais também podem colaborar na triagem dos feitos de uma 

substância nova (HU et al., 2020; PIRES; KAMINSKAS; ASCHER, 2018). Neste contexto, 

nós avaliamos o perfil ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade) 

do JM-20 utilizando plataformas gratuitas online como o swissADME e o pkCSM. Por 

exemplo, parâmetros como permeabilidade CaCo-2 e absorção intestinal podem colaborar 

para elucidação sobre a absorção de drogas por via oral (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; 

PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). Além disso, com relação ao metabolismo, é possível 

verificar efeitos de inibição em enzimas responsáveis pelo processo de desintoxicação do 

organismo, encontradas principalmente no fígado, como as isoformas do citocromo P450 

(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). 

Adicionalmente comparamos o JM-20 com a nifedipina, uma molécula estruturalmente similar 

ao nosso composto e atualmente utilizada na prática clínica para tratar angina e hipertensão, 

compondo a lista de medicamentos essenciais da organização mundial da saúde (LEE et al., 

2014; OMS, 2019). Conforme esperado, o JM-20 apresentou efeitos farmacocinéticos e 

toxicológicos similares a nifedipina de acordo com as análises computacionais, embora tenha 

havido divergências entre as plataformas utilizadas. Assim, também salientamos a importância 

da utilização de mais de um método computacional de avaliação.  

 

4 CONCLUSÃO 

 

Assim sendo, nosso trabalho demonstrou que o composto JM-20 foi eficaz na inibição 

da AChE, pois apresentou efeito em concentrações nanolares. Enquanto que na BChE não foi 

constatada inibição nas mesmas concentrações, logo, o JM-20 apresenta seletividade para a 

AChE. Os ensaios cinéticos mostraram que, provavelmente, o tipo de inibição enzimática é 

misto. O JM-20 também teve um potente efeito antioxidante como trapeador de radicais livres 

e inibidor da peroxidação lipídica induzida pelo Fe2+ nos leucócitos, entretanto esse efeito não 

ocorre pela atividade quelante de Fe2+. Os ensaios de citotoxicidade utilizando células 

sanguíneas humanas indicaram que o JM-20 não causa hemólise, nem altera o ciclo celular, 
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porém, parece ser pró-oxidante em altas concentrações. Através de testes in silico 

comparamos a absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET) do JM-

20, da nifedipina e de seus respectivos metabólitos e, conforme esperado, ambos os compostos 

apresentaram perfil ADMET semelhante. Por fim, nossos resultados reforçam a utilização do 

JM-20 como um composto multialvo na terapia, de distúrbios do SNC, principalmente. 
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ANEXO A - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA COM SERES 
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