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RESUMO

Os receptores nicotinicos de acetilcolina neuronais (nAChRs) sdo canais iénicos
transmembranares pentameéricos localizados no sistema nervoso central (SNC) que
se abrem e permitem a passagem de alguns cations mediante a acdo do
neurotransmissor endégeno acetilcolina ou de moléculas exdgenas, como a nicotina.
Eles estdo envolvidos em diversas desordens do SNC, como o Alzheimer, Parkinson,
epilepsia, esquizofrenia, entre outras doengas altamente debilitantes, além de
mediarem o mecanismo de dependéncia pela nicotina. Face a grande quantidade de
doengas nas quais estéo envolvidos, fica clara a importancia do planejamento racional
de novos compostos que os tenham como alvo. Os nAChRs apresentam uma grande
diversidade estrutural, existindo diversas subunidades que podem se combinar de
diversas formas para formar um canal idbnico com propriedades distintas. Os subtipos
dos nAChRs presentes em maior quantidade no SNC sdo os subtipos a3f4, a7 e
042, sendo que este ultimo é o foco deste trabalho. Até recentemente ndo existiam
estruturas cristalograficas definidas para o nAChRs do subtipo a4B2 da espécie
humana, de modo que os estudos direcionados para o planejamento de novos
candidatos a farmacos eram realizados utilizando modelos por homologia que nem
sempre sdo capazes de predizer as reais interacdes entre os ligantes bioativos e o
receptor. Com a recente elucidacdo da estrutura cristalografica do receptor, o
processo de planejamento racional essas substancias bioativas se torna mais eficaz.
Nesse contexto, utilizou-se da estrutura cristalografica do nAChRs do subtipo a42
para estudos de ancoramento molecular utilizando o programa GOLD® e um conjunto
de ligantes obtidos da literatura a fim de melhor compreender as interagées envolvidas
nos complexos ligante-receptor formados e avaliar a capacidade preditiva do modelo
computacional.

Palavras-chave: Quimica medicinal. Quimica computacional. Receptores nicotinicos
de acetilcolina. Compostos bioativos. Subtipo a42. Ancoramento molecular



ABSTRACT

Neuronal nicotinic acetylcholine receptors (NnAChRs) are pentameric transmembrane
ion channels located in the central nervous system (CNS) that open and allow the flow
of some ions through the action of the endogenous neurotransmitter acetylcholine or
exogenous molecules, such as nicotine. They are involved in several CNS disorders
such as Alzheimer's, Parkinson's, epilepsy, schizophrenia, among other highly
debilitating diseases, as well as mediating the mechanism of nicotine addiction. Given
the great number of diseases in which they are involved, it is clear the importance of
the rational design of novel compounds that target them. The nAChRs present a great
structural diversity, with several subunits that can be combined in different ways to
form an ion channel with different properties. The nAChRs subtypes more expressed
in the CNS are the a3p4, a7 and a432 subtypes, the latter being the focus of this work.
Until recently, there were no defined crystallographic structures for nAChRs of the
0432 subtype of the human species, so studies aimed for the planning of new drug
candidates were performed using homology models that are not always able to predict
the real interactions between the ligands and their receptor. With the recent elucidation
of the receptor’s three-dimensional crystal, the process of rational design of these
bioactive substances becomes more effective. In this context, we used the
crystallographic structure of a42 subtype nAChRs for molecular docking studies using
the GOLD® program and a set of ligands obtained from the literature in order to better
understand the interactions involved in the ligand-receptor complexes formed and
evaluate the predictive capability of the computational model.

Keywords: Medicinal Chemistry. Computational chemistry. Nicotinic acetylcholine
receptors. Bioactive compounds. a432 subtype. Molecular docking.
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1 INTRODUGAO

A descoberta de novos candidatos a farmacos é essencial para a manutencao
da qualidade de vida da espécie humana. Neste contexto, um dos alvos terapéuticos
da literatura cientifica sdao os receptores nicotinicos de acetilcolina neuronais
(nAChRs), associados a diversas desordens do sistema nervoso central (SNC), como
o mal de Parkinson, doenga de Alzheimer e esquizofrenia, entre outras, além de
mediarem o mecanismo de dependéncia em nicotina (3)."

Os (nAChRs) sao membros do grupo de receptores do neurotransmissor
endoégeno acetilcolina (ACh) (1) (Figura 1) que compreende, além dos ja
mencionados NAChRs, os receptores muscarinicos de acetilcolina (mMAChRs). Os
MAChRSs sao receptores metabotropicos com alta afinidade pela muscarina (2) e baixa
afinidade pela nicotina (3), sendo que se observa comportamento inverso para os
nNAChRs. Os nAChRs podem ser divididos em dois grupos, os receptores nicotinicos
musculares e os neuronais,23 com os NAChRs neuronais majoritariamente expressos
pelos subtipos a7, 0432 e a3pB4, podendo exercer fungbes variadas como regulagéo

de excitabilidade neuronal e liberagdo de neurotransmissores.46

Figura 1 - Estruturas das moléculas de acetilcolina (1), muscarina (2) e nicotina (3).

HiC., O PN

0 CH, %
PGP s L L
S 3 CH, S
H,e” N0 " “CH, "G 3 N
(1) (2) (3)

Quanto a sua estrutura, os nAChRs neuronais sdo glicoproteinas grandes
(aproximadamente 290 kDa) compostas por cinco subunidades transmembranares
que se arranjam em torno de um poro central permeavel a cations®7.8 e fazem parte
da familia dos canais iGnicos cys-loop, que inclui também os NnAChRs musculares, e
receptores de serotonina (5-HT3), receptores de glicina e receptores de acido gama
aminobutirico (GABAa e GABAc)?*



15

Cada receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) divide-se em trés dominios:
um grande dominio extracelular N-terminal onde encontram-se os sitios ortostéricos,
um poro transmembranar e um pequeno dominio intracelular, tendo esse conjunto um
comprimento total aproximado em 160 A.8 As subunidades que compdem os nAChRs
neuronais, a saber, a (a2-a10) e B (B2-p4), podem combinar-se de diversas maneiras
diferentes, podendo estas combinacdes serem homomeéricas, como os receptores a7,
a8 e a9 ou heteroméricas, como os receptores a42*, a7a8*, a9a10*, a6p2*, a3p4*,
entre outros, com a presenga obrigatéria de uma subunidade a no receptor. O
asterisco representa a possibilidade de outras subunidades no complexo. Essa grande
possibilidade de combinacdes € a responsavel pela grande variedade de fungdes
dessa classe de receptores.357 Classifica-se as subunidades como a ou ndo-a
baseando-se na presenca ou auséncia, respectivamente, de cisteinas vicinais ligadas
por pontes dissulfeto no dominio extracelular do receptor.0

Ao interagirem com um agonista ou com seu neurotransmissor endégeno 1 a
estrutura dos nAChRs muda de conformacdo, sendo possivel descrever muito
simplificadamente o processo de ativagdo do receptor em trés etapas: (a) a
conformagéao fechada, onde o receptor é capaz de interagir com um agonista e ndo
ha a passagem de cations pelo poro permeavel, (b) a conformagado aberta, onde o
receptor ja interagiu com um agonista e passa a permitir a passagem de cations em
um intervalo de tempo da ordem de milissegundos e (¢) a conformagao
dessensibilizada, onde o receptor se fecha e novamente deixa de permitir a passagem
de cations pelo poro central.’? O poro central é permeavel a cations monovalentes e
bivalentes, principalmente sodio e célcio. 518

Como ja foi dito, o sitio ortostérico dos NAChRs neuronais esta localizado no
dominio extracelular do receptor, nas interfaces entre as subunidades a e as demais
subunidades que os constituem, sendo as subunidades desse tipo o componente
principal do sitio ativo e as subunidades do tipo B sendo responsaveis pela parte
complementar do mesmo, como exemplificado na Figura 2. A permeabilidade a
cations e afinidade por determinado ligante bioativo variam grandemente em funcéao
dos componentes complementares do receptor.'416 Além disso, os nAChRs
costumam apresentar uma subunidade assessora que n&o participa ativamente da
formagao do sitio ortostérico mas influenciam nas propriedades farmacolégicas e
biofisicas do receptor.> Dessa forma, fica clara a abundancia de configuragdes

possiveis para os nAChRs, uma vez que as diversas subunidades existentes podem
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se combinar em inumeras configuracdes. Para maiores informagbes sobre os

nAChRs, consultar o Anexo da pagina 105.

Figura 2 - Visao vertical e transversal dos nAChRs e tipos de interface entre as
subunidades.

Até recentemente, ndo existiam estruturas cristalograficas completas para os
nAChRs neuronais dos mamiferos. A maior parte do conhecimento estrutural sobre
esses receptores foi adquirida através do estudo de proteinas ligantes de acetilcolina
(AChBP) homodlogas obtidas de espécies de peixe como a Torpedo marmorata (PDB
ID: 10ED), espécies de moluscos como a Lymnaea stagnalis (PDB ID: 1TUW6) e
Aplysia californica (PDB ID: 2BYN) e das proteinas procariéticas GLIC (canal iénico
ligante-dependente da cianobactéria Gloeobacter violaceus, PDB ID: 4NPQ) e ELIC
(canal iénico ligante-dependente da bactéria Erwinia chrysanthemi, PDB ID: 2VLO0),
entre outras.?16-2' No ano de 2016, um grupo de pesquisadores foi capaz de elucidar
a estrutura cristalografica dos nAChRs do subtipo a432 da espécie humana (PDB ID:
5KXI).22 Essa descoberta permitiu que outros grupos de pesquisa utilizassem essa
estrutura em estudos visando o planejamento de novos compostos bioativos

candidatos a farmacos que atuem nesse receptor.
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Nesse contexto, uma das técnicas utilizadas no planejamento de novos
candidatos a farmacos € o ancoramento molecular (docking). Essa abordagem faz uso
da estrutura cristalografica do receptor para avaliar as intera¢des entre um ligante de
interesse e o receptor, retornando um valor de pontuagéao (score) que permite avaliar
se tal ligante é um potencial candidato para sintese e posteriores etapas de avaliacédo
farmacoldgica. Uma das ferramentas mais utilizadas atualmente para essa finalidade
é o programa GOLD® (CCDC), que apresenta boas capacidades preditivas.

O programa GOLD® permite o uso de quatro fungdes de pontuagdo para avaliar
as interagdes presentes em um complexo ligante-receptor: GoldScore, ChemScore,
Piecewise Linear Potential (ChemPLP) e Astex Statistical Potential (ASP). Cada uma
dessas fungdes apresenta vantagens e desvantagens, de modo que é necessario um
meétodo de triagem que selecione a melhor alternativa para cada caso em particular

Com uma funcgéo escolhida, realiza-se o ancoramento de uma série de ligantes
com o receptor em questdo, avaliando-se as interagcdes presentes para as poses
melhor pontuadas pela fungéo escolhida e obtendo assim dados sobre a capacidade

preditiva da funcao de pontuacao.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Construcao dos ligantes

As substancias nicotina (3), citisina (4), vareniclina (5), epibatidina (6) e outros
31 ligantes dos receptores nicotinicos de acetilcolina do subtipo 0432 analogos da
bupropiona (21) e da sazetidina-A (7) foram construidos com o programa PC Spartan
Pro, todos na forma protonada no atomo de nitrogénio basico, de modo a nos
aproximarmos das condicbes que sado observadas em pH fisiolégico (pH=7,8). Em
seguida, todas as estruturas foram otimizadas por meio de calculos de mecanica
molecular MMFF, inspecao visual cuidadosa para verificar os angulos de ligacao e
protonagdo do atomo de nitrogénio e em seguida salvos com extensao .mol2 para os

estudos de ancoramento molecular.

2.2 Preparo e andlise da estrutura cristalografica do receptor nicotinico de

acetilcolina do subtipo a4p2

A estrutura cristalografica do receptor nicotinico de acetilcolina do subtipo a432
(PDB ID: 5KXI), co-cristalizado com a molécula de nicotina (3) foi obtida a partir do
site do Protein Data Bank (PDB), para a qual se definiu as coordenadas x = 67.3680,
y =-27.2034 e z = -39.0781 como sendo o atomo de nitrogénio protonado da estrutura
3 para os estudos de ancoramento molecular. A estrutura apresenta resolugao de 3.94
A e a técnica utilizada para sua elucidagéo foi a difratometria de raios-x.

Em seguida, definiu-se ancoramento molecular no modo rigido com o intuito de
preservar a posi¢cao dos residuos de aminoacidos (backbone) e suas respectivas
cadeias laterais (side chains) da estrutura cristalografica, por tratar-se de um dado
experimental.

Como nao foram observadas moléculas de agua mediando as interagdes entre
3 e os residuos de aminoacidos do sitio ativo do receptor nicotinico de acetilcolina do
subtipo 04B2, foi decidido que as moléculas de agua, assim como demais
ligantes/moléculas de co-cristalizagdo, também seriam removidos para os estudos
computacionais por meio do programa GOLD®. Os atomos de hidrogénio foram
adicionados a estrutura do receptor no programa GOLD® de forma automatizada, uma

vez que 0s mesmos ndo estdo inclusos na estrutura cristalografica utilizada.
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2.3 Estudos de ancoramento molecular para validagao (redocking)

Visto que a estrutura cristalografica do receptor nicotinico de acetilcolina do
subtipo a4B2 (PDB ID: 5KXI) esta co-cristalizada com a molécula de nicotina (3), foi
realizada a redocagem como método de validacdo. Este método consiste em
submeter o mesmo ligante co-cristalizado com o biorreceptor em questao aos estudos
de ancoramento molecular e observar se as interagdes com os residuos de
aminodacidos chave e a orientagao espacial do ligante sdo preservados, ou seja, que
o RMSD (root-mean-square deviation) seja o0 menor possivel, de modo a comprovar a
capacidade preditiva do modelo in silico.

Durante o redocking (redocagem) nao foi escolhido um molde (template) de
proteina, visto que nenhuma delas tinha caracteristicas proximas as do receptor em
questdao. Num primeiro momento, optou-se por nao utilizar rescore nos estudos de
ancoramento molecular, visto que nao se sabe quais das fungdes de pontuagao sao
mais adequadas. Dessa forma, os estudos de ancoramento molecular foram
realizados com todas as fungdes de pontuagdo (GOLDScore, ChemScore, ASP e
ChemPLP), para posterior avaliacdo de qual delas possui a melhor capacidade
preditiva.

Cada fungao de pontuacéao faz uso de uma série de parametros para retornar
um valor de pontuacéo final dos ligantes. A fungdo GOLDScore faz uso de quatro
parametros, dois deles relacionados as interagdes ligante-receptor (ligacbes de
hidrogénio e interacbes de van der Waals) e dois relativos a energias internas do
ligante (van der Waals e torcionais). A fungdo ChemScore estima a variacao de
energia livre total que ocorre no sistema com a interacdo ligante-proteina utilizando
valores empiricos derivados de um conjunto de 82 complexos ligante-receptor.23.24 A
funcdo ASP é uma fungao de potencial &tomo-atomo derivada de um banco de dados
de complexos ligante-proteina, sendo que as informagdes a respeito da frequéncia
das interag6es entre o ligante e o receptor séo obtidas desses complexos e o calculo
se baseia em um estado de referéncia onde o ligante se encontra livre de interagdes.2?
Por fim, a funcdo ChemPLP utiliza uma funcado de potencial denominada Piecewise
Linear Potential para modelar complementariedades estéricas entre o ligante e a
proteina, com os termos de ligagdes metalicas e de hidrogénio dependentes de
distancia e angulo sendo calculados de maneira similar ao que ocorre na funcao

ChemScore e somados ao resultado final.26
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Por conta do tamanho das estruturas dos ligantes envolvidos neste estudo, foi
definido um raio para o ancoramento molecular de 15 A e o nimero de poses foi
definido como 10 para cada ligante.

Apds analises dos resultados da redocagem, considerando o RMSD de
referéncia da propria estrutura cristalografica e definicdo da melhor fungdo de
pontuacéo, foi realizado o ancoramento molecular com os ligantes 4, 5 e 6, sem utilizar
um RMSD de referéncia por conta das diferencas estruturais, de modo a avaliarmos
se a orientacdo espacial e interagdbes com residuos de aminoacidos chave se
aproximavam das observadas na estrutura cristalografica. Esta etapa auxilia a
avaliarmos se o modelo e fungdo de pontuacédo sao adequados para avaliagéo de
substancias estruturalmente distintas e se a fungcdo de pontuagdo escolhida é

adequada ou se deve ser substituida.

2.4 Estudos de ancoramento molecular com 32 ligantes dos nAChRs do
subtipo a432

Uma vez validado o modelo do receptor e a funcido de pontuagdao mais
adequados, realizou-se o ancoramento molecular de 32 substancias bioativas
analogas da sazetidina-A (7) e bupropiona (21) descritas na literatura e as poses de
docking melhor pontuadas pelo programa GOLD® foram avaliadas quanto a
orientagdo espacial e interagdes com residuos de aminoacidos chave. Com base
nestes resultados, foram avaliadas a capacidade preditiva do modelo quanto os

ligantes do subtipo a4p2.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Interagdes presentes na estrutura cristalografica do nAChRs a432

Na estrutura cristalografica recentemente elucidada para o nAChRs do subtipo
0432 é possivel observar que a molécula 3 se liga ao sitio ortostérico classico desse
receptor, localizado na interface entre as subunidades a e 8, conforme mostrado na
Figura 3. Daqui em diante, as ligagbes de hidrogénio serdo representadas por um
tracejado amarelo, os atomos de hidrogénio serdo omitidos para facilitar a
visualizacdo e as distancias inter-atbmicas mencionadas no texto para liga¢cdes de
hidrogénio serdo sempre referentes a distdncia entre o hidrogénio fornecido pelo

heteroatomo doador e o heteroatomo aceptor.

Figura 3 - a, visdo lateral do receptor nicotinico de acetilcolina do subtipo 042
e seu sitio ativo contendo o ligante 3. b, ampliacao do sitio ativo do receptor e
residuos de aminoacidos que o compdem, preservando a orientacdo mostrada na
Figura 3 (a).

va74

Por convencdo, diz-se que a subunidade a4 forma o lado (+)do sitio
ortostérico, enquanto a subunidade B2 forma o lado (-) do mesmo. O sitio ativo
mostrado na Figura 3 € uma regido hidrofobica que retira 3 do solvente quase
completamente. Dos doze residuos de aminoacidos integrantes da regido oito sao

hidrofébicos, sendo que seis desses sdo aromaticos e os demais sao residuos com
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cadeias laterais polares nao carregadas. A regido inferior do sitio ativo é formada pelos
residuos Y100 proveniente da subunidade a4 e W420 da subunidade 32. A parede do
fundo da regido contém os residuos W149 do lado (+) e L484 do lado (-) do sitio ativo,
enquanto a parede da frente é formada por duas cisteinas vicinais, C192 e C193, e
por dois residuos aromaticos hidrofébicos, Y190 e Y197, todos provenientes da
subunidade a4. A parte superior do sitio ativo contém os residuos V474 e F482, ambos
provenientes do lado (-).

Além das interagdes hidrofébicas presentes nessa situagao, algumas outras
sdo relevantes no entendimento do reconhecimento da molécula pelo receptor,

conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4 - Interacdes do ligante 3 com o receptor e estrutura bidimensional.
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O nitrogénio pirrolidinico da molécula 3 se encontra protonado quando em pH
fisiolégico, permitindo que o atomo de hidrogénio a ele ligado participe de uma ligagéao
de hidrogénio (2,26 A de distancia entre os atomos participantes) envolvendo o
oxigénio carbonilico da ligagado peptidica do residuo W149. O mesmo nitrogénio
também participa de interagdes cation-1r com os residuos W149 e Y197. As interacdes
apresentadas resultam em atividade agonista do ligante para esse receptor, com Ki =
0,6 nM e CI50 = 1,2 nM.?Z"

3.2 Redocking da nicotina (3)

Para escolher a fungdo de pontuacdo do programa GOLD® que melhor prediz
as interagdes observadas na estrutura cristalografica utilizada neste estudo, realizou-
se o redocking do ligante 3 na estrutura do receptor preparada conforme descrito na
secao de metodologia, avaliando assim 0 RMSD em relagao a posigao dos atomos do
ligante originalmente co-cristalizado. Os dados obtidos estdo relacionados na Tabela
1.

Tabela 1 - Dados de pontuagdo e RMSD obtidos através do redocking do ligante 3
para as quatro fungdes de pontuagdo do programa GOLD®.

ASP CHEMPLP
Pose Pontuagcdo RMSD Pose Pontuagdo RMSD
2 35,3106 1,4813 1 50,9111 2,3168
7 35,1694 0,4616 5 50,8581 2,3157
6 35,0421 0,6905 3 50,7456 2,3238
5 34,7308 0,6143 9 50,5680 2,3038
10 34,6915 0,5227 8 50,4823 2,3072
9 33,9622 1,5501 10 48,0179 4,5866
3 33,9533 1,4995 7 47,7428 2,0435
4 33,7158 0,4884 4 47,6167 2,3247
8 33,2407 1,4929 6 46,8954 2,3312
1 33,1860 2,3182 2 46,7489 0,7347

ChemScore GOLDScore
Pose Pontuagcdo RMSD Pose Pontuagdo RMSD
6 29,2540 2,3063 5 70,6134 2,3332
4 28,7100 2,3559 1 70,3647 2,3226
5 28,4715 2,3552 7 70,2787 2,3156
8 27,8830 10,6830 10 70,2676 2,3391
1 27,6929 2,3499 2 70,2623 2,3737
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2 27,5775 2,3671 3 70,2404 2,3686
10 27,4067 1,5555 9 70,1831  2,3827
7 26,7115 4,5126 6 69,9540 2,3963
9 26,5891 0,5223 4 69,8750 2,4190
3 26,5559 4,5921 8 67,9427 1,9564

As fungbes CHEMPLP, ChemScore e GOLDScore foram ineficazes na
predicdo da pose da molécula 3, uma vez que as poses de docking melhor pontuadas
apresentam RMSD inadequado. A fung¢ao de pontuacdo ASP se mostrou adequada
para o trabalho, pois 0 RMSD da pose 7 apresentou o menor valor. Apesar dessa pose
nao ser a melhor classificada pela funcao ASP, a diferenca entre sua pontuacéao e da
pontuacdo atribuida a pose classificada em primeiro lugar € de 1,0197, mostrando
assim que esse método de calculo é capaz de reproduzir corretamente a orientagao
espacial da molécula de nicotina (3) dentro do sitio ativo do receptor. Na Figura 4
temos uma comparacgao entre a posi¢cao de cada atomo do ligante co-cristalizado e do
ligante redocado utilizando a fungcao de pontuacao ASP e a comparagao entre as

poses de docking 7 e 2 obtidas através dessa funcéo.

Figura 5 - a, comparagéao entre a posi¢ao espacial de cada atomo do ligante 3 co-
cristalizado (em laranja) e do ligante 3 redocado (pose 7, em verde) utilizando a fungao de
pontuagdo ASP. b, comparagéo entre a posi¢do espacial de cada atomo nas poses 2 (em

azul) e 7 (em verde).

d

Conforme observa-se na Figura 5 (a), a posigao espacial dos atomos prevista
pela funcao de pontuacao ASP para a pose 7 é muito semelhante ao que se observa
para o ligante 3 co-cristalizado na estrutura 5KXI, em acordo com o valor de RMSD

mostrado na Tabela 1. Na Figura 5 (b) observa-se que a diferenga principal entre as
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poses 7 e 2 é a orientagdo da subunidade aromatica piridina, uma vez que a ligagao
entre os atomos de carbono que ligam os dois anéis possui rotagao livre. A diferenga
nas pontuagdes obtidas se deve a predigcdo de uma ligagéo de hidrogénio adicional
entre o nitrogénio piridinico do ligante na pose 2 e um residuo do sitio ativo, interagao
essa ausente tanto na estrutura cristalografica quanto na pose de docking 7. Dessa
forma, entende-se que o modelo computacional € eficiente em suas previsdes, mas
possui limitagdes que devem ser avaliadas cuidadosamente para cada ligante. Sendo
assim, a funcio de pontuacido ASP foi utilizada como base para todos os calculos de

docking subsequentes.

3.3 Ancoramento molecular do ligante citisina (4)

A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 4 esta relacionada na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados de pontuacgéo obtida através da funcado ASP para o ligante 4.

Citisina (4)
Pose Pontuagao
8 33,4331
3 33,4005
9 33,2513
4 33,2253
10 33,0556
2 32,9368
6 32,1821
1 32,1329
7 32,0539
5 31,9349

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 8 esta representado na

Figura 6.
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Figura 6 - Interacdes do ligante 4 com o receptor e estrutura bidimensional.

Para a pose de docking 8, a fungdo de pontuagéo ASP prediz que o ligante 4
participa de duas ligacbes de hidrogénio. A primeira delas ocorre entre o oxigénio
carbonilico do ligante e o hidrogénio ligado ao nitrogénio inddlico do residuo W149
pertencente & subunidade a4 do receptor, havendo uma distancia de 2,02 A entre os
atomos participantes. A segunda ocorre com o nitrogénio do anel aza-biciclico sendo
0 aceptor e o oxigénio hidroxilico do residuo Y93 do lado (+) do sitio ativo, sendo a
distancia entre os dois atomos 2.23 A. De acordo com o modelo computacional o
atomo de nitrogénio do anel aza-biciclico também esta posicionado favoravelmente
em relacdo ao residuo W149 para que ocorra uma interagcao do tipo cation-1r, uma vez
que este atomo se encontra protonado em pH fisiolégico. Essa interagdo também

existe no complexo nicotina-receptor.
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A molécula de citisina (4) € um agonista parcial dos nAChRs a4p2,
apresentando Ki = 2 nM, Clso = 50 nM, e CEso = 2000 nM para a conformagao em

questao do receptor.28

3.4 Ancoramento molecular do farmaco vareniclina (5)

A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 5 esta relacionada na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados de pontuacgéao obtida através da fungao ASP para o farmaco 5.

Vareniclina (5)
Pose Pontuagao

1 43,1506
42,3307
41,7201
41,7152
41,5075
41,3033
41,2683
41,0891
41,0357
37,9122

-
o

WO ROAOAONWN®

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 1 esta representado na

Figura 7.
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Figura 7 - Interacées do farmaco 5 com o receptor e estrutura bidimensional.

A funcdo de pontuagcdo ASP prediz duas interacbes de hidrogénio para o
complexo mostrado na Figura 7. A primeira delas ocorre entre o hidrogénio da fungéo
hidroxila do residuo Y197 e um dos atomos de nitrogénio da subunidade quinoxalina
do ligante, sendo a distancia entre os atomos mencionados 1,66 A. Os atomos
envolvidos na segunda ligagao de hidrogénio sao o nitrogénio do anel aza-biciclico de
5 como doador de hidrogénio e o oxigénio da fungédo hidroxila do residuo de
aminoacido Y93 como aceptor, com a distancia entre os atomos participantes sendo
1,93 A, de maneira semelhante ao que ocorre para os complexos nicotina-receptor e
citisina-receptor. Analogamente aos casos da nicotina (3) e citisina (4), o nitrogénio
protonavel da regido aza-biciclica do farmaco 5 também esta localizado em uma
regiao que favorece interagdes do tipo cation-m entre 0 mesmo e o residuo W149.

Esse mesmo atomo de nitrogénio participa também de interagcbdes cation-1 com o
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residuo Y197 pertencente a regido (+) do sitio ativo. O residuo F482 pode participar
de interacdes aromaticas do tipo empilhamento-T com a subunidade quinoxalina.

O farmaco vareniclina (5) € um agonista parcial dos nAChRs do subtipo o432
e apresenta Ki = 0,12 nM, Clso = 38,9 nM,2° e CEso = 950 nM para o receptor em

questdo.30

3.5 Ancoramento molecular do ligante epibatidina (6)

A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 6 esta relacionada na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados de pontuagao obtida através da fungdo ASP para o ligante 6.

Epibatidina (6)
Pose Pontuagao

7 35,9315
5 35,6602
4 35,6529
9 38,0905
2 34,2759
10 33,7562
3 33,1503
6 32,9015
1 32,1416
8 32,0245

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 7 esta representado na

Figura 8.
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Figura 8 - Interagbes do ligante 6 com o receptor e estrutura bidimensional.

De acordo com a fungdo de pontuagdo ASP, o ligante 6 se encontra
posicionado favoravelmente para que ocorram duas interacbes cation-r, ambas
envolvendo o nitrogénio protonado do anel aza-biciclico da molécula. A primeira delas
ocorre entre o nitrogénio mencionado e o a cadeia lateral do residuo W149, uma
interagdo analoga a que existe para o complexo nicotina-receptor e aos demais
complexos previamente mencionados. A segunda interagdo cation-1r ocorre entre o
atomo mencionado e o residuo W420 da regiao (-) do sitio ativo. A funcao ASP
também estima que existam duas interacdes de hidrogénio. A primeira envolve os
atomos de hidrogénio do residuo Y197 pertencente ao lado (+) do sitio ativo e o
nitrogénio piridinico do ligante, sendo a distancia entre os atomos mencionados 2,25
A. A segunda ocorre entre o hidrogénio ligado ao nitrogénio protonado do sistema
aza-biciclico de 6 e o oxigénio da fungao hidroxila do residuo Y93, com distancia entre
os atomos mencionados igual a 3,29 A.

O ligante epibatidina (6) € um antagonista dos nAChRs do subtipo a432 que
apresenta Clso = 1,06 nM3' e Ki = 0,014 nM37 frente ao receptor em questao.
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3.6 Ancoramento molecular do ligante sazetidina-A (7) e analogos

3.6.1 Sazetidina-A (7)
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 7 esta relacionada na Tabela 5.

Tabela 5 - Dados de pontuacgéo obtida através da funcado ASP para o ligante 7.

Sazetidina- A (7)
Pose Pontuagao

5 44,2933
8 44,0998
4 44,0735
3 43,8103
6 43,7023
2 43,6409
10 43,5505
7 43,4884
1 43,4102
9 43,4074

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 5 esta representado na

Figura 9.
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Figura 9 - Interacdes do ligante 7 com o receptor e estrutura bidimensional.

A funcéo de pontuacao ASP prediz a ocorréncia de duas ligagdes de hidrogénio
para o complexo em questéo. A primeira ocorre entre o hidrogénio ligado ao nitrogénio
protonado do ligante e o oxigénio da cadeia lateral de Y93, pertencente ao lado (+) do
sitio ativo, interacdo esta também presente nos complexos formados para os ligantes
citisina (4), vareniclina (5) e epibatidina (6). A distancia entre os atomos envolvidos é
de 2,04 A. A segunda tem como aceptor de hidrogénio o oxigénio hidroxilico de 7 e o
nitrogénio da ligagao peptidica do residuo A194 como doador, também pertencente a
subunidade a4. A distancia entre o atomo de oxigénio do ligante e o hidrogénio do
residuo de aminoéacido é de 2,41 A. O nitrogénio protonavel do ligante se encontra
posicionado em uma regidao que permite a ocorréncia de trés interagdes cation-1r
envolvendo os residuos aromaticos W420, pertencente a subunidade 32 do sitio ativo
do receptor, W149 e Y190, sendo estes parte da subunidade a4.

O ligante 7 € um agonista parcial do receptor em questdo, apresentando Ki =
0,4 nM, Clso = 4,8 nM e CEso = 5,8 nM.3?



3.6.2 Ancoramento molecular do ligante 8
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A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagao ASP para

o ligante 8 esta relacionada na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados de pontuagao obtida através da fungdo ASP para o ligante 8.

8

Pose Pontuacgao

9

—
SN N

w oo

43,7677
43,7250
43,4457
43,3336
43,2623
43,1909
42,9728
42,9397
42,3338
41,5982

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 9 esta representado na

Figura 10.
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Figura 10 - Interac¢des do ligante 8 com o receptor e estrutura bidimensional.

A funcao ASP prediz a presenca de duas interagdes do tipo cation-1r entre o
nitrogénio pirrolidinico do ligante e os residuos W420, Y190 e também uma interacao
aromatica do tipo empilhamento-T entre a subunidade piridina de 8 e o residuo F482.

O ligante 8 é um agonista parcial desse receptor e apresenta Ki = 0,05 nM, Clso
=5.5nM e CEso = 6,2 nM.%

3.6.3 Ancoramento molecular do ligante 9
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagéo ASP para

o ligante 9 esta relacionada na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados de pontuagao obtida através da fungdo ASP para o ligante 9.

9
Pose Pontuagao
9 45,6860
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45,2114
45,1340
45,0517
44,5133
44,4592
44,3649
44,3211
43,9329
43,3753

AN 0O~ g w

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 9 esta representado na
Figura 11.

Figura 11 - Interacdes do ligante 9 com o receptor e estrutura bidimensional.

Para o complexo mostrado na Figura 11, a fungdo de pontuagédo ASP prediz
uma ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio azetidinico de 9 como doador de

hidrogénio e o oxigénio da cadeia lateral do residuo Y93 como aceptor, com 2,13 A
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de separagao entre os atomos participantes. O mesmo atomo de nitrogénio participa
também de interagbes cation-1 com o residuo W420. O modelo prediz também a
ocorréncia de um empilhamento-T entre o residuo F482 e o subunidade piridina do
ligante.

O derivado da sazetidina —A (7) 9 € um agonista parcial que apresenta Ki = 0,1

nM, Clso = 5,6 nM e CEso = 17,5 nM para o receptor em questdo.33

3.6.4 Ancoramento molecular do ligante 10
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 10 esta relacionada na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados de pontuacéo obtida através da funcdo ASP para o ligante 10.

10

Pose Pontuagao

7 48,3805
47,8786
47,5934
46,8545
46,3789
45,8881
45,7674
45,5252
44,6210
44,1686

WPHrh OOWWOAN-O®

-
o

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 7 esta representado na

Figura 12.
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Figura 12 - Interacdes do ligante 10 com o receptor e estrutura bidimensional.

Segundo o modelo computacional, o ligante 10 participa de cinco interagdes de
hidrogénio. A primeira delas ocorre entre o nitrogénio da ligagéo peptidica do residuo
A194 e o hidrogénio ligado ao nitrogénio azetidinico do ligante, com distancia de 2,80
A entre eles. A segunda ocorre entre o oxigénio diretamente ligado ao sistema
aromatico do ligante e o hidrogénio da fungéo hidroxila proveniente do residuo Y197.
A distancia entre os atomos que participam dessa interacdo é de 2,18 A. A terceira
das ligagbes de hidrogénio presentes nesse complexo ocorre entre o nitrogénio
azetidinico do ligante e a cadeia lateral do residuo E195. Essa interagcdo também
possui carater idbnico, uma vez que ambos o0s heteroatomos envolvidos encontram-se
ionizados em pH fisiolégico e a distancia entre o hidrogénio do ligante e o oxigénio

aceptor é de 3,10 A. Por fim, as duas Uultimas ligagcdes de hidrogénio ocorrem entre os
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atomos de fluor de 10 e o hidrogénio da fungéo hidroxila do residuo Y93, com distancia
entre os atomos participantes de 2,87 A e 3,10 A. O modelo computacional prevé
também uma interagdo do tipo cation-1r entre o nitrogénio protonado de 10 e o residuo
F482 da subunidade B2 do sitio ativo. Esse mesmo residuo participa também de um
empilhamento-T com a subunidade piridina do ligante.

O ligante 10 apresenta Ki = 0,1 nM, CEso = 8,8 nM e Clso = 8,6 nM frente ao

alvo em questdo.35

3.6.5 Ancoramento molecular do ligante 11
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 11 esta relacionada na Tabela 9.

Tabela 9 - Dados de pontuacgéo obtida através da funcdo ASP para o ligante 11.

11

Pose Pontuacao

2 44,5399
44,5288
44,1215
43,7791
43,7406
43,5465
43,0828
42,7101
42,6316
41,5174

S ®©®~N©h
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 2 esta representado na

Figura 13.
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Figura 13 - Interacdes do ligante 11 com o receptor e estrutura bidimensional.
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O modelo computacional prevé trés interagdes de hidrogénio para o complexo
mostrado na Figura 13. Na primeira delas o nitrogénio azetidinico atua como doador
de hidrogénio e o oxigénio do residuo Y93 como aceptor, sendo a distancia entre os
atomos participantes 2,30 A. A segunda envolve o oxigénio ligado a subunidade
piridina do ligante e o &tomo de hidrogénio da fungéo hidroxila do residuo Y197, com
distancia de 3,63 A entre os 4tomos. A terceira ligacéo de hidrogénio tem como atomo
doador de hidrogénio o nitrogénio da cadeia lateral do residuo K442 e como aceptor
0 oxigénio da funcao hidroxila do ligante. A distancia entre os atomos citados é de
3,74 A. O sistema aromatico piridina de 11 interage com o residuo F482 em um
empilhamento-T. De acordo com a fungédo ASP, o nitrogénio azetidinico protonado do
ligante também pode participar de interagdes cation-m1 com os residuos W420 da
regido (-) do sitio ativo, W149 e Y190 pertencentes a subunidade 32.

O ligante 11 apresenta Ki = 0,1 nM, CEso = 10,2 nM e Clso = 9,4 nM para o

receptor em questdo.32
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3.6.6 Ancoramento molecular do ligante 12
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagao ASP para
o ligante 12 esta relacionada na Tabela 10.

Tabela 10 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 12.

12

Pose Pontuagao

1 46,7536

8 45,7638
44,4844
44,3821
44,3004
44,2657
44,1659
43,9008
43,4432
43,2279

-
ol
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 1 esta representado na
Figura 14.
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Figura 14 - Interacdes do ligante 12 com o receptor e estrutura bidimensional.

De acordo com a fungdo de pontuagédo ASP, o nitrogénio azetidinico de 12
participa como doador em uma ligacdo de hidrogénio envolvendo um oxigénio do
residuo E195 como aceptor, uma interacdo que possui carater idnico visto que os
envolvidos estardo ionizados em pH fisiolégico. A distdncia entre os atomos
participantes é de 2,81 A. O modelo prevé também que o atomo de fltior do ligante se
encontra em uma posigao favoravel a uma ligagao de hidrogénio com a cadeia lateral
do residuo Y93, com 3,61 A de separacéo entre os participantes. O sistema aromatico
piridina do ligante interage com o residuo F482 em uma interacdo de empilhamento-
T, respectivamente.

O ligante 12 apresenta Ki = 0,2 nM, CEso = 11,3 nM e Clso = 10,2 nM para o

receptor em questdo.35
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3.6.7 Ancoramento molecular do ligante 13
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagao ASP para

o ligante 13 esta relacionada na Tabela 11.

Tabela 11 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 13.

13

Pose Pontuacgao

6 47,2335
46,4762
46,2767
46,1525
46,1496
46,0320
45,7287
45,5776
45,5032
44,2454

NON-0WOoWPH

-
o

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 6 esta representado na

Figura 15.
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Figura 15 - Interacdes do ligante 13 com o receptor e estrutura bidimensional.
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O modelo computacional prediz a presenga de quatro ligagdes de hidrogénio
para o complexo mostrado na Figura 15. As duas primeiras tém como atomo doador
de hidrogénio o nitrogénio azetidinico do ligante, envolvendo o oxigénio da cadeia
lateral do residuo Y93 e o oxigénio carbonilico da ligacio peptidica do residuo W149,
com distancia entre os atomos envolvidos de 2,95 A e 3,65 A, respectivamente. As
demais tém como atomo doador o oxigénio da fungao hidroxila do ligante 13. O atomo
aceptor na primeira delas é o nitrogénio da ligacéo peptidica do residuo A194. Para a
segunda, um oxigénio integrante do grupo ionizado da cadeia lateral do residuo E195
atua como aceptor. As distancias entre os atomos envolvidos em ambas as liga¢des
é de 2,38 A e 3,61 A, respectivamente. A fungdo indica também que o nitrogénio
azetidinico participa de interagbes cation-m envolvendo os residuos W420 da
subunidade B2 do sitio ativo, W149, Y190 e Y197 da subunidade o4.

O ligante 13 apresenta Ki = 0,31 nM, CEso = 25 nM e Clso = 16 nM para o

receptor estudado.36
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3.6.8 Ancoramento molecular do ligante 14

A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagao ASP para
o ligante 14 esta relacionada na Tabela 12.

Tabela 12 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 14.

14
Pose Pontuacgao
7 49,5029
5 48,8850
8 48,8126
9 48,0618
10 47,6264
3 47,4321
2 46,8447
6 46,8023
1 46,3024
4 45,8444

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 7 esta representado na
Figura 16.



45

Figura 16 - Interacdes do ligante 14 com o receptor e estrutura bidimensional.

Para o complexo representado na Figura 16, a fungdo ASP indica a ocorréncia
de duas interagbes de hidrogénio. A primeira ocorre entre o hidrogénio ligado ao
nitrogénio azetidinico de 14 e o oxigénio da funcéo hidroxila pertencente a cadeia
lateral do residuo Y93, com 2,64 A de separagéo entre os atomos envolvidos. A
segunda envolve o atomo de hidrogénio da fung¢ao hidroxila do residuo Y197 e o par
de elétrons do oxigénio diretamente ligado ao sistema aromatico piridina do ligante,
com distancia de 3,59 A entre os atomos participantes. O modelo prevé também

interagcbes cation-1r nas quais o nitrogénio azetidinico de 14 interage com as cadeias
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laterais dos residuos W420, W149 e Y197 e um empilhamento-T envolvendo a
subunidade piridina do ligante e o residuo F482.
O ligante 14 apresenta Ki = 1,7 nM, CEso = 15,7 nM e Clso = 18,2 nM frente ao

receptor em questdo.32

3.6.9 Ancoramento molecular do ligante 15
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 15 esta relacionada na Tabela 13.

Tabela 13 - Dados de pontuacgéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 15.

15

Pose Pontuagao

10 49,8524
49,7908
49,6580
49,6188
49,0122
48,7924
48,3026
48,1488
48,0725
47,1459

OO WrOOOUI~NDN

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 10 esta representado

na Figura 17.
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Figura 17 - Interacdes do ligante 15 com o receptor e estrutura bidimensional.

De acordo com o modelo computacional, duas interagées de hidrogénio séo
possiveis para o complexo representado na Figura 17. A primeira delas envolve o
nitrogénio azetidinico como atomo doador de hidrogénio e o oxigénio da fungéo
hidroxila do residuo Y93 como aceptor. Com distancia de 2,33 A entre os atomos
mencionados. A segunda ocorre com o hidrogénio ligado ao oxigénio da fungao
hidroxila do residuo Y197 e o oxigénio ligado ao sistema aromatico do ligante, sendo
a distancia entre esses atomos 3,43 A. O nitrogénio protonavel de 15 também pode
participar de interacgdes do tipo cation-m com os residuos W149, W420 e Y190.

O ligante 15 apresenta Ki = 0,4 nM, CEso = 18,2 e Clso = 19,1 nM para o receptor

em questao.3?
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3.6.10 Ancoramento molecular do ligante 16
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagao ASP para
o ligante 16 esta relacionada na Tabela 14.

Tabela 14 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 16.

16
Pose Pontuacéao
49,5684
49,2714
48,5911
47,9216
47,6443
47,4419
46,4243
46,3977
45,5014
45,4251

AW=a2NOOND®S

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 10 esta representado

na Figura 18.
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Figura 18 - Interacdes do ligante 16 com o receptor e estrutura bidimensional.

A fungdo de pontuagdo ASP indica a possibilidade de duas ligagdes de
hidrogénio para o complexo mostrado na Figura 18. A primeira delas envolve o
nitrogénio azetidinico de 16 como doador e o oxigénio hidroxilico do residuo Y93 como
aceptor, com 2,45 A de separacgéo entre os evolvidos. A segunda ocorre entre o
hidrogénio hidroxilico do residuo Y197 e o oxigénio ligado ao sistema aromatico
piridina do ligante, sendo a distancia entre os atomos mencionados igual a 3,69 A. O
modelo prevé também interagdes cation-1r entre o nitrogénio protonavel de 16 e os
residuos Y190 e W149 pertencentes a subunidade o4 do sitio ativo e W420
pertencente a regido (-). O residuo F482 participa de interagdes aromaticas do tipo
empilhamento-T com sistema aromatico piridina do ligante.

O ligante 16 apresenta Ki = 0,7 nM, CEso = 23,3 nM e Clso = 19,6 nM frente ao

receptor e questao.32
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3.6.11 Ancoramento molecular do ligante 17
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagao ASP para

o ligante 17 esta relacionada na Tabela 15.

Tabela 15 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 17.

17

Pose Pontuacgao

10 42,9535
42,8161
42,6433
42,4339
42,0770
42,0086
41,8232
41,6005
41,3579
41,1273

NS> -=200wWOoo o N

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 10 esta representado

na Figura 19.
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Figura 19 - Interacdes do ligante 17 com o receptor e estrutura bidimensional.

De acordo com a fungao de pontuagdo ASP, duas ligagdes de hidrogénio sao
possiveis. A primeira delas envolve o nitrogénio azetidinico do ligante como doador
de hidrogénio e o oxigénio hidroxilico do residuo Y93 como aceptor. A distancia entre
os atomos participantes é de 2,72 A. A segunda delas ocorre entre o hidrogénio
hidroxilico do residuo Y197 e o oxigénio ligado ao sistema aromatico piridina de 17,
com 3,96 A de separacdo entre os atomos envolvidos. O nitrogénio azetidinico
também interage com as cadeias laterais dos residuos W420, Y190 e W149 em
interacdes do tipo cation-1r. O residuo F482 participa de um empilhamento-T com o
sistema aromatico piridina do ligante.

O ligante 17 apresenta Ki = 0,4 nM, CEso = 19,1 nM e Clso = 22,2 nM para o

receptor em questado.3s

3.6.12 Ancoramento molecular do ligante 18
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungéo de pontuagcéo ASP para

o ligante 18 esta relacionada na Tabela 16.
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Tabela 16 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 18.

18
Pose Pontuagao
1 46,0546
3 45,9194
2 45,8875
9 45,8503
10 45,8386
4 45,7271
5 45,5161
8 45,4292
6 45,4065
7 44,6246

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 2 esta representado na
Figura 20.

Figura 20 - Interagdes do ligante 18 com o receptor e estrutura bidimensional.




53

O modelo computacional indica a possibilidade de duas interacbes de
hidrogénio onde o nitrogénio azetidinico de 18 atua como doador. Na primeira delas o
atomo aceptor é o oxigénio da cadeia lateral do residuo Y93 e o aceptor da segunda
ligacao é o atomo de oxigénio carbonilico da ligacéo peptidica do residuo S148, sendo
a distancia entre os atomos envolvidos igual a 3,59 A e 3,80 A, respectivamente. O
nitrogénio ja citado se encontra protonado em pH fisiolégico, podendo participar de
interacbes do tipo cation-ir com a cadeia lateral do residuo W149. A fungao de
pontuacao indica também que o residuo F482 pode participar de um empilhamento-T
com o sistema pirdinico de 18.

O ligante 18 apresenta Ki = 0,4 nM, CEso = 51 nM e Clso = 32 nM frente ao

receptor estudado.?®

3.6.13 Ancoramento molecular do ligante 19
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagcao ASP para

o ligante 19 esta relacionada na Tabela 17.

Tabela 17 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 19.

19

Pose Pontuagao

1 47,5220

2 47,3400
47,2833
46,8112
46,7544
46,6059
46,5082
46,1794
46,0087
45,9220

N
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 1 esta representado na

Figura 21.
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Figura 21 - Interacdes do ligante 19 com o receptor e estrutura bidimensional.

A fungdo de pontuagdo ASP prediz a ocorréncia de duas ligagdes de
hidrogénio, sendo o &tomo de nitrogénio protonavel do ligante o doador em ambos os
casos. A primeira delas envolve o oxigénio da cadeia lateral do residuo Y93 como
aceptor, com 2,65 A de separagéo entre os participantes, e a segunda ocorre entre o
nitrogénio ja citado e tem o oxigénio carbonilico da ligagao peptidica do residuo W149
como aceptor, sendo a distancia entre os envolvidos 2,98 A. O modelo indica também
que o nitrogénio azetidinico de 19 interaja com a cadeia lateral do residuo W149 em
uma interagao cation-1r e que o residuo F482 pode participar de um empilhamento-T
com o sistema pirdinico de 19 e de um empilhamento-1T deslocado paralelamente com
o anel isoxazolico do mesmo.

O ligante 19 apresenta Ki = 0,6 nM, CEso = 43 nM e Clso = 32 nM frente ao

receptor em questdo.??



55

3.6.14 Ancoramento molecular do ligante 20
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcéo de pontuagao ASP para
o ligante 20 esta relacionada na Tabela 18.

Tabela 18 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 20.

20

Pose Pontuacgao

2 47,9000
47,4447
47,2334
47,0821
47,0640
46,7123
46,6697
46,5853
46,2948
46,2528

o= ©wm
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 2 esta representado na
Figura 22.
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Figura 22 - Interacdes do ligante 20 com o receptor e estrutura bidimensional.

Para o caso mostrado na Figura 22 a fungdo ASP indica a ocorréncia de quatro
ligagbes de hidrogénio. Nas duas primeiras delas o nitrogénio azetidinico atua como
doador de hidrogénio, com o atomo de oxigénio hidroxilico do residuo Y93 sendo
aceptor de uma delas e o oxigénio carbonilico da ligagao peptidica do residuo W149
sendo o aceptor de outra. As distancias entre os participantes sdo de 2,40 A e 3,29 A,
respectivamente. As outras duas tem como participante o oxigénio da fungéo hidroxila
de 20. Esse oxigénio atua como doador de hidrogénio para um oxigénio da cadeia
lateral do residuo E195, com 2,58 A de separagdo entre os participantes, e como
aceptor para a cadeia lateral do residuo K442, sendo a distancia entre os participantes
igual a 2,22 A. Segundo o modelo computacional, o &tomo de nitrogénio azetidinico
participa de interagdes cation-m com os residuos W149 e Y190 e o residuo F482
participa de um empilhamento-T com a subunidade piridina.

O ligante 20 apresenta Ki = 0,37 nM, CEso = 110 nM e Clso = 44 nM frente ao

receptor estudado.3¢
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3.7 Ancoramento molecular do ligante bupropiona (21) e analogos

3.7.1 Bupropiona (21)
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 21 esta relacionada na Tabela 19.

Tabela 19 - Dados de pontuacgéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 21.

21
Pose Pontuagao
3 28,6382
10 28,1836
6 28,1209
2 27,2677
5 26,6412
9 26,3813
4
1
7
8

26,1269
25,8597
22,1639
21,115

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 3 esta representado na
Figura 23.
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Figura 23 - Interacdes do ligante 21 com o receptor e estrutura bidimensional.

CH,

HN CH,

CH,

O modelo computacional prevé duas interagcdes de hidrogénio para o complexo
mostrado na Figura 23, ambas envolvendo o nitrogénio azetidinico protonavel do
ligante 21. Na primeira delas o atomo citado atua como doador de hidrogénio e o
oxigénio carbonilico da ligagao peptidica do residuo W149 atua como aceptor, com
distancia de 2,15 A entre os atomos envolvidos. Essa interacdo também esta presente
no cristal nicotina-receptor. A segunda ocorre de maneira semelhante, com oxigénio
hidroxilico pertencente ao residuo Y197 atuando como aceptor, sendo a distancia
entre os atomos envolvidos 3,25 A. O nitrogénio azetidinico também participa de
interacdes cation-1T com os residuos Y197 e W149.

O ligante bupropiona (21) apresenta Clso = 12 yM para o receptor estudado.3*

3.7.2 Ancoramento molecular do ligante 22
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagéo ASP para

o ligante 22 esta relacionada na Tabela 20.
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Tabela 20 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 22.

22
Pose Pontuagao
9 21,0437
2 20,3911
8 20,3571
1 19,8421
7 19,7685
5 19,1452
4 18,6476
3 18,4880
10 18,4704
6 18,3957

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 9 esta representado na
Figura 24.
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Figura 24 - Interacdes do ligante 22 com o receptor e estrutura bidimensional.

CH,

P

HN CHj3

O modelo computacional prevé a ocorréncia de uma ligagéo de hidrogénio entre
0 oxigénio carbonilico de 22 e o hidrogénio ligado ao nitrogénio da ligagéo peptidica
do residuo A194 pertencente a subunidade a4 que compde o sitio ativo. O atomo de
nitrogénio protonado se encontra idealmente posicionado para que ocorra uma
interacdo cation-1m entre 0 mesmo e o residuo F482 do lado (-) do sitio ativo. Outra
interacdo prevista pela fungdo ASP é o empilhamento-T entre o residuo F482 e a
subunidade aromatica de 22.

O ligante 22 apresenta Clso = 7,7 yM para o receptor estudado.34

3.7.3 Ancoramento molecular do ligante 23
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagéo ASP para

o ligante 23 esta relacionada na Tabela 21.
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Tabela 21 - Dados de pontuagédo obtida através da fungdo ASP para o ligante 23.

23
Pose Pontuagao
8 25,3861
6 21,1505
2 19,5902
10 18,6783
5 18,5604
3 18,4458
1 18,2477
4 18,0966
9 17,6017
7 17,2189

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 8 estéa representado na
Figura 25.

Figura 25 - Interagdes do ligante 23 na pose 8 com o receptor e estrutura
bidimensional.

CH;

CH3

De acordo com o modelo computacional, o ligante se encontra posicionado de

modo que exista duas ligagdes de hidrogénio. A primeira delas envolve o hidrogénio
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ligado ao nitrogénio protonavel do ligante e o 4tomo de oxigénio da fungao hidroxila
do residuo Y93, sendo a distancia entre os atomos participantes igual a 3,17 A. A
segunda ocorre entre o hidrogénio do anel inddlico do residuo W149 e o oxigénio
carbonilico do ligante 23, com a distancia entre estes atomos sendo 2,94 A. O
nitrogénio protonavel do ligante participa também de duas interagdes cation-1r
envolvendo os residuos W149 e Y197, ambos pertencentes a subunidade a4 do sitio
ativo. A funcdo ASP prediz uma interagao aromatica do tipo empilhamento-T entre a
subunidade aromatica cloro-substituida do ligante e o residuo F482 pertencente ao
lado (-) do sitio ativo.

Devido a diferenga consideravel entre a pontuagcao das duas melhores poses
de docking, torna-se necessaria a analise de ambas para melhor entendimento da
situacado. O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 6 esta representado

na Figura 26.
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Figura 26 - Interag¢des do ligante 23 na pose 6 com o receptor.

Para essa pose, a fungao ASP prediz a ocorréncia de somente uma ligacao de
hidrogénio envolvendo o oxigénio carbonilico do ligante como aceptor de hidrogénio
e o nitrogénio da ligacao peptidica do residuo A194 como doador, com distancia de
2,09 A entre os atomos participantes. O modelo também indica a possibilidade de uma
interagdo cation-1r entre o nitrogénio protonavel de 23 e a cadeia lateral do residuo
F482 e uma interagao aromatica do tipo empilhamento-r envolvendo esse mesmo
residuo e a subunidade aromatica do ligante.

Comparando as interagdes presentes em cada uma das duas poses acima
descritas, nota-se que elas sao muito distintas. A Unica interacdo semelhante as duas
poses ocorre entre a subunidade aromatica e o residuo F482, que sao interacdes
aromaticas de empilhamento em ambos os casos. Nota-se também que para a pose
6 o0 grupo t-butila esta posicionado em uma regido onde nao ocorrem interagdes
hidrofébicas significativas. Dessa forma percebe-se o motivo da diferenca entre as

pontuacdes das duas poses, uma vez que as pontuacgodes fornecidas pela funcido ASP
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sdo baseadas em potenciais gerados a partir das frequéncias de interacao entre os
atomos do ligante e do receptor.

O ligante 23 apresenta Clso= 8,6 uM frente ao receptor estudado.3

3.7.4 Ancoramento molecular do ligante 24
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungéo de pontuagcéo ASP para

o ligante 24 esta relacionada na Tabela 22.

Tabela 22 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 24.

24

Pose Pontuagao

4 32,7468
31,9736
30,4864
29,6378
29,2994
27,7250
26,1751
26,1194
25,1785
19,3572
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 4 esta representado na
Figura 27.
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Figura 27 - Interacdes do ligante 24 com o receptor e estrutura bidimensional.

C'Hg
A funcéo de pontuagéo ASP prediz uma interagdo de hidrogénio envolvendo o

oxigénio carbonilico da ligagao peptidica do residuo W149 e o 4tomo de hidrogénio
ligado ao nitrogénio protonavel de 24 com distancia de 2,42 A entre eles. O nitrogénio
protonavel participa também de interagdes cation-m com os residuos Y197 e W149. O
método computacional prevé também uma interagdo aromatica do tipo empilhamento-
T entre a subunidade aromatica di-substituida do ligante e o residuo F482 pertencente
ao lado (-) do sitio ativo.

O ligante 24 apresenta Clso = 9,2 uM para o nAChRs 0432.35

3.7.5 Ancoramento molecular do ligante 25
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagéo ASP para

o ligante 25 esta relacionada na Tabela 23.

Tabela 23 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 25.

25
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Pose Pontuagao

10 21,2487
3 21,1155
9 21,0909
2 20,3040
6 20,1433
4 19,7916
1 19,5658
8 19,0294
7 18,7889
5 18,4616

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 10 esta representado
na Figura 28.

Figura 28 - Interacdes do ligante 25 com o receptor e estrutura bidimensional.

CH3
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A funcdo de pontuagdo ASP prevé trés interagbes de hidrogénio para o
complexo em questdo. A primeira delas tem como atomo doador de hidrogénio o
nitrogénio protonado de 25 e como aceptor o oxigénio da fungéo hidroxila do residuo
Y197, com 1,68 A de separacdo entre os atomos mencionados. O doador de
hidrogénio para a segunda delas € o mesmo que para a primeira e o aceptor é um
oxigénio da fungéo carboxila do residuo E195, sendo que essa interagao tem também
carater idnico e apresenta separacao entre os atomos participantes de 3,84 A. A ultima
ocorre entre o oxigénio carbonilico do ligante e o hidrogénio ligado ao nitrogénio da
ligacao peptidica do residuo A194. A distancia entre os atomos envolvidos nessa
interacdo é de 1,96 A. A fungédo ASP aponta também a possibilidade de uma interacéo
cation-1r entre o residuo K526 e a subunidade aromatica do ligante. O residuo F482
interage com a subunidade aromatica do ligante em uma interacdo 1T-11 deslocada
paralelamente.

O ligante 25 apresenta Clso = 9,8 uM para o receptor estudado.3

3.7.6 Ancoramento molecular do ligante 26
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcio de pontuagao ASP para

o ligante 26 esta relacionada na Tabela 24.

Tabela 24 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 26.

26
Pose Pontuagao
7 24,9833
2 19,5648
9 19,4919
3 19,3964
4 19,3144
10 19,0548
5 18,9278
8 17,7446
1 17,7306
6 16,7987

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 7 esta representado na
Figura 29.
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Figura 29 - Interagdes do ligante 26 na pose 7 com o receptor e estrutura
bidimensional.

O modelo computacional indica a presenca de trés ligacdes de hidrogénio para
0 caso representado na Figura 29. O doador de hidrogénio para a primeira delas é o
mesmo que para a primeira e o aceptor € a fungao carboxila do residuo E195. Essa
interacdo tem também carater ibnico e apresenta separacdo entre os atomos
participantes de 3,75 A. A segunda tem como atomo doador de hidrogénio o nitrogénio
protonado do ligante e como aceptor o oxigénio da funcao hidroxila do residuo Y197,
com 1,80 A de separacédo entre os atomos mencionados. A Ultima ocorre entre o
oxigénio carbonilico do ligante e o hidrogénio ligado ao nitrogénio da ligacao peptidica
do residuo A194. A distancia entre os atomos participantes é de 1,88 A. A funcdo ASP
prediz uma interagdo de empilhamento-1r entre a subunidade aromatica do ligante e
o residuo F482.
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Uma analise da pose de docking 2 também se faz necessaria devido a diferenca
entre sua pontuagao e a pontuagao da pose 7. O complexo ligante-receptor obtido da

pose de docking 2 esta representado na Figura 30.

Figura 30 - Interagdes do ligante 26 na pose 2 com o receptor.

Conforme pode ser visto na Figura 31, a fungdo ASP nao prediz nenhuma
interacao relevante além de contatos hidrofébicos para a pose 2, explicando assim a
diferenga nas pontuacgdes obtidas.

O ligante 26 apresenta Clso = 10 uM para o receptor estudado.3

3.7.7 Ancoramento molecular do ligante 27
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagéo ASP para

o ligante 27 esta relacionada na Tabela 25.
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Tabela 25 - Dados de pontuagédo obtida através da fungdo ASP para o ligante 27.

27
Pose Pontuagao
29,2171
29,1053
28,4835
28,3770
28,0065
25,7631
24,5260
22,5762
18,9567
17,8706

GOON-=2WNO D~ 20 0

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 1 esta representado na

Figura 31.

Figura 31 - Interagdes do ligante 27 com o receptor e estrutura bidimensional.

CH,

HN CH,
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A funcéo de pontuagao ASP prediz a ocorréncia de uma ligagao de hidrogénio
envolvendo o nitrogénio protonavel do ligante como atomo doador e o oxigénio
carbonilico da ligagao peptidica do residuo W149 como aceptor, com distancia de 1,93
A entre os atomos participantes. O mesmo atomo de nitrogénio participa também de
interacdes cation-m com os residuos W149 e Y197. A funcio indica também que o
residuo F482 participa de interagbes de empilhamento-T com a subunidade aromatica
de 27.

O ligante 27 apresenta Clso = 15 yM para o receptor em questdo.3

3.7.8 Ancoramento molecular do ligante 28
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 28 esta relacionada na Tabela 26.

Tabela 26 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 28.

28
Pose Pontuagao
9 31,4477
2 31,3498
4 30,8830
10 30,4039
7 30,0252
3 29,6805
5 29,3372
8 27,3921
1 25,8029
6 20,9721

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 9 esta representado na

Figura 32.
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Figura 32 - Interacdes do ligante 28 com o receptor e estrutura bidimensional.

A funcao ASP indica a ocorréncia de uma interagao do tipo cation-1r envolvendo
0 nitrogénio protonavel de 28 e o residuos W149 da regido (+) do sitio ativo. Esse
mesmo atomo de nitrogénio participa como doador em uma ligagado de hidrogénio
onde o oxigénio carbonilico da ligacao peptidica do residuo W149 atua como aceptor,
sendo a distancia entre os atomos envolvidos 2,25 A.

O ligante 28 apresenta Clso = 17 uM frente ao receptor estudado.34

3.7.9 Ancoramento molecular do ligante 29
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcio de pontuagcao ASP para

o ligante 29 esta relacionada na Tabela 27.

Tabela 27 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 29.

29
Pose Pontuagao
10 30,6247
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28,2472
26,3692
24,7493
23,6074
20,6637
19,9332
19,6190
19,0062
18,4415

DWW -1 NDNO©

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 6 esta representado na
Figura 33.

Figura 33 - Interagdes do ligante 29 com o receptor e estrutura bidimensional.

O modelo computacional prevé duas ligagées de hidrogénio para o complexo
mostrado na Figura 33, sendo o atomo de nitrogénio protonavel do ligante o doador
de hidrogénio em ambos os casos. A primeira delas envolve o oxigénio carbonilico da

ligagédo peptidica do residuo W149 como aceptor e a segunda o oxigénio da fungao
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hidroxila do residuo Y93, com 3,91 A e 3,28 A de separacdo entre os atomos
envolvidos, respectivamente. O mesmo atomo de nitrogénio participa também de
interacdes cation-mr com a cadeia lateral do residuo W149. O residuo F482 participa
de um empilhamento-T com a subunidade aromatica do ligante.

O ligante 29 apresenta Clso = 19 uM frente ao receptor estudado.3*

3.7.10 Ancoramento molecular do ligante 30
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 30 esta relacionada na Tabela 28.

Tabela 28 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 30.

30

Pose Pontuacao

10 31,6463
30,9840
29,7137
29,2760
27,9753
27,0407
26,9005
26,8353
19,6235
19,4209

ONNPE-=20WO100 O

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 10 esta representado

na Figura 34.
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Figura 34 - Interacdes do ligante 30 com o receptor e estrutura bidimensional.

CHy

P

A funcao de pontuagéo ASP indica a presenga de uma interagdo de hidrogénio
entre o atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio protonavel de 30 e o oxigénio
carbonilico da ligacdo peptidica do residuo W149, com distancia de 2,75 A entre os
participantes. O nitrogénio mencionado participa também de interagbes cation-mr com
os residuos W149 e Y197 pertencentes ao lado (-) do sitio ativo. A fungdo também
prevé que a subunidade aromatica do ligante participa de um empilhamento-T com o
residuo F482.

O ligante 30 apresenta Clso = 19 uM frente ao receptor em questéo.34

3.7.11 Ancoramento molecular do ligante 31
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 31 esta relacionada na Tabela 29.
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Tabela 29 - Dados de pontuagédo obtida através da fungdo ASP para o ligante 31.

31
Pose Pontuacao
31,4403
30,8340
30,3316
29,7004
29,4425
48,9812
28,9644
28,1834
27,6082
24,9392

DN N®E WO o=

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 1 esta representado na
Figura 35.

Figura 35 - Interagdes do ligante 31 com o receptor e estrutura bidimensional.

A fungao de pontuagdo ASP prediz a presenga de uma ligagao de hidrogénio
entre o oxigénio carbonilico da ligacdo peptidica do residuo W149 e o hidrogénio

ligado ao nitrogénio protonado do ligante 31, com distancia entre os atomos
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mencionados igual a 3,38 A. De acordo com o modelo computacional, esse mesmo
atomo de nitrogénio também pode participar de interagées cation-m com a cadeia
lateral do residuo W149. O residuo F482 participa de um empilhamento-T com a
subunidade aromatica do ligante.

O ligante 31 apresenta Clso = 21 nM para o receptor estudado.3*

3.7.12 Ancoramento molecular do ligante 32
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 32 esta relacionada na Tabela 30.

Tabela 30 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 32.

32
Pose Pontuagao
2 31,9256
4 31,4580
10 31,0583
3 30,8737
9 30,8433
7 30,1289
6 29,9306
5
8
1

28,8109
28,2525
28,0468

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 2 esta representado na
Figura 36.
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Figura 36 - Interacdes do ligante 32 com o receptor e estrutura bidimensional.
.\
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Para o complexo mostrado na Figura 36 a fungao de pontuacdo ASP indica a
ocorréncia de uma ligacdo de hidrogénio, sendo o atomo de nitrogénio do ligando o
doador de hidrogénio e o oxigénio carbonilico da ligagao peptidica do residuo W149
o aceptor, com 2,09 A de separacdo entre os 4tomos participantes. A funcédo prevé
também uma interagdo cation-1m entre o nitrogénio ja citado e a cadeia lateral do
residuo W149.

O ligante 32 apresenta Clso = 23 uM frente ao receptor analisado.3

3.7.13 Ancoramento molecular do ligante 33
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungéo de pontuagéo ASP para

o ligante 33 esta relacionada na Tabela 31.

Tabela 31 - Dados de pontuagao obtida através da fungéo ASP para o ligante 33.

33
Pose Pontuacgao
7 37,1212
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36,8629
36,7803
36,7538
25,5999
35,0793
34,0793
33,9472
33,4526
32,4969

OO B 2WONg®

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 7 esta representado na
Figura 38.

Figura 37 - Interacdes do ligante 33 com o receptor e estrutura bidimensional.

O modelo computacional prediz duas ligagées de hidrogénio envolvendo o
nitrogénio protonado de 33, com este atomo atuando como doador em ambas. Na
primeira delas o oxigénio carbonilico da ligagéao peptidica do residuo W149 atua como

aceptor, sendo a distancia entre os atomos participantes 1,71 A. O atomo aceptor da
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segunda ligacdo de hidrogénio é o oxigénio hidroxilico do residuo Y197, com 2,96 A
de separagao entre os envolvidos. O nitrogénio protonado do ligante participa de
interacdes do tipo cation-m com a cadeia lateral do residuo Y197.

O ligante 33 apresenta Clso = 25 uM para o receptor estudado.34

3.7.14 Ancoramento molecular do ligante 34
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 34 esta relacionada na Tabela 32.

Tabela 32 - Dados de pontuacgéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 34.

34

Pose Pontuagao

4 32,9576
29,9301
29,1034
29,0189
26,6442
25,2317
24,0372
23,2088
20,8305
20,3022

NOONO© = WOooo
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 4 esta representado na
Figura 38.
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Figura 38 - Interagdes do ligante 34 na pose 4 com o receptor e estrutura
bidimensional.

Para a pose 4, a fungao de pontuagao ASP indica que o nitrogénio protonavel
do ligante participe como doador em uma ligacdo de hidrogénio com um atomo de
oxigénio da ligacao peptidica do residuo W149, pertencente a subunidade o4 do sitio
ativo. A distancia entre os participantes é de 2,38 A. Esse atomo de nitrogénio pode
participar de interacdes cation-r com a cadeia lateral do residuo W149. E possivel
que a cadeia lateral acida do residuo E195 interaja com o anel aromatico do ligante
devido a deficiéncia eletrbnica causada pelos dois cloro-substituintes em uma
interac&o do tipo anion-Tr.

A diferenga consideravel entre as pontuacdes da pose 4 e 6 torna necessaria
uma analise de ambas para o melhor entendimento da situagdo. O complexo ligante-

receptor obtido da pose de docking 6 esta representado na Figura 39.
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Figura 39 - Interag¢des do ligante 34 na pose 6 com o receptor.

Para a pose mostrada na Figura 39, a fungdo ASP prediz uma ligagao de
hidrogénio adicional envolvendo o nitrogénio protonavel de 34 como doador e o
oxigénio da funcao hidroxila da cadeia lateral do residuo Y197 como aceptor, com
distancia de 3,99 A entre os envolvidos. A ligagédo de hidrogénio comum aos dois
complexos tem distancia entre os participantes igual a 1,96 A para a pose 6. O
nitrogénio protonavel participa também de mais uma interacao cation-1r envolvendo a
cadeia lateral do residuo Y197.

O ligante 34 apresenta Clso = 29 uM frente ao receptor em questdo.34

3.7.15 Ancoramento molecular do ligante 35
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 35 esta relacionada na Tabela 33.

Tabela 33 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 35.

35
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Pose Pontuagao
41,8526
40,3891
39,4932
38,1434
38,0482
37,7698
37,1154
34,3282
33,0668
31,1085

—
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 9 esta representado na
Figura 40.

Figura 40 - Interacdes do ligante 35 com o receptor e estrutura bidimensional.

A funcdo de pontuagdo ASP prevé duas interagbes de hidrogénio para o
complexo mostrado na Figura 40. A primeira delas envolve o nitrogénio protonado do

ligante como doador e o oxigénio carbonilico da ligagao peptidica do residuo W149
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como aceptor, com distancia de 1,75 A entre os atomos participantes. A segunda tem
como atomo aceptor o oxigénio do grupo metoxila de 35 e o oxigénio hidroxilico da
cadeia lateral do residuo Y197 como doador, sendo que os atomos estdo separados
por 3,99 A. O nitrogénio protonado do ligante pode ainda participar de interacdes
cation-1m envolvendo a cadeia lateral do residuo W149. A cadeia lateral do residuo
F482 pode participar de um empilhamento-T com a subunidade aromatica de 35.

O ligante 35 apresenta Clso = 31 uM para o receptor analisado.34

3.7.16 Ancoramento molecular do ligante 36
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 36 esta relacionada na Tabela 34.

Tabela 34 - Dados de pontuacgéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 36.

36
Pose Pontuagao
4 28,8173
3 28,3896
10 27,8006
6 27,3447
8 26,7260
7 26,2902
1 25,5684
2
5
9

24,9406
24,5791
23,2511

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 4 esta representado na

Figura 41.
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Figura 41 - Interacdes do ligante 36 com o receptor e estrutura bidimensional.

De acordo com o modelo, o nitrogénio protonavel de 36 participa como doador
em duas ligacdes de hidrogénio. A primeira delas tem como aceptor o oxigénio
hidroxilico da cadeia lateral do residuo Y93. A distancia entre os participantes € de
3,26 A. O aceptor de hidrogénio da segunda ligagéo é o oxigénio carbonilico da ligacao
peptidica do residuo W149, com 3,32 A de separacdo entre os envolvidos. O
nitrogénio protonado participa também de interagdes cation-1r com as cadeias laterais
dos residuos W420, Y190 e W149. O residuo F482 pode participar de um
empilhamento-T com o anel tiofénico.

O ligante 36 apresenta Clso = 32 uM frente ao receptor estudado.3

3.7.17 Ancoramento molecular do ligante 37
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 37 esta relacionada na Tabela 35.

Tabela 35 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 37.

37
Pose Pontuagao
6 30,1356
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29,9814
20,7227
29,5727
28,6064
28,4755
26,8487
26,1196
26,0082
18,3262
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O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 6 esta representado na

Figura 42.

Figura 42 - Interagdes do ligante 37 com o receptor e estrutura bidimensional.
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O modelo computacional indica a ocorréncia de uma ligagao de hidrogénio para
o complexo mostrado na Figura 42, com o nitrogénio protonado do ligante atuando
como doador de hidrogénio e o oxigénio carbonilico da ligacdo peptidica do residuo

W149 atuando como aceptor. A distancia entre os participantes é de 3,09 A. Esse
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mesmo atomo de nitrogénio participa de interagdes cation-m com a cadeia lateral do
residuo W149. O modelo prevé um possivel empilhamento-Tr entre o sistema
aromatico do ligante o residuo F482.

O ligante 37 apresenta Clso = 32 uM frente ao receptor analisado.3*

3.7.18 Ancoramento molecular do ligante 38
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 38 esta relacionada na Tabela 36.

Tabela 36 - Dados de pontuagéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 38.

38
Pose Pontuagao
3 34,0702
7 32,9852
4 32,8107
10 32,5419
1 30,9522
5 30,4768
8 27,9281
9 26,1406
2 25,8724
6 23,4509

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 3 esta representado na
Figura 43.
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Figura 43 - Interacdes do ligante 38 com o receptor e estrutura bidimensional.

Para a pose mostrada na Figura 43, a funcdo de pontuagcao ASP indica a

ocorréncia de trés ligagdes de hidrogénio. O doador de hidrogénio na primeira delas
€ 0 nitrogénio protonado de 38 e o aceptor € o oxigénio da cadeia lateral do residuo
Y93, com 3,42 A entre os atomos participantes. O mesmo atomo de nitrogénio
participa novamente como doador na segunda ligacao de hidrogénio, sendo o oxigénio
carbonilico da ligagéo peptidica e W149 o aceptor e com distancia de 3,31 A entre os
atomos envolvidos. Por fim, o doador da terceira ligagdo é o oxigénio hidroxilico da
cadeia lateral do residuo Y197 e o aceptor é o oxigénio pertencente ao grupo nitro do
ligante, com 2,68 A de separagéo entre os participantes. O modelo computacional
indica que o nitrogénio ionizado do ligante participa de interagbes céation-m com as
cadeias laterais dos residuos W149 e Y197. O anel aromatico do ligante participa
também de interagdes aromaticas de empilhamento-T com a cadeia lateral do residuo
F482.
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O ligante 38 apresenta Clso = 36 uM frente a receptor estudado.3*

3.7.19 Ancoramento molecular do ligante 39
A pontuagao obtida para cada pose utilizando a funcio de pontuagao ASP para

o ligante 39 esta relacionada na Tabela 37.

Tabela 37 - Dados de pontuacgéo obtida através da fungdo ASP para o ligante 39.

39
Pose Pontuagao
7 34,9132
3 34,5109
9 34,1186
1 33,5620
4 30,2925
5 30,1593
10 29,7981
8 29,6013
6 29,4607
2 28,0245

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 7 esta representado na
Figura 44.



90

Figura 44 - Interacdes do ligante 39 com o receptor e estrutura bidimensional.

A funcdo ASP prediz a ocorréncia de uma ligacédo de hidrogénio com o
nitrogénio protonavel do ligante atuando como doador de hidrogénio e o oxigénio
carbonilico da ligacao peptidica do residuo W149 como aceptor. A distancia entre os
participantes é de 1,88 A. O mesmo atomo de nitrogénio também participa de
interacbes cation-m1 com as cadeias laterais dos residuos W149 e Y197, ambos
integrantes do lado (+) do sitio ativo. A cadeia lateral ionizada do residuo E195 pode
interagir com a subunidade aromatica do ligante devido a deficiéncia eletrénica
provocada pelo atomo de bromo em uma interagéo do tipo anion-r.

O ligante 39 apresenta Clso = 44 uM frente ao receptor estudado.3

3.7.20 Ancoramento molecular do ligante 40
A pontuacgao obtida para cada pose utilizando a fungao de pontuagcéo ASP para

o ligante 40 esta relacionada na Tabela 38.
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Tabela 38 - Dados de pontuagédo obtida através da fungdo ASP para o ligante 40.

40
Pose Pontuagao
34,7969
33,8963
33,4362
33,1466
33,1407
33,0983
32,8311
32,3673
28,9048
22,6959

ON WO 50N

O complexo ligante-receptor obtido da pose de docking 1 esta representado na
Figura 45.

Figura 45 - Interagdes do ligante 40 com o receptor e estrutura bidimensional.

O modelo computacional indica a ocorréncia de trés ligagdes de hidrogénio
para o complexo mostrado na Figura 45. O nitrogénio protonado do ligante atua como
doador de hidrogénio em duas delas, a primeira com o oxigénio da cadeia lateral de
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Y197 como aceptor e a segunda com a cadeia lateral ionizada do residuo E195
exercendo essa fungao, sendo que essa interacdo possui também carater idnico. A
distancia entre os participantes é de 2,09 A e 3,58 A, respectivamente. Por fim, a
terceira ligagao tem como aceptor de hidrogénio o oxigénio carbonilico de 40 e como
doador o oxigénio hidroxilico da cadeia lateral do residuo Y197, com 2,01 A de
distancia entre os atomos envolvidos. A fungdo ASP também prevé que o nitrogénio
ionizado do ligante pode participar de interagcbes cation-m com a cadeia lateral de
F482.

O ligante 40 Clso = 45 uM frente ao receptor em questdo.3*
3.8 Comparacgao entre as interagoes previstas pela fungao ASP

Na Tabela 39 estéo relacionadas as principais interacdes previstas pela fungao
de pontuagdo ASP para os ligantes classicos dos nAChRs a4p2, bem como
propriedades farmacoldgicas experimentais obtidas da literatura, sendo que ED e CL
se referem ao esqueleto e cadeia lateral do residuo de aminoacido, respectivamente

e com os valores relativos a concentragcdes sendo da ordem de nM.

Tabela 39 - Interagdes previstas pela fungdo ASP para os ligantes classicos dos
nAChRs 042, propriedades farmacoldgicas e pontuagéo obtida para as poses analisadas.

Ligante |Residuo | Tipo de interacdo |Regiao| Ki Clso | CEso | Pontuagao
W149 Ligacdo de H ED

3 W149 Cation-1r CL 06 | 1,2 - 35,1694
Y197 Cation-1r CL
W149 Ligacado de H CL

4 W149 Cation-1r CL 2 50 | 2000 | 33,4331

Y93 Ligacao de H CL
Y197 Ligacado de H CL

Y197 Cation-1r cL
5 Y93 | LigagaodeH | CL | 0,12 |38,9| 950 | 43,1506
W149 Cation-r CcL
F482 | Empilhamento-T | CL
W149 Cation-1r CL
6 w420 Cation- CL_ 10014108 - | 359315

Y197 Ligagcado de H CL
Y93 Ligacao de H CL
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As interacbes tomadas como mais relevantes sao as que estao presentes para
o complexo nicotina-receptor, visto que esse € um dado experimental. O residuo
W149 aparenta ser o de maior importancia, uma vez que interage em todos os
complexos de ligantes bem estabelecidos desse receptor aqui mostrados. Ainda nao
existem estudos de mutagénese sitio-dirigida para esse tipo de receptor que
comprovem essa afirmagdo, mas dados obtidos através de modelos homodlogos
indicam que, de fato, existe um residuo triptofano essencial ao funcionamento correto
do receptor. Entretanto, é necessario levar em consideracdo que as AChBP
apresentam diferengas significativas entre si, principalmente na regido (-) do sitio
ativo, sendo necessarios estudos mais aprofundados a respeito dos nAChRs
humanos para corroborar essa hipétese.2 Apesar disso, os dados experimentais que
a estrutura cristalografica fornece sao mais relevantes do que os de um estudo de
mutagénese sitio-dirigida, podendo-se entdo considerar essa interagcdo essencial.
Conforme sera visto para os proximos ligantes, interagdes envolvendo esse residuo
séo previstas com frequéncia.

Quanto a relagao entre a pontuagéo obtida e atividades/afinidade dos ligantes,
nota-se que a fungado de pontuagéao retornou valores maiores para os ligantes com Ki
menor nessa série e que nao ha relagao aparente entre os valores de Clso € CEso com
a pontuacao. Isso pode ser explicado com base na forma que a fungcao ASP utiliza
para avaliar as poses de ancoramento molecular. De um modo geral, a fungéo avalia
as poses com base na frequéncia de contatos entre o ligante e o receptor, penalizando
interacbes desfavoraveis e tomando como estado de referéncia uma situagéo onde
nao existam interacdes. Dessa forma, é possivel que um dado como Ki possa ser
corretamente previsto pelo modelo, pois € uma medida de afinidade pelo receptor. Ja
os dados de Clso e CEso ndo dependem necessariamente da intensidade das
interacdes, mas sim de uma curva obtida a partir de varias concentragdes, resultando
em um dado de poténcia e nao de afinidade. Entretanto, nota-se que o padrao descrito
nao se aplica ao ligante 6, que apresenta afinidade alta pelo receptor e obteve uma
pontuacado mais baixa do que o esperado (0,014 nM).

A maioria das interagdes apresentadas para esse conjunto de complexos
ocorre envolvendo residuos da subunidade a4, o que esta de acordo com dados da
literatura que indicam essa subestrutura como a principal desse sitio ativo.

Na Tabela 40 estao relacionadas as principais interacdes previstas pela funcao

de pontuagdo ASP para os ligantes analogos da sazetidina-A (7), bem como



94

propriedades farmacoldgicas experimentais obtidas da literatura, sendo que ED e CL

se referem a espinha dorsal

e cadeia

lateral

do residuo de aminoacido,

respectivamente e com os valores relativos a concentragcoes sendo da ordem de nM.

Tabela 40 - Interagdes previstas pela fungdo ASP para 7 e seus analogos,
propriedades farmacoldgicas e pontuagao obtida para as poses analisadas.

Ligante | Residuo |th|§;Saeo Regido | Ki [ Clso | CEso | Pontuagéo

Y93 Ligagcao de H CL
A194 Ligacdo de H ED

7 W420 Cation-1r CL 04 | 48 | 58 | 44,2933
W149 Cation-1r CL
Y190 Cation-1r CL
W420 Cation-1r CL

8 Y190 Céation-1r CL |[0,05| 55 | 6,2 | 43,7677
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligacao de H CL

9 W420 Cation-1r CL 0,1 | 56 |17,5| 45,6860
F482 | Empilhamento-T CL
A194 Ligacdo de H ED
Y197 Ligacado de H CL

10 E195 Ligacado de H CL 0,1 ] 86 | 88 | 48,3805
Y93 Ligagcao de H CL
Y93 Ligacao de H CL
Y93 Ligacao de H CL
Y197 Ligacado de H CL
K442 Ligacado de H CL

11 F482 | Empilhamento-T | CL 0,11 94 |10,2| 44,5399
W420 Cation-1r CL
W149 Cation-1r CL
Y190 Cation-1r CL
E195 Ligacédo de H CL

12 Y93 Ligacdo de H CL 0,2 |11,3|10,2 | 46,7536
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligacao de H CL
W149 Ligacdo de H ED
A194 Ligacdo de H ED

13 £195 Ligacdo de H oL 0,31 16 | 25 | 47,2335
W420 Cation-1r CL
W149 Cation-1r CL




Y190 Cation-1r CL
Y197 Cation-1r CL
Y93 Ligacao de H CL
Y197 Ligacado de H CL
W420 Cation-1r CL
14 W149 Cation- oL 1,7 1 18,2 | 15,7 | 49,5029
Y197 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligagcao de H CL
Y197 Ligacao de H CL
15 W149 Cation-1r CL 0,4 119,1 18,2 | 49,8524
W420 Cation-1r CL
Y190 Cation-1r CL
Y93 Ligagcao de H CL
Y197 Ligacado de H CL
16 Y190 Cation-1r CL 0,7 119,6 | 23,3 | 49,5684
W420 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligagcao de H CL
Y197 Ligacao de H CL
W420 Cation-1r CL
17 Y190 Cation- oL 04 122,2|19,1| 42,9535
W149 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligacao de H CL
S148 Ligagcédo de H ED
18 W149 Cation- oL 04 | 32 | 51 46,0546
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligagcao de H CL
W149 Ligacdo de H ED
19 W149 Cation-m oL 0,6 | 32 | 43 | 47,5220
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligacao de H CL
W149 Ligacdo de H ED
E195 Ligagcédo de H CL
20 K442 Ligacdo de H CL |0,37| 44 | 110 | 47,9000
W149 Cation-1r CL
Y190 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-T CL
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Para os analogos do ligante 7, tem-se um conjunto de residuos de aminoacidos
que aparecem em diversos complexos: W149, W420, Y93, Y197 e Y190 pertencentes
ao lado (+) do sitio ativo e W420 e F482 do lado (-).

No que diz respeito a quantidade de interacdes presentes para essa série de
compostos, nota-se que elas ocorrem em maior quantidade do que nos complexos de
ligantes classicos dos nAChRs. Isso ocorre devido ao tamanho dos ligantes e
quantidade de grupos funcionais presentes nos mesmos. Em acordo com essa
observacao, os valores de pontuagao obtidos através da fung¢ao de pontuacdo ASP
sdo, em geral, maiores do que os calculados para os demais compostos do trabalho.
Tomando como base somente a quantidade das interacbes presentes em cada
complexo ligante-receptor aqui mostrado é de se esperar que os ligantes que
apresentem maior quantidade das mesmas tenham maior pontuacdo, o que nao
ocorre em todos os casos. Isso se deve ao fato da funcdo de pontuacao utilizada
considerar também penalizagbes devido a interagdes desfavoraveis ao retornar uma
pontuacgéo.

O padrao de relacao entre as pontuagdes calculadas pela funcdo ASP, Ki e
propriedades farmacoldgicas novamente se mostra n&o linear quando se observa a
totalidade do conjunto de dados mostrado na Tabela 40. No que diz respeito a relagao
entre Ki e a pontuagao, nota-se que para essa série de ligantes a fungao ASP nao
retornou valores de pontuagdo que condizem com o Ki dos ligantes utilizados,
semelhantemente ao caso da epibatidina (6) apresentado anteriormente. Nesse
ponto, cabe ressaltar que a faixa varrida das propriedades farmacoldgicas nessa série
nao foi muito extensa, de modo que se torna dificil analisar quantitativamente essa
relacdo uma vez que compostos de pouca afinidade, inativos ou pouco ativos nao
foram analisados. Assim, sdo necessarios estudos que utilizem uma faixa maior das
propriedades aqui apresentadas para confirmar a capacidade de predicdo das
mesmas pela fungao de pontuacédo ASP.

Na Tabela 41 estao relacionadas as principais interagdes previstas pela fungao
de pontuacédo ASP para os ligantes analogos da bupropiona, bem como propriedades
farmacoldgicas experimentalmente obtidas, sendo que ED e CL se referem a espinha
dorsal e cadeia lateral do residuo de aminoacido, respectivamente, com os valores

relativos a concentragdes sendo da ordem de uM.



Tabela 41 - Interagdes previstas pela fungdo ASP para 21 e seus analogos,
propriedades farmacoldgicas e pontuagéo obtida para as poses analisadas.

Ligante [ Residuo | Tipo de interagao | Regiao | Clso | Pontuagao

W149 Ligacdo de H ED
Y197 Ligagcao de H CL

21 Y197 Cation-1r CL 12| 28,6382
W149 Cation-1r CL
A194 Ligagcédo de H CL

22 F482 Cation-1r CL 7,7 21,0437
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligacado de H CL
W149 Ligacédo de H CL

23 W149 Cation-1r CL |[8,6| 25,3861
Y197 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-T CL
W149 Ligacdo de H ED
W149 Cation-1r CL

24 Y197 Cation-1r CL 9.2 32,7468

F482 | Empilhamento-T CL
Y197 Ligagcao de H CL
E195 Ligacado de H CL
25 A194 Ligagéo de H ED [9,8| 21,2487
K526 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-1r CL
E195 Ligacédo de H CL
Y197 Ligacao de H CL

26 10 | 24,9833
A194 Ligacao de H CL ’
F482 | Empilhamento-1r CL
W149 Ligacdo de H ED
W149 Cation-1r CL
27 Y197 Cation-1r CL 15| 29,2171
F482 | Empilhamento-T CL
W149 Ligagcado de H ED
28 W149 Cation-1r CL 17| 314477
W149 Ligacao de H ED
Y93 Ligacado de H CL
29 W149 Cation-1r CL 19 | 30,6247
F482 | Empilhamento-T CL
30 W149 Ligacdo de H ED 19 | 31.6463

W149 Cation-tr CL




Y197 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-T CL
W149 Ligacdo de H ED

31 W149 Cation-1r CL 21 | 31,4403
F482 | Empilhamento-T CL
W149 Ligacdo de H ED

32 W149 Cation-1r CL 23 | 31,9256
W149 Ligacdo de H ED

33 Y197 Ligagcao de H CL 25| 37,1212
Y197 Cation-1r CL
W149 Ligacado de H CL

34 W149 Cation-1r CL 29 | 32,9576
E195 Anion-r CL
W149 Ligacao de H ED
Y197 Ligacao de H CL

35 W149 Cation-1r CL 31| 42,8526
F482 | Empilhamento-T CL
Y93 Ligacado de H CL
W149 Ligacédo de H CL
W420 Cation-1r CL

36 Y190 Cation-1r CL 32| 288173
W149 Cation-1r CL
F482 | Empilhamento-T CL
W149 Ligacao de H ED

37 W149 Cation-1r CL 32 | 30,1356
F482 | Empilhamento-1r CL
Y93 Ligacao de H CL
W149 Ligacdo de H ED

38 Y197 Ligacdo de H CL 36 | 34,0702
W149 Cation-1r CL
Y197 Cation-1r CL
W149 Ligacdo de H ED
W149 Cation-1r CL

39 Y197 Cation-1r CL 44 | 34,9132
E195 Anion-tr CL
F482 | Empilhamento-1r CL
Y197 Ligagcao de H CL
E195 Ligacado de H CL

40 Y197 Ligagédo de H CL 45| 43,7969
F482 Cation-1r CL
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Para os analogos do ligante 21, tem-se que as interagdes que mais se repetem
envolvem os residuos W149 e Y197 do lado (+) do sitio ativo e o residuo F482 do lado
(-)-

Os valores de pontuacao indicados pela funcdo de pontuacdo ASP para essa
série de compostos foram, em geral, menores do que os apresentados para os demais
ligantes analisados. Isso estd em acordo com os dados de Clso obtidos da literatura
para essa serie de compostos, que sdo menos ativos que os demais compostos
apresentados. Assim, analisando a totalidade dos dados de Clso mostrados nesse
trabalho cabe ressaltar que apesar da relagéo entre pontuacéo e Clso ndo ser linear,
o modelo computacional parece apto a indicar ao menos grandes diferencas nessa

propriedade.
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4 CONCLUSOES

O trabalho aqui descrito fez uso da estrutura cristalografica dos nAChRs do
subtipo a4B2 (PDB ID: 5KXI) e do software GOLD® para realizar estudos de
ancoramento molecular com ligantes classicos desse receptor e séries de analogos
com a finalidade de avaliar as interacdes preditas pelo modelo computacional e assim
confirmar sua capacidade preditiva.

O modelo foi validado através da redocagem do ligante 3, para o qual a fungao
de pontuacado ASP apresentou melhor desempenho com base na posigao dos atomos
do ligante co-cristalizado (RMSD) e foi utilizada nos célculos subsequentes.

No que diz respeito as interacdes principais observadas, nota-se que os
residuos que interagem no complexo nicotina-receptor (W149 e Y197) costumam
aparecer com frequéncia nos ligantes ancorados pela fungdo ASP, o que indica boa
capacidade preditiva da fungao para essa propriedade.

Quanto a valores de propriedades farmacolégicas medidos experimentalmente,
sdo necessarios estudos complementares que envolvam uma faixa maior dos
mesmos para confirmar a capacidade preditiva da funcdo de pontuacgao utilizada.
Apesar disso, os dados aqui mostrados indicam que o programa tem potencial para
realizar predi¢des desse tipo, uma vez que, em geral, retornou pontuacbes menores
para ligantes menos ativos.

Ao fim do trabalho, nota-se que o modelo necessita de refinamentos. E possivel
aumentar a precisao das previsbes do modelo utilizando um método de reavaliacédo
(rescore) dentro do préprio software. Outro fator que pode mudar consideravelmente
os resultados é a realizagao do ancoramento molecular no modo flexivel. Também é
interessante validar o modelo quanto a capacidade do mesmo de prever a seletividade
dos ligantes frente a outros subtipos dos nAChRs como, a7 e a3[34.
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Resumo

Os receptores nicotinicos de acetilcolina neuronais (nAChRs) sdao alvos em potencial
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1. Introdugao

Os receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs) sdo parte do grupo de receptores
do neurotransmissor enddgeno acetilcolina
(ACh) (1) (Figura 1) que abrange, além dos ja
mencionados nAChRs, o0s receptores
muscarinicos de acetilcolina (mAChRs), sendo
os mAChRs receptores metabotrépicos que
possuem alta afinidade pela muscarina (2) e
baixa afinidade pela nicotina (3), sendo o
comportamento inverso observado nos
nAChRs. Quanto a fisiologia da
neurotransmissdo colinérgica, a ativacao dos
mMAChRs pela toxina do cogumelo Amanita

muscaria, a muscarina (2), ocorre em um
periodo de tempo relativamente longo, da
ordem de milissegundos a segundos,
enquanto os nAChRs s3do receptores
ionotrdépicos que sdo ativados em intervalos
de tempo da ordem de sub-microssegundos a
microssegundos pela molécula de nicotina
(3),"®> comumente proveniente da planta
Nicotiana tabacum. Os nAChRs podem ser
divididos em dois grupos, os receptores
nicotinicos musculares e os neuronais,“'5 com
os nAChRs neuronais majoritariamente
expressos pelos subtipos a7, a4B2 e a3p4,
podendo exercer fungbes variadas como
regulacdo de excitabilidade neuronal e
liberagdo de neurotransmissores.®®
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Figura 1. Estruturas das moléculas de acetilcolina (1), muscarina (2) e nicotina (3)

Estruturalmente, os nAChRs neuronais sdo
glicoproteinas grandes (aproximadamente
290 kDa) que apresentam cinco subunidades
transmembranares arranjadas em torno de
um poro central permeavel a cations>”’ e

fazem parte da familia dos canais iGnicos cys-

loop, que inclui também os nAChRs
musculares, receptores de acido gama
aminobutirico (4) (GABA, e GABA),

receptores de glicina (5) e receptores de
serotonina (5-HT;) (6) (Figura 2).”*°

NH,

JOJ\/\/ i o
NH, /M\V/NH b
HO HO 2 N

(4)

() (6)

Figura 2. Estruturas das moléculas de acido gama amino-butirico (4), glicina (5) e serotonina

Cada receptor nicotinico de acetilcolina
(nAChR) é dividido em trés dominios: um
grande dominio extracelular N-terminal onde
encontram-se os sitios ortostéricos, um poro
transmembranar e um pequeno dominio
intracelular, tendo esse conjunto um
comprimento total de aproximadamente 160
A° Os nAChRs neuronais apresentam uma
grande variedade de fungdes bioldgicas que
estdo relacionadas com as diversas
combinagdes possiveis entre as subunidades
o e B, a saber, a (a2-al10) e B (B2-B4),
podendo estas  combinagdes serem
homoméricas, como os receptores a7, a8 e
a9 ou heteroméricas, como o0s receptores
adp2*,a7a8*, a9a10*, ab6B2*, a3p4*, entre
outros, com a presenga obrigatéria de uma
subunidade o no receptor.*>’ O asterisco
representa a possibilidade de outras
subunidades no complexo. Classifica-se as
subunidades como a ou ndo-a baseando-se
na presenga ou auséncia, respectivamente,

de cisteinas vicinais
dissulfeto no
receptor.™

ligadas por pontes
dominio extracelular do

Ao interagirem com seu neurotransmissor
enddgeno 1 ou com um agonista, a estrutura
dos nAChRs muda de conformacdo, de modo
que é possivel descrever, muito
simplificadamente, o processo de ativacdo do
receptor em trés etapas: (a) a conformacao
fechada, onde o receptor estd apto a
interagir com um agonista e n3do ha a
passagem de cdtions pelo poro permedvel,
(b) a conformacdo aberta, onde o receptor ja
interagiu com um agonista e permite a
passagem de cdtions em um intervalo de
tempo da ordem de milissegundos e (c) a
conformacdo dessensibilizada, onde o
receptor novamente deixa de permitir a
passagem de cations pelo poro central.”® O
poro central é permedvel a cations
monovalentes e bivalentes, principalmente
sédio e calcio.**** Estudos sugerem que ao
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retornar da conformacdo dessensibilizada
para a conformacdo fechada ndo ocorre a
passagem pela conformagdo  aberta,
indicando um processo ciclico. Os mesmos
estudos mostram também que existem
multiplos estados conformacionais fechado,
aberto e dessensibilizado conectados em
uma sequéncia complexa que ainda precisa
ser elucidada para a compreensao completa
do comportamento macroscépico de alguns
nAChRs."

O sitio ortostérico dos nAChRs neuronais
encontra-se no dominio extracelular do
receptor, nas interfaces entre as subunidades
o e as demais subunidades que os
constituem, de modo que as subunidades
desse tipo sdo o componente primario do
sitio ativo e as subunidades do tipo B sdo
responsdveis pela parte complementar do
mesmo, como exemplificado na Figura 3,
sendo que a permeabilidade a cdtions e
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afinidade por determinado ligante bioativo
variam grandemente em fun¢do dos

componentes complementares do
receptor.16’17’18 Além disso, os nAChRs
costumam apresentar uma subunidade

assessora que ndo participa ativamente da
formacdo do sitio ortostérico mas influencia
nas propriedades farmacoldgicas e biofisicas
do receptor.7 Dessa forma, fica clara a
abundancia de configuragdes possiveis para
os nAChRs, uma vez que as diversas
subunidades existentes podem se combinar
em inumeras configuracdes. Além do sitio
ortostérico, os NnAChRs apresentam também
diversos sitios alostéricos onde moléculas
especificas podem interagir com o receptor e
potencializar ou inibir a ativacdo causada por
um agonista,” sendo esta uma das possiveis
abordagens utilizadas no planejamento de
novas substancias bioativas que tem como
alvo os nAChRs.

&

o7 a4p2

a34

Figura 3. Representacdo dos nAChRs neuronais abordados nesse artigo e seus sitios
ortostéricos, com a face principal em azul e a face complementar em verde. Outros arranjos
entre mesmas subunidades apresentadas também sdo possiveis. Adaptado de Gotti e
colaboradores®

Por conta da grande variedade de fungGes
dos nAChRs neuronais, estes  sdo
fundamentais no entendimento e tratamento
de diversas desordens neuropsiquiatricas,
como a sindrome de Tourette, autismo,
déficit de atengdo, desordem hiperativa,
esquizofrenia, epilepsia, depressao,
ansiedade, doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson, conforme pode ser observado na
Tabela 1.6,8,10,20-25

Até o presente momento, ainda nao
existem estruturas cristalograficas completas
para os nAChRs neuronais dos mamiferos. A
maior parte do conhecimento estrutural
sobre esses receptores é proveniente do
estudo de proteinas ligantes de acetilcolina
(AChBP) homodlogas obtidas de espécies de
peixe como a Torpedo marmorata (PDB ID:
10ED), espécies moluscos como a Lymnaea
stagnalis (PDB ID: 1UWG6) e Aplysia californica
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(PDB ID: 2BYN) e das proteinas procaridticas
GLIC (canal i6nico ligante-dependente da
cianobactéria Gloeobacter violaceus, PDB ID:
4NPQ) e ELIC(canal ibnico ligante-

Vq

dependente da bactéria

Erwinia chrysanthemi, PDB ID: 2VLO), entre
outras 2,9,18,22,26-28

Tabela 1. Possiveis receptores alvo no tratamento de algumas desordens neuroldgicas e
regido do cérebro afetada pela doenca. Dados obtidos de Jensen e colaboradores®

Desordem Receptor Regido do cérebro
Epilepsia adp2*, a7*, B4*, a5* Cortex frontal, Hipocampo
Doenca de Alzheimer adp2*, a7* Cortex, Hipocampo
Esquizofrenia adp2*, a7* Hipocampo
Ansiedade ad*, a7* Hipocampo

Doenca de Parkinson

Dependéncia da nicotina

adp2*, abp2p3*
a4PB2*, a6B2p3*, B4

Sistema nigroestriatal

Sistema mesolimbico

2. A relagao estrutura-atividade de
ligantes de receptores nicotinicos
de acetilcolina (nAChRs) do
subtipo a7

Em geral, a localizacgdo dos nAChRs
neuronais do tipo a7 no cérebro se conserva
entre diferentes espécies de mamiferos,
apesar de diferencas significativas terem sido
reportadas entre roedores e primatas em
regioes associadas a cognigcao e
processamento sensorial. Esses receptores
sdo expressos grandemente nas regides do
hipocampo, cortex, substancia negra e
cerebelo.”

Estudos recentes com roedores indicam
gue agonistas parciais e totais dos nAChRs a7
sdo eficientes no tratamento de disturbios
neuroldgicos como a esquizofrenia®* e o
mal de Parkinson e também no controle de
desordens  motoras  provocadas  por
medicamentos, como as discinesias induzidas
por levodopa que surgem no decorrer do
tratamento do mal de Parkinson.®**

Os nAChRs neuronais do tipo a7 sao
estruturalmente e funcionalmente distintos
dos demais nAChRs, apresentando menor
afinidade por nicotina e acetilcolina que os

demais, dessensibilizagdo rdpida e alta
permeabilidade a Ca®*, o que lhes permite
regular diversos mecanismos celulares que
dependem desse cation.>™ S3o constituidos
exclusivamente por alcas transmembranares
do subtipo a7, o que confere a eles uma
maior quantidade de sitios ortostéricos do
que os demais nAChRs neuronais.'®*® A
ativagdo dos nAChRs a7 desencadeia
aumento na liberagdo de glutamato no
hipocampo, demonstrando a importancia
desses receptores para 0s mMmecanismos
sindpticos glutamatérgicos e modulacdo dos
circuitos neurais do sistema nervoso central
(SNC).31’32

Uma das caracteristicas dos nAChRs a7 é a
sua sensibilidade uUnica ao antagonista a-
Bungarotoxina (a-Btx) produzido pela cobra
Bungarus  multicinctus, que se liga
permanentemente a esse receptor e impede
a abertura do canal i6nico, sendo que a
utilizacdo dessa substancia em conjunto com
técnicas de autorradiografia foi essencial na
determinacdo inicial da localizagdo desse
receptor no SNC.>7*

Existem diversos compostos bioativos que
atuam nos NAChRs a7 descritos na literatura,
como exemplificado na Figura 4. O composto
7 faz parte de uma série de derivados
contendo a subunidade estrutural
dibenzosuberila inicialmente proposta por
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Ulens e colaboradores®® como um ligante do
sitio ortostérico dos nAChRs a7 que
apresentou alta afinidade (Ki = 63,09 nM) em
estudos in silico e que ndo apresentava
interacdo significativa com os nAChRs a4p2
em estudos de deslocamento utilizando o
radioligante [*H]epibatidina. Entretanto, os
dados obtidos in vitro em conjunto com
analises ja mencionadas mostram que 7 atua
como um inibidor ndo competitivo dos
nAChRs a7 e a4p2, bem como dos receptores
5-HT;, indicando que 7 atua em sitios
alostéricos dos receptores dessa familia
através de um mecanismo comum,
provavelmente impedimento estérico do
poro idnico central.

A bradaniclina (8) é um agonista parcial
desenvolvido pela Targacept Inc. que
apresenta alta afinidade pelos nAChRs a7 e
baixa afinidade pelo receptor de serotonina

5-HT;. Testes preliminares utilizando
roedores sugeriam que 8 apresentava
potencial para o tratamento das trés

categorias de sintomas da esquizofrenia
(positivos, negativos e cognitivos) e também
efeitos sinérgicos com outros medicamentos
antipsicoticos, como a clozapina (Clozaril®,
Fazacol®). A substancia também foi
considerada um medicamento em potencial
para o tratamento de Alzheimer e transtorno
de déficit de atengao com hiperatividade,
mas apesar dos resultados positivos em
roedores o composto nao obteve aprovagao
nos testes clinicos para nenhuma das trés
desordens.*

O estilbeno substituido(9) inicialmente foi
proposto por Gotti e colaboradores®™ como
um potente antagonista competitivo e
seletivo dos nAChRs a7 presentes em
cérebros de galinhas (Cls, = 119 nM), mas em
estudos posteriores por Angelantonio e
colaboradores®  demonstrou-se que 9
também atua nos nAChRs a3p4* presentes
em células do tipo cromafim de roedores,
sendo o enantibmero de configuracdo R mais
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potente do que seu atipoda otico nessa
situagdo (Clsp = 0,33 uM e 1,5 uM,
respectivamente). Em estudos subsequentes,
Gotti e colaboradores®” demonstraram que o
composto apresenta maior afinidade por
nAChRsa7 de mamiferos, expressos em
odcitos da espécie Xenopus, do que por
NAChRs a7 de aves. Esses dados combinados
evidenciam que existem diferengas de
seletividade e especificidade significativas
entre receptores provenientes de espécies
distintas.

O composto 10 foi desenvolvido por
Zheng e colaboradores®® tendo como alvo os
nNAChRs do subtipo a9a10, que se acredita
estarem associados dores cronicas nas
regibes do sistema nervoso periférico (SNP).
A molécula 10 apresentou inibicdo adequada
do receptor alvo (Cls, = 0,56 nM) e também
do subtipo a7 (Figura 4), ambos expressos
em odcitos da espécie Xenopus, mas devido a
natureza altamente polar da subunidade
estrutural catibnica espera-se que o
composto  apresente  dificuldades em
ultrapassar a barreira hematoencefilica
(BHE). Essa caracteristica torna muito mais
interessante o estudo da molécula visando os
nAChRs a9a10, que ndo estdo presentes no
SNC. O composto 11 é um peptideo sintético
derivado da classe das a-conotoxinas (a-Ctxs)
documentado por Whiteaker e
colaboradores® como um antagonista
potente e seletivo dos nAChRs a7. As a-Ctxs
naturais sdo peptideos pequenos, contendo
entre 13 e 19 residuos de aminodcidos,
produzidos por gastropodes do género Conus
e altamente seletivas para alguns tipos de
nAChRs. O peptideo 11 se liga
reversivelmente ao receptor, com
recuperacdo total da sensibilidade apds 15
minutos, além de inibir tanto receptores de
roedores quanto de humanos com poténcia
comparavel, o que faz com que esse
antagonista seja potencialmente atil no
estudo das fung¢des dos nAChRs a7.%

Rev. Virtual Quim. |Vol 8| [No.5| |1721-1739]|



Batista, V. S.; Nascimento-Junior, N. M.

0y

0
HsC—N 9 S
_N

Vq

Ir:ll l N X
O G >
N s, 0 N+ N+

H,C
(7) (8) \\ //
Clso = 880 nM CE5o =33 nM
9 -
CH
HaC. [+ 3 O _N? N
H,C” jﬂo | |
CH3 X X
9)
Clso=1nM (10)
Clso = 8,8 nM
|
H-Asp-Glu-Cys-Cys-Ser-Asn-Pro-Ala-Cys-Arg-Leu-Asn-Asn-Pro-His-Asp-Cys-Arg-Arg-Arg-OH (11)

| Clsy=3,4nM

Figura 4. Estrutura quimica dos compostos 733; 841; 937; 1038; 1140, os quais atuam nos nAChRs
do subtipo a7

Na Figura 5 esta representada uma

quinuclidina substituida (12), andloga da
bradaniclina (8), e alguns analogos
estruturais obtidos por Mazurov e
colaboradores® que auxiliam no

entendimento de como estes andlogos
estruturais se relacionam com a afinidade
pelo nAChR a7. Substituicdes realizadas na
regido do anel piridinico (destacado em
vermelho) alteram consideravelmente a
afinidade do composto pelo receptor alvo
devido a fatores estereoeletronicos. A troca
do substituinte  3-piridina 12  pelos
substituintes 2-piridina 13, 3-quinolina 16, 2-
furano 17 ou benzofuran-2-il 18 resulta em
diminuicdo ou perda de afinidade. Esta perda
de afinidade possivelmente se deve a

existéncia de ligagbes de hidrogénio
intramoleculares que conferem uma
potencial restricdo conformacional aos

derivados 13, 17 e 18 ou fatores estéricos, no
caso dos derivados 16 e 18, dificultando a
interacdo com o sitio ativo.

No caso do composto 15, a diminui¢do da
afinidade pode estar relacionada a perda da

interacdo entre a subunidade piridinica e a
cadeia lateral de um dos residuos de
aminodacidos do sitio ativo, podendo as
interacbes cdtion-m e hidrofébicas serem as
responsaveis pela interacdo entre a molécula
e o biorreceptor alvo. Ha pouca diferenca de
afinidade entre os compostos 12 e 14 devido
a semelhanga estrutural, visto que ndo ha
perda do ponto aceptor de ligagdo de
hidrogénio e a aromaticidade é conservada. A
substituicdo do grupo 4-bromobenzeno
(destacado em azul) pelos grupos 4-
fluorobenzeno 19 e benzeno 20 n3o resultou
em perda de afinidade significativa,
indicando que um halogénio na posi¢do para
em relagdo a cadeia principal é dispensavel,
provavelmente  sendo as interacdes
hidrofdbicas ou cétion-mt as contribuicGes
mais relevantes para a afinidade pelo
receptor. Os compostos 21 e 22 tem menor
afinidade por conta do tamanho dos
substituintes. A substituicio da funcdo
carbamato (destacada em verde) pelas
funcdes carbamida 23 e amida 24 ndo
resultou em diminuicdo significativa da
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afinidade pelo receptor devido a semelhanca
entre esses trés grupos, mas a substituigdo

Batista, V. S.; Nascimento-Junior, N. M.

pela sulfonamida teve como resultado

pronunciada redugao da afinidade.

o) o) (o)
(23) (24) (25)
Ki=9nM Ki=7nM  K;=8088 nM

(19) (20)

i K;> 10,000 nM (14) K;= 6 nM K=7
! =10 nM M
‘ iy (16) (21) (22)
L K;> 10,000 nM K; = 670 nM K;=500 nM |
O &j
‘ (17 (18)

K;=234 nM K; = 8388 nM

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 5. Modificacdes realizadas por MAZUROV et al., (2005)* na quinuclidina substituida (12)
com seus respectivos valores de Ki frente ao nAChR a7

3. A relagao estrutura-atividade de
ligantes de receptores nicotinicos
de acetilcolina (nAChRs) do
subtipo a432

Os nAChRs a4B2 s3o o
predominante no SNC dos mamiferos.
Esse tipo de receptor é altamente sensivel a
acetilcolina (1) e nicotina (Clso = 1,2 nM*) (3),

subtipo
43,44

estando estreitamente relacionado ao
processo de desenvolvimento de
dependéncia a esta substancia em
tabagistas.”*** Quando expostos a nicotina e

outros agonistas totais ou parciais por longos
periodos de tempo sofrem um processo
chamado suprarregulacdo em resposta a

dessensibilizacdo  progressiva  provocada,
sendo esse efeito muito mais pronunciado
nesse receptor do que nos demais nAChRs
neuronais.”***® A ativagdo dos nAChRs a4p2
aumenta a liberacdo de dopamina no sistema
mesolimbico, proporcionando a sensacado de
recompensa caracteristica de diversas drogas
de abuso.*®

Estudos bioquimicos e eletrofisiologicos
indicam que os nAChRs a4B2 existem em
razbes estequiométricas distintas, podendo
ser constituidos por duas subunidades a e
trés unidades B((a4B2),p2), resultando em
dois sitios ortostéricos nas interfaces a4/B2,
ou por trés subunidades a e duas
subunidades B ((a4B2),a4), resultando em
trés sitios ortostéricos e sendo esse terceiro
sitio localizado na interface a4/04 e
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apresentando baixa afinidade por acetilcolina
e outros agonistas.” As duas relagdes
estequiométricas sao diferentes no que diz
respeito a cinética de dessensibilizacdo,
permeabilidade a cdlcio, condutancia
unitdria, sensibilidade a exposi¢do cronica de
nicotina e sensibilidade a diversos agonistas.
As  curvas  concentragao-resposta  da
acetilcolina sdo diferentes para cada
estequiometria, sendo que o receptor
(a4B2),a4 apresenta uma curva bifdsica
(Figura 6b) caracteristica devido a presenga
de sitios ortostéricos com afinidades distintas

pelo neurotransmissor e o receptor
(a4B2),B2 apresenta uma curva
concentragdo-resposta monofasica (Figura

6a). O receptor (a4B2),a4 apresenta menor
sensibilidade a agonistas em comparacao
com a outra estequiometria possivel, uma
vez que é necessaria a presenca de agonistas
em todos os sitios ortostéricos para que o
mesmo seja completamente ativado.*****"*8

a)

% ativagio

log [concentragéo]

Vq

Ambas as formas do receptor estdo
presentes no SNC dos mamiferos, com
estudos indicando que a estequiometria
preferencialmente presente no cérebro
humano é a de menor sensibilidade e que a
proporg¢do entre as duas varia quando ocorre
exposi¢do cronica a nicotina, aumentando a
guantidade de receptores mais sensiveis com
o passar do tempo.***’

Além de mais suscetivel a nicotina, o
receptor (a4p2),2 também é mais suscetivel
a dessensibilizacdo causada por exposicao
prolongada a baixas concentracbes dessa
substdncia, enquanto o receptor (a4p2),a4
apresenta maior permeabilidade a ions Ca*" e
cinética de dessensibilizacdo mais rapida.*
Além destas duas estequiometrias presentes
no SNC, nas regidoes do cértex e corpo
estriado existe uma subpopulacdo desse
receptor que contém a subunidade a5 na
forma (a4B2),05.'

b)

% ativagdo

log [concentragdo]

Figura 6. Curvas tipicas de resposta monofasica (a) e bifasica (b)

Na Figura 7 estdo representados alguns
compostos bioativos que atuam nos nAChRs
04B2. A epibatidina (26) é um alcaloide que
ocorre naturalmente na pele de sapos da
espécie Epipedobates tricolor nativos do
Equador.50 A substancia é téxica, com
propriedades analgésicas atribuidas a
interacdo com os nAChRs a4B2 e causando
paralisia através da interagdo com os
mMAChRs, podendo ser letal. A toxicidade
acentuada da epibatidina (26) e sua baixa
seletividade entre os nAChRs impossibilitou a

sua utilizacdo para fins terapéuticos, mas a
substdncia é largamente utilizada em
diversos estudos académicos, como analises
de deslocamento de radioligantes, estudos
da relagao estrutura-atividade de andlogos
de 26 e avaliagdo das propriedades
farmacoldgicas desses anélogos.’***>* 0
farmaco vareniclina (Champix®,Chantix®) (27)
é um agonista parcial dos nAChRsa4f2
sintetizado por Coe e colaboradores™,
inspirado no produto natural (-)-citisina, que
diminui a liberagao de dopamina induzida por
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nicotina e induz a baixa liberacdo deste
neurotransmissor no periodo de abstinéncia,
obtendo aprovagdo para ser comercializado
na Europa e EUA no ano de 2006 pela
empresa farmacéutica Pfizer®.* O farmaco
27 é um agonista total dos nAChRs dos
subtipos a7 e a4P4 e parcial do subtipo
a3p4.>>® Atualmente, a vareniclina (27) e a
bupropiona (Zyban®) sdo os unicos farmacos
gue nao contém nicotina (3) aprovados pelo
FDA para o tratamento da dependéncia da

nicotina (3).

O composto TC-8831 (28) é um agonista
dos nAChRsa4B2 e a6/a3B2B3 sintetizado
por STRACHAN et al., (2014)*’ que apresenta
boa afinidade por ambos os receptores (K; =3
e 21 nM, respectivamente) (Figura 7).
Estudos realizados em primatas indicam que
28 tem efeitos positivos no tratamento das
discinesias induzidas por levodopa
comumente presentes durante a utilizagdo
desse medicamento para o tratamento do

N
=
S

N
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mal de Parkinson.®* O  composto
neonicotinico (29) foi sintetizado por
FAUNDEZ-PARRAGUES et al., (2013)",

apresentando boa inibicdo dos nAChRsa4f2,
mas com baixa seletividade entre os subtipos
desse receptor. Apresenta também baixa
afinidade pelos nAChRs a7 (Clsp = 2,6 uM). A
sazetidina-A (30) é um agonista seletivo dos
nNAChRsa4B2 que possui efeito analgésico e
antidepressivo.w’61 O composto apresenta
atividade agonista total no receptor
(a4B2),2 e pouca atividade agonista no
receptor (a4B2),a4. Especula-se que a
substancia converta boa parte dos receptores
(a4B2),B2 altamente sensiveis para o estado
dessensibilizado apds uma exposicdo curta,
sendo este o mecanismo responsavel por seu
longo efeito in vivo.*” Ha evidéncias de que
parte da liberacdo dopaminérgica provocada
pela sazetidina-A (29) ocorra devido a
ativacdo de nAChRs a6p2*.%

(27) (0]
= | Clso = 2,8 nM ©/\ Cls, =(249)2 nM
N fo)
Cl N% Gvo o
(26) H@ N (30)
Clso = 1,06 nM (28) N Clso = 4,8 nM

CE50 =140 nM

Figura 7.Estrutura quimica dos compostos bioativos 2664, 2755,2857, 2945, 3065, 0s quais atuam
nos nAChRs a4f2

Tomando como ponto de partida o éster
neonicotinico (31), andlogo da molécula 29,
tem-se representada na Figura 8 algumas
modificagbes realizadas por Faundez-
Parragues e colaboradores® a respeito das

quais podem ser feitas algumas
consideracdes sobre a relagdo estrutura-
atividade entre 31 e seus andlogos

estruturais e o receptor alvo (nAChR a4p2).
Primeiramente, os compostos sintetizados

apresentam afinidade e atividade muito
maiores no receptor heteromérico a4p2 do
que no receptor homomérico a7 (K; e Clsp>
1000 nM para todos os compostos). Isso se
deve provavelmente a subunidade N-
metilpirrolidina (em azul), também presente
na nicotina (3), que em pH fisiologico se
encontra protonada e pode interagir com o
receptor nAChR a4B2 através de interagOes
cation-m. As substituicGes realizadas sugerem
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que a intera¢ao entre o receptor e a regiao
destacada da molécula 31 é de carater
hidrofébico, uma vez que as alteragdes que
introduziram  substituintes de  maior
hidrofilicidade, como a quinolina 37, piridinas
substituidas 36 e 38 e nitrobenzeno 32
levaram a menores afinidades e poténcia.
Substituicdes do grupo benzeno por
subunidades mais hidrofébicas produziram
compostos com afinidade e poténcia igual ou
maior, como pode ser observado para os
compostos 29, 34 e 35.

O composto 33 em particular apresentou
comportamento incompativel com o dos
demais compostos dessa série, uma vez que a
3-fenilamina possui maior hidrofilicidade
guando comparada ao benzeno. Logo, além
de interagGes hidrofdbicas, a presenca de um
potencial doador e aceptor de ligacbes de
hidrogénio favorece uma interagdo entre o
composto e o receptor alvo, possibilidade
esta que pode ser reforcada ao observarmos
que o composto de maior afinidade dessa
série, 29, possui um oxigénio aceptor de
ligacdo de hidrogénio em uma posicdo
proxima a do nitrogénio da molécula 33.

Vq

Interessantemente, alguns dos compostos
sintetizados apresentaram poténcia inibitéria
diferenciada em relacdo as estequiometrias
possiveis do receptor alvo. A molécula 31
apresenta maior poténcia inibitdria para a
estequiometria (a4p2),2 (2,5 uM) do que
para as estequiometrias (a4p2),a4 (313 uM)
e (a4p2),a5 (52,3 uM).Substituindo o grupo
benzeno pelo grupo 3-fenilanina 33 obtém-se
uma pequena diminui¢do da inibicdo para o
receptor (a4p2),82 (4,3 uM), uma grande
reducdo de atividade para a estequiometria
(a4B2),a5 (480 pM) e um aumento
significativo para a estequiometria (a4pB2),a5
(1,02 uM). O composto 35 apresenta uma
baixa afinidade para o receptor (a4B2),p2
(3,6 UM) em comparacdo com 31 e aumento
significativo para as  estequiometrias
(a4B2),a5 (6,0 uM) e (a4p2),a4 (95 uM). Por
fim, a molécula 29 apresentou aumento de
inibicdo para as estequiometrias (a4p2),04
(3,6 uM) e (a4B2),a5 (17,8 uM) e diminuicdo
para o receptor (a4p2),82 (25,8 uM) em
comparagao com 31,

: o Oy
‘O’N\‘O NH, Br Cl
(32) (33) (34) (35)
K; = 460 nM K;=8,1 nM K; =22,4 nM Ki=11,2 nM
Clsp=1611nM  Clgy = 28,4 nM C|50 =78,4nM C|50 =39,4nM
‘ \ @/ﬁ
N~
(36) (37) (38) (29)

. K;=151nM K; =217 nM K; =457 nM Ki=1,2nM
| Clso =528 nM C|50 =759 nM c|50 =166 nM Clso =4,2nM

Figura 8. Modificacdes realizadas por FAUNDEZ-PARRAGUES et al., (2013)*no composto
neonicotinico (31) e seus respectivos valores de Ki e Clsg para o nAChR a4f32

Rev. Virtual Quim. |Vol 8| |[No.5| |1721-1739|



Vq

4. A relagao estrutura-atividade de
ligantes de receptores nicotinicos
de acetilcolina (nAChRs) do
subtipo o334

Os nAChRs subtipo a3p4 estdo localizados
principalmente nas regides do ganglio
sensorial e autbnomo, na habénula medial e
ndcleo interpeduncular.®®®®®” Estudos feitos
com roedores, envolvendo agonistas e
antagonistas parciais, indicam que esse
receptor pode estar associado com
dependéncia de diversas drogas de abuso,

como nicotina, alcool, cocaina e
. 56,67,68 . .
metanfetamina. Também  existem
evidéncias de que esse receptor estad
envolvido no mecanismo que causa

diminuicdo de apetite em tabagistas, sendo
este um possivel alvo para o planejamento de

farmacos de controle de peso e
antiobesidade.®’
As estruturas de alguns compostos

bioativos que atuam nos nAChRs a3B4 estdo
representadas na Figura 9. O composto 397° é
um antagonista dos nAChRs a3p4 analogo da
bupropiona, um farmaco utilizado no
tratamento da dependéncia de nicotina e
como antidepressivo. A substancia 39 é um
inibidor de recaptacdo de dopamina e
norepinefrina  mais potente do que a
molécula base, sugerindo possivel atividade
antidepressiva. Apresenta também Cls, no
receptor a3f4 menor (0,62 uM) do que o
bupropiona (1,8 uM). O composto 40 é uma
quinuclidina substituida disponivel
comercialmente cujas propriedades
farmacoldgicas foram avaliadas por Kombo e
colaboradores.”” Ademais, 40 é um
antagonista nao competitivo dos nAChRs
o3B4que também apresenta propriedades

Batista, V. S.; Nascimento-Junior, N. M.

anti-histaminicas semelhantes a antagonistas
de histamina com estrutura similar, como a
quifenadina (Fenkarol®).

O composto 41 foi sintetizado por Yu e
colaboradores” como um agonista dos
nAChRs a4B2 (Ki = 4,6 nM), apresentando
maior afinidade e atividade sobre esse
receptor do que nos nAChRs a3p4. Estudos
com roedores mostraram que o composto
apresenta boa atividade antidepressiva e
testes farmacocinéticos ndao fornecem dados
relacionados a toxicidade. OAT-1001 (42) foi
0 primeiro composto a apresentar boa
afinidade e seletividade pelos nAChRs a334
em relacio aos demais nAChRs.”” A
substancia 42 é um agonista parcial nos
nAChRs a3B4 que causa dessensibilizacdo do
receptor em concentragdes nas quais
provoca uma corrente interna, gerando um
efeito global antagonista, o que classifica o
composto como um antagonista funcional
desse receptor.”®’® A substancia 42 e seus
analogos sdo candidatos em potencial para o
tratamento da dependéncia em nicotina (1).
O composto RegllA (43) é uma a-Ctx presente
no veneno do gastrépode Conusregius que
antagoniza os nAChRs a3p4. Essa toxina 43
também afeta o subtipo a7, mas ndo tem
efeito em receptores do subtipo a4f2.
Adicionalmente, 43 apresenta uma sequéncia
de aminodacidos praticamente idéntica a
sequéncia da toxina OmlIA da espécie
Conusomaria, diferindo apenas na presenga
de um residuo de glicina adicional na regido
C-terminal da OmlA. Essa pequena diferenga
confere as toxinas perfis de seletividade
distintos. Essa toxina é uma ferramenta em
potencial para o estudo das fung¢des do
receptor a3f4 nos mecanismos envolvidos
no desenvolvimento da dependéncia da
nicotina, uma vez que nao interage com os
nAChRs do subtipo a4p2.
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CH; O
cl
HsC_ _NH
cl
HiC Ly,
(39)
Clso = 620 nM

HNQVO\(>/CH3
/
O\N
(1)
CEs, = 1200 nM
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(40)
Clso = 400 nM

Br
©i 3
N

H

(42)
Clsy =91 nM

H-Gly-Cys-Cys-Ser-His-Pro-Ala-Cys-Asn-Val-Asn-Asn-Pro-His-lle-Cys-OH

(43)

Clso = 97 nM

Figura 9.Estrutura quimica dos compostos bioativos 3974, 4070, 4171, 4256, 4375, 0s quais atuam
nos nAChRs a3p4

A Figura 10 apresenta uma série de
compostos 44-54 sintetizados por Zaveri e
colaboradores® que auxiliaram no
entendimento da relacdo estrutura-atividade
entre ligantes azabiciclicose o receptor alvo
(nAChRs a3p4). A diidroindolinona
substituida (44) (SR16584) apresenta alta
afinidade pelo nAChRs a3p4 e é seletiva para
esse subtipo, sendo inativa frente ao subtipo
a4p2. A substituicdo da subunidade nonano
aza-biciclica de 44 por subunidades
azepanobiciclicas 45 e 46 resultou em grande
reducdo da afinidade pelo receptor alvo para
45 e em perda da afinidade para 46,
mantendo também a falta de afinidade pelo
receptor a42 em ambos os compostos (K; >
10.000), provavelmente em decorréncia de
diferencas estéricas nesse biciclo, uma vez
gue o nitrogénio protondvel dessa regido
estara localizado abaixo do plano do anel de
seis membros, desfavorecendo as interacGes
com o receptor. Além disso, é possivel
observar que a subunidade nonano aza-
biciclica apresenta interagcdes mais favoraveis
com o receptor do que a subunidade octano
aza-biciclica 49, visto que também houve

uma diminuicdo considerdvel da afinidade
pelo nAChRs a3B4 em relagdo ao composto
44 e que a falta de afinidade pelo receptor
a4B2 se manteve inalterada. A substituicdo
do grupo destacado em 44 por estruturas
piperidinicas substituidas nos compostos 47 e
48 resultou em moléculas sem afinidade em
ambos os receptores, indicando
incompatibilidade desta subunidade
estrutural frente ao receptor alvo.

A substituicdo da subunidade
diidroindolinona (em vermelho) pela 3-
piridina, juntamente com a incorporagdo de
uma subunidade éster resultam em perda de
afinidade pelo subtipo a3B4, como pode ser
observado no composto 50. O composto 51
apresenta boa afinidade pelos subtipos a3p4
e a4B2 (K; = 10,4 nM), mas a substituicdo do
grupo 3-piridina pelo grupo 3-quinolina 52
resulta em diminuicdo afinidade por ambos
os receptores (Ki = 423 nM para o subtipo
a4B2) devido a fatores estéricos. Nos
compostos 53 e 54, a substituicdo da 3-
piridina 53 pela 3-quinolina 54,
simultaneamente com a troca da posi¢do da
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ligacdo dupla no anel azabiciclico resultam
em diminuicdo da afinidade para ambos os
receptores, novamente por fatores estéricos,
apesar da diminuicdo ser muito menos
pronunciada para o subtipo a4p2, pelo qual
as moléculas apresentam elevada afinidade

(45)
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(Ki=1,95 nM para 53 e Ki = 29,3 nM para 54).
Esses resultados, em conjunto com o par 51 e
52 sugerem que o sitio ortostérico do subtipo
a4PB2 é capaz de acomodar ligantes um
pouco mais volumosos do que o sitio do
receptor a3p4.

(44)
Ki = 508 nM @@ E H,;C o%—@ 3C@—O

Ki = 1836 nM

A

(46)
Ki > 10,000 nM

(47) (48)
Ki > 10,000 nM Ki > 10,000 nM
V]

H,;C
(49)
=2790 nM

O“C@” @@fw

(50) (51)
Ki > 10,000 nM =241 nM
H.C ﬁ’ _/O
3 \ N |
(52) :
____________________________ Ki=2615nM
\
(53) N
Ki =170 nM
(54)
= 2478 nM

Figura 10. Modificagdes realizadas por ZAVERI et al., (2010)°® no composto azabiciclico (41) e
seus respectivos valores de Ki

5. Conclusao

Os nAChRs neuronais dos subtipos
a7,04B2 e a3B4 sdo alvos promissores para o
tratamento de diversas desordens do SNC,
apresentando ampla quimiodiversidade de
ligantes, variados resultados de bioatividade
(Ki, Clso, ECsq, etc.), informacbes referentes a
atividade intrinseca (agonista plena, agonista
parcial e antagonista) e toxicidade, assim
como sobre atuagdo nos sitios ortostéricos e
alostéricos dos nAChRs. Estas informagdes
podem ser utilizadas na obten¢do de novos
candidatos a fdrmacos mais promissores.
Neste contexto, um dos desafios mais
pertinentes envolvendo o estudo desses
receptores é o desenvolvimento de
compostos bioativos que sejam mais eficazes,
seletivos e com problemas de toxicidades

reduzidos ou eliminados. No aspecto
estrutural, a avaliagdo adequada da
contribuicdo de cada subunidade do receptor
(a3, a4, a7, B2 e P4) para a atividade de
diferentes ligantes bioativos também merece
destaque, visando a melhor compreensdo da
interacdo ligante-biorreceptor alvo de forma
mais detalhada (nAChRs a7,04p2 e a3p4).
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