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RESUMO

TRIAGEM VIRTUAL DE COMPOSTOS ANALOGOS A FARMACOS INIBIDORES
DE RECAPTACAO DE SEROTONINA COMO POSSIVEIS
ANTICOLINESTERASICOS

AUTORA: Antonia Duarte Silveira Grassi Silveira
ORIENTADOR: Joao Batista Teixeira da Rocha

Clinicamente, a Doenca de Alzheimer (DA) esta associada a sintomas funcionais e
comportamentais, além de diversos sintomas cognitivos, que podem ser explicados
pelo déficit de neurotransmissao colinérgica. A galantamina, um composto inibidor da
enzima acetilcolinesterase (AChE), tem sido amplamente utilizada como principal
tratamento contra a DA. Evidéncias clinicas e estudos de imagens sugerem que
pacientes tratados com o inibidor anticolinesterasico galantamina em conjunto com
antidepressivos da classe dos Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina
(ISRSs) podem ter beneficios adicionais. O Transtorno Depressivo Maior (TDM)
atualmente afeta mais de 350 milhdes de pessoas globalmente. Medicamentos mais
recentes para tratamento deste transtorno foram aprovados para uso no final da
década de 2000, dentre os quais estdo os ISRSs. Considerando o possivel uso de
ISRSs como anticolinesterasicos, o presente estudo tem como objetivo avaliar o
carater inibitério de moléculas de origem natural, com estruturas quimicas analogas
aos antidepressivos fluoxetina, sertralina, escitalopram e vortioxetina, frente a enzima
AChE. Foi realizada uma triagem virtual baseada nas subestruturas dos
antidepressivos mencionados, nos bancos de dados PubChem, Natural Products
Atlas e Drug Bank. Os compostos que se adequaram a Regra dos Cinco de Lipinski,
nao apresentaram toxicidade e demonstraram um valor de DLsg satisfatorio passaram
pelo protocolo de docking molecular. Os dados obtidos revelaram a presenca de
guatro possiveis inibidores: (2’S,11bR)-variecolortin B,
(1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E, (2’R,5Z,11bR)-variecolortin B e
(1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B. Todas as interacfes intermoleculares
avaliadas ocorreram entre os compostos e residuos, tais como Trp-286, Phe-297 e
Ser-293, ja comprovados na literatura como presentes no sitio ativo da enzima AChE.
No entanto, apresentaram uma afinidade de ligacdo ao sitio da enzima levemente
inferior a do inibidor de referéncia. Todos os compostos exibiram propriedades fisico-
guimicas favoraveis a biodisponibilidade oral. Estes sdo potenciais agentes para o
planejamento e desenvolvimento de novos medicamentos e/ou tratamentos para DA.
Por se tratar de um estudo in silico, aconselha-se sua avaliacdo em testes in vitro e,
posteriormente, in vivo, para determinar sua real eficacia.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer. Acetilcolinesterase. Inibidores Seletivos da
Recaptacao de Serotonina. Triagem Virtual. Docking Molecular.



ABSTRACT

VIRTUAL SCREENING INHIBITOR DRUG-ANALOGOUS COMPOUNDS OF
SEROTONIN REUPTAKE AS POSSIBLE ANTICOLINESTERASICS AGENTS

AUTHOR: Antonia Duarte Silveira Grassi Silveira
ADVISOR: Jodo Batista Teixeira da Rocha

Clinically, Alzheimer's disease (AD) is associated with functional and behavioral
symptoms, in addition to several cognitive symptoms, which can be explained by the
cholinergic neurotransmission deficit. Galantamine, an acetylcholinesterase (AChE)
inhibitor compound, has been widely used as the main treatment for AD. Clinical
evidence and imaging studies suggest that patients treated with the anticholinesterase
inhibitor galantamine in conjunction with antidepressants in the Selective Serotonin
Reuptake Inhibitor (SSRI) class may experience additional benefit. Major Depressive
Disorder (MDD) currently affects over 350 million people globally. Newer drugs for
treating this disorder were approved for use in the late 2000s, among which are the
SSRIs. Considering the possible use of SSRIs as anticholinesterases, the present
study aims to evaluate the inhibitory character of molecules of natural origin, with
chemical structures similar to those from the antidepressants fluoxetine, sertraline,
escitalopram and vortioxetine, against the AChE enzyme. A virtual screening was
performed based on the substructures of the mentioned antidepressants, in the
PubChem, Natural Products Atlas and Drug Bank databases. The compounds that
complied with Lipinski's Rule of Five, showed no toxicity and demonstrated a
satisfactory LDsg value, underwent the molecular docking protocol. The data obtained
revealed the presence of four possible inhibitors: (2'S,11bR)-variecolortin B,
(1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E, (2'R,5'Z,11bR)-variecolortin B and
(1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B. All intermolecular interactions evaluated
occurred between compounds and residues, such as Trp-286, Phe-297 and Ser-293,
already proven in the literature as present in the active site of the AChE enzyme.
However, they showed a slightly lower binding affinity to the enzyme site than the
reference inhibitor. All compounds exhibited physicochemical properties favorable to
oral bioavailability. These are potential agents for planning and developing new drugs
and/or treatments for AD. As this is an in silico study, it is advisable to evaluate it in in
vitro tests and, subsequently, in vivo, to determine its real effectiveness.

Keywords: Alzheimer's disease. Acetylcholinesterase. Selective Serotonin Reuptake
Inhibitors. Virtual Screening. Molecular Docking.
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1 INTRODUCAO

Alois Alzheimer publicou, no ano de 1907, o relato de caso de uma paciente de
51 anos que sofria de deméncia progressiva. Dentre os sintomas observados,
podemos citar perda de memoria, confusdo mental e paranoia como as principais
consequéncias da doenca. A autopsia mostrou um cérebro com células nervosas
anormais, contendo um emaranhado de fibras espessas e aglomerados de
terminagBes nervosas em degeneracdo (ALZHEIMER, 1907). Essa doenca afeta até
5% dos idosos acima de 65 anos, aumentando para 20% a incidéncia de casos
naqueles acima de 80 anos (FRATIGLIONI; DE RONCHI; AGUERO-TORRES, 1999).

Clinicamente, a Doenca de Alzheimer (DA) esta associada a sintomas
funcionais e comportamentais, além de diversos sintomas cognitivos, que podem ser
explicados pelo déficit de neurotransmisséo colinérgica devido a perda de neurbénios
colinérgicos (BARTUS et al., 1982; CUMMINGS; BACK, 1998). A principal abordagem
de tratamento aprovada pelos 6érgdos competentes concentra-se na terapia de
reposicdo para deéficits na neurotransmissdo colinérgica central, com resultados
satisfatorios com uso de anticolinesterasicos reversiveis para amplificar a acéo
fisiolégica do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em pacientes com a doenca
(MARTINEZ; CASTRO, 2006; LAHIRI et al., 2002).

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é conhecida por sua alta eficiéncia, sendo
capaz de catalisar a quebra de até 10.000 moléculas de ACh por segundo (PROTEIN
DATA BANK IN EUROPE, [2022]). A AChE ¢ alvo de diversos inseticidas, agentes
nervosos e drogas terapéuticas, em particular a primeira geracdo de medicamentos
anti-Alzheimer (SILMAN; SUSSMAN, 2005). Um efeito inibitorio sobre a atividade da
AChE aumenta a concentracdo de ACh na fenda sinaptica com super ativacao da
transmissao colinérgica (ENZ et al., 1993). Tanto a sintese guiada por alvo quanto o
design de drogas baseado em estrutura tém sido usados de maneira eficaz para obter
agentes anticolinesterasicos eficazes (SILMAN; SUSSMAN, 2005).

Transtorno Depressivo Maior (TDM) € uma condicdo psiquiatrica grave e na
grande maioria das vezes, debilitante, ocasionando graves consequéncias sociais,
com implicacbes econbmicas e na area da saude. Inicialmente, eram utilizados
antidepressivos triciclicos e aqueles com capacidade inibitéria da enzima monoamina
oxidase (MAOIs) como tratamento para a doenca (SANCHEZ; REINES;

MONTGOMERY, 2014). No entanto, em um contexto geral, as novas classes de
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antidepressivos, inclusos os chamados Inibidores Seletivos de Recaptacdo de
Serotonina (ISRSs), sdo mais bem toleradas que antidepressivos triciclicos e MAOIs
devido a diminuicdo dos efeitos colaterais resultantes do seu uso (GILLMAN, 2007).
Existem no mercado hoje em dia seis principais antidepressivos ISRSs: fluoxetina,
citalopram, escitalopram, paroxetina, sertralina e fluvoxamina. Estes formam um grupo
de moléculas estruturalmente nao-correlacionadas que compartiham de um
mecanismo de agao semelhante (EDINOFF et al., 2021).

Medicamentos produzidos a partir de fontes sintéticas - com auxilio de
pesquisas assistidas por computador, como a quimica computacional e uso de
medicac¢les ja aprovadas, buscando alterar sua estrutura ou combina-la com outra
molécula - exercem menos efeitos terapéuticos com mais efeitos colaterais diversos
(VALECHA et al., 2010). Dito isso, agentes terapéuticos provindos de fontes naturais
podem diminuir significativamente ou até mesmo evitar efeitos colaterais indesejados,
pois produzem efeitos fisiologicos e farmacoldgicos ja em células vivas. Ndo obstante,
séo capazes de uma maior interacdo com proteinas, enzimas e demais moléculas e

estruturas presentes no meio biolégico (LAHLOU, 2013).
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1.1 DOENCA DE ALZHEIMER E A ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A condicdo de deméncia pode ser dividida em duas categorias: pré-senil ou
senil. A deméncia pré-senil tem inicio antes dos 65 anos de idade, enquanto a
deméncia senil tem inicio apds os 65 anos de idade e essa separacdo ajuda na busca
por causas genéticas da DA de inicio precoce (YOURGENOME, 2022). Deméncia €
agora considerada uma sindrome caracterizada pela deterioracdo intelectual ocorrida
em adultos, severa o suficiente para interferir em performances sociais e ocupacionais
(KATZMAN, 1993).

Dentre as mudancas bioquimicas que ocorrem devido a DA (Figura 1), estdo o
acumulo de placas amiléides, também chamadas de placas senis, contendo depdésitos
extracelulares do peptideo beta-amildide e a presenca de emaranhados
neurofibrilares intraneuronais (ENIs) que levam a neurotoxicidade (PORTELIUS et al.,
2006). A densidade de placas senis no coOrtex cerebral esta significativamente
correlacionada com o grau de comprometimento cognitivo observado em pacientes
antes da morte, embora seja possivel encontrar depdésitos de beta-amiloides em tecido
cerebral saudavel (YAMADA; NABESHIMA, 2000). Nao obstante, ocorrem tambéem
déficits de ACh, norepinefrina (NE) e serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), sendo
0 neurotransmissor ACh o mais profundamente afetado. Essa observacéo levou a
postulacdo da hipotese colinérgica da DA, que engloba uma parte substancial das
anormalidades cognitivas e de memadria causadas pela doenca.

A ACh é encontrada em vertebrados e artropodes, sendo um dos principais
compostos pelo qual os impulsos elétricos transportados pelas células nervosas séo
transmitidos a outra célula nervosa ou a musculos voluntarios e involuntarios (HUNT;
DE M. TAVEAU, 1906). Desempenha um importante papel no que diz respeito aos
processos de aprendizagem e memodria, ativando receptores nicotinicos e
muscarinicos do sistema nervoso central (SNC) (KASA; RAKONCZAY; GULYA,
1997).



13

Figura 1 — Mudancas bioquimicas e estruturais que ocorrem no cérebro devido a DA
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Fonte: Adaptado de Boersma. (2018).

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é conhecida por sua alta eficiéncia, sendo
capaz de catalisar a quebra de até 10.000 moléculas de ACh por segundo, mecanismo
representado pela Figura 2 (PROTEIN DATA BANK IN EUROPE, [2022]). Ocorre em
diferentes estruturas quaternarias, sendo todas elas pdés-traducionais, onde apenas
um gene codifica suas subunidades cataliticas (HUCKO; JARV; WEISE, 1991). A
primeira estrutura primaria completa de uma subunidade catalitica foi deduzida a partir
de cDNA obtido do corpo da enguia elétrica Torpedo californica, possuidora de
grandes quantidades dessa enzima (SCHUMACHER et al., 1986).
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Figura 2 — Mecanismo de reacéo para hidrélise de ACh (acilagéo) catalisada pela AchE
e mecanismo de desacilacdo da enzima
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Fonte: Adaptado de Chatterjee et al. (2016).

Antes da sua estrutura ser compreendida completamente, ja se sabia existir
dois sitios ativos para substratos positivamente carregados, chamados de “sitios
anionicos" (PROTEIN DATA BANK IN EUROPE, [2022]). Além disso, o sitio ativo
principal da AChE n&o se encontra na superficie, mas a cerca de 20 A de profundidade
da mesma, compreendido em uma reentrancia de 5 A de largura rodeada de diversos
residuos de aminoacidos aromaticos, tendo o triptofano (Trp) como aminoacido
predominante (XU et al., 2017).

As interacdes do substrato com os residuos de aminoacidos aromaticos a sua
volta se déo por meio das forcas de van der Waals, de modo indireto (SCHUMACHER
et al., 1986). No entanto, as forcas de Coulomb também s&o importantes, ou seja, a
dependéncia da acao inibitéria da enzima com a forca iGnica implica que o sitio ativo
anidnico possui uma “nuvem” negativa em sua superficie, em vez de uma cadeia

lateral de aminoacidos com cargas negativas individuais.
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O sitio anibnico periférico (PAS) se localiza mais proximo a superficie da
enzima, sendo interpretado como um sitio alostérico, aquele que permite que o
substrato ative, iniba ou desligue a atividade enzimatica de determinada enzima, por
meio de mudangas de conformagao na estrutura da mesma (TAYLOR; LAPPI, 1975).
Possui na sua estrutura 0 aminoacido Trp286, que tem como objetivo sequestrar ACh
(XU et al., 2017). Logo, essa enzima forma uma interac@o m-cation com o aminoécido
Trp e a carbonila do grupo acetil forma uma ligagdo de hidrogénio fraca com um
aminoacido tirosina (Tyr) localizado mais abaixo (PROTEIN DATA BANK IN EUROPE,
[2022]).

Na base da reentrancia, temos o subsitio aniénico (AS) que apresenta o residuo
aromatico Trp86 e a triade catalitica (CT) composta por Glu334, His447 e Ser203
(ROSENBERRY et al., 2017). Novamente temos a formagdo de uma interagdo m-
cation entre a amina quaternaria localizada na ACh e o anel do Trp86 (PROTEIN
DATA BANK IN EUROPE, [2022]). Além dos sitios citados anteriormente, a AChE
(Figura 3) possui um 'bolsdo acil’, que confere especificidade ao substrato, e um
‘buraco oxianion', que interage com ions negativos de oxigénio durante a catalise,
aumentando sua eficiéncia catalitica (ZHANG; KUA,; MCCAMMON, 2002).

Figura 3 — Representacao sitio ativo AChE humana

Sitio Anidnico Periférico

20A

triade catalitica subsitio anidnico

Fonte: Adaptado de Gorecki et al. (2016).
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1.2 INIBIDORES DE RECAPTACAO DE SEROTONINA

Inicialmente, eram utilizados antidepressivos triciclicos e aqueles com
capacidade inibitéria da enzima monoamina oxidase (MAOIs) como tratamento para
a doenca. Os medicamentos mais recentes foram aprovados para uso no final da
década de 2000, incluindo os inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina (ISRSs)
e os inibidores de recaptagéo de serotonina e norepinefrina (SNRIs) (SANCHEZ;
REINES; MONTGOMERY, 2014). Em um contexto geral, as novas classes de
antidepressivos sdo mais bem toleradas que antidepressivos triciclicos e MAOIs
devido a diminuigcéo dos efeitos colaterais resultantes do seu uso (GILLMAN, 2007).

Os ISRSs compartilham do mesmo mecanismo de acdo, tendo como alvo
principal o transportador de serotonina (SERT), responsavel pela recaptacéo de 5-HT
nos neurdnios serotoninérgicos, como demonstrado pela Figura 4 (BLAKELY et al.,
1991). A inibicdo da recaptagdo de 5-HT resulta em niveis extracelulares mais
elevados de serotonina, efeito base da atividade antidepressiva (LAM et al., 2009). No
entanto, os efeitos terapéuticos dos antidepressivos da classe dos ISRS ndo podem
ser resumidos somente a inibicdo de SERT e, como tal, outros mecanismos de acao
devem estar ocorrendo simultaneamente. A teoria atual postula que o estresse
neuronal causado pelos ISRSs causa uma mudanca na homeostase cerebral,
resultando em uma regulacao negativa de SERT em algumas areas do cérebro e uma
regulacéo positiva em outras (SANTARSIERI; SCHWARTZ, 2015). Esse mecanismo
pode explicar o porqué de os efeitos terapéuticos completos do tratamento com tais
antidepressivos ndo serem percebidos até quatro a seis semanas apds seu inicio,

apesar de haver alteracdes significativas imediatas no fluxo de serotonina.
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Figura 4 — Representag&o do mecanismo de ag&o dos ISRSs
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Fonte: Adaptado de Lattimore. (2005).

Dentre os ISRSs, a fluoxetina exibe a ligacdo menos especifica no sitio ativo
do SERT e, em altas doses, pode aumentar os niveis sinapticos de NE e dopamina,
como reportado na literatura (BYMASTER et al., 2002). Seu uso tende a estar
associado com taxas mais altas de perda de peso, agitacdo e ansiedade quando
comparada com os demais antidepressivos contidos nessa classe, 0 que pode estar
diretamente relacionado a sua especificidade de ligacdo reduzida (MARKEN;
MUNRO, 2000).

Comparada com outros ISRSs, a sertralina € considerada um inibidor potente
e especifico da recaptacdo de 5-HT no terminal pré-sinaptico, mostrando também
certa atividade como inibidor da recaptacdo de dopamina (HEYM; KOE, 1988). No
entanto, a sertralina ndo possui atividade inibitoria frente a recaptacdo de
norepinefrina nem frente a monoamina oxidase, além de ndo possuir atividade
anticolinérgica significativa (CIPRIANI et al., 2010).

Escitalopram € o S-enantidmero da mistura racémica que constitui o citalopram
(SANCHEZ; KREILGAARD, 2004), capaz de inibir, junto aos demais antidepressivos
da classe dos ISRSs, também chamados de antagonistas, a fun¢cdo do SERT ao se

ligarem ao seu sitio ativo principal, onde o substrato 5-HT se ligaria normalmente. Em
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adicao ao sitio ativo principal, o SERT possui um ou mais sitios alostéricos de ligacao.
Um composto tal como o escitalopram consegue ligar-se ao sitio alostérico, podendo
modular as propriedades do sitio ativo principal, sem afetar diretamente a recaptacéo
de serotonina (CHEN et al., 2005; SANCHEZ, 2006). Devido a essa propriedade, o
escitalopram é também considerado um inibidor de recaptacdo alostérico de
serotonina (IRAS).

Vortioxetina foi aprovada como medicacao para o tratamento de TDM em
setembro de 2013 nos Estados Unidos e posteriormente sua aprovacao e uso se deu
no mundo todo. A vortioxetina € considerada um ISRS, porém sua ac¢do vai além,
tendo mostrado varias outras atividades sobre receptores de 5-HT (M@RK et al.,
2012). Possui alta afinidade com o SERT, mas ndo com transportadores de NE ou
dopamina. A vortioxetina pode exercer efeitos antidepressivos ocupando menos de
50% do sitio ativo principal do SERT, enquanto demais ISRSs e SNRIs requerem
ocupacoes de pelo menos 80% (MEYER et al., 2004). No geral, a vortioxetina € tanto
um modulador quanto um estimulador de serotonina (KOHLER et al., 2016). Sua
estrutura estad disposta na Figura 5, junto aos demais antidepressivos descritos

anteriormente.



19

Figura 5 — Estruturas dos antidepressivos fluoxetina, sertralina, escitalopram e vortioxetina

Legenda: (a) Fluoxetina; (b) Sertralina; (c) Escitalopram; (d) Vortioxetina.

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

1.3 RELACAO ENTRE ISRSs E A DOENCA DE ALZHEIMER

Estudos ja relataram que os antidepressivos fluoxetina, sertralina e amitriptilina
sdo capazes de inibir a atividade da enzima AChE. No entanto, a poténcia inibitoria
desses trés antidepressivos se mostrou diferente, provavelmente pela distincao
estrutural entre os compostos (MULLER et al., 2002; AHMED et al., 2008).

Além disso, estudos anteriores revelaram que o farmaco citalopram € um
importante inibidor das colinesterases, onde evidéncias clinicas e estudos de imagens
sugerem que pacientes tratados com o inibidor anticolinesterasico galantamina,
utilizado ativamente no tratamento da DA, podem ter beneficios adicionais quando
também tratados com o ISRS citalopram. Resultados desses estudos mostraram um
aumento na atividade cerebral apés tratamento recorrente com ambos os farmacos
(AHMED et al., 2008; SMITH et al., 2009).
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1.4 VANTAGENS NO USO DE MOLECULAS DE ORIGEM NATURAL

Um produto natural pode ser considerado uma entidade quimica, produzido por
um organismo vivo de ocorréncia natural, o qual contém componentes quimicos
Gnicos e estruturalmente diversos, além de propriedades farmacolégicas que podem
contribuir para a descoberta de novos medicamentos vitais a saude humana
(MATHUR; HOSKINS, 2017). Como exemplos de medicamentos de uso comum
derivados de plantas, temos a aspirina, proveniente da casca do salgueiro (JI;
LARREGIEU; BENET, 2016), a digoxina, da flor Digitalis lanata (GERWICK, 2017) e
a morfina, proveniente do 6pio (BUTLER, 2004). De fato, projeta-se que mais de 60%
de todos os medicamentos sejam derivados de produtos naturais ou metabdlitos
secundarios encontrados nos mesmos (EDDERSHAW; BERESFORD, 2000).

Medicamentos produzidos a partir de fontes sintéticas exercem menos efeitos
terapéuticos com mais efeitos colaterais diversos (VALECHA et al., 2010). Dito isso,
agentes terapéuticos provindos de fontes naturais podem diminuir significativamente
ou até mesmo evitar efeitos colaterais indesejados, pois produzem efeitos fisiologicos
e farmacolégicos ja em células vivas. Além disso, produtos naturais apresentam maior
distribuicdo de propriedades moleculares, menor massa molecular, coeficiente de
particdo e alta diversidade estrutural (PASCOLUTTI; QUINN, 2014). Nao obstante,
sdo capazes de uma maior interacdo com proteinas, enzimas e demais moléculas e
estruturas presentes no meio biolégico (LAHLOU, 2013).

Diante disso, considerando o possivel uso de inibidores de recaptacdo de
serotonina como anticolinesterasicos, o presente estudo tem como objetivo avaliar o
carater inibitorio de moléculas de origem natural, analogas em estrutura quimica aos
antidepressivos fluoxetina, sertralina, escitalopram e vortioxetina, frente a enzima
AChE.
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2 MATERIAIS E METODOS

Para a busca de novos farmacos com afinidade de ligagdo a enzima
acetilcolinesterase (AChE), foram utilizados trés diferentes bancos de dados virtuais
de moléculas. O Natural Products Atlas, banco de dados de produtos naturais
derivados de micrébios, abriga um total de 32.552 compostos, sendo eles 12.547 de
origem bacteriana e 20.005 de origem fungica (VAN SANTEN et al., 2021).

O banco de dados Drug Bank possibilita a busca por mais de 500.000 farmacos,
aprovados ou em fase experimental (DRUGBANK, 2022). Por fim, o banco de dados
PubChem abriga mais de 110 milhdes de compostos, 277 milhdes de substancias e
292 milhdes de moléculas bioativas, possibilitando a pesquisa de compostos quimicos
por nome, formula molecular, estrutura, dentre outros identificadores (PUBCHEM,
2022).

Para se realizar a busca nos bancos de dados citados acima, definiu-se uma
estrutura base para cada um dos antidepressivos selecionados. A filtragem das
subestruturas obtidas nos bancos de dados Natural Products Atlas e Drug Bank foi
feita levando em consideracdo a Regra dos Cinco de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997)
gue estabelece que um composto tem maior probabilidade de apresentar baixa
absorcao ou permeacao quando dois ou mais dos seguintes critérios sédo violados:
logP maior ou igual a 5, Massa Molecular menor ou igual a 500 Da, aceptores de
ligac&o de hidrogénio (ALH) menor ou igual a 10 e doadores de ligacédo de hidrogénio
(DLH) menor ou igual a 5 (BICKERTON; BESNARD; HOPKINS, 2012). Além disso,
apenas moléculas de origem natural foram consideradas.

No caso do banco de dados PubChem, além da Regra dos Cinco de Lipinski,
se fez necessaria a adicdo de outro critério: foram escolhidas somente moléculas
atualmente comercializadas, para facilitar o possivel uso destas em ensaios
enzimaticos futuros.

Para avaliar o perfil farmacéutico dessas moléculas, utilizou-se a ferramenta de
livre acesso pkCSM (2022) que realiza a predicédo de propriedades farmacocinéticas
de pequenas moléculas usando assinaturas baseadas em graficos (PIRES;
BLUNDELL; ASCHER, 2015). Das propriedades avaliadas pelo método ADMET,
acrénimo utilizado na farmacocinética e na farmacologia para "absorcéao, distribuicéo,
metabolismo, excrecéo e toxicidade" e que descreve a disposi¢cao de um composto

farmacéutico em um organismo (GUAN et al., 2019), observou-se a solubilidade em
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agua do composto e toxicidade AMES - teste usado para avaliar o potencial efeito
carcinogénico de substancias quimicas utilizando a cepa bacteriana Salmonella
typhimurium (JAIN et al., 2018). Além disso, foi levado em consideracdo a
hepatoxicidade e toxicidade aguda oral em ratos, avaliado pela quantidade de uma
substancia, dada de uma s6 vez, que causa a morte de 50% (metade) de um grupo
teste de ratos (DLso) (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

As moléculas que apresentaram DLsg com valores acima do padrdo obtido a
partir do antidepressivo selecionado e/ou resultaram em hepatoxicidade e/ou
toxicidade de AMES positiva, foram automaticamente excluidas do estudo. As
moléculas selecionadas foram criadas usando o software Avogadro 1.2.0 seguindo o
método MMFF94, seguido de otimizacdo semi-empirica da geometria PM6
(STEWART, 2007) usando o programa MOPAC2016 (JAMES, 2016).

A estrutura cristalografica da enzima alvo, AChE humana, encontra-se
disponivel no banco de dados de proteinas PDB (Protein Data Bank), sob o codigo
4EY6 (CHEUNG et al., 2012). Foi levado em consideracdo uma resolucéo (R) da sua
estrutura experimental em R = 2,40 A e a presenca de um inibidor, galantamina, para
comparacao com as demais moléculas estudadas.

A simulacao de docking molecular foi utilizada como segunda triagem, visando
buscar compostos com maior capacidade inibitéria e propor um modelo de interacao.

Para simular o modo de ligacdo das interacbes entre as moléculas
selecionadas e a enzima AChE humana, foi utilizado o programa Auto Dock Vina 1.1.1
(TROTT; OLSON, 2010) com exaustividade de 200, de acordo com a literatura,
utilizando uma rede altamente conservada de moléculas de agua na ACHE humana.
O gridbox foi centrado nas coordenadas: x = -13,25, y = -46,76 e z = 33,52, com as
dimensdes: 30 x 30 x 30 A (DA SILVA et al., 2020).

Apés a obtencao dos ligantes e da enzima, suas estruturas foram convertidas
para o formato pdbqt, utilizando o programa Auto Dock Tools 4.2 (MORRIS et al.,
2009), no qual todas as ligacdes rotativas dos ligantes puderam girar livremente, e 0s
receptores foram considerados rigidos. Outras configuracbes foram consideradas
padrdo. O protocolo de redocking levou em consideracdo um valor de RMSD de 0.36
A para a galantamina (DA SILVA et al., 2020), este que mede o desvio quadréatico
médio das posicdes atdmicas, com valores preferencialmente menores que 2 A, é um
critério frequentemente usado para corrigir a previsdo de estrutura vinculada

(BURSULAYA et al., 2003). As estruturas com energias livres de ligagdo proximas ao
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valor demonstrado pela galantamina, experimentalmente e pela literatura (DA SILVA
et al., 2020), de -10,5 kcal/mol, foram selecionadas e analisadas usando BIOVIA
Discovery Studio (ACCELRYS, 2017).
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3 RESULTADOS
3.1 DETERMINACAO DAS SUBESTRUTURAS

A Figura 6 evidencia as subestruturas escolhidas, determinadas a partir dos

antidepressivos utilizados como base para o estudo.

Figura 6 — Subestruturas relativas aos antidepressivos utilizados como base para o estudo

30 5
3

Legenda: (a) Subestrutura escitalopram; (b) Subestrutura sertralina; (c) Subestrutura fluoxetina; (d)
Subestrutura vortioxetina.

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

Devido a grande quantidade de moléculas presentes no banco de dados
PubChem, utilizou-se mais de um critério para filtragem das mesmas. Em um primeiro
momento, obteve-se 493 resultados referentes a subestrutura do escitalopram, de
acordo com 0s seguintes critérios dispostos na plataforma: massa molar entre 300 e

400 Da, HBD de no minimo 0 e maximo 5, HBA de no minimo 0 e maximo 10, XLogP
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entre 5 e 8. Para os antidepressivos fluoxetina, sertralina e vortioxetina, foram
utilizados os mesmo critérios, obtendo-se, respectivamente, 1.394, 975 e 766
resultados. Com a aplicacédo inicial da Regra dos Cinco de Lipinski, diminuiu-se a
guantidade de moléculas para 42, 201, 36 e 108.

Por se tratar ainda de um nimero elevado de compostos a serem analisados,
um ultimo critério foi aplicado: a existéncia da subestrutura no mercado, disponivel
para compra, objetivando a obtencdo destas para ensaios de inibicdo enziméatica.
Ainda a Regra dos Cinco de Lipinski foi usada mais uma vez, restringindo 0s
resultados em 6, 35, 2 e 6 para escitalopram, fluoxetina, sertralina e vortioxetina,
respectivamente.

O banco de dados Natural Products Atlas forneceu apenas 7 resultados de
subestruturas compativeis para o escitalopram, 4 para sertralina e 2 para vortioxetina.
N&o houve a necessidade de utilizacdo de quaisquer critérios adicionais. Além disso,
nao foram encontrados resultados para as subestruturas relativas ao antidepressivo
fluoxetina dentro do desejado. Para o banco de dados Drug Bank foi possivel se obter
3 subestruturas analogas em estrutura quimica ao escitalopram, 9 para fluoxetina, 3
para sertralina e 4 para vortioxetina, sem necessidade de critérios adicionais.

Na Figura 7 estdo exemplificadas as estruturas das moléculas selecionadas,
analogas em estrutura quimica a subestrutura relativa ao antidepressivo escitalopram,

gue se adequaram parametros de Lipinski e ndo apresentaram toxicidade.



Figura 7 — Compostos analogos a subestrutura do escitalopram

a) 0 b)

OH

Legenda: (a) Spiroxin A; (b) Spiroxin B; (c) Spiroxin D; (d) Spiroxin E.

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).
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No Quadro 1 temos seus valores de acordo com cada parametro analisado,

provenientes do banco de dados Natural Products Atlas. A segunda coluna mostra 0s

valores para o0 antidepressivo base. Nao foram encontrados resultados que se

adequassem aos critérios nos bancos de dados Drug Bank e PubChem.

Quadro 1 — Valores para Regra dos Cinco de Lipinski, solubilidade, DL50 e toxicidade para
compostos analogos a subestrutura do escitalopram

Rotacionaveis

Ligante Escitalopram | Spiroxin A | Spiroxin B | Spiroxin D | Spiroxin E
Massa
(<500 Da) 324,399 412,737 412,182 | 364,309 | 449,198
DLH 0 2 2 2 3
ALH 3 8 8 7 8
LogP 3,813 1,498 2,151 0,989 2,002
LigacoOes 5 0 0 0 0

Area (A2 141,834 166,042 176,345 | 151,577 | 176,978
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Hepatotoxicidade Nao N&o N&o N&o N&o
Toxicidade AMES N&o Nao Nao Nao Nao
Solubilidade -4.,480 3,112 3119 | -2,772 | -2.889
(log mol/L)
DLso (mol/kg) 2,918 2.971 2,973 2,870 2,895

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

Para as moléculas derivadas da subestrutura do antidepressivo fluoxetina, ndo
foram encontrados resultados satisfatérios em nenhum dos trés bancos de dados
analisados.

Na Figura 8 estdo exemplificadas as estruturas das moléculas selecionadas,
analogas em estrutura quimica a subestrutura relativa ao antidepressivo sertralina,

gue se adequaram aos critérios de Lipinski e ndo apresentaram toxicidade.

Figura 8 — Compostos analogos a subestrutura da sertralina

/

Legenda: (a) (+)-variecolortin B; (b) Dasotralina; (c) (x)-variecolortin B; (d) Desmetilsertralina.

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).
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O Quadro 2 dispde das moléculas selecionadas dos bancos de dados Natural
Products Atlas e Drug Bank, respectivamente, analogas em estrutura quimica a
subestrutura relativa do antidepressivo sertralina, conforme critérios discutidos
anteriormente. Ndo foram encontrados resultados adequados no banco de dados
PubChem.

Quadro 2 — Valores para Regra dos Cinco de Lipinski, solubilidade, DLso e toxicidade para compostos
analogos a subestrutura da sertralina

(+) ()
Ligante Sertralina| variecolortin |variecolortin| Desmetilsertralina | Dasotralina
B B
Massa
(<500 Da) 306,236 619,674 619,674 292,209 292,209
DLH 1 6 6 1 1
ALH 1 7 7 1 1
LogP 5,1796 4,41622 4,41626 4,9189 4,9189
Ligacoes 2 4 4 1 1
Rotacionaveis
Area (82 129,464 263,959 263,959 122,889 122,889
Hepatotoxicidade| Sim Nao N&o N&o N&o
Toxicidade AMES| Nao Nao N&o N&o N&o
Solubilidade 5,051 -3.002 -3,002 4177 4,177
(log mol/L)
DLso (mol/kg) 2,807 2,913 2,913 3,002 3,002

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

Destacado em negrito, tem-se a violacao de dois dos critérios estabelecidos por
Lipinski, estes que permitem uma boa previséo do perfil de biodisponibilidade oral para
moléculas novas. No entanto sabe-se que 16% dos medicamentos administrados via
oral disponiveis no mercado violam ao menos um dos critérios estabelecidos citados
anteriormente e 6% falham em dois ou mais (BICKERTON; BESNARD; HOPKINS,
2012)., tais como atorvastatina, montelucaste, docetaxel, telmisartana, tacrolimo,
leuprolida e olmesartana (GIMENEZ et al., 2010). A implementacdo de regras como
filtros resulta somente em uma aprovacado ou reprovacao qualitativa, logo todos os
compostos que cumprem as regras sao considerados iguais, assim como aqueles que
as infringem (BICKERTON; BESNARD; HOPKINS, 2012).
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A busca por moléculas similares a subestrutura do antidepressivo vortioxetina
ndo gerou resultados satisfatérios no banco de dados Natural Products Atlas. Para os
demais bancos de dados, os resultados estdo dispostos no Quadro 3 e a Figura 9
mostra as estruturas das moléculas selecionadas, que se adequaram aos critérios
impostos.

Figura 9 — Compostos analogos a subestrutura da vortioxetina

b)

a)

0

Legenda: (a) 1-Benzilsulfanil-2,3,5-trifluoro-4,6-dimetilbenzeno (BStFdMB); (b) Zaltoprofen.

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

Quadro 3 — Valores para Regra dos Cinco de Lipinski, solubilidade, DLso e toxicidade para compostos
analogos a subestrutura da vortioxetina

Ligante Vortioxetina | Zaltoprofen BStFdMB
Massa (<500 Da) 298,455 298,366 282,33
DLH 1 1 0
ALH 3 3 1
LogP 3,86425 3,7647 5,01304
Rolgzllgc?og r? éefvseis 3 2 3
Area (A?) 131,105 126,548 114,203
Hepatotoxicidade N&o N&o N&o
Toxicidade AMES Nao Nao N&o
Solubilidade -3,89 -2,887 -5,364




(log mol/L)

DLso (mol/kg)

2,317

2,363

2,963

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).
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3.2 PROTOCOLO DE DOCKING MOLECULAR

O protocolo de docking molecular foi executado para as 10 moléculas dispostas
anteriormente, nas Figuras 5, 6 e 7, que ndo apresentaram nenhum tipo de toxicidade.
Sua solubilidade e valores de DLsp também foram levados em consideracdo. Para
cada uma das 10 moléculas, foram analisados seus isbmeros R e S, juntamente ao
inibidor galantamina na cadeia A da enzima AchE humana. Ao avaliarmos os valores
de energia em kcal/mol, temos 4 ligantes que se destacam: (1) (2'S, 11bR)-
variecolortin B, com uma energia de -9.5 kcal/mol; (2) (1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-
spiroxin E, com energia de -9.4 kcal/mol; (3) (2’R,5Z,11bR)-variecolortin B, com
energia também de -9.4 kcal/mol; e por fim, (4) (1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-
spiroxin B, com energia igual a -9.2 kcal/mol. A galantamina apresentou energia de
ligacéo de -10,5 kcal/mol.

3.3 ANALISE DE INTERACOES POR DOCKING MOLECULAR

O complexo inibidor-proteina com (2’'S, 11bR)-variecolortin B foi capaz de
realizar seis interagdes hidrofébicas no total, sendo trés delas do tipo 1T-1T - anéis
sdo definidos como sistemas de anéis planares compostos por atomos sp2
hibridizados, dentre eles anéis arométicos, com uma distancia maxima de 6,0 A por
default - e outras trés do tipo T-alquil, que ocorrem a uma distancia maxima de 5,5 A
do centro de um anel 1T ao centro do grupamento alquil (ACCELRYS, 2017), além de
trés ligacbes de hidrogénio. Nas interacdes hidrofobicas participaram os residuos Trp-
286, Tyr-337, Phe-338 e Tyr-341. As ligacdes de hidrogénio ocorreram entre o ligante
e os residuos Arg-296, Tyr-72 e Ser-293, classificadas como convencionais, admitindo
distancias de ligacéo de 3,4 a 3,8 A (ACCELRYS, 2017). Todas as interacbes deste
complexo inibidor-proteina apresentaram distancias de ligacdo aceitaveis para 0s
parametros impostos pelo programa utilizado, de até no maximo 5,2 A (Quadro 4) e

sdo exibidas na Figura 10 logo abaixo.



Quadro 4 — Interacgdes ligante-proteina e distancias de ligagao
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(2’S, 11bR)-variecolortin B

(1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E

Interacdes Hidrofébicas

Interacdes Hidrofébicas

Residuo AA Distancia (A)| Residuo AA Distancia (A)
284 Trp 4,6 286 Trp 5,3
285 Trp 4,5 286 Trp 3,9
286 Trp 4,6 286 Trp 4,9
337 Tyr 5,2 297 Phe 4,8
338 Phe 51
341 Tyr 4,0

Ligagbes de Hidrogénio

LigacOes de Hidrogénio

Residuo AA Distancia (A)| Residuo AA Distancia (A)
72 Tyr 2,2 293 Ser 2,4
293 Ser 1,0 293 Ser 2,0
296 Arg 2,3

(2’R,5’Z,11bR)-variecolortin B

(1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B

Interacdes Hidrofébicas

Interacdes Hidrofébicas

Residuo AA Distancia (A)| Residuo AA Distancia (A)
286 Trp 4,3 286 Trp 4.4
297 Phe 5,2 286 Trp 3,9
338 Phe 5,0
Ligacdes de Hidrogénio
Residuo AA Distancia (A)
124 Tyr 3,5
286 Trp 2,4
293 Ser 2,2

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

Para o (1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E, ocorreram quatro interacdes

hidrofébicas com a proteina, sendo duas delas do tipo 1-11 € outras duas do tipo 1r-

alquil, nos seguintes residuos: Trp-286 e Phe-297. Além disso, o residuo Ser-293

realizou duas liga¢des de hidrogénio convencionais com o receptor (Figura 10). Com

excecao de uma das interagdes hidrofébicas -1 do residuo Trp-286 que apresentou

uma distancia de ligacéo de 5,3 A, as demais interacées exibiram distancias iguais ou
inferiores & 4,9 A (Quadro 4).
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Figura 10 — Intera¢bes das moléculas selecionadas com o sitio ativo da enzima AChE
a) b)

Gly342 Ser293

Phe297

Trp286

Phe338

Ser293

Legenda: (a) (2'S, 11bR)-variecolortin B; (b) (1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E; ()
(2’R,5°Z,11bR)-variecolortin B; (d) (1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B.

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

O composto (2'R,5Z,11bR)-variecolortin B apresentou um total de trés
interagdes hidrofdbicas, duas delas do tipo 1-alquil e uma do tipo 11-17, originadas dos

residuos Phe-338 e Phe-297, respectivamente. Este exibiu também trés ligagbes de
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hidrogénio: com o residuo Ser-293, trata-se de uma ligagdo de hidrogénio
convencional, enquanto para o residuo Tyr-124 observou-se uma ligacao de carbono-
hidrogénio, onde em ambos o0s casos os residuos atuaram como doadores de
hidrogénio (Figura 10). Ocorreu também uma ligacdo de hidrogénio do tipo tr-doador,
originada do residuo de Trp-286, com uma distancia maxima aceita de 4,2 A por
default (ACCELRYS, 2017). Todas as interacdes exibiram distancias de ligacdes
iguais ou inferiores a 5,2 A, conforme mostrado no Quadro 4.

Por fim, o ligante (1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B apresentou somente
duas interagdes com o sitio ativo, ambas de carater hidrofobico do tipo 1-1r, originadas
do residuo Trp-286, como mostrado na Figura 10. Essas interacfes resultaram em
distancias de ligacdo iguais a 3,9 A e 4,4 A, respectivamente. (Quadro 4).

O controle utilizado, galantamina, tem suas interagbes com a proteina
exemplificadas na Figura 11 e o Quadro 5 mostra a distancia de ligacao para cada

interacéo feita.

Figura 11 — Interacdo do controle galantamina com o sitio ativo da enzima AChE

Trp236

Phe295 Phe297

Ser203

Ser125

Phe338 ) \
His447

Trp86

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).
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Quadro 5 — Interacgdes controle-proteina e distancias de ligagao

Galantamina
Interacdes Hidrofébicas
Residuo AA Distancia (A)
86 Trp 3,7
86 Trp 4.5
236 Trp 4.5
295 Phe 4.4
297 Phe 4,5
338 Phe 51
447 His 5,1
LigagOes de Hidrogénio
Residuo AA Distancia (A)
125 Ser 3,7
203 Ser 2,4
203 Ser 3,7
447 His 3,2

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).

Dentre as interacdes hidrofobicas para o controle galantamina, observou-se
seis interagdes do tipo t-alquil, entre os residuos de Trp-86, Trp-236, Phe-295, Phe-
297, Phe-338 e His-447 e o carbono da porcéo éter da molécula, todas com
distancias aceitaveis de até no maximo 5,5 A e uma unica interagéo T-sigma, com o
residuo de Trp-86 em uma distancia de 4,5 A, que admite distancias de ligacéo
somente até 4,1 A por default (ACCELRYS, 2017). Das interacdes por ligacéo de
hidrogénio, somente a ocorrida entre o controle e o residuo de Ser-203 se
caracterizou como convencional, dentro do limite aceito. As demais, ligacdes tipo

carbono-hidrogénio, também se mantiveram dentro do limite méaximo de 3,8 A.

4.4 ESTUDO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS COMPOSTOS
NATURAIS

O composto (+)-variecolortin B (nome comum), chamado também de
(2’R,5°Z,11bR)-5’-[[2-(1,1-dimetil-2-propen-1-il)-1H-indol-3-il]metileno]-1,11b-dihidro-

6,8,11b-trihidroxi-10-metoxi-4-metilspiro[3H-benz[de]antraceno-3,2-piperazina-
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3',6’,7(2H)-triona (CAS SciFindern, 2023) e formula molecular CssH33N3O7, foi
originalmente isolado a partir do fungo chamado Eurotium, proveniente do Mar da
China Meridional, consiste em um género de fungo filamentoso do filo Ascomycota,
frequentemente isolado de ambientes hiper salinizados e descoberto produzir
alcaldides dicetopiperazina e policetideos (ZHONG et al., 2018). Esse ambiente
extremo pode causar a ativacdo de certos genes silenciosos e induzir vias de
biossintese Unicas, favorecendo a producdo de compostos estruturalmente Unicos
(WANG et al., 2007).

Mais de 3.000 metabdlitos secundarios ja foram reportados a partir de fungos
marinhos, incluindo policetideos, alcaléides, meroterpendides e peptideos ciclicos.
Esses compostos exibem varias atividades biolégicas, como atividades
antibacterianas, antitumorais, antivirais e anti-inflamatorias (CARROLL et al., 2019;
HWANG et al., 2019; BAO et al., 2018).

Seu nome comum deriva da descoberta da cepa de fungo B-17, nomeada como
Aspergillus variecolor, também chamados de variecolortides, isolada de sedimentos
coletados no campo de sal de Jilantai da Mongdlia, Alashan, China (WANG et al.,
2007). Diferem-se estruturalmente devido a presenca de uma rara fracéo tetraciclica
ciclo-hexeno-antrona 6/6/6/6, em vez da unidade pirano-antrona encontrada nos
variecolortides (ZHONG et al., 2018). Seu ID no Natural Products Atlas € NPA023948
e 139591160 no banco de dados PubChem.

O composto (x)-variecolortin B (nome comum), também chamado de
(2’S,11bR)-5’-[[2-(1,1-dimetil-2-propen-1-il)-1H-indol-3-iljmetileno]-1,11b-dihidro-
6,8,11b-trihidroxi-10-metoxi-4-metilspiro[3H-benz[de]antraceno-3,2-piperazina-
3',6’,7(2H)-triona (CAS SciFindern, 2023) e formula CssH33N3O7 tal qual citado
anteriormente. I1Sso ocorre pois 0 mesmo consiste de uma mistura racémica das
moléculas de (+)-variecolortin B e (-)-variecolortin B, tendo sido isolado do mesmo
fungo Eurotium, na mesma localidade. Possui ID NPA032435 no banco de dados
Natural Products Atlas e 156583062 no PubChem.

A cepa fungica LL-37H248 foi isolada de um coral laranja suave coletado nas
aguas de Dixon Bay, llha de Vancouver, Canada. Sua purificacdo levou as espiroxinas
A - E (MCDONALD etal., 1999). A estrutura de tais compostos pode ser descrita como
dois anéis de naftaleno parcialmente saturados unidos por espirocetais e ligacdes

carbono-carbono. A porgéo saturada de cada anel de naftaleno € unida a um epoéxido,
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resultando em um sistema de anel octaciclico incomum, presente tanto na molécula
de Spiroxin E quanto Spiroxin B (homes comuns) (SHU et al., 2021).

O composto Spiroxin E possui nome 6H,11H-1b,7b-
epoxibisoxireno[2,3]nafta[1,8-bc:1’,8’-efloxepin-11-ona,4,9-dicloro-1a,6a,7a,11a
tetrahidro-5,6,10-trihidroxi-,(1aR, 1bS, 6aR, 7aR, 7bS, 11aS) (CAS SciFindern, 2023)
e formula molecular CxH10Cl2Os, enquanto o composto Spiroxin B possui nome
(1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-4,9-dicloro-1a,6a,7a,11a-tetrahidro-5,10-dihidroxi-
6H,11H-1b,7b-epoxibisoxireno[2,3]nafta[1,8-bc:1’,8’-efloxepina-6,11-diona (CAS
SciFindern, 2023) e dois hidrogénios a menos na sua férmula molecular, sendo ela
C20HsCl20s. Além disso, teve sua acao antibidtica comprovada e patenteada
(MCDONALD et al.,, 1999). Suas identificacbes sdao NPA003285 e NPA006584,
respectivamente, no Natural Products Atlas e 10072382 e 10366321,
respectivamente, no banco de dados PubChem.

Foram analisadas as propriedades fisico-quimicas dos compostos citados
acima de acordo com os critérios de Lipinski. Os resultados estao exibidos abaixo no
Quadro 6.

Quadro 6 — Propriedades fisico-quimicas dos compostos (2'S, 11bR)-variecolortin B, (2'R,5Z,11bR)-
variecolortin B, (1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E e (1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B
de acordo com a Regra dos Cinco de Lipinski

; Massa Ligacdes
Hlgante (<500 Da) DLA | ALH LogP Rotacionaveis
vgzrigégll?ti)_s 619,674 6 7 | 441622 4
@ROZIORY | ewoera | & | 7 |amen| 4
(1aR,1bS,6aR,7aR,7 0
bs,11aS)-spiroxin E | 1182 | 2 8 | 21510
(1aR,1bS,6aS,7aR,7
bS,11aS)-spiroxin B 449,198 3 8 2,0017 0

Fonte: elaborado pela pesquisadora (2023).
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4 DISCUSSAO

O sitio aniénico periférico (PAS), também chamado de sitio P, presente na
AChE, é revestido de residuos aromaticos, os quais possuem um papel fundamental
na ligacéo e orientacéo de substratos aromaticos e catidnicos em seu caminho do sitio
P ao sitio A, sitio ativo principal da enzima. Os residuos aromaticos Trp-286, Tyr-124,
Tyr-72 e Tyr-341, presentes no sitio P da AChE humana (hAChE), formam interacdes
m-cation com o neurotransmissor ACh, orientando sua molécula a deslizar e ligar-se
aos residuos Trp-86 e Tyr-337 localizados no sitio A (AS), também chamado de sitio
de ligacéo da colina, onde estara corretamente alinhado ao residuo de serina catalitica
(Ser-203) (ROSENBERRY et al., 2017), que compde a triade catalitica Ser-His-Glu,
favorecendo a nucleofilicidade da Ser-203, uma vez que a forte ligacao de hidrogénio
gue ocorre entre Ser-203 e His-447 melhora a capacidade do ataque nucleofilico no
substrato, enquanto o Glu-334 estabiliza o cation histidinio no seu estado de transicéo
(ZHANG; KUA,; MCCAMMON, 2002). Quando isso acontece, os residuos Phe-295,
Phe-297 e Trp-286 formam o sitio de ligacdo do acetil, que acomoda firmemente a
parte acetil do substrato.

Dos residuos aromaticos presentes no sitio P da enzima, conforme citado
anteriormente, nenhum deles realizou interacbes com o controle galantamina,
enquanto Trp-286 aparece nas quatro moléculas analisadas, Tyr-341 e Tyr-72
somente na (2’S,11bR)-variecolortin B e Tyr-124 somente na (2'R,5Z,11bR)-
variecolortin B. Entre os residuos que compdem o sitio A, somente o Trp-86 interagiu
com o controle, mostrando-se ausente na analise das demais moléculas, o que
também ocorreu para o residuo Trp-337.

Apesar da serina catalitica realizar ligagcbes de hidrogénio somente com o
controle, a presenca de diversas interacdes hidrofébicas do residuo Trp-286 com os
demais ligantes analogos em estrutura quimica aos antidepressivos, sugere uma boa
acomodacao do substrato com a enzima, havendo a formacao do sitio de ligacédo do
acetil. Os compostos (1laR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E e (2’R,5Z,11bR)-
variecolortin B apresentaram interacdes com o residuo Phe-297, reforcando esse
mecanismo.

Comparando as distancias de ligacdo dos ligantes com as do inibidor, quando
tratando-se das interagBes hidrofébicas, a galantamina apresentou uma menor

distdncia de ligagdo com o residuo Phe-297 do que os ligantes
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(1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E e (2'R,5'Z,11bR)-variecolortin B. Somente o
inibidor apresentou uma interacdo direta com o residuo Ser-203, com distancia de
ligacdo de 2,4 A. Essa discrepancia de interagdes entre inibidor e ligante pode ser
explicado pela pouca elucidagéo que existe em se tratando do mecanismo de ligacao
enzima-substrato para cada uma das moléculas estudadas, além das diferencas
estruturais dentre elas, favorecendo certas interagcdes em detrimento de outras.

No entanto, a maioria dos compostos candidatos a farmacos falham durante
ensaios clinicos por apresentarem um perfil farmacocinético inadequado. Para evitar
gue isso aconteca, estratégias atuais consistem em definir o perfil ADMET de novas
moléculas visando a selecdo e desenvolvimento daquelas semelhantes a
medicamentos com perfil farmacocinético o6timo. Os compostos (2'S,11bR)-
variecolortin B e (2'R,5Z,11bR)-variecolortin B violaram dois dos cinco critérios de
Lipinski. Ja para os compostos (1laR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E e
(1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B ndo ocorreram violagdes (Quadro 5). Todos
os antidepressivos usados como modelo apresentam uma violagdo Unica dentre os
critérios de Lipinski.

Tratando-se das energias de ligacao geradas a partir do protocolo de docking
molecular, observou-se que o0s compostos estudados como possiveis inibidores
apresentaram energias de ligagdo menores (mais positivas) quando comparados ao
controle. Importante ressaltar que se trata de uma busca por inibidores reversiveis da
AChE, tal como a galantamina, que realiza inibicAo competitiva dependente de
concentracdo e quando sua concentracdo se encontra em declinio, a enzima retorna
a sua funcéo original (MOSS, 2020). Faz-se necessario a realizacdo de testes in vitro
em in vivo para real avaliagdo do potencial inibitério destes compostos e seus
mecanismos (AHMED et al., 2022), levando em consideracdo ndo somente suas
energias de ligacéo frente a enzima, mas também valores de CI50 —também chamado
de metade da concentracéo inibitéria maxima, que mede a eficacia de um composto
na inibicdo de uma funcao biolégica/bioquimica (HENDRIKS, 2010).

Em relacdo a classe quimica, os compostos (2’'S,11bR)-variecolortin B e
(2’R,5°Z,11bR)-variecolortin B sdo produtos naturais da classe dos alcaloides, mais
especificamente enantidbmeros espirociclicos da dicetopiperazina. De acordo com a
literatura, ambos compostos apresentam possiveis atividades de citotoxicidade contra
farnesiltransferase (ZHONG et al., 2018). As espiroxinas A - E, da classe quimica das

rifampicinas, jA demonstraram atividade citotdxica, antibiética e antitumoral frente a
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carcinoma de ovario humano (MCDONALD et al., 1999). Suas estruturas policiclicas
Unicas e interessantes atividades bioldgicas as tornam alvos de sintese (SHU et al.,
2021).

Um extenso numero de inibidores da AChE ja foram isolados de diferentes
fontes naturais e dentre esses, os alcaldides sdo considerados os candidatos mais
promissores para uso no tratamento da DA, devido a presenca de nitrogénio nas suas
estruturas (PEREIRA et al., 2010). De fato, um dos sitios de ligagdo da AChE envolve
interacdo de um nitrogénio carregado positivamente com o respectivo ligante
(HOUGHTON; REN; HOWES, 2006).

Outro exemplo de inibidor da AChE derivado de fonte natural, temos a
fisostigmina, usado para aliviar a manifestagéo de glaucoma e também no tratamento
da DA (REALINI, 2011; RUSSO et al., 2013). Consiste em um carbamato de origem
natural, podendo ser encontrado nas sementes da planta Physostigma venosum,
conhecida como feijao-de-calabar (POHANKA, 2014). Interage no sitio ativo da
enzima AChE humana com os seguintes residuos: Gly-121 e Gly-122, Tyr-133 e Tyr-
337, Phe-295 e Phe-297, His-446, mostrando similaridades com as moléculas
estudadas (BARAK et al., 2009).
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5 CONCLUSAO

Atualmente, as técnicas de triagem virtual e docking molecular tém ocupado
lugar de destaque quando se tratando da identificacdo de novas substancias bioativas.
O presente estudo analisou a estrutura de compostos naturais analogos em estrutura
guimica para quatro antidepressivos amplamente utilizados no tratamento de quadros
de depressdo e ansiedade: escitalopram, sertralina, fluoxetina e vortioxetina, com
objetivo de identificar novos inibidores da enzima AChE, visando o desenvolvimento
de farmacos anti-alzheimer.

Inicialmente, foram encontrados um total de 3.628 compostos no banco de
dados PubChem, 13 no banco de dados Natural Products Atlas e 19 no banco de
dados Drug Bank. Devido ao elevado numero de compostos disponiveis no banco de
dados PubChem, a Regra dos Cinco de Lipinski foi aplicada como filtro, além da
necessidade de existéncia da subestrutura no mercado, disponivel para compra,
objetivando a obtencéo destas para ensaios de inibicdo enzimatica.

Foi realizado o docking molecular para as 10 moléculas finais de acordo com
os critérios fornecidos pela Regra de Lipinski, além de ndo apresentarem nenhuma
toxicidade. Sua solubilidade e valores de DLso também foram levados em
consideracado. Para cada uma das 10 moléculas, foram analisados seus enantibmeros
R e S, juntamente ao inibidor galantamina. Os dados obtidos demonstraram a
presenga de quatro inibidores tedricos: (2'S, 11bR)-variecolortin B,
(1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E, (2’R,5Z,11bR)-variecolortin B e
(1aR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B.

Todas as interacdes intermoleculares registradas pelo docking molecular
ocorreram entre 0s compostos e residuos ja comprovados na literatura, tais como Trp-
286, Phe-297 e Ser-293, presentes no sitio ativo da enzima AChE. No entanto, as
interacdes variaram dentre os compostos, sendo que nenhum apresentou todas as
interacdes descritas na literatura, nem mesmo o inibidor galantamina, utilizado
ativamente no tratamento da DA. Essa discrepancia pode ser explicada pela pouca
elucidacao que existe em se tratando do mecanismo de ligacdo enzima-substrato para
cada uma das moléculas estudadas, além das diferencas estruturais dentre elas,
favorecendo certas interacbes em detrimento de outras. Os inibidores tedricos

apresentaram uma afinidade de ligacdo ao sitio da enzima levemente menor a do
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inibidor de referéncia. Entretanto, todos os compostos exibiram propriedades fisico-
quimicas favoraveis a biodisponibilidade oral.

O presente estudo prové informagOes primordiais para a otimizagdo dos
compostos (2’'S, 11bR)-variecolortin B, (1aR,1bS,6aR,7aR,7bS,11aS)-spiroxin E,
(2’R,5Z,11bR)-variecolortin B e (1laR,1bS,6aS,7aR,7bS,11aS)-spiroxin B para
atuarem como inibidores da enzima AChE. Por se tratar de um estudo in silico, é de
suma importancia que mais pesquisas e testes sejam feitos para avaliar o

comportamento dos mesmos in vitro e, posteriormente, in vivo.
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