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RESUMO

A Doenca de Alzheimer € doenca neurodegenerativa progressiva e que afeta milhdes
de idosos em todo o mundo, sendo a forma mais comum de deméncia. A hipétese
colinérgica, se baseia na diminuicdo da sintese do neurotransmissor acetilcolina,
comprometendo a fungéo colinérgica. Assim, uma estratégia terapéutica adotada para
esta hipotese, é o uso de farmacos que atuem na inibicdo da acetilcolinesterase,
aumentando os niveis de acetilcolina, favorecendo a neurotransmissdo. O presente
trabalho tem como objetivo realizar o estudo de alcaloides B-carbolinicos como
inibidores da acetilcolinesterase, através estudos de docking molecular e analise de
suas propriedades farmacocinéticas. Para isso, foram analisados 92 alcaloides de 14
subclasses diferentes. Dentre eles, o alcaloide penipalina B demostrou interagtes
importantes com o subsitio anidnico periférico da AChE, evidenciadas pelos estudos
de docking, sendo observada as interagbes com os residuos de TYR337 e TRP286,
ja descritos na literatura como sendo importantes para a inibicido dessa enzima.
Ademais, obteve pontuacdo score acima dos farmacos galantamina, fisostigmina e
huperzina A, indicando que esse alcaloide possui afinidade relevante com a com a
enzima. O estudo farmacocinético evidenciou caracteristicas importantes para a sua
atuacdo como farmaco, possuindo alta probabilidade de ser permeavel pela barreira
hematoencefélica e facilmente absorvido pelo trato gastrointestinal, o que é desejavel
para farmacos que atuem como inibidores da AChE. Além disso, a penipalina B ndo
se mostrou inibidor da enzimas CYP. Com relacao aos preditores de toxicidade como,
baixo risco de inibicdo da hERG e resultado negativo para carcinogenicidade em ratos
e camundongos também foram observados para esse alcaloide. Portanto, de acordo
com os dados obtidos, a penipalina B se torna o inibidor mais promissor, dentre os
ligantes estudados, devido as suas intera¢des importantes com residuos importantes
da AChE e de suas propriedades farmacocinéticas.

Palavras-chave: Produtos Naturais; Doenca de Alzheimer; ADMET; Docking
molecular.



ABSTRACT

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disease that affects millions
of elderly people worldwide and is the most common form of dementia. The cholinergic
hypothesis is based on the decrease in the synthesis of the neurotransmitter
acetylcholine, compromising the cholinergic function. Thus, a therapeutic strategy
adopted for this hypothesis is the use of drugs that act in the inhibition of
acetylcholinesterase, increasing levels of acetylcholine, and favoring
neurotransmission. The present work aims to study [B-carbolinic alkaloids as
acetylcholinesterase inhibitors through molecular docking studies and analysis of their
pharmacokinetic properties. To this end, 92 alkaloids from 14 different subclasses
were analyzed. Among them, the alkaloid penipalin B showed essential interactions
with the peripheral anionic subsite of AChE, evidenced by docking studies, being
observed the interactions with residues TYR337 and TRP286, already described in the
literature as being important for the inhibition of this enzyme. Additionally, it scored
higher than the drugs galantamine, physostigmine, and huperzine A, indicating that
this alkaloid has a relevant affinity with the enzyme. The pharmacokinetic study
evidenced important characteristics for its action as a drug, possessing a high
probability of being permeable by the blood-brain barrier and easily absorbed by the
gastrointestinal tract, which is desirable for drugs that act as AChE inhibitors.
Furthermore, penipalin B was not shown to be an inhibitor of CYP enzymes. Regarding
toxicity predictors such as the low risk of hERG inhibition and a negative result for
carcinogenicity in rats and mice were also observed for this alkaloid. Therefore,
according to the data obtained, penipalin B becomes the most promising inhibitor
among the ligands studied due to its essential interactions with important residues of
AChE and its pharmacokinetic properties.

Keywords: Natural Products; Alzheimer's Disease; ADMET; Molecular Docking.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populag¢édo nos paises desenvolvidos é um fator que se
relaciona com o aumento dos casos de individuos afetados com alguma doenca
degenerativa (PEREIRA, 2012; COELHO, 2013). A Doenca de Alzheimer (DA) tem
uma maior prevaléncia dentro das doencas neurodegenerativas, afetando cerca de 30
milhdes de pessoas, no entanto, espera-se que esse numero quadruplique até o ano
de 2050 (JUCKER & WALKER, 2011; CALLAWAY, 2012). Dados da Alzheimer’s
Association (2022), mostram que, s6 nos Estados Unidos, cerca de 6 milhdes de
americanos vivem com Alzheimer. E importante ressaltar também que, durante o
periodo da pandemia em 2020, o numero de pessoas afetadas pela doenca cresceu
em 17% (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022).

Devido ao aumento da expectativa média de vida, a idade é o principal fator de
risco associado a DA, portanto, a populacéo idosa € a mais afetada por essa doenca
(COIMBRA, 2016). Outros fatores de risco para o desenvolvimento da doencga podem
ser, genes de risco/suscetibilidade, género feminino, histérico familiar, sindrome de
Down, doenca vascular, diabetes, tabagismo e obesidade (SILVA, 2016). Os sintomas
se baseiam na perca de memoria a curto prazo e na dificuldade para se comunicar.
Além disso, o individuo pode apresentar alteracées na personalidade confuséo, raiva,
tristeza e falta de concentragéo (SEIDL, 2014).

Até o momento, ndo existe uma cura para o Alzheimer, porém, existem esforcos
da comunidade cientifica para a procura de novos farmacos que possam atuar no
tratamento terapéutico e melhora na qualidade de vida do individuo afetado (VILELA,
2018). Como a DA tem a causa exata desconhecida, existem duas principais
hipéteses para a causa: a hipétese colinérgica, atrelada a enzima acetilcolinesterase
e a hipotese da cascata amiloide, ligada a B-secretase. Uma importante alternativa
terapéutica atualmente, se baseia na busca de farmacos que podem inibir a
acetilcolinesterase (SEIDL, 2014).

O desenvolvimento de novos farmacos busca, principalmente, identificar novas
moléculas bioativas que podem atuar no tratamento de doencas. Dessa forma, ao
descobrir uma patologia, a busca de uma nova molécula bioativa se inicia no
planejamento racional do farmaco, seja ele uma molécula natural ou sintética
(SOUZA, 2015; MAIA et al., 2020).
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Assim, para que um novo farmaco seja introduzido no marcado, sao
necessarios anos de pesquisas, integracdo de varias areas do conhecimento,
aprovagdo em testes pré-clinicos e clinicos e investimentos que podem chegar a
milnBes de ddlares (TAVARES, 2009). Para que isso seja diminuido, o uso de
ferramentas computacionais pode ser utilizado em fases iniciais do planejamento,
indicando a interacdo da molécula e do alvo molecular. O docking molecular € uma
técnica que se destaca, pois € possivel realizar uma triagem virtual para prever as
orientacdes e conformacdes provaveis entre um ligante alvo, gerando uma estimativa
da atividade do ligante com a proteina (LIMA, 2019). Dessa forma, com essa
ferramenta, é possivel analisar uma série de potenciais compostos bioativos e filtrar
agueles que se apresentarem como promissores, acelerando a fase inicial do
planejamento do farmaco (BARROS, 2015).

Entre os produtos naturais, os alcaloides sdo considerados compostos
promissores para o tratamento da DA (KONRATH et al., 2013). Com a identificacdo
do alcaloide galantamina como um potente inibidor da AChE (NG et al., 2015), a
procura de novos alcaloides como inibidores, tem sido muito estudada no campo da
guimica de produtos naturais (LIMA, 2019). Os alcaloides B-carbolinicos harmalina e
harmina apresentaram uma acao inibitoria frente a esta enzima (ZHAO et al., 2013; LI
et al., 2018). Assim, os alcaloides vem sendo um importante alvo de pesquisas na
descoberta de novos compostos bioativos, levando em conta a hipétese colinérgica
(PARK, 2010).

Portanto, a busca de potenciais moléculas bioativas que podem agir como
inibidores da acetilcolinesterase, sustenta a relevancia de pesquisas com produtos
naturais, focadas na classe dos alcaloides, que contribuem para o desenvolvimento

de novas alternativas no tratamento terapéutico para a DA.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 DOENCA DE ALZHEIMER: ASPECTOS GERAIS

De acordo com Alzheimer’s Disease International (2022), a deméncia € uma
sindrome que tem como caracteristica a diminui¢cao das funcfes cognitivas, afetando
a memoria, raciocinio, pensamento, orientacdo, compreensao, linguagem,
capacidade de aprendizagem e julgamento. A doenca de Alzheimer, a doenca de
Huntington, a doenca de Parkinson sé&o algumas doencgas em que a deméncia pode
surgir como um sinal clinico (SQUIRE et al., 2008). A DA destaca-se correspondendo
por mais de 50% dos casos de deméncia (LIMA, 2014).

O primeiro caso da DA foi relatado em 1901 pelo psiquiatra e neuropatologista
aleméo Alois Alzheimer (1864-1915) em uma mulher de 51 anos, que apresentava
reducdo progressiva da memaria a curto prazo e a sua condi¢do rapidamente piorou
gravemente para deméncia severa (SILVA, 2016). A DA é uma doenca
neurodegenerativa que acomete principalmente os idosos. Os sintomas mais comuns
séo: perda de memodria, disturbios na fala e comportamentais e disfungdo cognitiva
gue, com o passar do tempo, se tornam cada vez mais graves (SOUZA et al., 2013).

De acordo com Videira (2015), a etiologia dessa doenca ndo é conhecida
totalmente, sendo o diagnéstico definitivo feito através da observacdo de marcadores
bioldgicos que aparecem no cérebro dos individuos afetados. Macroscopicamente, o
cérebro dos pacientes com Alzheimer apresenta uma atrofia acentuada das matérias
branca e cinzenta, com degeneragdo de neur6nios e sinapses. E possivel ver a
representacdo grafica de um cérebro saudavel (a), um cérebro afetado pela DA (b) e
a sobreposicao (c) dos dois cérebros mostrando a diferenca de massa causada pela

atrofia em decorréncia da doenga de Alzheimer, conforme a Figura 1.
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Figura 1 - Comparacao entre um cérebro saudavel e um cérebro afetado pelo
Alzheimer.

Legenda: a - Cérebro saudavel;

b - Cérebro afetado pela DA,;

¢ - Sobreposigéo dos dois cérebros;
Fonte: Adaptado de Alzheimer's Association (2022).

Microscopicamente, a DA é caracterizada pela presenca de placas senis e
emaranhados neurofibrilares. As placas senis (PS), sdo agregados insolaveis e
esféricos, derivados do peptideo B-amiloide localizados no meio extracelular do
sistema limbico (TORRES et al, 2012). Sdo observados também, emaranhados
neurofibrilares (EN), que sé&o agregados que surgem nos interiores dos neurdnios
resultado do acumulo da proteina Tau (LIMA, 2014).

Portanto, existem duas principais hipoteses que tentam explicar o
desenvolvimento dessa doenca: a hipotese colinérgica e a hipotese da cascata
amiloide (COSTA et al., 2019).

2.1.2 Hipotese colinérgica

A hip6tese colinérgica se baseia no comprometimento dos neurbnios
colinérgicos e na sintese do neurotransmissor acetilcolina (ACh), comprometendo a
funcao colinérgica, levando a disfuncdo cognitiva (SHARMA et al., 2020). Assim, 0s
individuos afetados pela DA, apresentam uma diminui¢cdo drastica da sintese do
neurotransmissor acetilcolina, levando a diminuicdo das fungbes sinapticas
(FERREIRA-VIEIRA et al., 2016).
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Esse neurotransmissor é produzido pelos substratos colina, acetil-coenzima A
e trifosfato de adenosina, pelo intermédio da enzima colina acetiltransferase (ChAT),
e assim lancada na fenda sinptica e recebida pelos receptores de ACh. A
neurotransmisséo é interrompida pela hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase
(AChE) em colina e acetado (DIAS & RAUTER, 2015). A Figura 2 exibe o processo
de formacéo e degradacao da ACh.
Figura 2 - Formacéao e degradacéo da acetilcolina.
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Fonte: Dias & Rauter (2015).
Assim, uma estratégia terapéutica adotada para esta hipdtese, € o uso de

farmacos que atuem na inibicdo da acao da AChE, para que seja possivel o aumento
do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica (DIAS & RAUTER, 2015).

2.1.3 HipoOtese da cascata amiloide

A hipotese da cascata amiloide leva em consideracdo o acumulo do peptideo
B-amiloide (BA) no cérebro, formando placas e desencadeando o acumulo de proteina
Tau, inflamacéo, disfuncéo sinaptica, perda neuronal e, por ultimo, a deméncia
(COIMBRA, 2016; SILVA, 2016). O peptideo BA € um produto gerado a partir da
clivagem da proteina precursora amiloide (PAA) pelas enzimas a-secretase, [3-
secretase e y-secretase (GHOSH & OSSWALD, 2014). Essa clivagem pode ser por
dois caminhos: via ndo-amiloidogénica e via amiloidogénica (COIMBRA, 2016). Pela
via ndo-amiloidogenica (FIGURA 3a), a PAA é clivada pela a-secretase, na regido
extracelular, produzindo um fragmento soluvel (sAPPa) que sua vez é secretado no

meio extracelular.
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O fragmento resultante, preso na membrana, € clivado pela y-secretase
originando um fragmento p3. Dessa forma, a clivagem realizada pela a-secretase
elimina a possibilidade da formagdo de agregados e placas, por ndo formar BA
(COIMBRA, 2016; SILVA, 2016).

Pela via amiloidogénica (FIGURA 3b), a clivagem ocorre pela B-secretase,
resultando na liberacdo de sAPPf para o meio extracelular e deixando um fragmento
de 99 residuos de aminoacidos preso na membrana. Esse fragmento é clivado pela
y-secretase originando o peptideo AR (COIMBRA, 2016; SILVA, 2016).

Figura 3 - Clivagem da PAA pela via ndo-amiloidogénica e via amiloidogénica.

A MNonamyloidogenic patheay b Amyloisogenic pathwey

APP APP5

Legenda: a — via ndo-amiloidogénica;
b — via amiloidogénica;
Fonte: Coimbra (2016).
Tanto a via amiloidogénica, como a via n&o-amiloidogénica, ocorrem

normalmente em individuos saudaveis. A DA surge devido a um descontrole da via
amiloidogénica (ARBOR et al., 2016).

2.2 A ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

7z

A acetilcolinesterase € uma enzima que pertence a classe das serino-
hidrolases e esta envolvida no processo de transmissao colinérgica, interrompendo a
neurotransmissao, degradando a acetilcolina em colina e acetato, sendo encontrada
principalmente nas jungdes neuromusculares e nas sinapses cerebrais colinérgicas
(FALCO et al., 2016; FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). A degradacdo do
neurotransmissor ACh ocorre via reacdo de hidrélise em decorréncia da triade
catalitica da enzima: Serina (SER), Histidina (HIS) e Glutamato (GLU) (ALMEIDA,
2014).
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A hidrélise da ACh no sitio ativo da AChE ocorre pelos residuos de HIS, que
atuam como um catalisador acido-base, e da SER, atuando como um nucledfilo
(TOUGU, 2001). A figura 4 mostra o mecanismo da hidrélise da acetilcolina pelos
residuos do sitio ativo da enzima.

Figura 4 - Mecanismo de degradacdo da ACh pela AChE
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Fonte: TOUGU (2001).

O par de elétrons da hidroxila do amino&cido serina da AChE ataca o carbono
carbonilico da ACh e a histidina remove um préton da hidroxila. Posteriormente, a
histidina protonada, doa um proton para a subunidade colina da ACh, que é entéao
liberada deixando a serina acetilada, que por sua vez sofre hidrélise com o intermédio
da agua, atuando como nucledfilo. Por fim, o acido acético é formado e o residuo
serina é regenerado (TOUGU, 2001).

2.2.1 A estrutura cristalogréfica e o sitio ativo da AChE

A primeira estrutura cristalografica da AChE foi determinada em 1991, do
organismo Torpedo californica (SUSSMAN et al., 1991). Posteriormente, estruturas
cristalograficas do rato, Drosophila e do homem foram obtidas, sendo similares entre
si (ALMEIDA, 2014). A cavidade do sitio ativo da AChE (FIGURA 5) é composta por
varios subsitios: a triade catalitica [SER203, GLU334, HSD447], sitio anibnico
periférico (PAS) [ASP74, TYR124, SER125, TRP286, TYR337, TYR341], subsitio
acila [TRP236, PHE295, PHE297, PHE338], sitio anionico [TRP86, TYR133, GLU202,
GLY448, ILE451], cavidade oxianion [GLY121, GLY122, ALA204] (ALMEIDA, 2014).
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Figura 5 - Estrutura da AChE (PDB: 4EY7), cadeia A. A superficie azul corresponde
ao sitio ativo.

Fonte: KIAMETIS et al., (2017).

As interacBes entre a AChE e farmacos conhecidos, € caracterizada pela
presenca de interacdes 1T com residuos aromaticos. Assim, interagdes do tipo
empilhamento-1r entre os residuos aromaticos e grupos aromaticos dos inibidores,
desempenham uma funcdo muito importante nas relacdo receptor-ligante. Dessa
forma, algumas interacbes sdo de extrema importancia para o funcionamento dos
farmacos aqui analisados. O TRP286 é responsavel pela interligacdo para a
transferéncia de moléculas em direcdo ao sitio ativo (ALMEIDA, 2014). Segundo
Cheung et al., (2012), o residuo de TYR337 tem sido reportado como importante para
a inibicdo da acetilcolinesterase humana (hAChE), por atuar como uma porta oscilante
e adotar véarias conformacgfes para interagir com o substrato. Dessa forma, esses
residuos desempenham um papel de blogueadores da entrada e saida de substratos
e produtos do sitio ativo da AChE, assim, a ligacdo de uma molécula a esses residuos
pode ser considerada de extrema importancia funcional (DVIR et al., 2010; ALMEIDA,
2014).

2.2.2 Inibidores de AChE

A tacrina (Cognex®) (FIGURA 6a) foi o primeiro farmaco aprovado para o
tratamento da DA, em 1993 (TUMIATTI et al., 2010). Esse farmaco € um inibidor
reversivel da AChE e estabelece fortes interagbes com o sitio da colina da enzima,

mas nao interage com o sitio periférico.



23

Esse farmaco apresenta interacdo do tipo empilhamento-r entre o anel
quinolinico da tacrina e o anel indolico do TRP84. Porém, esse farmaco foi
descontinuado devido a sua hepatotoxidade e por causar uma série de efeitos
colaterais, incluindo: nausea, vOmito, tontura, diarreia, convulsbes e desmaios
(ALMEIDA, 2011; ALMEIDA, 2014).

O donepezil (Aricept®) (FIGURA 6b) foi desenvolvido com o objetivo de superar
os efeitos secundarios da tacrina, e foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) em 1997 (QUINTANOVA, 2013). Ele € um inibidor reversivel da AChE baseado
no anel de piperidina. A interacdo com o sitio de ligacdo ocorre com o grupo benzilico
do inibidor com o grupo indol do TRP84 da cavidade enzimatica, ndo interagindo
diretamente com a triade catalitica da enzima (ALMEIDA, 2014).

Figura 6 - Estruturas da tacrina e do donepezil.
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Legenda: a - Estrutura da tacrina;

b - Estrutura do donepezil;

Fonte: Autoria propria (2022).

2.3 FERRAMENTAS COMPUTACIONAIS PARA AVALIACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS

Ao decorrer da histéria, os processos da industria farmacéutica sdo marcados
por grandes avancos devido as inovacdes cientificas e tecnoldgicas. Os modelos
tradicionais de descobertas de novas moléculas bioativas passaram por
transformacdes, dando lugar a novas formas de desenvolvimento (CAPRINO, 2006).

Tradicionalmente, o desenvolvimento de novos farmacos, desde a sua
concepcao a sua introducdo ao mercado sdo necessarias varias fases de
planejamento e investimento de anos em pesquisa e milhdes de dolares. Dessa forma,

podemos dizer que o desenvolvimento de novas moléculas ativas pode ser de grande
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risco, uma vez que cerca de 79% de potenciais moléculas séo descartadas ao longo
do processo (DIMASI., et al 2003; MODA, 2007).

Assim, existe um grande interesse da industria farmacéutica no uso de técnicas
que minimizem o tempo e o custo de planejamento de novos candidatos a farmacos
(MEEK et al., 2006; GELDENHUYS et al., 2006). Dessa forma, modelos in silico sdo
utilizados nas iniciais desse processo para selecdo de moléculas com um maior

potencial de passar pelos estagios mais avancados (MODA, 2007).
2.3.1 Docking molecular

O docking molecular (DM) é uma técnica computacional que propicia a
investigacdo das interacdes entre moléculas, e suas possiveis orientacdes, no interior
do sitio ativo de biorreceptores (ROSADO, 2010). Essa técnica se baseia em varias
tentativas de poses do ligante dentro do sitio ativo da macromolécula, para buscar a
melhor conformacédo. Assim, uma vantagem dessa técnica € a identificacdo do modo
de ligacdo de uma molécula no alvo, prevendo a sua afinidade (ALMEIDA, 2014).
Para isso, o processo de docking depende do uso de um algoritmo de busca, para
achar os possiveis estados configuracionais e conformacionais das solucdes e das
funcdes de pontuacéo (score), que permitem um ranqueamento dos posicionamentos
do ligante na proteina (DEL CISTIA, 2010). Dessa forma, o uso do docking molecular,
possui bastante relevancia no planejamento de novos farmacos, pois fornece
informacdes da interacao ligante-macromolécula (BALLANTE & MARSHALL, 2016).

Para arealizacdo do DM e avaliacdo da interacao do complexo proteina-ligante,
sdo necessarias as informacdes estruturais da proteina alvo, bem como a estrutura
do ligante (ALMEIDA, 2018), conforme mostrado na figura 7.

Figura 7 - Requisitos basicos para a realizacdo do docking molecular.
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Fonte: Adaptado de DockThor (2022)
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Dentre os programas que tem mostrado melhor acuracia na literatura, destaca-
se o programa GOLD, que é um programa desenvolvido pela Cambridge
Crystallographic Data Centre — CCDC, onde é possivel o docking de moléculas com
certos parametros definidos. Esse software utiliza algoritmo genético, para o
tratamento do ligante, e célculos de campo de forca para ranquear os resultados de
uma pontuacao score (JONES et al., 1997). Essa pontuacao pode ser de acordo com
uma funcéo fitness disponibilizada pelo proprio programa, dentre elas, GoldScore,
ChemScore, ChemPLP e ASP, que podem ser utilizadas para ranquear as poses do
ligante (CASTILHO, 2012). A funcdo GoldScore € originalmente do programa GOLD,
e pode ser calculada pelos termos:

GoldScore = Sy, + 1,375yqw,,, T Shby,, T Svawy,,

Onde Sp;,,, € a pontuacdo da energia das ligacdes de hidrogénio proteina-
ligante, 1,375,4y,,, S€ trata da pontuacdo das energias de van der Waals proteina-
ligante multiplicado por uma constante de corregao, Sy;,, € a contribuicdo para o
ajuste devido a ligagbes de hidrogénio intramoleculares do ligante, e Syqy,, € @

pontuacdo da tenséo intramolecular do ligante (CASTILHO, 2012).
2.3.2 Avaliacéo in silico das propriedades ADMET de moléculas bioativas

O estudo de propriedades farmacocinéticas dos candidatos a farmacos é de
extrema importancia no processo de planejamento, uma vez, que para que sejam
observados os efeitos farmacolégicos desejados, é necessario que aquele principio
ativo esteja disponivel no organismo por um determinado tempo. Os parametros
ADMET, (A) de absorcao, (D) de distribuicéo, (M) de metabolismo, (E) de eliminacao,
e (T) de toxicidade sdo estudados nos estagios iniciais e nos refletem sobre a
biodisponibilidade do farmaco (MODA, 2007).

Para um farmaco ser absorvido pelo organismo, ele deve ser dissolvido e
solubilizado no trato gastrointestinal (TGI) e assim ser absorvido através da membrana
intestinal (VAN DE WATERBEEMD & GIFFORD, 2003; MODA, 2007). Dessa forma,
as propriedades de hidrosolubilidade e lipossolubilidade da molécula influenciam na
absorcdo. Para que um farmaco seja absorvido, o ideal é ele possua um equilibrio
entre as duas propriedades, uma vez que a molécula precisara de uma
lipossolubilidade razoavel para permear as membranas lipidicas e deve ser

hidrossoluvel suficiente para se dissolver no TGI.
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O coeficiente de particdo Log P, é o parametro usado para medir esse balanco,
ele representa a razao entre a concentracao da substancia na fase organica (octanol)
e sua concentracdo na fase aquosa, representando assim a passagem do meio
extracelular para o meio intracelular da bicamada lipidica (BARREIRO et al., 2014).
Outra propriedade importante, se diz a respeito a farmacos que atuam no SNC, dessa
forma, eles precisam atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) para poder atingir
o seu alvo molecular (VAN DE WATERBEEMD & GIFFORD, 2003).

Apés o farmaco ser absorvido, ele € metabolizado pelo figado, facilitando a
eliminacao pela urina (LI, 2001). O metabolismo ocorre principalmente pela enzima
citocromo P450 oxidase (CYP450), por reacdes oxidacdo, reducdo e hidrolise,
levando a metabdlitos mais hidrofilicos. Sete isoformas sdo responséaveis pelo
metabolismo de cerca de 90% dos farmacos, séo elas: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C18,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4. A principal isoforma é a CYP3A4, sendo a
mais abundante no figado, contribuindo com cerca de 50% com o metabolismo dos
farmacos (DE GROOT, 2006; MODA, 2007) (FIGURA 8). Dessa forma, alguns
farmacos podem atuar como inibidores de CYP450, diminuindo a capacidade
catalitica dessas enzimas e assim, aumentando o tempo de meia vida e a
concentracdo plasmatica de farmacos, frequentemente resultando na incidéncia de
efeitos adversos e/ou téxicos (BARREIRO et al., 2014). Dada a possibilidade de
toxicidade ou perda de eficacia terapéutica associada ao fenbmeno de inibicdo dessas
enzimas, a determinagdo de um farmaco ser um potencial inibidor, é de extrema

importancia para prever eventuais interaces medicamentosas.

Figura 8 - Contribuicdo das CYP450 ao metabolismo oxidativo de farmacos.
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Fonte: BARREIRO et al., (2014).
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O papel do metabolismo, em linhas gerais, se faz no auxilio da depuracéo (do
inglés clearance) do farmaco, contribuindo para evitar seu acumulo indesejado no
organismo, podendo ser depurados a partir do figado (farmacos lipofilicos),
denominada clearance hepatica ou pelos rins (farmacos hidrofilicos) denominada
clearance renal (BARREIRO et al., 2014). Em linhas gerais, o clearance pode ser
entendido como a eficiéncia da eliminacdo de um farmaco.

J& a toxicidade é uma propriedade de extrema importancia no desenvolvimento
de um novo farmaco. Abordagens de predi¢do in silico dessa propriedade utilizam
dados experimentais em diferentes niveis celulares e moleculares, avaliando as
interacdes de perigos potenciais aos componentes do sistema biolégico (SINHA et al.,
2019). Existem diversos ensaios clinicos para medir isso essa propriedade, porém, a
toxicidade continua sendo uma propriedade mais imprevisivel de um farmaco, pois
alguns ensaios clinicos podem demostrar que um determinado farmaco é considerado
seguro, porém, em alguns casos, alguns sao retirados do mercado tardiamente devido
a alguma propriedade toxica ndo predita antes (LI, 2001). A hERG (Human Ether-a-
go-go-Related Gene), € um gene que codifica uma subunidade do canal de potassio
gue esta associada ao fluxo de ions de potassio nas células cardiacas. Esse controle
€ essencial para o funcionamento regular dos batimentos cardiacos (VANDENBERG
et al., 2012). O bloqueio dessa subunidade pode alterar o funcionamento cardiaco e

evoluir para uma arritmia letal (BRAGA et al., 2015).

2.4 ALCALOIDES B-CARBOLINICOS

Os alcaloides séo produtos do metabolismo secundario, sdo acumulados por
cerca de 20% das espécies vegetais (MORENO et al., 1996; SANTOS, 2016). Essa
classe de metabolitos é conhecida pela acdo sobre o SNC (DE LUCA & ST PIERRE,
2000; INMAN et al.,, 2010). Dessa forma, muitos alcaloides sao utilizados como
protétipos para o desenvolvimento de farmacos. Possuem acdo hipotensiva,
antimalarica, antidiurética, alucinogénicas, antibactericida, anti-inflamatoria,
citotoxica, entre outras (SANTOS, 2016).

Os alcaloides pB-carbolinicos constituem um grande grupo amplamente
distribuidos na natureza, incluindo varias plantas, alimentos, seres vivos marinhos,
insetos, mamiferos e tecidos humanos. Também podem ser conhecidos como

alcaloides tipo harmala, a denominagéo se deve ao fato de que as primeiras estruturas
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isoladas com este tipo de esqueleto foram obtidas a partir da espécie Peganum
harmala (JIMENEZ et al., 2008). Estes alcaloides possuem uma distribuicdo bastante
diversificada. S&o encontrados principalmente em plantas das familias
Zygophyllaceae, Malphighiaceae, Passifloraceae, Leguminosae, Myristicaceae e
Eleganaceae. A estrutura desses alcaloides € baseada no nucleo B-carbolina, o qual
€ composto por um anel triciclico 9H-pirido pirido[3,4-b]indol pelo sistema de anéis
pirido-inddlico, caracterizado pela presenca de nucleo inddlico (FIGURA 9A),
condensado ao anel piridinico (FIGURA 9B) (SIMOES et al., 2007; DEWICK, 2009)
podendo sofrer substituicbes ao longo da estrutura do nucleo, originando sua vasta
diversidade estrutural (LIEW et al., 2014).

Figura 9 — Estruturas das unidades caracteristicas dos alcaloides 3-carbolinicos.
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Fonte: Autoria propria (2022).

O esqueleto B-carbolinico se origina do triptofano que € descarboxilado,
formando a unidade de triptamina, se condensando em um anel heterociclico de seis
membros a partir de uma reacéo do tipo Mannich/Pictet-Splenger (DEWICK, 2009;
LAINE et al., 2014). (FIGURA 10).

Figura 10 - Esquema da rota biossintética de um alcaloide 3-carbolinico.

COH

Fonte: Santos (2016); Dewick (2009).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as interacbes de complexos formados entre a enzima
acetilcolinesterase e alcaloides [-carbolinicos, através de estudos de docking

molecular e analise de suas propriedades ADMET
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Selecionar a estrutura cristalografica do alvo (AChE) no PDB.
v Selecionar os alcaloides B-carbolinicos que podem atuar como ligantes;

<\

Validar o protocolo de docking através do método de redocking da estrutura
cristalografica da AChE com o ligante co-cristalizado;

Realizar o docking de farmacos conhecidos como referéncia;

Avaliar as propriedades ADMT dos farmacos de referéncia;

Realizar o docking molecular dos ligantes selecionados com a enzima,;

Avaliar as propriedades ADMET dos ligantes propostos;

AN N NN

Classificar os resultados de docking de acordo com a pontuagéo score e
perfil ADMET.
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4 METODOLOGIA
4.1 TIPO DE PESQUISA

O presente trabalho tem natureza explicativa, esse tipo de pesquisa se
preocupa em utilizar métodos experimentais, para a identificacdo de fatores que
contribuem para a ocorréncia dos fenébmenos (GIL, 2017).

Além disso, de acordo com Gil (2017, p.47), a pesquisa experimental consiste,
essencialmente, em determinar um objeto de estudo, selecionar as variaveis capazes
de influencia-lo e definir as formas de controle e de observacao dos efeitos que a

variavel produz no objeto.
4.2 PROCEDIMENTO DA PESQUISA
4.2.1 Selecao do receptor e dos ligantes

As informacdes da estrutura cristalografica da enzima alvo, acetilcolinesterase
(AChE), foram retiradas da plataforma Protein Data Bank (PDB), sob o cédigo de
acesso 4EY7, sendo considerada, a resolucéo da estrutura (R = 2,35 A), a presenca
do inibidor co-cristalizado, donepezil (E20), e o organismo (Homo sapiens). Para a
selecéo dos ligantes, foi feito uma busca na literatura de alcaloides 3-carbolinicos de
fontes naturais. Assim, as estruturas dos ligantes foram obtidas a partir do
levantamento realizado por Santos (2016), onde s&o descritos alcaloides [-
carbolinicos obtidos de fontes naturais, no periodo de 1996 a 2016, dessa forma,
foram avaliadas 92 moléculas de 14 subclasses diferentes, conforme mostradas na
tabela 1 a seguir:

Tabela 1 - Subclasses e quantidade das moléculas usadas como ligantes

Subclasse Quantidade de moléculas
Triciclicos basicos 10
Triciclicos acila simples 11

Triciclicos acila-amida

Triciclicos indol

5
9
Triciclicos quinolina 4
Triciclicos imidazol 4

6

Ciclicos e Tetraciclicos
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Dimeros

Dihidro-B-carbolina

Tetrahidro béasicos

Tetrahidro acila

Tetrahidro ciclicos e tetraciclicos

Tetrahidro dimeros

o b~ © O W OO ©

Divergentes

Fonte: Autoria prépria (2022).
4.2.2 Preparo dos ligantes

As estruturas dos ligantes previamente selecionados foram desenhados no
programa MarvinSketch v22.11.0, a predi¢cao dos estados de protonagéo foi obtida em
pH 7,4 e os arquivos salvos na extensao mol2. Por fim, a geometria dos ligantes foram
otimizadas pelo método de campo de forca classico MMFF94, no programa Avogrado
v1.2.0.

4.2.3 Validacéo do protocolo de docking por redocking

O método de redocking (FIGURA 11) foi utilizado para validacao dos protocolos
de docking. O redocking consiste em comparar a posicao do ligante que foi acoplado
no sitio ativo da proteina, com a posi¢do do ligante da estrutura cristalogréafica original.
O melhor protocolo é aquele que consegue recriar a orientacdo e conformacéo do
ligante cristalografico, com um RMSD (Root Mean Square Deviation) inferior ou igual
a 2A (CASTILHO, 2011). O método de validacdo seguiu-se conforme o manual Pose
Prediction do programa GOLD (CCDC, 2020).

Figura 11 - Esquema do método de redocking.
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Fonte: Autoria propria (2022).
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4.2.4 Docking de farmacos conhecidos

Foi realizado o docking de moléculas j& conhecidas por atuar no tratamento da
DA e usados como referéncias para a analise dos ligantes escolhidos. Para isso, foram
escolhidos os farmacos: galantamina (A), fisostigmina (B), huperzina A (C), além do
proprio ligante cristalografico, donepezil (D), como inibidores de referéncia. As
estruturas dos farmacos podem ser vistas no quadro 1. Todos os farmacos passaram
pelo mesmo protocolo de docking que as moléculas selecionadas.

Quadro 1 - Estruturas 2D dos inibidores de referéncia utilizados. Galantamina (A),
fisostigmina (B), huperzina A (C),

c b O

Fonte: Autoria propria (2022).

4.2.5 Docking molecular do receptor e ligantes selecionados

Com o ligante devidamente preparado e o protocolo validado, o docking foi
realizado no programa GOLD v2022.1, com o receptor tratado de forma rigida. Para
isso, as aguas, ligantes e residuos de cristalografia foram deletados e todos os
hidrogénios da proteina adicionados, seguindo os parametros do proprio programa.
Uma esfera de 20A foi centrada no sitio ativo do alvo, nas coordenadas x = -
14,108464, y = -43,832714 e z = 27,669929 (FIGURA 12) da cadeia A da estrutura

cristalografica, gerando 100 poses para cada ligante.
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Figura 12 - Visualizacdo da cavidade do sitio ativo do alvo. A esfera destacada em
vermelho representa o raio centrado no sitio de ligacgéo.

Fonte: Autoria prépria (2022).
Para o ranqueamento das poses, foi empregada a funcdo GoldScore e para
rescore, a funcdo ASP. Os parametros para o algoritmo genético, foram definidos de
forma automética pelo programa com a eficiéncia de busca de 100%.

4.2.6 Avaliacéo das propriedades ADMET dos ligantes

Foi realizada a predi¢éo das propriedades ADMET das melhores solugfes de
docking. Dessa forma, as poses dos ligantes com maior pontuacao score tiveram suas
propriedades preditas através das plataformas online e gratuitas:

v SwissADME® (http://swissadme.ch/index.php): Para avaliar as propriedades
de absorcéo, distribuicdo e metabolismo (DAINA et al., 2017);

v pkCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/): Para avaliar o clearance total
(PIRES et al., 2015);

v' PreADMETox® (https://[preadmet.qsarhub.com/toxicity/): Para avaliar a

carcinogenicidade em ratos e camundongos e inibicdo da hERG.



34

4.3 TRATAMENTO DE DADOS

Os dados obtidos com a realizagdo do presente trabalho foram analisados
considerando sua natureza qualitativa e quantitativa. De inicio foi avaliado o fitness
score de cada ligante buscando valores semelhantes ou maiores que os farmacos de
referéncia. As melhores poses de cada subclasse de alcaloides foram organizadas
em tabelas e classificadas de acordo com suas pontuagdes GoldScore e ASP. As
propriedades ADMET foram preditas foram apresentadas no grafico BoiledEgg e em
tabelas.

As interacbes mais promissoras dos complexos receptor-ligante de melhor
perfil, foram analisadas pelo software Discovery Studio Visualizer® e dispostas em
imagens, buscando identificar, nos ligantes estudados, interacdes semelhantes as

encontradas nos farmacos de referéncia.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 VALIDAQAO DO PROTOCOLO DE DOCKING POR REDOCKING

O redocking foi feito com o ligante co-cristalizado (E20) do alvo 4EY7. Dessa
forma, o resultado do redocking pode ser visto conforme a Figura 13:

Figura 13 - Resultado de redocking do donepezil. Sobreposicdo do ligante co-
cristalizado (branco) com o ligante apds a redocagem (verde).

Fonte: Autoria propria (2022).

Como mostrado, nos calculos de redocking o protocolo conseguiu recriar a
conformacao do ligante cristalografico e obteve um RMSD de 0,41547. Isso pode ser
visto na sobreposicdo mostrada na Figura 13, onde é possivel perceber que a posicéo
espacial do E20 redocado € muito semelhante ao ligante co-cristalizado com o alvo

molecular.
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De forma geral, o protocolo de docking é considerado valido, por conseguir
reproduzir de forma eficiente a conformacéo do ligante e obter um valor de RMSD

proximo de zero.
5.2 DOCKING E INTERACOES DOS FARMACOS CONHECIDOS

As interacdes do donepezil com os residuos de aminoacidos podem ser vistos
conforme a Figura 14. O residuo TYR337 interage com nitrogénio do anel piperidinico
do donepezil através de interagdes cation-Tr.

Ja o TRP286 apresenta interacdes do tipo empilhamento-1r e m-alquil com o
donepezil. Ambos os residuos sao importantes para a atividade da enzima. Apresenta
também interac&o do tipo empilhamento-Tr e cation-m1 com o TRP86, que faz parte do
subsitio anidnico e ligacdo de hidrogénio com PHE295 que compde o subsitio acila.
E importante ressaltar que as intera¢es aqui citadas se encontram tanto no ligante
E20 cristalogréafico, quanto no ligante redocado, somente a interacdo do ASP74 néo
foi vista no ligante redocado. O donepezil obteve um fitness score de 83.28, sendo 0
ligante de referéncia com a maior pontuacgéao.

Figura 14 - Comparacao das interacdes entre o donepezil redocado (A) e
donepezil co-cristalizado (B).

SER TR
A A:293 B A72 ASP
TYR £ TYR ¢
Ai34l y A337
TRP
5 / hi236
H 4

| /7 . TRP

O = A: 86

i /

SER
TRP A:293

AB6
TRP PHE

A:286 TYR i
TYR 2:337 A:295
AT2

TYR
A341

Interactions

Attractive Charge Pi-Sigma

Interactions
Pi-Pi Stacked

Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond

Fi-Cation

Pi-Sigma
Pi-Pi Stacked
Pi-Alkyl

Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Pi-Cation

Pi-Alkyl

Legenda: a — Donepezil redocado;
b — Donepezil co-cristalizado;

Fonte: Autoria propria (2022)
A fisostigmina (FIGURA 15) também apresenta interacfes importantes para o

funcionamento como farmaco contra a AChE. De forma semelhante ao donepezil,

apresentou interacdes com a TYR337, porém do tipo empilhamento-1r e Tr-alquil. Além
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disso, ha interacdo com TRP86 do tipo 1r-sigma e 1r-alquil. Interagcdes com o0 TYR341,

que faz parte do subsitio anibnico periférico, através do tipo empilhamento-1r e TI-

alquil. E observado uma interacéo fraca com HIS447, que compde a triade catalitica.
Esse ligante obteve GoldScore de 60.25 e ASP 42.63.

Figura 15 — InteragOes da fisostigmina com o alvo molecular 4EY7.
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VAL

PHE A293

A:338

TYR
A:341

Pi-Pi Stacked

Fi-Alkyl

A galantamina (FIGURA 16) apresentou score de 66.31 e 44.15,

respectivamente, as interacdes do tipo t-alquil com os residuos TYR341 e TYR337,

do PAS sao evidenciadas. Também interagdo do tipo empilhamento ™ do anel

benzenico do farmaco com o TRP86, além de interagir através de 1r-cation com o

mesmo residuo.

Figura 16 - Interacdes da galantamina com o alvo molecular 4EY7.
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As interacBes predominantes na huperzina A (FIGURA 17), séo de ligacdes de
hidrogénio dos residuos TYR124, SER125 e SER203 e interac¢des do tipo m-alquil dos
residuos TYR337, LEU130 e TRP86. O residuo de serina faz parte da triade catalitica,
ja as interagcbes com TYR337 e TRP86 sdo importantes para a inibicdo da enzima, no
papel de reconhecimento de substratos. Os valores de GoldScore e ASP séo de 58.95
e 31.47.

Figura 17 - Interagbes da huperzina A com o alvo molecular 4EY7.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Todos os farmacos apresentam interacdes semelhantes e que contribuem para
atividade dos farmacos, dessa forma, essas interacdes podem servir como referéncia
na busca de novas moléculas que atuem como inibidores da AChE. Além disso, o
fithness score de cada farmaco é outro fator que também pode ser levado em
consideracdo. E importante perceber também que, os farmacos conseguem interagir
com mais de um subsitio da AChE, dessa forma, a interacédo do ligante com mais de

um subsitio contribui também para a inibigcdo do alvo (VELOSSO et al., 2020).
5.2.1 Propriedades ADMET dos farmacos de referéncia

Os resultados de ADMET dos ligantes de referéncia podem ser vistos conforme
o Grafico 1 abaixo. O gréafico BoiledEgg (ovo cozido) obtido pelo SwissADME, se trata
de uma forma intuitiva de analisar os parametros LOG Pow que indica a lipofilicidade
e TPSA (do inglés - Topological Polar Surface Area) para indicar a polaridade aparente

(ERTL et al., 2000), e assim, & possivel relacionar a absorcdo passiva no TGl e
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permeabilidade na BHE. A regido em branco (clara) é de alta probabilidade de
absorcao passiva pelo trato gastrointestinal, em amarelo (gema) se trata da regido de
alta possibilidade de permear passivamente a BHE. Ambas as regibes n&do séo
mutualmente exclusivas, podendo existir uma molécula nas duas regides. Os pontos
gue representam as moléculas podem ser, azuis: moléculas que interagem com a

glicoproteina-p (GP-p), ou vermelhas: ndo substrato da GP-p (DAINA et al., 2017).

Gréafico 1 - Parametros de absorcdo dos ligantes de referéncia apresentados no
modelo BoiledEgg.
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Fonte: SwissADME (2022).

Dessa forma, podemos perceber que os ligantes de referéncia se encontram
em areas 6timas de alta probabilidade de, tanto de serem absorvidos pelo TGI e de
permear a BHE, o que condiz com a atividade dos farmacos, pois atuam no SNC,
assim, mostrando condicdes ideais para atuarem como farmacos.

E possivel perceber também que todos os farmacos s&o possiveis substratos
da GP-p, indicando sofrer transporte ativo por essas barreiras e podendo afetar a sua
distribuicdo, pois, segundo Barreiro et al., (2014) essa proteina auxilia no processo de
detoxificacdo, transferindo para circulacdo sistémica farmacos e seus metabdlitos
para posterior eliminacédo renal ou biliar. Essa proteina serve como uma barreira
defensiva contra a entrada de xenobidticos no organismo, diminuindo a
biodisponibilidade de medicamentos (SRIVALLI & LAKSHMI, 2012). Com relagéo ao

metabolismo desses farmacos, preditos pelo SwissADME, o donepezil, a fisostigmina
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e galantamina se demostraram inibidores da CYP2D6 e inibidor da CYP3A4
especificamente para o donepezil. Seltzer (2005) e Farlow (2003), também relatam o
papel dessas enzimas no metabolismo do donepezil e da galantamina. A huperzina A
nao demostrou inibicdo em nenhuma das isoformas.

Com relacéo ao valores de clearance de cada farmaco, os resultados preditos

pelo pkCSM, podem ser vistos conforme a tabela 2 abaixo:

Tabela 2 - Clearance dos farmacos de referéncia.

Farmaco Clearance Total (og mi/minikg)
Donepetzil 1.008
Galantamina 0.991
Huperzina A 0.679
Fisostigmina 0.565

Fonte: Autoria propria (2022).

O donepezil e a galantamina obtiveram os maiores valores de clearance entre
os farmacos, indicando sofrer uma eliminacdo mais eficiente desses farmacos pelo
organismo e assim, o valor mais baixo do indice de clearance indica que maior a
persisténcia das drogas no organismo (BARREIRO et al., 2014; PIRES et al., 2015;
DAQUI et al., 2021).

De acordo com as predicfes de toxicidade realizadas pelo PreADME/Tox,
nenhum dos farmacos demostrou alto risco de inibicdo da hERG, somente médio risco
para o donepezil, huperzina A e baixo risco para fisostigmina e galantamina. Além

disso, somente a huperzina A se mostrou carcinogénico em ratos e camundongos.

5.3 DOCKING DOS ALCALOIDES B-CARBOLINICOS

De inicio, os melhores resultados de cada subclasse estédo representados e 0s
valores de score para cada um podem ser vistos, detalhadamente, na Tabela 3. Essa
pontuacao reflete na afinidade do ligante com a enzima, resultante das interagbes
proteina-ligante. Quanto maior a pontuagcéo score melhor € a interagcéo entre o ligante
e a enzima. Todos os alcaloides apresentaram pontuacao acima dos farmacos usados
como referéncia, em particular os ligantes B121, B81 e B132 (QUADRO 2)
apresentaram pontuagao maior que o donepezil, que por sua vez possui 0 maior score

dentre eles.
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Quadro 2 - Estrutura dos alcaloides B121(A), B82(B) e B132(C), que obtiveram os

maiores score entre os ligantes.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Os demais ligantes B48, B152, B125, B169, B11, B96, B138, B90, B82, B155,

B27, respectivamente, (QUADRO 3) apresentaram pontuacdo acima somente dos

farmacos galantamina, fisostigmina e huperzina A. E importante notar que a maior

contribuicdo € o parametro S(vdw_ext), que diz respeito a energia de van der Waals

entre proteina-ligante, o que reflete numa maior contribuicdo por interacdes

hidrofébicas.

Quadro 3 — Demais alcaloides que obtiveram scores maiores que galantamina,

fisostigmina e huperzina A.

OH
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Quadro 3 — Continuacéao.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Dessa forma, de acordo com a pontuagcdo, todos os ligantes analisados
possuem potencial de inibir a AChE, uma vez que possuem scores maiores que 0S
farmacos ja aprovados para o tratamento terapéutico da DA. Por esse motivo, todos

os ligantes passaram pela avaliacdo das propriedades ADMET.



Tabela 3 - Valores de scores obtidos pelo programa GOLD usando a funcdo GoldScore.
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Ligante GoldScore S(hb_ext) S(vdw_ext) S(int) Nome Subclasse

B121 98.19 491 69.43 -2.19 Quassidina H Dimeros

B81 86.29 6.00 61.14 -3.78 Marinacarbolina D Triciclicos indol
B132 83.50 20.23 52.62 -8.65 (+)-7-bromotripargina Tetrahidro basicos
Donepezil 83.28 0.80 61.01 -1.42 - -

B48 82.61 0.07 61.83 -2.47 Dichotomida X Triciclicos acila amida
B152 81.52 1.58 61.66 -4.84 Pegaharmalina B Tetrahidro ciclicos tetraciclicos
B125 80.67 3.25 57.57 -1.74 3,4-dihidro-strictosidina Dihidro-B-carbolina
B169 79.07 0.00 58.92 -1.94 Trigonostemonina B Divergentes

B11l 76.85 11.44 50.70 -4.30 Eudistomidina J Triciclicos Béasicos
B96 73.88 8.26 51.47 -5.15 Gelebolina C Ciclicos e tetraciclicos
B138 72.43 4.91 51.35 -3.08 Penipalina B Tetrahidro acila
B90 71.75 6.03 49.72 -2.64 Gesashidina A Triciclicos imidazol
B82 71.55 5.21 49.53 -1.76 Trigonostemina E Triciclicos quinolina
B155 71.36 0.00 51.99 -1.92 Trifilina A Tetrahidro dimeros
B27 68.89 12.00 44.15 -3.83 Variabina A Triciclicos acila simples
Galantamina 66.31 11.62 39.05 -0.91 - -
Fisostigmina 60.25 0.04 43.82 -0.05 - -

Huperzina A 58.95 8.55 37.70 -1.44 - -

Fonte: Autoria propria (2022).



43

5.3.1 Propriedades ADMET dos alcaloides B-carbolinicos

Os parametros de absorcédo dos alcaloides 3-carbolinicos avaliados podem ser
vistos conforme o Grafico 2, abaixo:
Gréfico 2 - Parametros de absorcédo dos alcaloides B-carbolinicos apresentados no

modelo BoiledEgg.
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Fonte: Adaptado de SwissADME (2022).

Dessa forma, € possivel avaliar que, dentro dos parametros de referéncia
esperados, 8 alcaloides, variabina A (B27), dichotomida X (B48), marinacarbolina D
(B81), gesashidina A (B90), quassidina H (B121), 3,4-dihidro-strictosidina (B125), (+)-
7-bromotripargina (B132) e trigonostemonina B (B169), dos 14 avaliados estéo fora
dos parametros ideais de biodisponibilidade, em comparacdo aos ligantes de
referéncia, ou seja, estdo dentro da zona de absorcdo passiva pelo TGI, mas nao
conseguem permear a BHE. Dentre esses, a 3,4-dihidro-strictosidina (B125) esta fora
das duas zonas, por possuir um valor de TPSA muito elevado (145.99A2),
demostrando alta polaridade. O valor ideal para esse parametro é entre 20A2 < TPSA
< 130A2 (DAINA et al., 2017).

Dentre eles, os trés alcaloides quassidina H (B121), marinacarbolina D (B81) e
(+)-7-bromotripargina (B132), que obtiveram maior pontuacao score, como mostrada

Tabela 3 do item 5.3, ndo obtiveram condi¢bes 6timas de biodisponibilidade.
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As anadlises desses ligantes pelo SwissADME mostraram um valor de TPSA
elevado, ficando ainda dentro da area otima para ser absorvido pelo TGI, mas se
distanciando da area de permeabilidade pela BHE, o que n&o condiz com as
condicdes ideais esperadas em comparacdo aos parametros dos farmacos de
referéncia.

Por outro lado, 6 dos 14 ligantes avaliados estdo dentro dos parametros de
referéncia esperados, com relaco a absorgédo em ambos os sistemas (GRAFICO 2).
Séo eles: eudistomidina J (B11), trigonostemina E (B82), gelebolina C (B96),
penipalina B (B138), pegaharmalina B (B152) e trifilina A (B155). Dentre eles,
somente a gelebolina C (B96) ndo € substrato da GP-p. Todos os ligantes que se
encontram em condic¢des 6timas de absor¢ao pelo TGl e de permear a BHE, obtiveram
pontuacao score maiores que os farmacos galantamina, fisostigmina e huperzina A,
ficando atras somente do donepezil conforme foi mostrado na tabela 2.

Com relacéo as interac6es com as enzimas CYP450, a eudistomidina J (B11),
se mostrou inibidor da CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4. As moléculas
trigonostemina E (B82) e gelebolina C (B96), demostraram ser inibidores de 1A2,
2C19, 3A4 e 2D6, 2C9 especificamente para cada uma delas. Pegaharmalina B
(B152) e trifilina A (B155) se mostraram inibidores de todas as CYP. Por outro lado, a
penipalina B (B138) ndo demostrou inibicdo de nenhuma isoformas da CYP. De
acordo com Barreiro et al., (2014), a inibicao dessas enzimas representa a diminui¢cao
da atividade catalitica, ou seja, de metabolizar esses farmacos, e como consequéncia
disso, pode resultar no aparecimento de efeitos adversos ou téxicos, decorrentes do
aumento do tempo de meia vida, concentracdo e acumulo do farmaco e de seus
metabolitos no organismo.

Ja para a inibicdo da hERG, somente a eudistomidina J (B11), demostrou alto
risco de inibicdo e os demais alcaloides avaliados apresentaram médio risco de
inibicdo. Nenhum dos alcaloides apresentaram carcinogenicidade em ratos e
camundongos, com excecdo do alcaloide B155, que foi considerado carcinogénico
para camundongos nos ensaios avaliados in silico. A Tabela 4 mostra um resumo dos
alcaloides com os melhores perfis farmacocinéticos, em comparag¢do aos parametros

de referencias esperados.



Tabela 4 - Alcaloides com melhores perfis ADMET
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Log Pomw @ TPSA  TGI/BHE CYPP Carcinogenicidade hERG®
Ratos Camundongos
B11 2.47 76.99A2 + 1A2, 2C19, 2D6, 3A4 - - Alto risco
B82 3.67 71.03A% + 1A2, 2C19, 2D6, 3A4 - - Médio risco
B96 3.30 72051&2 + 1A2, 2C19, 2C9, 3A4 - - Médio risco
B138 2.31 65.12A2 + - - - Médio risco
B152 3.49 72.80A2 + 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 il - Médio risco
B155 3.46 53.28A2 + - + Médio risco

1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4

Legenda: a — Valor de consenso;

b — Inibidores de CYP;

¢ — Inibidores da hERG.
Fonte: Autoria propria (2022).
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Com excecdo do alcaloide penipalina B (B138), todos os outros alcaloides
demostraram inibicdo da maioria das isoformas da CYP450, o que pode prejudicar o
organismo, pois retiram o poder dessas enzimas de metabolizar outros farmacos
causando efeitos adversos e toxicos (BARREIRO et al., 2014).

Os parametros de eliminacdo preditos de clearance total dos alcaloides em
guestao, podem ser vistos conforme a tabela 5:

Tabela 5 - Parametros de clearance total dos alcaloides 3-carbolinicos.

Clearance Total miiminikg)

B11 1.013
B82 0.831
B96 0.807
B138 0.721
B152 0.957
B155 1.364

Fonte: Autoria propria (2022).

O clearance de um farmaco é importante porque pode afetar a maneira como
o farmaco é usado e dosado. Essa propriedade € a quantidade de farmaco removida
do corpo por unidade de tempo. Por exemplo, se o clearance de um farmaco for muito
alto, pode ser necessario aumentar a frequéncia da dosagem para garantir que a
concentragdo do farmaco no sangue se mantenha constante. Por outro lado, se o
clearance for muito baixo, a dosagem pode precisar ser diminuida para evitar
toxicidade (SHARGEL et al., 2012).

Portanto, de acordo com os dados, os valores preditos dos alcaloides
apresentaram indice de clearance total maiores que todos os farmacos de referéncia.
A trifilina A (B155). possui o maior valor de clearance. Isso indica que essa substancia
é eliminada mais rapidamente pelo organismo em comparacgéo as outras substancias
listadas. eudistomidina J (B11), trigonostemina E (B82) e gelebolina C (B96),
apresentam valores de clearance relativamente préximos, enquanto os alcaloides
B138 e B152 possuem valores mais baixos.

Dessa forma, um valor mais alto do indice de clearance indica uma menor
persisténcia das alcaloides no organismo e, portanto, podem sofrer uma eliminacao
mais eficiente, indicando que essas moléculas possuem uma estabilidade menor no

organismo em comparacao aos farmacos de referéncia (DAOUI et al., 2021).
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No entanto, é importante lembrar que os valores de clearance podem variar
amplamente entre individuos e que esses valores podem ser afetados por diversos
fatores, como a funcéo renal, a idade, o peso e a presenca de doengas ou condi¢des
médicas (SHARGEL et al., 2012).

5.3.2 Interacdes dos melhores resultados dos alcaloides B-carbolinicos

De acordo com os resultados de docking e do perfii ADMET, o alcaloide
penipalina B (B138) se mostrou como o0 mais promissor alcaloide B-carbolinico frente
a AChE (FIGURA 18), por apresentar um score maior que farmacos ja aprovados para
o tratamento terapéutico da DA, com caracteristicas favoraveis para atuagcdo como
farmaco.

Esse alcaloide interage através de algumas interacfes importantes para atuar
como inibidor da AChE. O TYR337 interage com o ligante através de ligacdo de
hidrogénio com grupo carboxilato do ligante, atuando como aceptor de hidrogénio
desse residuo.

Além disso, o TYR337 também interage com o grupo amino quaternario
carregado positivamente por interacdo Tr-cation. Esse residuo faz parte do subsitio
PAS, Almeida (2014) cita que o papel desse subsitio é guiar e orientar a parte positiva
do substrato para o sitio ativo da AChE. Para reafirmar esse papel, Cheung et al.,
(2012) relata que a interacdo com o residuo TYR337 tem sido reportado como uma
porta oscilante na entrada de substratos ao sitio ativo, sendo uma importante
interac&o para a inibicdo da AChE (QUADRO 4).

Quadro 4 - Interagdes do alcaloide B138 (PENIPALINA B) com a AChE.
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Fonte: Autoria propria (2022).
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Outras interacdes importantes se fazem com o TRP86 do subsitio anidnico,
TYR341 e TRP286 do PAS, através de 1-anion e empilhamento 1, respectivamente.
Esses residuos contribuem para o potencial de inibicdo de ligantes, especialmente
para o TRP86, pois em inibidores potentes como o donepezil, essa interagcéo acontece
por TT-cation entre grupos protonados (ALMEIDA, 2014), como também pode ser visto
com a galantamina. Porém, néo foi possivel obter esse modo de interacdo com o
alcaloide B138, uma vez que essa interagdo com o TRP86 se apresenta por meio de
TT-anion com o oxigénio desprotonado do grupo carboxilato do ligante.

Figura 18 - Estrutura do alcaloide B138 (Penipalina B).

0]

OH

NH

HN
HsC / CHj

CHj

Fonte: Autoria propria (2022).

A penipalina B é descrito por Santos (2016), como um alcaloide B-carbolinico
da subclasse tetrahidro acila, isolado a partir do fungo Penicillium paneum, onde Li et
al., (2014) primeiramente isolou e relatou a sua atividade citotoxica frente a dois tipos
de células tumorais.

Portanto, diante do que foi exposto, esse alcaloide se mostrou como o ligante
com o maior potencial de inibir a AChE. De modo geral, esse alcaloide apresenta
interagcfes que também sdo observadas nos farmacos de referéncia, se ligando com
mais de um subsitio, podendo indicar que esse ligante pode atuar na inibicdo da
AChE. Essas interacfes sdo encontradas com maior similaridade nos farmacos
donepezil, galantamina e fisostigmina. Além disso, apresentou o perfil farmacocinético

favoravel para a sua atuacao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

v O desenvolvimento de novas moleculas capazes de inibir a AChE ainda € alvo
de muitos estudos para o tratamento terapéutico da doenca de Alzheimer,
levando em conta a hipotese colinérgica, como uma forma de desacelerar a
progresséo da doenga.

v" Nesse estudo, 92 alcaloides B-carbolinicos foram selecionados e avaliados
frente a AChE a partir de estudos totalmente in silico.

v Os estudos por docking molecular evidenciaram 14 alcaloides promissores com
potencial inibicao frente a AChE.

v' Porém, a avaliagdo ADMET mostrou que somente um desses ligantes seria um
farmaco ideal, de acordo com parametros de farmacos ja conhecidos por
atuarem no tratamento da DA.

v A penipalina B, foi o alcaloide que demostrou caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas desejaveis para a atuacdo de um farmaco no SNC, com
grande potencial de permear a BHE, absorcéo pelo TGI, baixa toxicidade e nao
atuou como inibidor de nenhuma CYP450.

v Por fim, foi demostrado que a penipalina B, obteve pontuacédo score maior que
os farmacos de referéncia e interagiu com residuos importantes para a inibicao
da AChE.

v E importante ressaltar que ainda s&o necessarios estudos mais robustos e com
maior precisao, além de testes pré-clinicos e clinicos, para a validacdo dessa

molécula para o tratamento terapéutico da Doenca de Alzheimer.
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