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RESUMO

FREDIANI PIROLLA, NATALIA F. Modelagem molecular de ligantes de
receptores nicotinicos de acetilcolina do subtipo a7 para a doenca de
Alzheimer. Araraquara, 2018. Dissertacdo de Mestrado em Quimica —
Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho), Araraquara, 2018.

Visando a obtencdo de compostos inéditos com atividade agonista em
receptores nicotinicos de acetilcolina do subtipo a7 (nAChRs a7) para o
tratamento da doenga de Alzheimer, este trabalho foi iniciado a partir da
estrutura cristalografica do receptor a7 co-cristalizado com a lobelina,
seguido de posterior validacdo do modelo in silico por redocagem e com
ligantes da literatura com atividades in vitro conhecidas. Os ligantes foram
construidos considerando o estado de protonacdo em pH fisiologico
utilizando o programa Discovery Studio Visualizer e otimizados através do
método semiempirico PM7 com o programa MOPAC 2016. A validacéo por
redocagem do modelo do nAChR a7 foi baseada na analise de diferentes
funcdes de pontuacdo (ChemPLP, ChemScore, GoldScore e ASP) para
avaliar a orientacdo espacial dos ligantes (RMSD) e as interacdes ligante-
receptor relevantes. Discovery Studio foi utilizado para analisar as interacdes
previstas, as quais foram obtidas no programa GOLD e visualizadas no
programa PyMol. De todas as funcbes de pontuacdo analisadas, a ASP
forneceu os melhores resultados, apresentando pequenas variacbes de
pontuacao entre a pose com menor RMSD e a pose com melhor pontuacéo.
Além disso, o modelo in silico foi capaz de prever corretamente as
interag6es-chave entre os residuos de aminoacidos com os quais a lobelina
interage e das moléculas da literatura. Dessa forma, essa metodologia foi
utilizada na triagem virtual dos 28 compostos planejados como ligantes do
nAChR a7, em combinagdo com os resultados de ancoragem molecular dos
compostos bioativos da literatura. Paralelamente, iniciaram-se estudos de
dindmica molecular com o intuito de otimizar a qualidade da estrutura 5AFN,
que possui resolucdo de 2,15 A. Os dados de pontuacdo e RMSD obtidos
através da redocagem da lobelina foram maiores nos estudos com dinamica
molecular. Nao foi possivel observar similaridades estruturais entre as
orientagfes espaciais dos ligantes com a lobelina. Um dos residuo-chave do
sitio ativo da lobelina, C186, esta localizado em regides nao-permitidas
(gréfico de Ramachandran). Ademais, a presencga de solvente nos estudos
com DM desnaturou a proteina. Logo, os estudos sem DM foram mais
eficazes.

Palavras-chave: Atividade agonista. Lobelina. nAChRs a7. Doenga de
Alzheimer. Triagem virtual. Interagdes ligante-receptor. Dindmica Molecular.



ABSTRACT

FREDIANI PIROLLA, NATALIA F. Molecular modeling of a7 nicotinic
acetylcholine receptor ligands for Alzheimer's disease. Araraquara, 2018.
Dissertacdo de Mestrado em Quimica — Instituto de Quimica, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho), Araraquara, 2018.

Aiming to achieve novel compounds with agonist activity at o7 nicotinic
acetylcholine receptors (a7 nAChRs) for the treatment of Alzheimer's
disease, this work has started by using the crystallographic structure of a7
receptor co-crystallized with lobeline followed by validation of the in silico
model with ligands from the literature with known in vitro activities. The
ligands were constructed considering the protonation state at physiological
pH using the Discovery Studio software and using the PM7 semiempiric
method with MOPAC 2016. The validation for the nAChRa7 model was based
on the analysis of several scoring functions (ChemPLP, ChemScore
,GoldScore and ASP) for a spatial orientation of ligands (RMSD) and as
relevant ligand-receptor interactions. Discovery Studio was used to analyze
the expected interactions, performed in the GOLD software and viewed in the
PyMol software. Of all the analyzed scoring functions, the ASP provided the
best results, presenting small variations between the pose with lower RMSD
and the pose with the best score. In addition, the in silico model was able to
correctly predict the interactions between the amino acid residues with which
lobelin interacts and the molecules of the literature. Thus, this methodology
was applied in the virtual screening of the 28 nAChRa7 ligands, in
combination with the molecular docking results of the bioactive compounds in
the literature. In parallel, molecular dynamics studies were applied in order to
optimize the 5AFN quality structure, which has 2.15 A resolution.
The scoring and RMSD data obtained for the lobelin protein-ligand
interactions were higher in molecular dynamics studies. It was not possible to
observe structural similarities between the spatial orientations of ligands with
lobelin. One of the key residues of the active lobelin site, C186, is located in
non-permissible regions (Ramachandran chart). In addition, the presence of
solvent in the DM studies denatured the protein. Therefore, studies without
DM were more effective.

Keywords: Agonist activity. Lobeline. nAChRsa7. Alzheimer’'s disease.
Virtual screening. Ligand-receptor interactions. Molecular Dynamics.
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Cys (C): Residuo do aminoacido cisteina
GIn (Q ): Residuo do aminoacido glutamina
Glu (E): Residuo do aminoacido glutamato
Gly (G): Residuo do aminoécido glicina

His (H): Residuo do aminoécido histidina

lle (I): Residuo do aminoacido isoleucina
Leu (L): Residuo do aminoécido leucina

Lys (K): Residuo do aminoécido lisina

Met (M): Residuo do aminoacido metionina
Phe (F): Residuo do aminoacido fenilalanina
Pro (P): Residuo do aminoécido prolina

Ser (S): Residuo do aminoacido serina
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Thr (T): Residuo do aminoé&cido treonina
Trp (W): Residuo do aminoacido triptofano
Tyr (Y): Residuo do aminoacido tirosina

Val (V): Residuo do aminoacido valina

SIMBOLOS:

a - alfa, referente & uma subunidade dos nAChRs

B - beta, referente a uma subunidade dos nAChRs

p1-3 referente a uma subunidade dos receptores GABAc
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1. INTRODUCAO:

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER: ASPECTOS GERAIS

A doenca de Alzheimer (DA) tem o primeiro relato datado em 1906 por
Alois Alzheimer, um psiquiatra clinico e neuroanatomista alemao. Desde
entdo, na década de 1970, o interesse em investigar a doenca cresceu
significativamente (HIPPIUS; NEUNDORFER, 2003).

O mal de Alzheimer é considerado uma das formas mais comuns de
deméncia entre a populagdo mundial, correspondendo a 60-80% dos casos.
Este transtorno neurodegenerativo progressivo se manifesta pela
deterioracdo cognitiva e da memdria, o qual esta aliado a degradacdo de
neurénios colinérgicos do Sistema Nervoso Central (SNC) e a reducédo
significativa de neurotransmissores, em especial a acetilcolina (ACh, Figura
1) (VIEGAS et al, 2011). Com a diminui¢do desse neurotransmissor, 0s sinais
qguimicos enviados de um neurbnio para outro sdo afetados e isso acaba
comprometendo significativamente as atividades diarias, gerando uma
variedade de sintomas neuropsiquiatricos e de alteragbes comportamentais
(CHENG,; YAKEL, 2015).

CH;

i |
N 'y
ch)J\o/\/ "\, 'CHs

CH,
1

Figura 1: Estrutura quimica do neurotransmissor acetilcolina (1).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2016), cerca de
9,9 milhdes de idosos séo afetados pela DA mundialmente a cada ano e se
estima que essa doenca atingira 75 milhdes de casos em 2030 e 132 milhdes
até 2050 (SPURNY et al, 2015), podendo acarretar em 490 mil mortes
(JUMA, 2015). Sob o ponto de vista econdmico, foi projetado que o custo
anual advindo do tratamento relacionado aos cuidados de saude por parte da
populacao e dos 6rgaos governamentais de servicos de saude mundialmente
acabam gerando impactos econbmicos de aproximadamente US$ 818
bilhées no ano de 2015, passando a US$ 200 trilhdes até 2030 no mundo

todo (HILLMER et al, 2013). No Brasil, a incidéncia e a prevaléncia da
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doenca de Alzheimer (DA) segue as estimativas mundiais, para o periodo de
2010-2020 tendem a ser relatados em torno de 55.000 novos casos por ano
(CESTARI, 2013).

Notadamente, entre 3 e 5% da populacdo pode manifestar esta
desordem antes dos 60 anos e 6% da populagéo, com 65 anos ou mais (KK,
2015). Sabe-se que o0 numero de pessoas com a DA aumenta
exponencialmente com a idade, passando de 3% entre 65 e 74 anos, para
qguase 50% entre individuos com mais de 85 anos (GUTIERREZ et al, 2014).

Nesse sentido, uma pesquisa foi realizada de 2008 a 2013, com 7637
pacientes, a fim de realizar uma analise comparativa entre a idade e o
género de pacientes diagnosticados com DA, como pode ser observado na
Tabela 1 (MOJSA,2015):

Tabela 1: Frequéncia do diagndstico de AD em relacao a idade e ao género.

Faixa etéaria
<65 65> Total
. 14 164 178
Feminino
Ga % 7,90% 92,1 100%
enero . 1 48 49
Masculino
% 2% 98% 100%
N 15 212 227
Total

% 6,60% 93,40% 100%

A partir dos dados obtidos, pode-se observar que, com menos de 65
anos, havia apenas 15 casos, 0 que equivale a 6,6% dos pacientes, tratando-
se de um homem e 14 mulheres. No entanto, foram muito mais comuns
casos de DA acima de 65 anos, o que equivale a 93,4% dos pacientes,
incluindo 164 mulheres e 48 homens. Portanto, pode-se constatar que a
prevaléncia da DA no género feminino foi superior ao género masculino
(MOJSA, 2015).

O aumento da incidéncia da doenca nas mulheres pode ser explicado
por taxas de obesidade, diabetes e outras condi¢cbes, que aumentam a
probabilidade de desenvolver DA e, principalmente, o efeito negativo do
APOE (alipoproteina E) €4, o principal determinante genético da DA. A
apoliproteina E € um transportador de colesterol, que pode interagir com a

proteina amiléide-B (AB), contribuindo para a agregagdo, o acumulo e o
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depdsito da proteina AB no cérebro, propiciando a disfuncdo sindptica e a
neurodegeneracéo (LIU et al, 2013, WOLF et al, 2013, QUIU et al, 2014).

Ostan e pesquisadores demonstraram que o APOE €4 feminino
apresentou metabolismo hipografico do cérebro generalizado e desbaste
cortical em comparagédo com os portadores masculinos de APOE €4, que
apenas um pequeno grupo de metabolismo hipocal e regides de
espessamento cortical, sugerindo que o impacto do APOE €4 no
metabolismo e estrutura cerebral € fortemente dependente do género
(OSTAN et al, 2016).

Outro fator envolvido na prevaléncia da DA em mulheres é atribuido
aos horménios sexuais. Durante o envelhecimento, a producédo de horménios
diminui gradualmente nos homens (testosterona), enquanto que nas
mulheres o estrogénio cai rapidamente ap6s a menopausa quando a
incidéncia da doenca aumenta (HALL et al, 2015). Isso indica o quao esse
problema é agravante para a saude fisica e mental, deteriorando a qualidade
de vida dessas pessoas.

Adicionalmente, a DA é uma doenca multifatorial e esta associada a
diversos fatores de risco, tais como envelhecimento, tabagismo,
sedentarismo, maus habitos alimentares e doencas cronicas (diabete
mellitus, hipertensdo, isquemia cerebral, hipercolesterolemia), influéncia
neurotdxica do aluminio proveniente da ingestdo de agua e da exposicao
cronica ao aluminio (Al). Além disso, a maioria dos casos é de origem
genética e, nesta situacdo, estdo inclusas anormalidades em genes
relacionados a proteina B-amildide, a qual é composta por 39-42
aminoacidos e € encontrada em depdsitos extracelulares por todo o SNC.
Essa proteina é formada pela clivagem da proteina precursora 3-amiloide por
agao das proteases [3- e y-secretases (CANNON, 2007).

Apo6s formada em pessoas que apresentam a DA, fragmentos da
proteina B-amiloide formam emaranhados fibrilares que se depositam no
tecido neuronal, promovendo a formacgéo de placas senis, que depositam no
tecido neuronal (MAZUROV, 2011). Os emaranhados fibrilares séo
filamentos helicoidais contendo a proteina Tau, cuja fungéo é estabilizar os
microtibulos dos axonios, estruturas responsaveis pela formacdo e

manutengao dos contatos interneuronais. Entretanto, no caso da DA, quando
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a proteina Tau passa pelo processo de hiperfosforilacdo, ela € modificada e
suas fungbes sdo alteradas (AYLLON, 2011). Embora o papel das placas e
dos emaranhados na doenca de Alzheimer ainda ndo seja conhecido com
precisdo, eles sdo encontrados em maior abundancia nas areas do cérebro
mais afetadas pela DA, ou seja, 0 hipocampo, cortex parietooccipital, cortex
temporal e cortex frontal, levando a morte cerebral (PITHADIA, 2008). Além
dessas alteracbes, ocorre a reducdo no numero de sitios de ligacdo de
acetilcolina no cortex cerebral em pacientes que sofrem com a doenca,
acarretando a diminuicdo dos niveis de receptores nicotinicos de acetilcolina
(SCRIMPF, 2012).

Os receptores nicotinicos de ACh sdo comumente encontrados nas
células neuronais, no Sistema Nervoso Periférico e no Sistema Nervoso
Central, sendo compostos por uma variedade de subunidades a e 3, as quais
determinam as propriedades farmacolégicas e cinéticas do receptor. No
Sistema Nervoso Central, especificamente, ha oito subunidades, a (entre
elas: a2-a7, a9 e a10) e trés subunidades B(B2-p4) (LOMBARDO; MASKOS,
2015). No entanto, os receptores nicotinicos do subtipo a7 e a4pB2 sao
prevalentes no cérebro em comparagdo com os demais. O receptor a7 esta
concentrado no hipotalamo e no hipocampo e € composto por cinco
subunidades a7 homopentaméricas (Figura 2) (SURESH; HANG, 2016).

Figura 2: Representacdo do nAChR neural a7 homopentamérico, construido com o programa
PyMol. As caixas amarelas representam as interfaces entre as subunidades a7, onde o sitio de
ligagdo esté localizado.

Estudos recentes com roedores indicam que os nAChRs a7 séao
responsaveis pelos efeitos neuroprotetores, amenizando a neurotoxicidade

induzida pela proteina B-amiloide no cortex e no hipocampo (ETEGHAD et



al., 2015). Além disso, especialmente os nAChRs a7, possuem uma
permeabilidade substancial a ions Ca?*, colocando-os na lista de candidatos
moduladores da plasticidade neuronal. A ativagcdo dos nAChRs a7 também
diminui a fosforilacdo da proteina Tau, inibindo a formacdo de
emaranhados fibrilares, principal marcador intracelular para a doenga de
Alzheimer (ATZORI; OSCOS; ARIAS, 2016).

Diante dessas questdes, a sociedade contemporanea enfrenta
grandes desafios e lida com demandas crescentes neste novo século,
evidenciando que a doenca de Alzheimer é um fendmeno crescente e que
ganha atencdo especial de pesquisadores e especialistas nesta area de
estudo. Portanto, h4 um debate crescente sobre como melhorar a qualidade
de vida dessas pessoas afetadas e contribuir para a intervencao e prevencao
desse problema (ROCCA et al, 2011; ALMEIDA et al, 2013; TEIXEIRA et al,
2015).

Com base na literatura atual, ndo ha tratamentos disponiveis para
retardar ou interromper o dano cerebral causado por DA. Alternativamente,
recomenda-se tratamento nao-farmacoldgico, incluindo atividades fisicas,
terapia ocupacional, musicoterapia e fisioterapia. Além disso, varios
medicamentos prescritos podem amenizar temporariamente os sintomas de

pessoas diagnosticadas com DA (FANG et al, 2017).

Sabe-se que o desenvolvimento da doenca ocorre em trés estagios
(leve, moderada e grave). Os sintomas comecam com 0O esquecimento, a
perda irreversivel de memoéria e o comprometimento das habilidades
cotidianas. Assim, para melhorar as condi¢cdes das pessoas com doenca de
Alzheimer, a U. S Food and Drug Administration (FDA) aprovou cinco
medicamentos para tratar as sintomas da doenca: donepezil (2) (Aricept®,
1996), galantamina (3) (Razadyne®, 2001), rivastigmina (4) (Exelon®, 2000),
memantina (5) (Namenda®, 2003), Namzaric® (donepezil e memantina,
2014) (Figura 3) (CUMMINGS et al, 2015) .
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Figura 3: Estrutura quimica de medicamentos aprovados pela FDA para o tratamento da
doenca de Alzheimer.

Farmacos como (2), (3) e (4) sao inibidores da AChE (responséaveis
pela prevencdo da degradacdo da acetilcolina, que é importante para a
memoria e 0 pensamento) prescritos para DA leve a moderada. Portanto,
esses farmacos podem ajudar a controlar, prevenir ou retardar os sintomas
da doenca. (5) é prescrito para tratar casos moderados a graves, Ou seja,
nos estagios posteriores da doenca, ele regula o glutamato, um
neurotransmissor que ajuda a manter habilidades comuns. Namzaric®, uma
combinacdo de memantina e donepezila, foi aprovado para tratar casos
moderados a graves (MOLINO et al, 2013).

1.2 ALVOS TERAPEUTICOS ENVOLVIDOS NA DOENCA DE ALZHEIMER

1.2.1 Enzima acetilcolinesterase

O sistema colinérgico € uma porcao do sistema nervoso periférico
(SNP), que apresenta sinapses que possui 0 neurotransmissor acetilcolina.
As sinapses colinérgicas sdo amplamente distribuidas no sistema nervoso
central (SNC) e no sistema nervoso periférico, sendo importantes para a
manutencdo de inimeras funcgdes fisiologicas humanas. Eles também sao
encontrados na parte somatica do SNP e nas juncbes ganglionares do
sistema adrenérgico. Nas sinapses colinérgicas, existem dois tipos de

colinesterases: a butirilcolinesterase (BuChE) e a acetilcolinesterase (AChE).



A BuChE esta presente em sua maioria, no plasma sanguineo, enquanto a
AChE é mais abundante no sistema nervoso central, na membrana
esquelética e eritrocitaria (COLOVIC et al, 2013).

A acetilcolinesterase € uma enzima encontrada principalmente, nas
juncdes neuromusculares e nas sinapses cerebrais colinérgicas e €
responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), que
desempenha um papel importante nas funcdes cognitivas, como a

aprendizagem e a memoria (VIEIRA et al, 2016).

Estruturalmente, a acetilcolina possui um grupo éster e um
grupamento amina quaternario. No neurdnio pré-sinaptico, a ACh é
sintetizada a partir da colina e acetil-coenzima A (Acetil-CoA), sob catalise da
colina acetiltransferase. Posteriormente, ele é armazenado em vesiculas, até
que haja um estimulo que resulte na fenda sinaptica. A partir desse ponto, a
ACh se liga a regido pos-sinaptica do neurénio, transmitindo a mensagem de
um neurbnio para outro. Apos a transmissdo da mensagem, a ACh se
desliga do neurdnio pds-sinptico e volta para a fenda sinptica, onde sofre
hidrélise catalisada pela AChE, formando ion acetato e colina (Figura 4)
(VIEIRA et al, 2016).

0 CH, 0 CH,
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Figura 4: Hidrélise enzimatica da ACh pela AChE.
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Figura 5: Representagéo do processo de neurotransmisséo de ACh.
Fonte: Extraido de Vieira et al, 2016.

A AChE tem sitio ativo com caracteristicas hidrofébicas, no qual a ACh
€ hidrolisada. Existem dois pontos essenciais para a interacdo do
neurotransmissor com a enzima. O primeiro € o sitio i6bnico, onde ha
interacdo entre o nitrogénio de carga positiva da ACh e a carga negativa
produzida pelo residuo de glutamato (G448) da AChE. O segundo é o sitio
estearico, onde o éster de ACh faz ligacdo de hidrogénio com o residuo de
tirosina (Y337) da AChE. Além de dois subsitios do centro ativo, a AChE
contém um ou mais sitios aniénicos periféricos que servem para ligar ACh e
outros ligantes quaternérios, atuando como inibidores nao-competitivos. Este
sitio esta envolvido nas caracteristicas de inibicdo do substrato da AChE (ID
do PDB ID: 1U65) (Figura 6) (COLOVIC et al, 2013).
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Figura 6: Representacdo esquematica do sitio de ligagdo da AChE (PDB ID: 1U65) e da
ACh co-cristalizada na AChE (2HA4), feitas com o programa PyMol.

Existem também as subunidades cataliticas da AChE (cédigo ID PDB:
1U65), que possuem aminoacidos fundamentais para a sua atividade: S203,
H447 e E334 (triade catalitica). A hidrélise da ACh no sitio ativo da AChE
depende dos residuos de histidina (H447), que atuam como um catalisador
acido-base, e da serina (S203), que atua como um nucledfilo. De fato, a
serina sozinha é incapaz de hidrolisar um éster, levando a histidina a um
papel importante na catélise. Apos a chegada da ACh ao sitio ativo da AChE,
o par de elétrons da hidroxila do residuo de serina ataca o carbono
carbonilico da ACh. Além disso, a histidina atua como uma base removendo
um préton da hidroxila (TOUGU, 2001).

A histidina protonada age subsequentemente como um acido, doando
um préton para a subunidade colina da ACh, que é entdo liberada. A saida
da subunidade colina deixa a enzima AChE acetilada, que sofrera hidrdlise,
com a agua atuando como nucledfilo. Em seguida, acido acido acético &
formado neste processo e o residuo serina é regenerado, fazendo com que a

enzima esteja pronta para agir novamente (Figura 7) (TOUGU, 2001).
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Figura 7: Mecanismo de hidrélise da ACh pela AChE (TOUGU, 2017).

Ayllén e colaboradores verificaram que a AChE pode interagir com a
proteina amiléide-B (AB) de maneira a promover a deposigcdo de AB nas
placas. Além disso, a AChE pode induzir a mudanga conformacional de AB e
desempenhar um papel na formacdo de fibrilas. Assim, a AChE-AB é
considerada mais neurotoxica do que os peptideos A-B isolados (AYLLON et
al, 2011).

1.2.2 Relacgao estrutura-atividade para os ligantes da enzima AChE

Para entender melhor como diferentes substituicdes afetam a
afinidade por essa enzima, uma série de analogos de donepezil (2) foram
selecionados da literatura (Tabela 2). Na Tabela 2, a ligacdo vermelha
representa a ligacdo de (2) que é diferente da ligacdo dupla de seus
analogos, sendo uma ligacdo simples no composto pai. Estes analogos mais
rigidos foram concebidos para serem inibidores duplos da AChE e da B-
secretase 1 (BACE-1), uma vez que ambas as enzimas sao alvos para o

tratamento da DA.
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Ry F Rs
R, N
Rj
Composto R1 R2 Rs R4 Rs Ki (M)

2 H OCH3 OCH3 H H 0,010
] H OH H H H 4,224
T OH H H H H 0, 355
8 H H OH H H 1,980
9 H OCHs H H H 0, 260
10 OCH3 H H H H 1,835
11 H H OCH3 H H 0

, 029

Tabela 2: Série de analogos de (2) proposta por Costanzo et al, 2016.

Nos compostos 6-8, os grupos metoxila do donepezil foram removidos
e 0s grupos hidroxila foram colocados nas posi¢cbes R1, R2 ou R3. Os
compostos 9-11 seguem a mesma logica, com a diferenca de que os grupos
metoxila sdo colocados nessas posicdes. A substituicAo da hidroxila do
ligante 6 por um grupo metoxila resulta em maior afinidade pelo ligante 9,
sendo observado o mesmo padréo para os ligantes 8 e 11 e 0 oposto para 0s
ligantes 7 e 10. O posicionamento dos atomos do substituinte parece ser a
chave para entender este padréo: assumindo que os hidrogénios do grupo
metoxila de 9 estdo participando de ligacdes de hidrogénio nédo-classicas
com algum residuo de aminoacido e que o atomo de carbono onde eles
estdo ligados € paralelo ao R1 hidrogénio, entdo o hidrogénio hidroxilico de 6
estaria muito longe do residuo para imitar essa interacdo. A mesma hipétese
explica a afinidade para os compostos 8 e 11, assumindo que 0 grupo
metoxila de 11 é paralelo e na dire¢cdo oposta em relacdo ao caso anterior.
Se 7 se comportar de maneira semelhante, entdo seu hidrogénio hidroxilico
estaria proximo de onde o hidrogénio metoxilico de 9 seria e o carbono da
metoxila de 10 estaria muito préximo ao residuo, significando que 11 perde
afinidade devido a efeitos estéricos. Para que isso aconteca, a energia de
ligagdo global para o complexo AchE-7 teria que compensar a quebra de
uma ligacédo interna de hidrogénio envolvendo o grupo hidroxila e o oxigénio
do grupo cetona (COSTANZO et al, 2016).
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1.2.3. Receptores nicotinicos de acetilcolina do sutipo a7

Os receptores de acetilcolina podem ser de dois tipos: receptores
muscarinicos e nicotinicos. Ambos regulam o0 processo cognitivo e sao
afetados na doenca de Alzheimer, reduzindo o numero de sitios de ligacao
de acetilcolina no cortex cerebral de pacientes que sofrem da doenca,
levando a uma diminuicdo nos niveis desses receptores (GHONEIM;
MEWALDT; PETERSEN, 1977, SARTER PAOLONE, 2011 apud
LOMBARDO; MASKOS, 2015). Receptores nicotinicos de acetilcolina séo
geralmente encontrados no cérebro e sdo compostos de subunidades a e (3,
as quais sao responsaveis por determinar as propriedades farmacoldgicas e
cinéticas do receptor. (ALBUQUERQUE et al, 2009; GINIATULLIN et al, 2005
apud LOMBARDO; MASKOS, 2015).

Estruturalmente, nAChRs neuronais sao glicoproteinas com cinco
subunidades transmembranares organizadas em torno de um poro central
permeavel a cétions e fazem parte da familia de canais ibnicos loop-loop,
que também incluem receptores de acido gama aminobutirico (GABAA €
GABA(), receptores de glicina e serotonina (5-HT3) (SPURNY et al, 2015).

Cada receptor nicotinico de acetilcolina (nNAChR) é dividido em trés
dominios: um grande dominio extracelular N-terminal onde estdo os sitios
ortostéricos, um poro transmembranar e um pequeno dominio intracelular
(SPURNY et al, 2015) (Figura 8).

Figura8: Os dominios extracelular (DEC), transmembranar (DTM) e intracelular (DIC) do
nAChR a7, construidos com o programa PyMol.
Fonte: Autoria prépria
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Os receptores nicotinicos de acetilcolina sdo especificamente ativados
pelo neurotransmissor enddgeno acetilcolina, que se liga ao dominio
extracelular do receptor e desencadeia a abertura de uma porta de canal
localizada no dominio transmembranar. Isso resulta em um fluxo de céations
Ca?" através do poro do canal, que despolariza a membrana celular e inicia o

potencial de acdo (OZ et al, 2013).

A razdo pela qual a proteina AB é acumulada preferencialmente nos
tecidos hipocampais e corticais pode ser explicada pela prevaléncia de
nAChRs a4B2 e a7 nessas regides cerebrais (OZ et al, 2013). E devido a
interacdo de alta afinidade de nAChRs e B-amiléide, como indicado pela
excepcionalmente alta afinidade em ratos (ki = 4.1) e porquinhos-da-india (Ki
= 5.0 pM) em estudos eletrofisiologicos (WANG et al, 2013). Wang e
colaboradores relataram que ao interagir com nAChRs a7, a proteina AB
poderia se acumular dentro da fenda sinaptica das sinapses colinérgicas em
quantidades suficientes para promover a formagdo de complexos AP/
NAChRs a7. Isso afeta a fungdo dos nAChRs a7 em neurbnios do
hipocampo, diminuindo a atividade, que pode reduzir a liberacdo de GABA e,
consequentemente, reduzir a neurotransmissdo colinérgica afetando a
viabilidade dos neurénios (AULD et al., 1998 apud OZ et al. , 2013).

As opcOes terapéuticas atuais para o tratamento da doenca de
Alzheimer sdo limitadas, de modo que a busca pela cura da doenca de
Alzheimer é incessante. Considerando a alta incidéncia de pessoas afetadas
pela doencga, estudos envolvendo a busca de novos agonistas do nAChR a7

se mostram promissores para o tratamento da doenca de Alzheimer.

Mazurov e colaboradores constataram a existéncia do derivado
heterociclico (SSR180711, Figura 9) 12 como agonista parcial eficiente no
tratamento de disturbios neurolégicos como a esquizofrenia e a doenca de
Alzheimer. Ao analisar o perfil de 12, foi comprovado alta afinidade pelos a7
NAChR em roedores (ki = 22 nM) e em humanos (ki = 14 nM). No caso, a
acdo do composto esta associada ao aumento do fluxo de dopamina na
regido do cortex cerebral, contribuindo fortemente para o funcionamento da
memoria (MAZUROV, 2011; ZANALETTI et al, 2012).
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O composto 13 atua como agonista eficiente no tratamento da
esquizofrenia e da doenca de Alzheimer, apresentando alta afinidade (ki = 11
nM) em roedores e em humanos (ki = 6 nM). Os mesmos pesquisadores
relatam que o composto 14 (Figura 9) atua como agonista parcial no
tratamento da esquizofrenia e da doenca de Alzheimer. No caso, foi
verificada alta afinidade pelos nAChRs a7 (ki = 10 nM) e pelos receptores
serotoninérgicos 5-HT3 (ki = 2 nM) em roedores, ao passo que apresentou
baixa afinidade (ki = 1-10 uM) pelos nAChRs 0432 (MAZUROV, 2011).

O composto 15 (Figura 9), como agonista de nAChRs a7, foi capaz de
aumentar o fluxo de cétions Ca®" em roedores, na regido do hipocampo, o
gue contribuiu fortemente para a melhoria na comunicacao quimica entre 0s
neurdnios e, consequentemente, no processo cognitivo (MAZURQOV, 2011).
Segundo Mazurov e colaboradores, experimentos in vivo envolvendo o
composto 16 (Figura 9) constataram que este apresentou alta afinidade
pelos nAChRs a7 (ki = 0,2-0,6 nM), aumentando os niveis de acetilcolina nas
regides cerebrais e propiciando melhoria significativa no processo cognitivo
em roedores. Para tanto, 16 € considerado agonista eficiente no tratamento
da doencga de Alzheimer. Por fim, o composto 17 (Figura 9) demonstrou
eficacia frente a disfuncéo cognitiva e a esquizofrenia e foi identificado como
potente agonista para nAChRs a7 (ki = 4,3 nM) em roedores.

S3R180711, Ki =14 nM {12} Guinuclidina andlogo 24, Ki =7 nM [13) PNU-282987. Ki =10 nM [14)
Ci
O
H i \
@f"” H“‘M/ M ”-;::"N kN IHI I q
+]
MEM 3454, Ki = 10 nM {15} ABT-A0F, Ki= 7 nM (16) EVP-6824 , Ki= 4.3 nM [17)

Figura 9: Substancias com atividade destacada frente aos nAChRs a7.

1.2.4 Relacao estrutura-atividade para ligantes de nAChRs a7

Michael e colaboradores desenvolveram uma série de compostos



(Figura 10) derivados da tilorona (18), agonistas do receptor nicotinico a7 de
ACh. Na Figura 10, esta representada uma tilorona substituida e alguns
analogos estruturais obtidos pelos pesquisadores que auxiliam na
compreensao de como esses analogos estéao relacionados a afinidade pelos
NAChRs a7. Substituices feitas em R alteram consideravelmente a afinidade

do composto para o receptor alvo devido ao fator de basicidade.

Nos compostos fluorenol (19) e fluoreno (20), a diminuicdo da
afinidade pode estar relacionada a perda do grupo carbonila, que € essencial
para uma boa poténcia. A mesma situacdo é observada nas séries de
dibenzotiofeno-dioxido (21). Existe pouca diferenca de afinidade entre os
compostos (22) e (23) devido a desoxigenacdes ao sulfoxido (22) e sulfeto
ciclico (23), o que atende a afinidade de ligacdo. Além disso, a alteracdo do
nacleo aromatico de fluorenona em xantenona (24) aumenta a atividade de

cerca de 200 vezes.

(18) R = NEt;
OH
0\ /0

QQ 99
(19) ki =270 nM Q

o (20) ki =770 nM (21) ki =230 nM

! ; i
oo GO ¢ I

(22) ki = 690 nM (23) ki = 1600 nM (24) ki = 440 nM

Figure 10: Modificagbes na estrutura quimica da tilorona, realizada por SCHRIMPF et al, 2013.

1.2.5 Receptores nicotinicos de acetilcolina do subtipo a4p2

Os receptores nicotinicos de acetilcolina do subtipo 0432 (0432 nAChRs)
sdo compostos de subunidades 04 e 2 em duas diferentes estequiometrias,

podendo ser substituidos por duas subunidades a e trés subunidades B (04p32),
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B2, resultando em dois sitios ortostéricos nas interfaces a4/32 ou por trés
subunidades a e duas subunidades ((a4p2), o4, resultando em trés sitios
ortostéricos e sendo esse terceiro sitio localizado na interface a4/ a4 (Figuras
11 e 12) (GRUPE et al, 2015; WANG et al, 2015; SURESH; HANG, 2016).

Figura 11: Representacdo de nAChRs neurais 0432 construidos com o programa PyMol. Esferas
vermelhas indicam onde a nicotina se liga ao receptor.

V111

E419

Y100

C199
Y197

Figura 12: Visao lateral e visdo de zoom do sitio de ligacdo nAChRs a432 (PDB ID: 5KXI) com o

agonista nicotina co-cristalizado.

Os nAChRs 0432 (PDB ID: 5KXI) sdo expressos em areas do cérebro
responsaveis por funcdes cognitivas, como o cortex, o hipocampo e o
hipotadlamo. De fato, eles também s&do encontrados no corpo estriado, no

coliculo superior, no nucleo geniculado lateral e no cerebelo e estdo envolvidos
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em distarbios neuroldgicos e psiquiatricos que incluem depresséo, epilepsia,
esquizofrenia e doenca de Parkinson (GRADY et al, 2007). Como esse tipo de
receptor € altamente sensivel a nicotina (ICso = 1,2 nM), esta intimamente
relacionado a dependéncia dessa substancia em fumantes e para doenca de
Alzheimer (DA) (BRUNZELL, 2015).

No caso da doenca de Alzheimer, eles desempenham um papel na
funcdo da memoria, mediando a liberacdo de glutamato, aspartato, acetilcolina
(ACh), GABA e dopamina. Portanto, nAChRs 0432 contribuem para a
permeabilidade do fon Ca®" dos receptores, que desempenha um papel na
atividade pré-sinaptica. Além disso, nAChRs a4p2 abrem e ativam os canais de
Ca?* dependentes de voltagem por despolarizacdo da membrana pré-sinaptica
para levar a liberacdo do neurotransmissor (PEREZ et al, 2016). Este processo
estd presente nos ganglios autonbmicos, sinapses colinérgicas,
dopaminérgicas, GABAérgicas, glutamatérgicas e noradrenérgicas, permitindo
que a acetilcolina melhore as funcdes de atencdo, aprendizagem e memoria
(WANG et al, 2015).

1.2.6 Relacao estrutura-atividade para os ligantes de nAChRs a432

Tomando como ponto de partida o ((S)-1-metilpirrolidin-2-il) metil
benzoato (25), algumas modificacbes de Parreguez e colaboradores (Figura 13)
foram representadas na Figura 13, sobre as quais algumas consideracdes
podem ser feitas sobre a relacéo estrutural entre 25 e seus analogos estruturais
e o receptor alvo (NnAChR a4p2). Em primeiro lugar, o 25 pode interagir com o
receptor heteromérico a4pB2 através de interagdes cation-1, exibindo alta
afinidade (23,4 nM) com ele. De fato, as interacdes entre o receptor e a regiao
destacada na molécula 25 séo caracteristicas hidrofébicas. Adicionalmente, a
introducdo de subunidades hidrofobicas tais como quinolina (26), piridina (27),
32 e nitrobenzeno (28) substituidas levou a substituintes de afinidade mais
baixas do grupo benzeno por subunidades mais hidrofébicas produzindo
compostos tendo afinidade e poténcia iguais ou maiores, como pode ser
observado para os compostos 33, 27 e 30 (PARREGUEZ et al, 2013). Em
comparacao, o composto 29 exibiu maior afinidade (ki = 8,1 nM) do que o

composto 25. No caso, o0 aumento da afinidade pode estar relacionado com a
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introducdo do grupo amino na posi¢do meta do anel aromatico no composto 25.
Além das interac¢des hidrofébicas, a presenca de um potencial doador e receptor
de ligacOes de hidrogénio favorece uma interacdo entre 0 composto e o receptor
alvo. Observando o composto de maior afinidade desta série (33), pode-se

hY

inferir que isso se deve a presenca de um oxigénio aceitador de ligagdo a

hidrogénio em uma posicdo proxima a do nitrogénio da molécula 29

(PARREGUEZ et al , 2013).
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Figura 13: Modificagbes no ((S)-1-metilpirrolidin-2-il)metil benzoato, realizado por Parreguez et al,

2013.

1.2.7 Receptor gama aminobutirico

O acido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor
inibitério do Sistema Nervoso Central (SNC), amplamente distribuido no cérebro
de mamiferos e envolvido no controle da excitabilidade cortical (LI et al, 2016;
MANDAL, KANSARA; DABAS 2017; GRILL , 2010). Existem trés subfamilias,
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dentre elas os receptores GABAs, GABAg e GABAc. No caso, os receptores
GABAx tém cinco subunidades que contém duas subunidades a, duas 3 e uma
Yy, @ combinagdo mais comum do receptor GABA no cérebro de mamiferos (o
gue as torna uma estrutura pentameérica) e formam um canal de ions ClI’, o qual
pode ser bloqueado por ligantes. S&o responséveis por mediar a maior parte da
inibicdo r4pida no cérebro. O GABAg € um receptor metabotrépico que se
associa a proteina Gi/go e, através deste processo, abre o canal de K* ou inibe

o Ca®*, regulando a atividade neuronal (LI et al, 2013).

Primeiro, ocorre a sintese do neurotransmissor GABA a partir do
glutamato pela enzima descarboxilase do acido glutamico. Uma vez sintetizado,
€ transportado no axbnio para terminais pré-sindpticos até as vesiculas pela
acdo do transportador vesicular GABA. Induzida pelo potencial de acdo, a
membrana despolariza e o neurotransmissor GABA é possivelmente liberado
das vesiculas pré-sinapticas para a fenda sinaptica. Assim, a maior parte do
neurotransmissor GABA ativa os receptores GABA na membrana pds-sinaptica,
resultando em inibicdo fasica. Outro tipo de inibicdo consiste na inibi¢do tbnica,
gue €& mediada principalmente por receptores GABAa extra-sinapticos que
contém a subunidade 1 na maioria das regides do cérebro e receptores GABA
A que contém a subunidade a5, especialmente no hipocampo. Os astrocitos e
0s receptores GABAg também podem participar desse processo. No caso, 0s
astrocitos liberam GABA e este, por sua vez, pode ativar os receptores GABAA
e GABAg como area extra sinaptica, conferindo efeito inibitério (SCIMEMI,
2014).

Na sinalizacdo GABAérgica da DA, a proteina AB formada no cérebro
induz a entrada de calcio na fenda pré-sinaptica. Aumentando as possibilidades
de concentracdo de calcio, had ativacdo de receptores pds-sinapticos,
especialmente os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), aumentando a
ativacdo do receptor GABA A para amortecer a superexcitacdo. Nos astrocitos,
o glutamato pode sintetizar e liberar GABA via canal GAT3 / 4 ou bestrofina 1
(Bestl). A liberacdo de GABA, sob condi¢des de DA, ativa os receptores extra-
sinpticos GABA, e GABAg e a cognicdo pode ser prejudicada. Uma vez
ativada, a ligagdo da PP2A com a proteina Tau é reduzida, resultando em

hiperfosforilagdo da Tau e ativacdo dos interneurbnios GABAérgicos, 0 que
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acaba interrompendo o circuito neuronal e levando a problemas de cognicao
(Figura 14) (LI et al, 2013).

neurdnio excitatorio interneurcnio inibitorio
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Figura 14: Modelo proposto de sinalizacao gabaérgica na DA.
Fonte: Adaptado de Mandal, 2017.

Estudos recentes com modelos de camundongos com DA e tecido cerebral
post-mortem indicaram um grande envolvimento entre o neurotransmissor
inibitorio GABA e a memoéria em pacientes com doenca de Alzheimer,
permitindo que permite que o GABA seja um importante fator patolégico e
terapéutico. Mandal e colaboradores compararam os niveis de GABA nas
regides cerebrais frontal, parietal e temporal entre pacientes com DA e pessoas
saudaveis por meio da espectroscopia de ressonancia magnética (ERM). Com
base nesse processo, 0s pesquisadores verificaram que havia niveis
significativamente mais baixos de GABA e neurotransmissores de glutamato
nas regides cerebrais dos pacientes com DA, afetando as funcdes sinapticas,
glutamatérgicas e a transmissao neuronal levando a perda cognitiva e de

memoaria em pacientes com DA (MANDAL, 2017).

1.2.8 Relacao estrutura-atividade para ligantes de receptores GABAa

Para avaliar como diferentes substituicbes afetam a afinidade para o
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receptor GABAA, uma série de 2-aminopiridinas substituidas foram selecionadas
da literatura (Tabela 3).

R3
R, X R,
=
H;N N R,
Composto R Ki
(LM)
34 R, = CO,H >100
35 R; = CH,CO,H >100
36 R, = CO,H 4.4
37 R, = CH,CO,H 90
38 R; = CO,H 19
39 R; = CH,CO,H 73

Tabela 3: ModificagBes em 2-aminopiridinas substituidas com seus respectivos valores de Ki no
receptor GABA, realizadas por Petersen, 2014.

Os compostos 34-39 sdo uma série de 2-aminopiridinas substituidas em
que o0s pesquisadores introduziram sistematicamente substituintes de acido
acético e formico ao redor do anel aromatico. A substituicdo do atomo de
hidrogénio nas posi¢des R; e R, do anel aromético ndo substituido pelas duas
funcdes de acido carboxilico anteriormente mencionadas produziu compostos
sem afinidade para o receptor, nomeadamente os compostos 34 e 35. As
mesmas substituicbes nas posi¢coes R, e Rs, resultando nos compostos 36-39,
resultaram em maior afinidade, com os derivados do acido férmico
apresentando menor ki do que seus analogos de &cido acético. Como alguns
dos ligantes mencionados ndo tém afinidade com o receptor, é possivel inferir
que as interacdes nessa regido ndo estao relacionadas aos efeitos eletrénicos

induzidos sobre o anel pelas substituicdes, mas sim as interacdes eletrostaticas
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entre as funcbes do &cido ionizado e alguns aminoacidos. Esta hipdtese parece
correta se olharmos para os ligantes desta série que tinham ki mensuravel:
Embora ambos os derivados de acido acético tenham ki do mesmo grau de
magnitude, o composto 39 tem melhor afinidade que o composto 37, que se
acredita ser substituido na posicao ideal, dado que o ligante 36 tem a melhor
afinidade para o receptor. Isto é razoavel se os modos de ligacdo forem
semelhantes para esta série, devido a possibilidade de rotagcdo em torno das
ligacdes do anel R1 e do carbonato de metileno. Como o grupo carregado de 36
parece estar otimamente posicionado, a introducao de um carbono de metileno
pode resultar em um posicionamento diferente e menos favoravel desse grupo
no ligante 37, sendo esse melhor posicionamento imitado melhor por 39 do que
por 37, explicando assim os dados observados. Se esta hipétese estiver correta,
também é razoavel supor que os ligantes sdo orientados no espaco por uma
forte interagcdo intermolecular envolvendo seu nitrogénio de amina e um residuo
de aminoacido, provavelmente uma ligacdo de hidrogénio. Isso é proposto com
base na suposicdo de modos de ligacdo semelhantes entre as séries
(PETERSEN, 2014).

1.2.9 Receptor serotoninérgico

O receptor de serotonina (5-HT) € um dos neurotransmissores mais
estudados no Sistema Nervoso Central (SNC), importante para regular funcoes
fisiologicas, como controle da raiva, agressividade, temperatura corporal,
apetite, sono, humor e dor. Portanto, esquizofrenia, depresséo e ansiedade séo
algumas das condicdes fisiopatologicas associadas as alteracdes do
metabolismo da 5-HT ou a sinalizacdo serotoninérgica. Além das funcbes
regulatérias mencionadas anteriormente, seu papel também consiste em regular
outros sistemas de neurotransmissores, como ACh, dopamina, GABA e
glutamato (CLAEYSEN, 2015).

7

A serotonina é produzida por pequenos aglomerados de neurbnios
serotoninérgicos amplamente distribuidos em quase toda a estrutura cerebral, o
que a torna envolvida em processos de aprendizagem e memoria. Existem
quatorze (14) subtipos de receptores 5-HT expressos em areas cerebrais
responsaveis pelos processos de aprendizagem e memdria, mas 0s principais

sao 5-HT,;, 5-HT, e 5-HTs. A este respeito, com base em estudos com
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camundongos, Butzlaff e Ponimaskin mostraram que o ndmero de neurdnios
serotoninérgicos diminuiu em conjunto com o 5-HT, notavelmente 5-HT14, 5-HT4
e 5-HTs, e seus metabdlitos em cérebros com DA apos a morte. Os receptores
antagonistas de 5-HT;n estdo presentes nos nucleos do hipocampo e cértex,
desempenhando um papel na memoéria e aprendizado, o que os tornam alvos
promissores em pacientes com DA. Isso porque eles sdo capazes de aumentar
a transmissdo (pré e pos-sinaptica) colinérgica (BUTZLAFF; PONIMASKIN,
2016).

Os receptores 5-HT, sdo encontrados no cérebro e expressos no
tubérculo olfatério, nos ganglios da base e no hipocampo. Sugere-se que esse
receptor seja um alvo eficiente no tratamento da DA. No contexto da DA, a
ativacdo da neurotransmissao serotoninérgica leva a efeitos que medeiam um
tipo de acdo. Por exemplo, o receptor 5-HT, € ativado induzindo a clivagem néo
amiloidogénica da proteina precursora de amiloide (PPA) pela a-secretase
(ADAM10) ou B-secretase (BACE1), o que possibilita a liberacdo da alfaPPA
soluvel (sPPAa) que apresenta propriedades neurotroficas e neuroprotetoras,
uma vez que podem memoria reversa e dificuldades de aprendizagem (Figura
15) (GELDENHUYS; SCHYF, 2011).

Os receptores antagonistas de 5-HTg estdo concentrados
principalmente nas regides cerebrais estriatal, hipocampal e cortical, que estéao
associadas a memoéria e a aprendizagem. Sabe-se que 0s receptores 5-HT¢ séo
co-localizados com o0s neurbnios GABAérgicos, uma vez ativados; estes
receptores aumentam os niveis de neurotransmissdo GABAérgica e acetilcolina.
Isso pode reverter a perda cognitiva e tratar a DA, pois inibe a toxicidade da
proteina AB, modula os receptores NMDA e bloqueia a formacdo de poros
mitocondriais (CLAEYSEN, 2015).

5-HT:R agonistas . Ii-HTsR antaaonistas

Figure 15: Representagdo de neurotransmisséo serotoninérgica, envolvendo os receptores 5-HT,;R e
5-HTR.
Fonte: Adaptado de Butzlaff; Ponimaskin, 2016.
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De acordo com a literatura, existem varias explicacbes sobre a relacéo
entre receptores de serotonina e emaranhados neurofibrilares (NFT), levando a
fosforilacdo da proteinaTau, que é exacerbada na DA. Existem evidéncias de
que o 5-HTg pode interagir e ativar a quinase dependente de ciclina 5 (CDK5),
uma das proteinas quinases piruvato desidrogenase (PDPKs), mas a interacéo
entre 5-HTg e CDK5 para formar NFT ainda nédo foi avaliada. Sabe-se que
ambas as subunidades Ga12 e Ga13 ativam a glicogénio sintase quinase 33
(GSK-3B), de modo que a ativagdo da GSK-33 por Ga13 é mediada por Rho
enquanto a ativacdo por Gal2 é independente de Rho. Isto significa que o
acoplamento de receptores de serotonina com proteinas G12/G13 contribui para
a modulacdo da atividade de GSK-3B e, consequentemente, contribui para a
fosforilacdo de Tau e DA. Assim, os receptores 5-HT, e 5-HT; podem ativar as
proteinas G12/G13 e GSK-3 3 (Figura 16) (BUTZLAFF; PONIMASKIN, 2016).
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Figure 16: Representacdo dos receptores serotoninérgicos no processo da hiperfosforilagdo da

proteina Tau.
Fonte: Adaptado de Butzlaff; Ponimaskin, 2016).

1.3 Relacao estrutura-atividade para ligantes do receptor serotoninérgico

Para avaliar como diferentes substituicbes afetam a afinidade para este receptor,

uma série de N-arilsulfonilindoles foi selecionada da literatura (Figura 17).
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Figura 17: Modificacdes em uma série de N-arilsulfonilindolas com seus respectivos valores de ki

frente ao receptor 5-HTg, realizada por Vera (2016), Galivan (1999) e Mella (2017).

Tomando o derivado de serotonina (40) (VERA, 2016), um antagonista do
receptor 5-HTs, como referéncia e comecando a fazer alteracdes na porcéo 4-
metil-fenila (azul) enquanto a porcdo pirimidina (vermelha) se mantém
inalterada, resultados interessantes foram identificados em relacdo a afinidade
frente a este receptor. A substituicdo do ligante de metila deste fragmento pelo
cloro (43) resulta em diminuicéo de afinidade de aproximadamente 10 vezes. A
substituicdo da mesmo metila pelo flior (44) torna a afinidade ainda mais baixa,
com diminuicdo de 25 vezes em relacdo ao composto original (40). As
evidéncias relatadas sugerem que esta subunidade aromatica poderia participar
de interacBes nas quais € preferivel que ela seja menos deficiente em elétrons,
como evidenciado pelo composto (45) tendo quase duplicado a afinidade pelo
receptor, como interacdes tipo cation-pi e empilhamento-r. Esta hipo6tese
parece ser precisa, dado que o iodo é mais polarizavel do que o cloro e o fluor,
embora seja capaz de doar alguma densidade eletronica ao anel e que o0 grupo
metila possa hiperconjugar com o anel, doando modestamente a densidade
eletronica. A substituicdo da subunidade 4-metilfenila por 1-naftaleno (46)
diminui a afinidade para o receptor quase em 2 vezes, indicando que o local de
ligagdo permite algum grau de liberdade em relacdo ao tamanho destes anéis

aromaticos, ja que o tamanho do anel teve menor influéncia no ki para o
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receptor do que a densidade eletronica do anel e sabendo que as interagdes
cation-pi sdo de longa distancia (até 6 A, essa hipotese ganha forca
(GALLIVAN, 1999).

Partindo de (40) e mudando a pirimidina (vermelha) para uma piridina
(45) enquanto deixa a porcédo 4-metilarilsilfonil (azul) inalterada resulta em um
decréscimo de mais de 2 vezes na afinidade, enquanto que a substituicdo da
mesma porgdo por um anel 2-metoxifenila produz uma perda maior de
afinidade, quase 14 vezes. Isto indica que o aumento da densidade eletrbnica
desta porcao diminui a afinidade, pelo fato de que o anel pode participar de uma

interacdo empilhamento-1T ou mesmo de uma interac&do anion-Tr.

1.3.1 Receptor Histaminico do subtipo Hs

A histamina é produzida por varias células, como basofilos, mastacitos,
neurdnios, linfocitos e células semelhantes a enterocromafina gastrica. Entre os
quatro subtipos de receptores de histamina, o0 Hz € 0 mais expresso em regifes
do cérebro humanas como cértex cerebral, ganglios da base e hipotalamo, que
sdo importantes para a modulagdo homeostatica, sono e cognicdo (NADDAFI;
MIRSHAFIEY, 2013). Atua como autoreceptor pré-siniptico e heterorreceptor
pés-sinaptico (GRILL; CUMMINGS, 2016) e atua como neurotransmissor no
sistema nervoso periférico (SNP) e no Sistema Nervoso Central (SNC),
desempenhando papel crucial nha memoéria e na aprendizagem (NADDAFI;
MIRSHAFIEY, 2013).

Vohora e Bhowmik relataram que foi possivel detectar reducdo nas
quantidades de histamina no hipotalamo, no hipocampo e no cértex temporal de
cérebros com DA. Isso se deve a alta densidade de emaranhados
neurofibrilares (NFT) que circundam o0s neurbnios histaminérgicos
tuberomamilares, degenerando o nudcleo tuberomamilar (TMN) que forma as
fibras histaminérgicas, o que indica perda de histamina nos neurdnios e,
consequentemente, disfungcdo histaminérgica. As fibras histaminérgicas
originadas da TMN estdo disseminadas no hipotdlamo, no cortex cerebral, no
talamo, nos ganglios da base, na amigdala e no hipocampo; areas associadas a
funcdes sensoriais e motoras, cogni¢do, atencédo, aprendizagem e memoria
(Figura 18) (VOHORA; BHOWMIK, 2014).
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Figura 18: Representacao de vias de sinalizacdo em receptores de histamina.

Fonte: Adaptado de Vohora; Browmik, 2014.

1.3.2 Relacao estrutura-atividade para ligantes de receptores histaminicos

A maior parte dos antagonistas do receptor H3 humano demonstram uma
estrutura modelo similar: Uma porcao basica, que é usualmente uma amina
tercidria, substituida por um grupo alquila, com este ligante tendo
frequentemente um grupo funcional polar. O ligante também pode ser
substituido por um ndcleo aromético central que pode ser conectado a porcdes
acidas, lipofilicas, polares ou basicas que constituem a regido arbitraria, sendo
essa regido responsavel por modular a poténcia e as propriedades
farmacocinéticas desses ligantes (WINGEN, 2013). Usando este padrdo como
guia, uma série de ligantes foi selecionada da literatura para avaliar como

diferentes substituicbes afetam sua afinidade pelo receptor de histamina.
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Figura 19: Ligantes selecionados da literatura e seus valores de afinidade frente ao receptor
histaminico.

Na Figura 19, o ligante € uma cadeia alcéxi hidrofébica ligada a um
grupo fenila e os grupos R sao anéis de piperidina substituidos. A alteracéo do
grupo propila de 47 para grupos maiores resulta em perda progressiva de
afinidade, com as moléculas menos tensionadas tendo maior afinidade. A
introducdo de um grupo benzila e a fusdo de um grupo fenila com o anel de
piperidina (compostos 49 e 51, respectivamente) resulta também em perda de
afinidade. O composto 50, uma piperidina biciclica, também tem afinidade
reduzida quando comparado com 47, mas o seu valor de Ki € menor do que o
observado para 51. Tomando esta informacdo juntamente com 0s outros
compostos para esta série leva a conclusao de que as interacfes desta porcao
sao principalmente hidrofébicas e mais fortes quando o anel tem algum grau de
flexibilidade, mas elas ndo sédo 6timas quando este é o caso, dado que a

afinidade é maior para os grupos R de cadeia aberta (WINGEN, 2013).

1.3.3 Enzimas fosfodiesterases

As fosfodiesterases de nucleotideo ciclico (PDEs) sdo enzimas

capazes de controlar a taxa de hidrélise de adenosina monofosfato ciclico
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(cCAMP ou AMP ciclico) e de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP). E
possivel encontrar onze tipos de PDEs (PDE1-PDE11), de modo que a PDE3 e
a PDE6 nao parecem ter funcdes neurais porgue sao expressas em baixos
niveis no SNC, em contraste com outras PDEs (OSTA et al, 2012). No caso, a
PDE4 é altamente concentrada no SNC e se encontra predominantemente no
cortex, estriado, mesencéfalo, cerebelo, bulbo olfatério, amigdala, talamo e
hipocampo (HECKMAN, 2015).

Entre as isoformas PDEA4A, 4B, 4C e 4D, a PDE4D desempenha o papel
mais importante no processo cognitivo, 0 que a torna um alvo promissor para
varias doencas caracterizadas pelo comprometimento da memoria,
principalmente a DA (RICCIARELLI; FEDELE, 2015). Para este proposito, um
inibidor especifico de PDE4 conhecido como Rolipram (52) foi testado em
Tg2576 e em modelo de camundongo transgénico APP/PS1 para observar seus
efeitos de cognicdo. Com base nesses testes, verificou-se uma diminuicdo da
fosforilacdo de CREB (pCREB) e consequente melhoria da memaoria em Tg2576
e em APP/PS1. Neste estudo, ndo houve alteragbes nos niveis de proteina Ap
da placa nos camundongos modelo AD ou Tg2576. Assim, se o pCREB for
ativado, as sinapses serao mais resistentes aos efeitos do dano A (HECKMAN,
2015). Se a PDEA4D for silenciada no hipocampo, ocorre diminuicdo do AMPc
induzido por AB e déficit de memdria, atenuando a neuroinflamacgéo e
conferindo neuroprotecdo na DA (RICCIARELLI; FEDELE, 2015).

Figura 20: Estrutura quimica do rolipram (52).

1.3.4 Relacao estrutura-atividade para ligantes que atuam na enzima PDE4

Discutir como algumas variacdes estruturais afetam a atividade frente a
PDE4D, uma série de ligantes proposta por Wang et al, onde selecionados da
literatura. Esses ligantes sao baseados na fusdo dos farmacoéforos de duas
substancias: Moracina M (53) (WANG et al, 2015), um produto natural que atua
como um inibidor da enzima PDE4D, e clioquinol (54) (DUCE; BUSH, 2010), um
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agente quelante de metais. Este Ultimo é usado porgue ions metélicos como
Cu?*, Zn**, Fe** e Fe®*, podem se ligar a AB via residuos de histidina e assim
facilitar sua agregacdo.l Também, é sabido que a interacdo entre ions
metalicos que séo redox-ativos e A sob condigdes fisioldégicas geram espécies
reativas de oxigénio, causando estresse oxidativo e morte neuronal em
pacientes com DA (DUCE; BUSH, 2010).

on /N
HO " H"_d_.-" H‘\-\."'\- 0
_.’? Cl GH:
OH :
B3
54
ICza=2, 51 nM ICza= 10 nM

Composto R X ICs0
(MM)

55 H H >10

56 R, =OH H >10

57 R, = OH H >10

58 Rs; = OH H 2,31

59 R,=R;=0H H 1,21

60 R;=0OH,Rs=CH; H 3,67

Tabela 4: Modificagbes em N-arilsulfonilindolas com seus respectivos valores de ICsy frente ao
inibidor PDEA4, realizadas por Wang et al (2015), Duce; Bush (2010).

Partindo do ligante (55), tendo IC50> 10 pM, e introduzindo primeiro os
grupos hidroxila em diferentes posi¢cdes no anel benzofuranico, mantendo X = H,
obteve-se resultados interessantes. Em primeiro lugar, a introducdo do referido
grupo nas posicoes 1 (56) e 2 (57) teve efeito na atividade para a enzima, com
ambos os ligantes possuindo ICs5p> 10 uM. Introdugédo de um grupo hidroxila na
posicéo 5 (58) aumenta a atividade para 2,31 yM. Agora fazendo R2 e R4 ambos os
grupos hidroxila (59) resulta em aumento da atividade para a enzima alvo, com ICsp=
2,21 uyM, enquanto fazendo R3 = OH e R5 = CH3(60) resultou em um ligante menos
potente, com IC50 = 3,67 um (WANG et al, 2015).
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1.3.5 Disfuncbes metabdlicas

Ishii e ladecola relataram que o metabolismo da glicose também é um
fenbmeno observado na DA, pois a glicose € uma substancia altamente
energética cuja quebra no interior das células libera a energia armazenada nas
ligagbes quimicas e produz gas carbdnico e agua. Assim, se ocorrer disfuncédo
no metabolismo oxidativo e energético na DA, isso pode ser explicado pela
disfuncdo metabodlica na degradacdo glicolitica da glicose e oxidagdo do
piruvato (ISHII; IADECOLA, 2015). Estudos realizados por Mushtaqg, Khan e
Kamal (2015) revelaram que o consumo de oxigénio, a glicose e o fluxo
sangiuineo foram menores nas regides frontal, parietal e temporal dos cérebros
com DA. Também foi sugerido que o metabolismo anormal da glicose na regiao
parietotemporal na DA € o principal fator metabdlico que contribui para a
disfuncéo sinaptica em pacientes com DA. Além disso, existem receptores de
insulina expressos no cérebro, envolvendo o bulbo olfatério, o coértex, o
hipocampo, a amigdala e o hipotalamo. Portanto, além da sinalizagdo da
insulina que regula o peso corporal, o metabolismo sistémico e a reproducéo,
ela regula a proteina AB e Tau, o que a torna ativa na cognicdo € na memoéria
(MUSHTAQ; KHAN; KAMAL, 2015).

Um fato interessante € que tanto a insulina quanto a proteina AB sao
degradadas pela enzima degradadora de insulina (EDI). No entanto, a
sinalizacdo de insulina pode ser interrompida por AB e este fato pode ser
investigado por analise pés-morte de pacientes com DA. Se uma pessoa tem
niveis anormais de insulina no metabolismo (hiperinsulinemia) a IDE
apresentara menor capacidade de degradar AR, causando deposicao de AR,
que contribui para a disfuncdo da memodria, e desenvolvimento de DA
(CUMMINGS, 2015).

1.3.6 Substancias em desenvolvimento

Lauren e pesquisadores do Colorado investigaram 61 em ensaios clinicos
de fase lla. Os pesquisadores relataram que a atividade terapéutica de 61 em
uma dose unica de 40 g foi avaliada em 20 individuos com idade média de 74

anos com diagnostico de DA ou comprometimento leve da cognicdo. A
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administracdo dessa molécula elevou os niveis da barreira hematoencefalica
(BHB) e revelou melhora significativa na cogni¢cdo. Em ensaios clinicos de fase
IIB, 61 em uma dose de 20 g ou placebo por 90 dias foi aplicado em 152
pacientes com DA leve a moderada e os resultados foram consistentes com
agueles de estudos de fase Il (COSTANTINI et al, 2008).

Martina e pesquisadores da Universidade de Frankfurt investigaram os
efeitos do agonista rosiglitazona (Figura 21, 62) em pacientes com DA,
avaliando sua seguranca e efichcia. Em um ensaio clinico de fase Ill, pacientes
com DA receberam por via oral 62 por 6 meses e 0s resultados foram
favoraveis, beneficiando o comprometimento da cogni¢cdo. O segundo estudo
consistiu em analisar 518 pacientes com DA leve a moderada que receberam 1
dose de 62 uma vez ao dia. A maioria dos pacientes era do sexo feminino,
portanto, foi considerada a relacdo entre o alelo APOE*E4 e o risco de DA para
detectar seu efeito na cognicdo. Os pacientes com APOE * E4 negativos
receberam 2, 4 e 8 mg, mas os resultados ndo foram benéficos. Entdo, em um
terceiro estudo, considerando o alelo APOE*E4, 581 pacientes receberam 1
dose de 62, mas néo foi efetivo novamente porque apresentou efeitos adversos
sérios, portanto o candidato ndo foi recomendado a continuar os estudos
(MILLER; WILLETT; DESILETS, 2011).
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Figura 21: Estrutura quimica de AC-1202 (61) e rosiglitazona (62).

1.3.7 Fator de Crescimento Transformador-31
Diniz e pesquisadores da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

conseguiram impedir o progresso da doenca de Alzheimer em animais,
concentrando-se no estudo chamado Transforming Growth Factor-g1 (TGF-31).
Eles descobriram a importancia dessa proteina para proteger 0s circuitos
elétricos do cérebro, ja que o TGF-B1 pode regular a formagao de sinapses

excitatorias. Eles concluiram verificando a producéo de astrécitos de hipocampo
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CAL1 cultivados in vitro e in vivo com TGF-B1, de modo que os astrocitos foram
expostos a oligbmeros AB e observaram que os niveis de TGF-B1 diminuiram
nessas células. Assim, os oligdmeros AR foram injetados no hipocampo de
camundongos e o mesmo efeito ocorreu, indicando que uma vez reduzida a
producdo de TGF-B1, isso causa inflamacdes que interrompem a conexao entre
0s neurdnios (DINIZ et al, 2017).

Em um estudo comportamental com roedores, os pesquisadores da
UFRJ ja conseguiram reduzir alguns sintomas da doenca de Alzheimer. Os
animais recuperaram sua memoria mais recente e se sabe que uma das
principais consequéncias da doenca € justamente a perda de memdria recente.
Neste estudo, foi realizado um teste cognitivo, por meio do qual um rato foi
colocado na frente de dois objetos idénticos durante cinco minutos. Uma hora
depois, um dos objetos foi substituido. Segundo os pesquisadores, o animal
reagiu da mesma forma, ou seja, ndo se lembrava dos objetos que ja havia
visto. Apos injetar a molécula de TGF-f1, o roedor lembrou do primeiro objeto e
apenas reagiu ao novo, o que ele ndo conhecia (DINIZ et al, 2017).

Assim, por ser um alvo terapéutico recentemente encontrado na
literatura, ndo ha estudos relacionados as substancias em fase de

desenvolvimento ou relacéo estrutura-atividade para este alvo.

2. OBJETIVOS:
Este trabalho visa a identificacdo de substancias de padrdo estrutural

pirrolidinico inéditas, potencialmente ativas frente aos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs) do subtipo a7, que possam ser uteis na descoberta de
novas alternativas para o tratamento da doenca de Alzheimer. Para tal,

podemos descrever as metas especificas a seguir:

+ Realizacdo de estudos computacionais entre a estrutura cristalografica
do nAChR a7 e ligantes da literatura para validagdo e compreensao
de caracteristicas estruturais relevantes dos receptores nicotinicos de
acetilcolina;

+ Utilizagdo do modelo computacional validado para a triagem virtual (in
silico) dos compostos inéditos mais promissores para a etapa de

sintese e avaliacéo farmacoldgica como perspectivas futuras.
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3. PARTE EXPERIMENTAL.:
3.1 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL:

S&o descritas na literatura diversas substancias que apresentam
atividade destacada in vitro em receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs) do subtipo a7, dentre as quais podemos destacar os exemplos a
seguir (BATISTA, 2016; BRIGGS, 1998; ZANALETTI, 2012).
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Ki =22 nM (roedores) CH3 Clsg = 3 nM (64)
Ki = 81nM (humanos) (63)

A

30— CI5O 880 nM (66)
C|50 =130 nM (65) H C C|50 =1nM (67)

Figura 22: Substancias com poténcia destacada frente aos nAChRs a7 (BATISTA, 2016;
BRIGGS, 1998; ZANALETTI, 2012).

Ao observarmos as estruturas das substancias 63-67, podemos
destacar algumas subunidades estruturais que podem ser relacionadas
guimicamente, como as subunidades aromaticas (em azul) e as subunidades
contendo um atomo de nitrogénio basico ou carregado positivamente (em
vermelho). Na interacdo com o biorreceptor alvo, estas duas subunidades
estruturais podem contribuir de forma semelhante para resultar na atividade
in vitro observada (BATISTA, V. S.; NASCIMENTO-JUNIOR, 2016).

Com base nas substancias bioativas frente aos nAChRs a7, conforme
exemplificado na Figura 22, pode-se propor uma nova classe de
substancias, como pode ser observado nas Figura 23. O nucleo estrutural
pirrolidinico (em vermelho) foi inspirado pelas subunidades ciclicas/biciclicas,
ou contendo um atomo de nitrogénio basico ou carregado positivamente. As

substancias 64, 65 e 67 mostram que a subunidade biciclica ndo é essencial
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para a atividade, de modo a permitir o planejamento de substancias
estruturalmente mais simples. Ja as subunidades aromaticas (em azul) da
Figura 22 inspiraram a introducdo das subunidades aromaticas ou alifaticas,
visando buscar interacdes semelhantes no reconhecimento molecular com o

biorreceptor alvo.

Série A
H (R, = -Me (68a),-Et (68b), FBVS | H
NSNS R -Pr (68¢) -Bu (68d), Y N NN ™~
H (s 1 | 4Pr (68e)-CHyslcicloexila) (68) FBVS 7 H . ~(Melhores subunidades)
% 2 y 0)
Série B .
H ‘W= H
N \,N\,,\“__,.. -NO; (0,m,p) (69 b-d)
H f W CF3 (0,m.p) (69¢-9).
“OCF, (0,m.p) (69 h+)
<l(o.mp) (g9k-m),
(69) CH; (0,m.p) (63n-p).
“OCH, (0,m.p) (69q-5).
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Figura 23: Planejamento estrutural dos 28 fragmentos moleculares (68a-f, 69a-v), com
padrao estrutural pirrolidinico, planejados como ligantes dos nAChRsa7.

Na Série A, em R;, sdo propostos substituintes alifaticos de forma
homéloga (68a-d), seguido das variacbes em 68e e 68f, de modo a
avaliarmos até que ponto o volume e superficie moleculares podem contribuir
para as interacdes ligante-biomacromolécula. Na Série B, W explora o anel
aromatico nao-substituido e substituido em diferentes posi¢des (orto, meta e
para), explorando o efeito estérico e eletrénico em diferentes posi¢cdes e com
diferentes caracteristicas (elétron-doadores e elétron-retiradores), de modo a
avaliarmos até que ponto estes substituintes podem contribuir para o
reconhecimento molecular. Estes fragmentos seréo triados in silico por meio
da estratégia de triagem virtual baseada em fragmentos moleculares (FBVS),
onde os 8 melhores fragmentos seréo eleitos para a etapa de sintese, em
perspectivas futuras (SCOTT, 2012; SANT 'ANNA, 2009).
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4. 1METODOLOGIAS EMPREGADAS NA REALIZACAO DOS ESTUDOS

COMPUTACIONAIS

4.1.1 ANALISE DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DO RECEPTOR

NICOTINICO DE ACETILCOLINA DO SUBTIPO a7

A estrutura cristalografica quimérica do receptor nicotinico de
acetilcolina do subtipo a7 (PDB ID: 5AFN), co-cristalizado com a lobelina (71)
foi obtida a partir do site do Protein Data Bank (PDB), para a qual se definiu
as coordenadas de referéncia (x = 38.5534, y = -15.7578 e z = -1.4681),
sendo o a&tomo de nitrogénio do anel piperidinico da lobelina utilizado para os
estudos de ancoragem molecular. A estrutura quimérica apresenta resolucao
de 2,15 A e a técnica utilizada para sua elucidacéo foi a difratometria de
raios-X (SPURNY et al, 2015).
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Figura 24: Estrutura quimica da lobelina (hnAChRs a7 humano, ki = 6,26 uM).

De posse dessa informacédo, analisou-se a proteina de interesse pelo
grafico de Ramachandran para verificar os angulos diédricos phi (¢) e psi ().
O software PyMol foi utilizado para inspec¢do visual da estrutura
cristalografica, a qual apresentou resultados adequados para a realizacao
dos estudos in silico, pois apenas 11 residuos de aminoacidos, que ndo sao
residuos-chave do sitio ativo da lobelina, estdo localizados nas regiées nao-
permitidas. A segunda andlise consistiu em verificar os sitios pertencentes ao
NAChR a7 quimérico, bem como identificar quais residuos de aminoacidos
sdo modulados pela lobelina. Posteriormente, 0s arquivos com

extensdo.fasta contendo as sequéncias primarias dos nAChRs a7 quimérico
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e do nAChR a7 da espécie humana foram obtidos do sitio protedmico NCBI
(do inglés, National Center for Biotechnology Information) a fim de alinha-las
no programa NCBI-Blast (ANEXO 1) e comparar se o0s residuos de
aminoacidos dos sitios pertencentes a lobelina sdo conservados no nAChR
a7 humano de modo a justificar os estudos computacionais com a estrutura

quimérica.

4.1.2 ESTUDOS DE ANCORAGEM MOLECULAR PARA VALIDACAO
(REDOCAGEM)

Visto que essa estrutura cristalografica esta co-cristalizada com a
lobelina, a redocagem foi utilizada como método de validagdo. Neste método,
0 mesmo ligante co-cristalizado com o biorreceptor em questdo € submetido
aos estudos de ancoragem molecular, de modo a avaliar a capacidade
preditiva do modelo in silico em relacdo a orientacdo espacial do ligante
(RMSD, Root Mean Square Deviation) e as interacdes com residuos de
aminoécidos relevantes para a atividade. Em seguida, o arquivo .pdb foi
aberto no programa GOLDSuite (v.5.4) e submetido ao estudo de ancoragem
no modo rigido, avaliando-se todas as funcfes de pontuacdo (ChemScore,
GOLDScore, ASP e ChemPLP) do programa, de modo a selecionarmos a
melhor para as etapas posteriores. As coordenadas de referéncia (x=
38.5534, y = -15.7578 e z = -1.4681) usadas nos estudos de ancoragem
molecular foram determinadas com base na cadeia lateral do residuo de
Asp92 (N.92), o qual estad préximo da regido central da lobelina. O raio foi
fixado em 15 A, baseado na metade do tamanho da maior molécula utilizada
nas simulagcdes computacionais e o numero de poses foi definido como 50
para cada ligante. Em seguida, definiu-se a ancoragem no modo rigido de
modo a manter as posi¢cdes espaciais dos residuos de aminoacidos da
estrutura cristalogréfica, por tratar-se de um dado experimental (OKADA-
JUNIOR et al, 2018).

Ademais, as moléculas de agua foram removidas visto que elas nao
participam de interacdes ligante-biomacromolécula nas estruturas
cristalograficas, isto €, ndo foram observadas mediando as interaces entre a
lobelina e os residuos de aminoacidos do sitio ativo do nAChR a7. Os

demais ligantes/moléculas de co-cristalizagcdo também foram removidos para
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0s estudos computacionais por meio do programa GOLD. Os &tomos de
hidrogénio do nAChR em questédo foram adicionados automaticamente, pois
estes ndo estdo inclusos na estrutura cristalografica utilizada (OKADA-
JUNIOR et al, 2018).

Os parametros para os estudos de ancoragem molecular foram
configurados no programa GOLD: (a) carregamento do arquivo com extensao
.pdb do modelo do biorreceptor (hnAChR a7), (b) adicdo dos atomos de
hidrogénio ao receptor segundo os parametros do programa GOLD, (c)
remoc¢do das moléculas de agua, (d) determinagdo do atomo de referéncia
para a realizacdo da ancoragem, com base na localizacdo da lobelina na
estrutura cristalografica, (e) determinacdo do raio em relacdo ao atomo de
referéncia (15 A), (f) definicdo do nimero de orientacdes (50 poses) para
cada molécula submetida aos estudos de ancoragem molecular, (g)
determinacdo da melhor fungédo de pontuacado utilizada para a ancoragem,
(h) carregamento das moléculas previamente desenhadas, com extenséo de
arquivo *.mol2, seguido de inicio do célculo (OKADA-JUNIOR et al, 2018)..

Na analise dos resultados da redocagem, considerando a orientacao
espacial da lobelina da propria estrutura cristalogréfica, na definicdo da
melhor funcdo de pontuacao, foi possivel analisar se a orientacdo espacial e
interagbes com residuos de aminoacidos-chave se aproximavam das
observadas na estrutura cristalografica. Esta etapa auxilia na escolha da

funcdo de pontuacédo para avaliar as substancias.

4.1.3 CONSTRUCAO DA CLASSE DE SUBSTANCIAS DA LITERATURA
E DAS SUBSTANCIAS PLANEJADAS COMO LIGANTES DE
nAChRs a7

Todas as substancias planejadas foram construidas com o programa
MarvinSketch, versao 17.2.27 para obtencdo dos estados de protonacédo em
pH fisiologico (pH=7,4). A proxima etapa foi utilizar o programa Discovery
Studio Visualizer, (DSV/Version: 17.2.0) a fim de construir os ligantes de
interesse, todos com o estado de protonagdo adequado ao pH fisiologico
(pH= 7,4). No caso, os anéis aromaticos foram configurados manualmente

(“aromatic”) e os ligantes que apresentaram o grupo nitro (-NO,) foram
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configurados como “partial double”. Em seguida, todas as estruturas foram
otimizadas por meio de calculos de mecénica molecular (MMFF, do inglés,
Merck Molecular Force Field), inspecédo visual cuidadosa para verificar os
angulos de ligacdo e protonacdo do atomo de nitrogénio e salvas com
extensdo *.mol2. Uma vez construidos e otimizados todos os ligantes,
utilizou-se o programa Mercury CSD (v 3.9) como interface grafica do
programa MOPAC 2016 com o intuito de minimiza-los energeticamente por
meio do método de célculo semiempirico PM7, sendo cada estrutura salva
com extensdo *.mol2 para os posteriores estudos de ancoragem molecular
(OKADA-JUNIOR et al, 2018) (OKADA-JUNIOR et al, 2018).

4.1.4 VALIDACAO DO MODELO COM LIGANTES DA LITERATURA

Para a validagdo complementar do modelo obtido, foram selecionados
60 ligantes, de artigos cientificos da literatura, com atividade in vitro
destacada frente aos receptores nicotinicos de acetilcolina do subtipo a7, os
quais foram divididos em trés grupos, de acordo com a constante de
afinidade (ki) pelo receptor. Desta forma, eles foram classificados em: 20
moléculas muito ativas (ki < 100 nM), 20 moléculas ativas ou com pouca
atividade (100 nM < x < 10000 nM) e 20 moléculas inativas (ki > 10000nM).

Posteriormente, as estruturas tridimensionais dos ligantes da literatura
com afinidade frente aos nAChRs a7 foram construidas e minimizadas
(Secdo 4.1.3). Em seguida, foram realizados estudos de ancoragem
molecular de acordo com a metodologia descrita na Secéo 4.1.2. Esta etapa
visa a validacdo complementar da capacidade preditiva e compreenséo de
caracteristicas estruturais relevantes dos receptores nicotinicos de

acetilcolina.

4,15 ESTUDOS DE ANCORAGEM MOLECULAR ENTRE OS
COMPOSTOS PLANEJADOS E O MODELO VALIDADO DO nAChRs a7
(TRIAGEM VIRTUAL)

Apoés a validacdo do modelo do receptor de acordo com a Secéao
4.1.2, os 28 compostos planejados como ligantes de receptores a7 (ANEXO
2) foram construidos, minimizados e submetidos a ancoragem no modo

rigido de acordo com a metodologia descrita na Secédo 4.1.2, utilizando a
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melhor funcdo de pontuacdo, a qual foi detectada durante os estudos de
validagdo do modelo obtido. Os calculos de ancoragem no modo rigido foram
feitos para os compostos planejados neste projeto, conforme descrito na
Secdo 4.1.2, seguido da interpretacéo dos resultados.

Apés a ancoragem, todas as poses obtidas para cada molécula foram
primeiramente ordenadas com base em valores de pontuacdo com o
programa GOLD. As duas poses geradas com maior valor de pontuacao
foram analisadas. No caso em que a diferenca de valor de pontuagao de
ambas as poses fosse maior ou igual a 1,00, a pose com maior valor de
pontuacao seria selecionada, enquanto as poses apresentando valor menor,
ambas seriam analisadas com base na orientacdo e interacdes ligante-
proteina registradas. No caso em que ndo se observou variagdo entre as
orientacdes das poses, a de maior valor de pontuacédo foi selecionada e no
caso em que a orientacdo variou significativamente, ambas foram filtradas

com base nas interacGes observadas para a lobelina co-cristalizada.

As poses de docking melhor pontuadas pelo programa GOLD foram
analisadas com os programas Discovery Studio (DSV/versdo 17.2.0) e o
PyMol (v. 2.1). Analisou-se as seguintes interacdes ligante-proteina: (1)
hidrofébica (sigma-Pi, Pi-alquil), (2) hidrofébica (empilhamento-T,
empilhamento-Pi), (3) hidrofébica (Pi-S), (4) eletrostatica (carga negativa-
carga positiva), (5) cation-Pi, (6) anion-Pi (7) ligacdo de hidrogénio néo
classica (C-H), (8) ligacdo de hidrogénio backbone (espinha-dorsal) e (9)
ligacdo de hidrogénio (cadeia lateral) (ANEXOS 13, 14 e 15) (OKADA-
JUNIOR et al, 2018).

4.1.6 METODOLOGIAS EMPREGADAS NA REALIZACAO DOS
ESTUDOS DE DINAMICA MOLECULAR (DM)

Em paralelo, iniciaram-se estudos de dinamica molecular em parceria
com o Laboratério de Cristalografia e Quimica Computacional (LCQC) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob a supervisdo do Prof. Dr.
Eduardo Faria de Franca. Esse procedimento tem como objetivo otimizar a
qualidade da estrutura 5AFN, que possui resolucéo de 2,15 A, com o intuito

de simular o sistema biolégico.
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4.1.7 PREPARO DA TOPOLOGIA

Inicialmente, a estrutura cristalografica do receptor nicotinico de
acetilcolina do subtipo a7 (PDB ID: 5AFN), co-cristalizado com a lobelina, foi
obtida a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB), do Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB). Em seguida, por meio do
programa Swiss PDB Viewer (versdo 4.10) foi possivel verificar que néo
havia atomos ou residuos de aminoéacidos faltantes na estrutura cristalina
(completa). Em sequéncia, pode-se utilizar o programa VMD versdo 1.9.2
para inspec¢do visual da estrutura cristalografica, tendo em vista realizar uma
avaliacdo preliminar da qualidade do modelo obtido, o qual apresentou
qualidade adequada para os posteriores estudos de dinamica molecular.
Para tais estudos, portanto, foi empregado o pacote GROMACS (GROningen
MAchine for Chemical Simulations) 2016, versdo 5.0.6 (PRONK et al, 2013).

A primeira etapa deste processo consiste no preparo dos arquivos de
topologia (.top). Nele, estdo contidas todas as informacfes necessarias para
definir a molécula dentro de uma simulacdo. Esta informacao inclui
parametros ndo vinculados (tipos de atomos e seus respectivos codigos,
cargas, nhome dos residuos de aminoéacidos, a forma como os atomos estao
ligados), bem como parametros ligados (ligacbes, angulos e diédricos).
Utilizou-se entdo o comando demonstrado no Anexo 17 para gerar 0S
arquivos de topologia (.top), restricdo de posicao (.itp) e de campo de forca
(.gro, contendo o numero de atomos do arquivo e suas respectivas
coordenadas xyz) para as cinco cadeias do receptor em questao. Ao inserir o
comando mencionado, o programa fornece ao usuério uma série de campos
de forca e configuracdo das aguas, dos quais foram escolhidos o campo
OPLSAA e configuracdo de aguas tip4p. Durante esta etapa, verificou-se o
nao reconhecimento dos co-fatores do receptor a7 pelo GROMACS. Para
solucionar tal problema, foi necessario deletar as linhas correspondentes a
esses ligantes, presentes no arquivo texto PDB e realizar novamente a etapa
supracitada (NAGEL; KRONER; RESCH, 2009). O proximo passo foi definir o
tamanho da hipercaixa utilizada pelo software GROMACS para os célculos

de dinamica molecular.
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4.1.8 DEFINICAO DO TAMANHO DA HIPERCAIXA

Para este proposito, pode-se utilizar uma caixa cubica simples como
célula unitéria. Nesta técnica, os atomos do sistema foram colocados em
uma caixa (normalmente cubica) e a caixa original foi replicada em todas as
direcdes do espaco. Para tanto, foi possivel definir o tamanho da hipercaixa,
de modo que a proteina foi inserida e centralizada em um cubo com as
dimensdes 8,689; 10,00; 12,55 nm (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

4.1.9 SOLVATACAO DA PROTEINA

A principio, a dindmica molecular foi realizada a vacuo. Em seguida, a
etapa de solvatacdo da proteina foi realizada considerando o sistema
solvatado. Neste caso, utilizou-se o comando gmx solvate -cp 5afn.gro -cs
tip4p.gro -0 5afn_solv.gro -p topol.top, por meio do qual moléculas de agua
foram inseridas segundo o modelo tipdp dentro da caixa previamente
montada. O proximo passo foi equilibrar as cargas do sistema para 0 mesmo
atingir a neutralidade. Para realizar esse passo €é necessario saber a
quantidade total de ions a serem adicionados observando a carga do sistema
no arquivo topol.top gerado na etapa anterior. No caso do sistema em
questdio, a carga total € -9 e para neutralizar o sistema, 9 ions Na* foram
adicionados (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

Inserindo-se o comando gmx grompp —f ions.mdp —c 5afn_solv.gro —p
topol.top —o ion.tpr, 0 mesmo atualiza o arquivo topol.top para adicionar a
posicdo dos ions e substituir as moléculas de solvente necessérias. O
arquivo ions.mdp € um arquivo de parédmetros do software GROMACS
contendo informagBes sobre como o sistema deve adicionar esses ions e
nao foi modificado para esse caso. Em seguida, utilizou-se o comando gmx
genion —s ions.tpr —c 5afn_solv.gro —p topol.top —np 9, de forma que o
arquivo topol.top fosse atualizado novamente para adicionar 9 ions Na’,
sendo que foi requerido ao usuario especificar que o programa deve remover
moléculas de solvente (SOL) para acomoda-los. Esse comando é capaz de
ler a topologia e substituir as moléculas de agua pelos ions que o usuario
especifica (NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008).
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No comando utilizado, € fornecido o arquivo de entrada (-s), em
seguida, gera-se um arquivo .gro como saida (-0), processa-se a topologia (-
p) para a remocao de moléculas de agua e a adicao de ions. Além disso, séo
definidos os nomes de ions positivos e negativos (-pname e -nname,
respectivamente), sendo possivel informar ao genion para adicionar apenas
0s ions necessarios para neutralizar a carga liquida na proteina, adicionando
0 numero correto de ions negativos ou positivos (-nn 8) (NAMBA; SILVA;
SILVA, 2008).

4.2 MINIMIZACAO ENERGETICA DA ESTRUTURA

Em seguida, o sistema foi submetido a etapa de minimizacdo de
energia usando os algoritmos de maximo declive com restricdo de posicao
(steepest descent position restrained — stpr) para os atomos do sistema em
questdo e o critério de convergéncia de 1000 kJ.mol-1.nm-1.A minimizacéo
de energia, também conhecida como otimizacdo da geometria, € uma técnica
gue visa encontrar um conjunto de coordenadas, através de um algoritmo
genético adequado, buscando eliminar maus contatos entre os atomos e,
consequentemente, minimizar a energia potencial do sistema de interesse
(SANT ANNA, 2009).

O procedimento consiste em “caminhar” sobre a superficie de
potencial na direcdo em que a energia decresce, de maneira que o sistema é
levado a um minimo de energia local proximo. Através de ajustes nas
posicbes atbmicas, o0 processo relaxa as distorcdes nas ligacdes quimicas,
nos angulos entre ligacdes e nos contatos de van der Waals. O sistema
minimizado possui forcas pequenas sobre cada atomo e serve, portanto,
como estrutura de partida para iniciar as simulacdes de DM (NAMBA; SILVA;
SILVA, 2008).

4.2.1 EQUILIBRACAO DO SISTEMA E DINAMICA

Na etapa de termalizac&o, o sistema foi submetido a duas simulacdes
de DM, considerando restritas a posicoes para todo o sistema, exceto para
as moléculas de agua, temperatura de 308K e presséo de 1 bar. Na primeira

simulagéo, foram considerados constantes o numero de particulas, o volume
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e a temperatura (conjunto canbnico ou ensemble NVT). Na segunda etapa, o
sistema foi considerado isotérmico-isobarico (temperatura e pressao
constantes ou ensemble NPT). As simulacdes de DM descritas anteriormente
permitem que os atomos do sistema alcancem velocidades compativeis com
o equilibrio térmico. Além disso, a restricdo da posicdo dos atomos da
proteina permite que as moléculas de agua se organizem de forma otimizada
ao longo da superficie da proteina, formando, assim, camadas de solvatacao
mais estruturadas.

No controle da temperatura, utilizou-se o termostato V-rescale (BUSSI,
DONADIO; PARRINELLO; 2007) e no controle da pressao, utilizou-se o
barostato Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981).

ApGs a termalizacdo do sistema, simulagbes de DM foram realizadas
durante 10 ns em 5000000 passos.

4.2.2 ESTUDOS DE ANCORAGEM MOLECULAR PARA
VALIDACAO (REDOCAGEM) DA ESTRUTURA OTIMIZADA POR DM

A ancoragem molecular foi realizada através do software GOLD Suite
(v.5.4), inicialmente ocorrendo a remocéo de ligantes de co-cristalizacdo e de
aguas de hidratacdo, uma vez que essas moléculas nao medeiam interacdes
ligante-receptor na estrutura cristalografica original. Em seguida, os atomos
de hidrogénio foram adicionados a estrutura. O centro do raio do sitio ativo
foi definido nas coordenadas x = 38.5534, y = -15.7578 e z = -1.4681, tendo
como base a cadeia lateral do residuo de Asp92 (N.92), o qual esta proximo
da regi&o central da lobelina. O raio escolhido foi de 15 A, correspondendo &

metade do tamanho do maior ligante deste trabalho.

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1 ANALISE DO MODELO IN SILICO DO nAChR a7

A estrutura cristalografica do receptor nicotinico de acetilcolina do
subtipo a7 (nNAChR a7) da espécie humana néo foi elucidada até o presente
momento. No ano de 2015, Spurny e colaboradores elucidaram a estrutura

cristalografica do nAChR a7 quimérico, que compreende a combinagdo do
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NAChR a7 da espécie humana com a espécie de molusco Aplysia californica
(PDB ID: 2BTN). A estrutura cristalografica do nAChR a7 quimérico foi
utilizada para os estudos de modelagem molecular para a verificagdo da sua
compatibilidade e visando a validacdo e posterior triagem virtual de novos
ligantes. No caso, a estrutura cristalografica do nAChR a7 quimérico esta co-
cristalizada com a lobelina (70) (PDB ID: 5AFN, resolucdo 2,15 A), um
farmaco utilizado para o tratamento da dependéncia quimica da nicotina
(CESTARI, 2013), de doencas respiratorias (MORRIS, 2014) e de doencas
neurodegenerativas, tais como a doenca de Parkinson e a doenca de
Alzheimer (CESTARI, 2013), entre outros.

Visando avaliar a qualidade da estrutura cristalogréfica, foi gerado o
grafico de Ramachandran, com o programa RAMPAGE, para a avaliacdo do
modelo in silico. Analisando-se o grafico, pode-se inferir que ele esta dentro
dos padrdes adequados, apresentando 98,9% de residuos em regides
permitidas e 1,1% em regides adicionalmente permitidas, o que indica a
presenca de apenas 11 residuos de aminoacidos nas regides adicionalmente
permitidas (“outlier’): A:20=Pro (P), A:24=Asp (D), A:46=GIn (Q), B:24=Asp
(D), B:46=GIn(Q), B:159=Ala(A), C:23=Arg(R), D:46=GIn(Q),
E:63=Leu(L),que ndo séo residuos-chave do sitio ativo.

......................................................................

Figura 25: Grafico de Ramachandran referente a estrutura cristalografica do nAChR a7 co-
cristalizado com a lobelina (71).

O grafico de Ramachandran permite a visualizacdo de todas as
combinagdes possiveis de angulos diédricos ® e W nos aminoacidos de um
polipeptideo que contribuem para a conformacao da estrutura tridimensionais

da mesma (secundéaria). Para cada residuo em uma proteina, esses angulos
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determinam a conformagdo do esqueleto da proteina. O angulo ¢ para
determinado residuo € o éangulo diedro formado por quatro atomos: o
carbono do grupo carbonila do residuo R, e os atomos N, C, e C do residuo
R1. O angulo gy é o angulo diedro formado pelos atomos de N, Cq, € C do
residuo R1, e o atomo de N do residuo R2. Em outras palavras: ¢ define a
rotacdo em torno da ligagédo C,-N do residuo, e y define a rotagcdo em torno
da ligacdo C,-C do mesmo residuo (Figura 26) (NELSON et al, 2014).

Figura 26: Representacéo de angulos diédricos ® e W de um aminoacido.

Adicionalmente, analisou-se o0s sitios pertencentes ao nAChR a7
quimérico: sitio ortostérico (sitio ativo), top pocket (bolso superior), vestibule
pocket (bolso do vestibulo) e agonist sub-pocket (subsitio agonista) (JUMA,
2015). Sabendo-se que a lobelina esta presente no sitio ativo do receptor,
realizou-se uma analise do arquivo PDBsum (PDB ID: 5AFN, ANEXO 3) a
fim de se verificar quais residuos de aminoacidos sdo modulados pela
molécula no sitio ortostérico. Sao eles: Q55, Q114, Y191, W145, C186, S144
e Y184.

Tabela 5: Residuos de aminoacidos com os quais
a lobelina interage.

Sitio ortostérico Subsitio agonista
Q55 L36 d ) : . Bolso superior
Q114 1165 Boiso do . (- WD SEEST)
Y191 Y91 Ve S ?‘ 3 |
w145 K141 (ST sowerico
C186 W53 \\I §g V
S144 N92 Subsitio agonista. Y
Y184 g S 4

Figura 27: Sitios pertencentes ao nAChR a7 quimérico: sitio ortostérico (amarelo), bolso
superior (magenta), bolso do vestibulo (vermelho), subsitio agonista (laranja) (Adaptado de
Spurny et al, 2015).

Também se buscou pela estrutura cristalografica correspondente ao

NAChR a7 quimérico co-cristalizado com a molécula 6-(4-bromofenil)-3-
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hidréxi-1,3-dimetil- 2H-piridin-4-ona (72) (PDB ID: 5AFJ, resolucdo 2,2 A,
ANEXO 4), no subsitio agonista, a qual interage com os residuos de
aminoacidos: L36, 1165, Y91, K141, W53 e N92) seguido da busca pela
estrutura cristalografica referente ao nAChR a7 quimérico co-cristalizado com
a molécula 4,5-dibromo-N-(3-hidroxipropil)-1H-pirrol-2-carboxamida (73)
(PDB ID: 5AFM, resolugdo 2,85A, ANEXO 5), no bolso do vestibulo. Foi
possivel observar que esta molécula interage com os residuos de
aminoacidos: L88, Q121, A90, F142, P97 e L100.

HO,

“
2
Z

HsC Br

Br

Br

Figura 28: Residuos de aminoacidos referentes ao nAChR a7 quimérico co-cristalizado com
a molécula 6-(4-bromofenil)-3-hidréxi-1,3- dimetil-2H-piridin-4-ona (72) (PDB ID: 5AFJ), no
subsitio agonista e residuos de aminoacidos referentes ao nAChR a7 quimérico co-
cristalizado com a molécula 4,5-dibromo-N-(3-hidréxipropil)-1H- pirrol-2-carboxamida (73)
(PDB ID: 5AFM), no bolso do vestibulo.

Posteriormente, realizando-se a busca pela sequéncia FASTA da
estrutura cristalografica de interesse (PDB ID: 5AFN) e pela sequéncia
FASTA do nAChR a7 da espécie humana no sitio proteédmico do NCBI, foi
possivel alinha-las no programa NCBI-Blast e comparar se os residuos do

sitio ortostérico, subsitio agonista e bolso do vestibulo estdo conservados.

Esses resultados estdo representados na Tabela 6.

Tabela 6: Comparacdo entre os residuos de aminoacidos presentes nas estruturas
cristalograficas do nAChR a7 quimérico co-cristalizado com as moléculas 71 (PDB ID: 5AFN,
no sitio ortostérico), 72 (PDB ID: 5AFJ, no agonist sub-pocket) e 73 (PDB ID: 5AFM, no
vestibule pocket) em relagdo ao nAChR a7 da espécie humana. Legenda: residuos
conservados (preto), residuos com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes (azul) e
residuos com caracteristicas fisico-quimicas distintas (vermelho).

Sitio ortostérico Subsitio agonista Bolso do vestibulo

5AFN nAChR 5AFJ nAChR a7 5AFM nAChR a7
a7humano humano humano

Q55 Q55 L36 L36
Q114 Q114 1165 1165 Q121 F121
Y191 Y191 Y91 Y91
W145 W145 K141 K141 F142 F142
C186 C186 W53 W53 P97 F97
S144 S144 N92 N92 L100 T100
Y184 Y184 - - - -

Legenda: Q = GIn; Y = Tyr; W =Trp; C = Cys; S = Ser; L = Leu; | = lle; K= Lys; N = Asn; F = Phe; A = Ala;P = Pro; T = Thr.
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Com base nos resultados mostrados na Tabela 6, pode-se concluir
que os residuos de aminoacidos contidos nos sitios ortostérico e no subsitio
agonista sao totalmente conservados no nAChR a7 quimérico e no nAChR
a7 da espécie humana, isto é, apresentam 100% de similaridade. Desta
forma, os sitios totalmente conservados podem ser usados por apresentarem
todos os residuos da lobelina (PDB sum). Comparando-se os residuos de
aminoéacidos do bolso do vestibulo, pode-se destacar que o Unico residuo de
aminoacido conservado é a F142. Os residuos L88 e 188, A90 e L90
referentes ao bolso do vestibulo sdo semelhantes quanto as propriedades
fisico-quimicas pela presenca de cadeias laterais capazes de realizarem
interacOes hidrofobicas. Vale ressaltar que diferencas ocorrem no mesmo
sitio com os residuos Q121 e F121, P97 e F97, L100 e T100, os quais

diferem quanto as caracteristicas fisico-quimicas.

Levando-se em consideracdo que a lobelina apresenta atividade
agonista frente aos nAChRs a7, a estrutura cristalografica do nAChR a7

quimérico pode ser utilizada para os estudos computacionais.

5.1.1 VALIDACAO DO MODELO IN SILICO DO nAChR a7

O modelo in silico do nAChR a7 foi validado por meio da redocagem e
de estudos de ancoragem molecular no modo rigido envolvendo ligantes da

literatura com afinidade in vitro para o receptor em questéo.

5.1.2 CONSTRUCAO DOS LIGANTES DA LITERATURA COM AFINIDADE
FRENTE AO nAChR a7

Inicialmente, 60 ligantes da literatura foram selecionados para
validacdo do modelo in silico do nAChR a7 quimérico. O critério de selegéo
dessas substancias foi baseado na presenca de subunidades aromaticas e
subunidades contendo um &atomo de nitrogénio basico ou carregado
positivamente. Além disso, levou-se em consideragdo a estereoquimica das
substancias e seus valores de ki referentes aos nAChRs a7 da espécie
humana, sendo classificadas em muito ativas (ki < 100 nM, ANEXOS 6 e 7)
(BRISTOW et al, 2016; MAZUROV; SPEAKE; YOHANNES, 2011;
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MAZUROQV et al, 2005; ZANALETTI et al, 2012), ativas ou com pouca
atividade (100 nM < x < 10000 nM, ANEXOS 8, 9 el0) (BATISTA;
NASCIMENTO-JUNIOR, 2016; BEINAT et al, 2015; HURST; ROLLEMA,;
BERTRAND, 2013; SCRIMPF et al, 2012; ZANALETTI et al, 2012) e
inativas (ki > 10000 nM, ANEXOS 11 e 12) (BEINAT et al, 2015; BRIGGS;
MCKENNA, 1998; MAZUROQV et al, 2005; ONDACHI et al, 2016; SCRIMPF
et al, 2012; ZANALETTI et al, 2012).

Cada composto foi construido utilizando o programa MarvinSketch, por
meio do qual o estado de protonacdo em pH=7,4 foi determinado, ja que o
pH fisiolégico (normal) do sangue humano deve ficar entre 7,35-7,45
(NELSON, 2014). No Discovery Studio Visualizer, foi realizado célculo de
mecanica molecular (MMFF), a fim de melhorar a qualidade das estruturas
construidas. Na mecéanica molecular, as moléculas sdo consideradas como
um conjunto de atomos conectados, considerando os angulos e as distancias
de ligacédo, associadas ao tipo de hibridizacdo de cada atomo (SANT ANNA,
2009). Em seguida, cada composto foi submetido a otimizacdo por meio de
calculo semiempirico PM7 com o programa MOPAC 2016, na interface do
Mercury. No caso, 0s principais elementos quimicos da Tabela Periddica e
de metais de transicdo sao parametrizados com o método de caélculo

semiempirico PM7.

5.1.3 ESTUDOS DE REDOCKING PARA VALIDACAO

A fim de escolher a funcdo de pontuacdo do software GOLD, que
melhor prediz as interacdes observadas na estrutura cristalografica utilizada
neste estudo, realizou-se a redocagem da lobelina na estrutura do receptor,
avaliando o RMSD em relacdo a posicdo dos atomos do ligante co-
cristalizado. As quatro fungdes de pontuacéo disponiveis no programa foram
utilizadas: (a) ChemScore, (b) GoldScore, (c) ASP e (d) ChemPLP.

Cada funcéo de pontuacédo faz uso de uma série de parametros para
retornar um valor de pontuacéo final dos ligantes. A fungcdo GOLDScore faz
uso de quatro parametros, dois deles relacionados as interacfes ligante-
receptor (ligagbes de hidrogénio e interacdes de van der Waals) e dois

relativos a energias internas do ligante (van der Waals e torcionais). A funcao
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ChemScore estima a variacdo de energia livre total que ocorre no sistema
com a interacdo ligante-proteina (BEINAT et al, 2015; GILLS et al, 2015). A
funcdo ASP é uma funcéo de potencial atomo-atomo derivada de um banco
de dados de complexos ligante-proteina, sendo que as informacdes a
respeito da frequéncia das interagdes entre o ligante e o receptor s&o obtidas
desses complexos e o calculo se baseia em um estado de referéncia onde o
ligante se encontra livre de interacbes (ONDACHI et al, 2016). Por fim, a
funcdo ChemPLP utiliza uma funcdo de potencial denominada Piecewise
Linear Potential para modelar complementariedades estéricas entre o ligante
e a proteina, com os termos de ligacbes metalicas e de hidrogénio
dependentes de distancia e angulo, sendo calculados de maneira similar ao
que ocorre na funcdo ChemScore e somados ao resultado final (KORB;
STUTZLE; EXNER, 2009).

Os dados obtidos estao relacionados na Tabela 7.

Tabela 7: Dados de pontuacdo e RMSD obtidos através da redocagem da lobelina (71)

para as quatro fun¢des de pontuacdo do programa GOLD.

Maior RMSD da maior Pontuacdo | Menor

Funcéo Pose | pontuacgéo pontuacéo Pose| do menor | RMSD
RMSD

ASP 24 50,7638 0,6949 13 49,2755 0,5252

ChemPLP 5 87,1554 0,8859 31 85,5474 0,4143

ChemScore 17 40,7436 2,6831 13 36,4855 0,6372

GoldScore 4 66,1167 1,1405 10 62,2394 0,7862

Dentre as quatro funcbes de pontuacdo utilizadas, as funcdes
ChemScore e GoldScore foram ineficazes na predicdo da pose da lobelina,
pois as poses de docking melhor pontuadas apresentam RMSD elevado em
relacdo as funcdes ASP e ChemPLP, sendo incapazes de reproduzir o dado
de orientacdo experimental. A funcdo de pontuacdo ASP se mostrou
adequada para o trabalho, pois a diferenca entre sua maior pontuagéo e a
pontuacdo atribuida a pose classificada com menor RMSD foi menor em
comparacdo com a mesma relacdo nas fungcbes ChemPLP, ChemScore e
GoldScore. Além disso, a diferenca entre 0 RMSD da maior pontuacdo e o
menor RMSD foi menor para a funcdo ASP, mostrando assim que esse
método de célculo é capaz de reproduzir corretamente a orientagdo espacial
da lobelina dentro do sitio ativo do receptor com pequenas variagbes de

pontuacao entre a pose com menor RMSD e a pose com melhor pontuacéo.
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Na Figura 28, tem-se uma comparacao entre a posicao de cada atomo do
ligante co-cristalizado e do ligante redocado, entre a pose com menor RMSD
(a) e a pose com melhor pontuacdo (b), utilizando a funcdo de pontuacéo
ASP.
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Figura 29: Sobreposicado dos atomos de ligantes co-cristalizados e redocados: a) entre a
pose com menor valor de RMSD (asp, azul) e a lobelina co-cristalizada (cristal, laranja) e b)
a pose com maior pontuagdo (asp, azul) e a lobelina co-cristalizada (cristal, laranja).

Conforme se observa na Figura 28 (a), h& sobreposicéo altissima dos
atomos para a pose 13 com menor RMSD em comparacéo com o ligante (15)
co-cristalizado na estrutura 5AFN, apesar de apresentar valor de RMSD um
pouco superior ao da funcdo ChemPLP como mostrado na Tabela 7. Na
Figura 28 (b), a pose 24 com melhor pontuacéo prevista pela funcdo ASP
apresentou menor variacdo na posicao espacial dos atomos em relacédo ao
gue se observa para o ligante (71) co-cristalizado na estrutura 5AFN, pois as
subunidades arométicas ndo se distanciam significativamente. Quando
analisamos o mesmo resultado da funcdo ChemPLP, o RMSD é maior.

Dessa forma, entende-se que o modelo computacional € eficiente em
suas previsdes para as funcdes ASP e ChemPLP, mas possui limitacdes que
devem ser avaliadas cuidadosamente para cada ligante. Logo, a funcéo de
pontuacdo ASP foi empregada como base para todos os calculos de
ancoragem molecular subsequentes.

A melhor pose ranqueada para o ligante 71 encontra-se representada

na Figura 30.
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Figura 30: Pose melhor ranqueada pela fungdo de pontuacdo ASP para o ligante co-

cristalizado (71).

A funcéo de pontuacdo ASP prediz a ocorréncia de duas ligacbes de
hidrogénio para o ligante 71. A primeira € uma ligacdo de hidrogénio nao-
classica, acontecendo entre o grupo metila ligado diretamente a subunidade
piperidinica do ligante e o atomo de oxigénio da espinha dorsal de W145. A
segunda ocorre entre 0 atomo de oxigénio do ligante e a subunidade inddlica
(cadeia lateral) do residuo W53. Além disso, o ligante participa de trés
interages hidrofébicas do tipo empilhamento-T. A primeira delas ocorre
quando uma das subunidades arométicas do ligante interage com a
subunidade aromatica inddlica do residuo W145, enquanto as demais
acontecem entre a mesma subunidade aromatica do ligante e a subunidade
aromatica indolica de WH53. Adicionalmente, o ligante realiza quatro
interacOes hidrofébicas do tipo 1-alquil. Na primeira, a subunidade cicloexila
do ligante interage com a subunidade aromatica inddlica de W145. Na
segunda, ocorre uma interagdo entre a subunidade cicloexila do ligante e a

subunidade aromaticafenila de Y184. Na terceira, a subunidade cicloexila do
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ligante interage com a subunidade aromética fenila do residuo Y191. Por fim,
uma das subunidades aromaticas do ligante participa de uma interacdo

hidrofébica do tipo 1r-alquil com a cadeia lateral de C186.

5.1.4 ANCORAGEM DOS LIGANTES DE nAChRs a7 DA LITERATURA
PARA VALIDACAO COMPLEMENTAR

Os 60 ligantes com valores de constante experimentais de afinidade
(Ki) determinadas frente aos nAChRs a7 foram submetidos a ancoragem
molecular no modo rigido, utilizando-se a estrutura cristalografica quimérica
do nAChR a7. Esta etapa foi realizada com o programa GOLD com a fungéo
de pontuacdo ASP, a qual foi selecionada para avaliacdo da orientacdo das
melhores poses de docking, assim como os residuos dos nAChRs a7,
envolvidos nas interacdes com seus respectivos ligantes.

Sendo assim, de acordo com a metodologia descrita na Secao 4.1.3,
caso as duas poses geradas com maior valor de score tenham orientacdes
distintas, o critério utilizado para selecionar a melhor pose de cada ligante foi
baseado na orientacdo espacial mais préxima da estrutura cristalografica de
interesse e nas interacdes ligante-proteina com residuos de aminodacidos-
chave. Além disso, verificou-se a porcentagem de ligantes que interagem
com os residuos de aminoéacidos-chave dos sitios ortostérico e agonista
pertencentes a lobelina (PDBsum: 5AFN): Y91 (36%), Y184 (76,6%), W145
(88,3%), W53 (73,3%), Y191(65%), C186 (41,66%), L36 (50%), S144 (10%),
K141 (8,33%), 1165 (1,66%) e Q114 (3,33%). Em casos de coincidéncia no
namero de interacbes e na orientacdo espacial das poses de um mesmo
ligante, o critério de desempate para selecdo da melhor pose baseou-se no
maior valor de pontuacdo. Vale ressaltar que os residuos Y184, W145, W53
e Y191 presentes no sitio ativo da lobelina apresentam percentuais elevados,
0 que confere ao modelo in silico a capacidade de prever corretamente as
interacdes-chave entre os residuos de aminoacidos com os quais a lobelina
interage e as moléculas da literatura.

Além disso, foram calculadas separadamente as porcentagens de
residuos-chave presentes nos trés grupos de substancias da literatura: muito
ativos: Y91 (45%), Y184 (65%), W145 (90%), W53 (65%), Y191 (75%), C186
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(40%), L36 (50%), S144(5%),K141 (15%). Ativas ou com pouca atividade:
Y91(35%), Y184 (70%), W145 (90%), W53 (65%), Y191(45%), C186 (45%),
L36(45%), S144 (5%), Q114 (10%). Inativos: Y91 (30%), Y184 (95%), W145
(80%), W53 (90%), Y191 (70%), C186 (40%), L36 (55%), S144 (20%), K141
(10%), 1165 (5%). Analisando-se as porcentagens de residuos obtidas para
cada grupo de substéancias, foi possivel verificar que o modelo computacional
nao € capaz de diferenciar compostos ativos, muito ativos ou pouco ativos,
ou seja, ele ndo apresenta parametros suficientes para realizar essa analise.
No entanto, é de extrema relevancia considerar o fato de que para os 60
ligantes da literatura (de forma geral), o modelo conseguiu definir que as
porcentagens mais elevadas estéo relacionadas aos residuos-chave do sitio
ativo. Isso representa, portanto, um dado muito importante para este estudo

em questao.

A pose melhor ranqueada para o ligante 5-(4-acetil[1,4]diazepan-1-il)

(64) se encontra representada na Figura 31.

s,

Figura 31: Pose melhor ranqueada pela funcdo de pontuacdo ASP para o ligante 64
(d&tomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza), seguido de sua estrutura
bidimensional com seu respectivo valor de ki.

A funcdo de pontuacdo prediz uma ligagdo de hidrogénio entre o
hidrogénio amidico do ligante e o oxigénio carbonilico da espinha dorsal do

residuo Y91. Pode-se observar que o0 nitrogénio carregado positivamente



realiza duas interacdes eletrostaticas do tipo cétion-Tr, uma com a
subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) de W145 e outra com a
subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) de Y184, enquanto a subunidade
aromatica pirazola do ligante realiza uma interagdo hidrofébica do tipo -

alquil com a cadeia lateral do residuo K141.

5.1.5 TRIAGEM VIRTUAL DOS COMPOSTOS PLANEJADOS EM
MODELO IN SILICO DOS nAChRs a7

Apés a etapa de validacdo dos modelos dos nAChRs a7, eles foram
empregados para a triagem virtual e analise in silico dos ligantes do nAChR
a7. Para este propésito, os 28 compostos planejados foram previamente
construidos, considerando-se o estado de protonacdo adequado, com o
programa MarvinSketch, seguido de célculo de mecénica molecular com o
Discovery Studio Visualizer. Visando melhorar a qualidade das estruturas
construidas, cada composto foi submetido a otimizacédo adicional por meio de
calculo semiempirico do tipo PM7 (MOPAC 2016).

Visto que a funcdo de pontuacdo ASP apresentou o melhor
desempenho, esta foi entdo empregada nos estudos de ancoragem
molecular com o0s compostos planejados. Apds a ancoragem, as poses
obtidas para cada molécula foram ordenadas com base em valores de
pontuacdo com o programa GOLD e analisadas. Em seguida, as poses de
docking melhor pontuadas pelo programa GOLD foram analisadas com o0s
programas Discovery Studio e o PyMol, conforme a mesma metodologia
descrita na Secéao 4.1.2.

Dessa forma, os 28 compostos foram analisados com base nos
residuos de aminoacidos-chave envolvidos nas interacdes ligante-proteina
(Tabela 8), bem como quanto as suas orientacdes espaciais em comparacao
com a estrutura cristalografica de interesse. No caso, 0s compostos foram
triados priorizando a orientacdo espacial de cada ligante em relacdo a
lobelina. Em contrapartida, foram observados casos em que 0s compostos
apresentaram maior numero de interacdes com 0s aminoacidos-chave,
porém a orientacdo espacial variava significativamente em relacdo a lobelina,

0 que pode estar associado ao padrao estrutural distinto. Sendo assim, 16

74



compostos que mais se aproximaram das condi¢cdes observadas na lobelina
foram selecionados, dentre os quais 0s 8 compostos com maiores valores de
pontuacao foram eleitos como 0s mais promissores para a etapa de sintese
(Figura 32).

5.1.6 ANALISE DOS COMPOSTOS SELECIONADOS PARA A ETAPA DE
SINTESE COM BASE NOS ESTUDOS IN SILICO

Os 28 compostos foram analisados com base nos residuos de
aminoacidos-chave envolvidos nas interacbes ligante-proteina (Tabela 8),
bem como quanto as suas orientacdes espaciais em comparagcdo com a

estrutura cristalogréfica de interesse.

Tabela 8: Interag8es previstas para 0os 8 compostos selecionados para sintese. Residuos de

interesse sao destacados em vermelho.

Ligante ASP S144 Y91 Y184 C186| C187 W53

15 (5AFN)| 50, 7638

" 130 |43 5905

13e 41, 1896

13b 41, 0522

13f 40, 3144

139 39, 9044

13c 38, 7266

13r  [37,0138
13q |36, 0272

Interacoes:
Hidrofébica (Pi-alquil, sigma-Pi) Ligacédo de Hidrogénio ndo-classica
Empilhamento-T Ligacéo de Halogénio
Empilhamento-Pi Ligacéo de Hidrogénio backbone
Eletrostéatica (cation-Pi) Ligacéo de Hidrogénio sidechain

Ligacéo de Hidrogénio (Pi-par isolado)

Verificou-se a porcentagem dos 8 melhores compostos planejados
gue interagem com os residuos de aminoacidos-chave dos sitios ortostérico
e agonista do nAChRs a7: Y91 (35,71%), Y184 (89,28%), W145 (85,71%),
W53 (75%), Y191 (92,85%), C186 (25%), e S144 (25%).

Conforme pode ser observado na Figura 32, quatro dos 8 compostos
selecionados como candidatos a ligantes de nAChRs a7 apresentam os
grupos trifluormetila ou trifluormetoxila em suas estruturas quimicas.

Levando-se em consideracdo que apoOs a etapa de sintese estdo previstos
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ensaios farmacoldgicos in vitro a fim de avaliar a afinidade (Ki) dos
compostos pelo nAChR do subtipo a7 e propriedades farmacoldgicas e
funcionais dos derivados planejados, pode-se analisar criticamente o efeito
da presenca dos grupo trifluormetila ou trifluormetoxila nesses 8 compostos.
Devido & sua forte eletronegatividade, o flior é capaz de interferir
significativamente no pKa e na densidade eletrbnica de anéis aromaticos e
heteroaromaticos presente nos quatro compostos (GILLS et al, 2015). O pKa
de um centro ionizavel em uma molécula modifica o perfil de lipofilicidade
que, consequentemente, influencia a solubilidade e a permeabilidade.
Alteracbes no pKa podem se manifestar como mudancas na poténcia,
seletividade, propriedades farmacocinéticas (PK) incluindo absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) (GILLS et al,
2015).

O fldor como substituto direto de um &tomo de hidrogénio (por
exemplo, Ar - H — Ar - F, CH3; — CF3) pode aumentar a poténcia e a
seletividade, afetando o pKa, a conformacéo, interacbes hidrofébicas e
lipofilicidade das substancias supracitadas. Além disso, o flior pode reduzir o
metabolismo pelo fato de estar ligado em um grupo aroméatico, que é
propenso a oxidacao (por exemplo, anéis fenilicos ricos em elétrons) (GILLS
et al, 2015). Adicionalmente, o flior é frequentemente utilizado para
influenciar a permeabilidade de determinada substéncia por meio da
modulacdo da lipofilicidade, associada aos doadores de ligacdo de
hidrogénio ou reducdo da basicidade da amina, interferindo nos valores de

log P, uma medida comum de lipofilicidade (GILLS et al, 2015).
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Figura 32: Compostos de padréo pirrolidinico selecionados com base nos estudos in silico, como
candidatos a ligantes agonistas de nAChRs a7.

A seguir, podemos observar os tipos de interacbes presentes entre o
ligante co-cristalizado e a proteina ligante de acetilcolina (AChPB) homologa

proveniente da espécie Aplysia californica (Figura 32).

Qiis

Figura 33: Comparacéo entre a orientacdo espacial do (a) ligante 115 (ANEXO 11) co-
cristalizado na AChBP da espécie Aplysia californica (3SQ6) (LI et al, 2011) e (b) ancorado
no nAChRs a7, respectivamente. Atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.
Linhas tracejadas em amarelo representam atomos envolvidos em ligagc6es de hidrogénio.
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Em analise complementar, sabendo-se que o ligante 2’-fluor
(carbamoilpiridinil)descloroepibatidina (115) est4 co-cristalizado com a
AChBP a espécie Aplysia californica, realizou-se uma busca no
sitioPDBsum(PDB ID:3SQ6, ANEXO 16) a fim de se verificar quais residuos
de aminoacidos sdo modulados pela molécula no sitio ortostérico. De acordo
com os dados do PDBsum, os residuos de interesse Q114, Y191, Y184, Y91,
W53 e W145 estdo no nAChRs a7 e estdo conservados na mesma posigao
espacial na estrutura 3SQ6, enquanto os residuos C186 e L36 estdo
substituidos por residuos similares, que ocupam posi¢cbes espaciais
diferentes, correspondendo aos residuos C187, L106 e L116 da proteina
homologa. Dessa forma, entende-se que a estrutura homoéloga é adequada
para a ancoragem comparativa, uma vez que 6 de 9 residuos de interesse
encontram-se espacialmente conservados ou substituidos por residuos de
efeitos eletronicos semelhantes.

Para 115 ancorada no sitio ortostérico da AChPB da espécie Aplysia
californica, as interacfes previstas pela funcdo de pontuacdo ASP sdo as
seguintes: o atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio biciclico realiza ligacao
de hidrogénio com o atomo de oxigénio da espinha dorsal do W145. O atomo
de cloro do ligante realiza interacdo de halogénio com o atomo de oxigénio
da espinha dorsal da Q114. A subunidade aromatica do ligante interage com
a cadeia lateral de L116 e ainda interage com a subunidade aromatica
inddlica (cadeia lateral) de W145 por meio de uma interacdo hidrofébica do
tipo empilhamento-T. O &tomo de cloro do ligante realiza duas interacées
hidrofobicas com as cadeias laterais de L106 e L116. Por fim, a subunidade
aromatica fenila interage com a cadeia lateral de C187 e com a cadeia lateral

de L106 por meio de uma interacao hidrofébica do tipo tr-alquil.

A melhor pose ranqueada para o melhor ligante planejado 69h se

encontra representada na Figura 34.
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Figura 34: (a) Pose melhor ranqueada pela funcdo de pontuagdo ASP para o ligante 69h
(atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposi¢édo espacial dos
atomos do ligante co-cristalizado (lobelina, laranja) e do ligante 69h (verde).

A funcado de pontuacdo ASP no modelo in silico do receptor a7 prediz
uma ligacdo de hidrogénio para o complexo mostrado na Figura 34. Ela
ocorre entre o0 oxigénio ligado diretamente a subunidade aromatica do ligante
e a hidroxila da cadeia lateral do residuo Y184. Além disso, um dos atomos
de fldor faz interacdo de halogénio com o oxigénio da espinha dorsal de
W145. O modelo prevé também que dois atomos de flior do ligante se
encontram em uma posicao favoravel a duas ligacdes de halogénio com o
oxigénio carbonilico da espinha dorsal da S144 e duas ligacdes de halogénio
envolvendo o oxigénio da espinha dorsal de W145. Pode-se observar que o
atomo de hidrogénio pirrolidinico do ligante realiza duas interacdes
eletrostaticas do tipo cation-m com as subunidades aromaticas (cadeia
lateral) do residuo W145. Adicionalmente, a subunidade aromatica do ligante
participa de uma interagao do tipo 1m-S com a cadeia lateral do residuo C186.
Pode-se observar ainda que a mesma subunidade realiza interacdo
hidrofébica do tipo empilhamento-m1 com a subunidade aromatica da fenila
(cadeia lateral) de Y191 e do tipo empilhamento-T com a subunidade
aromatica da fenila (cadeia lateral) de Y184.

Para o ligante 69e, a melhor pose rangqueada se encontra

representada na Figura 35.

79



Y184
a b

Figura 35: (a) Pose melhor ranqueada pela funcdo de pontuacéo para o ligante 69e (dtomos
de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposi¢éo espacial dos atomos do
ligante co-cristalizado (lobelina, laranja) e do ligante 69e (verde).

O modelo computacional prevé uma ligacdo de hidrogénio entre o
atomo de hidrogénio, presente na cadeia lateral do residuo Y184, e um dos
atomos de fldor do ligante. Os outros dois atomos de flior do ligante realizam
duas interacfes de halogénio, interagindo com os oxigénios carbonilicos da
espinha dorsal dos residuos S144 e W145. O hidrogénio ligado diretamente
ao atomo de nitrogénio carregado positivamente, pertencente a subunidade
pirrolidinica do ligante, realiza duas interacdes eletrostaticas do tipo cation-1r
com a subunidade aromatica indélica (cadeia lateral) do residuo W53.

A melhor pose ranqueada para o ligante 69b se encontra
representada na Figura 36.

Figura 36: (a) Pose melhor ranqueada pela fungéo de pontuacao para o ligante 69b (atomos
de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposi¢céo espacial dos atomos do
ligante co-cristalizado (lobelina, verde) e do ligante 69b (laranja).
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Segundo o modelo computacional, o ligante participa de uma ligagcéo de
hidrogénio envolvendo um dos atomos de oxigénio pertencente ao grupo
nitro (-NO;) com a hidroxila da cadeia lateral do residuo Y184. O nitrogénio
carregado positivamente da subunidade pirrolidinica do ligante e um dos
atomos de hidrogénio diretamente ligado ao nitrogénio da mesma
subunidade participam de duas interagfes eletrostaticas do tipo cation-m com
a cadeia lateral do residuo W53. O sistema aromatico do ligante interage
com a cadeia lateral do residuo C186 por meio de uma interacéao hidrofébica
do tipo 11-S. O sistema aromatico do ligante também participa de interacdes
hidrofobicas do tipo empilhamento-Tr com a subunidade aromatica fenila
(cadeia lateral) de Y191 e do tipo empilhamento-T com a subunidade

aromatica (cadeia lateral) de Y184.

A melhor pose ranqueada para o ligante 69f se encontra representada na

Figura 37.

Figura 37: (a) Pose melhor ranqueada pela funcdo de pontuacado para o ligante 69f (a&tomos
de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposi¢éo espacial dos atomos do
ligante co-cristalizado (lobelina, laranja) e do ligante 69f (verde).

De acordo com a fungcdo de pontuacédo ASP, o ligante se encontra
posicionado favoravelmente para que ocorra uma ligacdo de hidrogénio
envolvendo um dos atomos de fldor do ligante e o hidrogénio da hidroxila da
cadeia lateral da Y191. A subunidade aromatica do ligante realiza interacéo
hidrofébica do tipo empilhamento-Tr com a subunidade aromatica fenila
(cadeia lateral) do residuo Y184 e ainda participa de uma interacdo
hidrofébica do tipo empilhamento-T com a subunidade aroméatica fenila
(cadeia lateral) de Y191. O nitrogénio, carregado positivamente, pertencente

a subunidade pirrolidinica do ligante realiza interacdo eletrostatica do tipo
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cation-r com a subunidade aromatica (cadeia lateral) do residuo Y91. O
atomo de carbono do grupo trifluormetila do ligante participa de interagédo
hidrofébica do tipo alquil com a cadeia lateral do residuo C186. Por fim, o
mesmo atomo de carbono do ligante participa de duas interacdes
hidrofobicas do tipo 1r-alquil, uma delas envolvendo a subunidade aromatica
fenila (cadeia lateral) de Y184 e outra envolvendo a subunidade aromatica

fenila (cadeia lateral) de Y191.

A melhor pose ranqueada para o ligante 69g se encontra representada na

Figura 38.
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Figura 38: (a) Pose melhor ranqueada pela fungéo de pontuacéo para o ligante 69g (&tomos
de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposi¢éo espacial dos atomos do
ligante co-cristalizado (lobelina, laranja) e do ligante 69g (verde).

De acordo com a fungéo de pontuacédo ASP, o nitrogénio pertencente a
subunidade pirrolidinica, carregado positivamente, participa de duas
interacOes eletrostaticas do tipo cation-r, uma delas envolvendo a
subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) do residuo Y184 e outra
envolvendo a subunidade aromética fenila (cadeia lateral) do residuo Y191. A
subunidade aromatica do ligante participa de duas interacdes hidrofébicas do
tipo empilhamento-1T com a subunidade aromatica inddlica do residuo W145
e de duas interacfes hidrofébicas do tipo empilhamento-T com a subunidade
aromatica indolica do residuo W53. Além disso, o atomo de carbono do
grupo trifluormetila do ligante interage com a subunidade aromatica inddlica
de W145 por meio de uma interagao hidrofébica do tipo t-alquil e ainda
interage com a subunidade aromética indélica do residuo W53 por meio de

duas interagdes hidrofébicas do tipo tr-alquil.
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A melhor pose ranqueada para o ligante 69c se encontra representada na

Figura 39.

Figura 39: (a) Pose melhor ranqueada pela funcdo de pontuacao para o ligante 69¢c (atomos
de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposi¢éo espacial dos atomos do
ligante co-cristalizado (lobelina, laranja) e do ligante 69c (verde).

Na Figura 39, é mostrada a melhor pose de docking obtida com a
funcdo de pontuacdo ASP para o ligante 69c. Pode-se observar que um dos
atomos de oxigénio pertencente ao grupo nitro (NO,) do ligante se encontra
em uma posicao favoravel a uma ligacao de hidrogénio com a hidroxila da
cadeia lateral de Y191. O nitrogénio do ligante, carregado positivamente,
participa de interacdo eletrostatica do tipo cation-m com a subunidade
aromatica fenila (cadeia lateral) do residuo Y91. O modelo prediz também a
ocorréncia de empilhamento-T entre a subunidade aromética do ligante e a
subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) do residuo Y191 e de

empilhamento-1T com a subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) de Y184.

A melhor pose rangqueada para o ligante 69r se encontra representada

na Figura 40.
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Y191

Figura 40: (a) Pose melhor ranqueada pela funcéo de pontuacéo para o ligante 69r (atomos
de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposicao espacial dos a&tomos do
ligante co-cristalizado (lobelina, laranja) e do ligante 69r (verde).

Para o complexo mostrado na Figura 40, a funcdo ASP prediz a
ocorréncia de uma interacdo eletrostatica do tipo céation-m envolvendo o
nitrogénio carregado positivamente da subunidade pirrolidinica do ligante
com a subunidade aromética (cadeia lateral) do residuo Y91. Observa-se
também a ocorréncia de uma interac@o hidrofébica do tipo empilhamento-1r
entre a subunidade aromatica do ligante e a subunidade aromatica (cadeia
lateral) do residuo Y184. Além disso, uma interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento-T ocorre entre a subunidade aromatica do ligante e a
subunidade aromética inddlica (cadeia lateral) de W145 e uma interacao
hidrofébica do tipo empilhamento-T ocorre entre a subunidade aromética do
ligante e a subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) Y191.

A melhor pose ranqueada para o ligante 69g seencontra representada na

Figura 41.
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Figura 41: (a) Pose melhor ranqueada pela funcédo de pontuacéo para o ligante 69q (atomos

de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposicao espacial dos atomos do
ligante co-cristalizado (lobelina, laranja) e do ligante 69q (verde).
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De acordo com a funcdo de pontuacdo ASP, o ligante se encontra
posicionado favoravelmente para que ocorram duas interacdes cétion- 1
envolvendo o nitrogénio da subunidade pirrolidinica carregado positivamente.
A primeira e a segunda ocorrem entre 0 nitrogénio mencionado e a
subunidade aromética inddlica do residuo W53. A funcdo ASP também
estima que o ligante participa de trés interac6es hidrofobicas do tipo
empilhamento-T. A primeira e a segunda ocorrem entre a subunidade
aromatica do ligante e a subunidade aromatica indélica (cadeia lateral) do
residuo W145. A terceira ocorre entre a subunidade aromatica do ligante e a
subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) do residuo Y191. Por fim, ocorre
uma interacdo hidrofébica do tipo empilhamento-m entre a subunidade
aromatica fenila do ligante e a subunidade aromatica fenila (cadeia lateral) de
Y184.

A sobreposicdo dos oito compostos selecionados para a etapa de

sintese, descritos na Figura 32, estdo representados na Figura 42.

C186

Figura 42: Sobreposicéo das poses melhor ranqueadas para os 8 fragmentos moleculares
triados para a etapa de sintese. Atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

A Figura 42 apresenta boa sobreposicdo entre as poses previstas
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para os 8 ligantes. Nota-se que os fragmentos o-substituidos e m-
substituidos se orientam na direcdo de Y184 e Y191. Os compostos se
orientam de modo a posicionar a regido aromatica entre as cadeias laterais
dos residuos Y184, Y191, Y91, bem como entre as cadeias laterais dos
residuos da cavidade aroméatica, W145 e W53. O nitrogénio carregado
positivamente, pertencente a subunidade pirrolidinica do ligante se encontra
em uma regido onde € possivel que participem de interacdes eletrostaticas

do tipo cation-r com Y91 e W53.

5.1.7 ANALISE DO MODELO DO nAChR a7 OBTIDO POR DINAMICA
MOLECULAR (DM)

Visto que a estrutura do nAChR a7 tem resolucdo de 2,15 A, foi
decidido otimizar sua qualidade para estudos computacionais futuros. Por
essa razao, a dinamica molecular foi aplicada. Com o intuito de se avaliar a
qualidade da estrutura cristalografica apds estudos de dindmica molecular,
foi gerado o grafico de Ramachandran (Figura 43).

Pode-se inferir que ele esta dentro dos padrdes adequados, pois
apresenta 98,9% dos residuos em regifes permitidas e 1,1% em regides
nao-permitidas, indicando a presenca de apenas 11 residuos de aminoacidos
nas regides adicionalmente permitidas (“outlier): A: 67=Val (V), A: 162=Ser
(S), C: 24=Asp (D), D: 7=Tyr (Y), D: 46=GIn (Q), D: 128=Ser (S), E: 13=Asn
(N), E: 19=lle (1), E: 46=GIn (Q), E: 149=Ser (S) e D: 186=Cys (C), o qual é
considerado um residuo-chave do sitio ativo, de acordo com a analise do
modelo in silico do nAChR a7.
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Figura 43: Grafico de Ramachandran referente a estrutura cristalografica do nAChR a7
obtida por dindmica molecular.

5.1.8 AVALIAGAO DO RMSD DO MODELO DO nAChR a7 OBTIDO POR DM

RMSD, do inglés “Root Mean Square Deviation”, € a Raiz Quadrada
do Desvio Quadratico Médio, ou seja, € o valor médio para o desvio médio
dos atomos em relagdo a uma estrutura de referéncia. Este valor é relevante
nos estudos de dindmica molecular quando se pretende avaliar a
equilibracdo e estabilidade do sistema em estudo. Portanto, € de extrema
importancia avaliar a diferenca estrutural entre duas moléculas, antes e
depois da DM. Quanto maior o valor de RMSD, maior é a diferenca estrutural
entre as proteinas ou estruturas que estdo a ser alvo de comparacdo
(SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017). No caso, pode-se avaliar a oscilagao
do sistema durante o tempo decorrido da dinAmica. Mudancas bruscas de
RMSD denotam mudancas conformacionais importantes na molécula,
enquanto pequenas oscilacdbes de RMSD indicam equilibrio do sistema
(CARUGO, 2003). Neste estudo, baixos valores de RMSD foram observados
durante todo o tempo de simulagéo (Figura 44), indicando alta estabilidade

da molécula no sistema.
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Figura 44: Avaliagdo do RMSD do nAChR a7 em fungéo do tempo.

5.1.9 ENERGIA POTENCIAL

Com base nos resultados obtidos pelos estudos de Dinamica
Molecular, foi possivel analisar cuidadosamente o sistema. Foi possivel obter
a energia total do sistema e se analisou entéo a energia total do sistema. Por
meio desta andlise e sabendo-se que a energia potencial é uma funcdo das
posicdes de todas as particulas do sistema, pode-se constatar a ocorréncia
de decréscimo de energia total do sistema, ou seja, o0 sistema foi levado a um
minimo de energia. Sendo assim, o grafico da energia potencial em funcéo
do tempo evidenciou alta estabilidade do sistema em agua, a 298K, pois
(NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008).
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Figura 45: Gréfico referente a energia total do sistema.
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5.2 INTERACAO PROTEINA-PROTEINA X INTERACAO PROTEINA-SOLVENTE
Analisando-se as ligacbes de hidrogénio observadas na interacéo
proteina-proteina (Figura 46), verifica-se a ocorréncia de oscilacdo no

aumento e na diminuicéao de ligacdes de hidrogénio (LIMA, 2015).

Ligagdes de Hidrogénio
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Figura 46: Representacgdo de ligacdes de hidrogénio presentes nas interacdes proteina-proteina.

Além disso, foram observados os efeitos da presenca de ligacdes de
hidrogénio na interacdo proteina-solvente (Figura 46), indicando que a
proteina deixa de interagir consigo mesma para interagir com o solvente.
Isso acontece porque as ligacdes de hidrogénio sdo fundamentais na
determinacdo e na estabilizacdo estrutural das proteinas, sendo também
importantes no reconhecimento molecular e nos mecanismos de reagdes
enzimaticas (LIMA, 2015).
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Figura 47: Representacdo de ligacdes de hidrogénio presentes nas interacdes proteina-solvente.

5.2.1 HELICIDADE POR RESIDUO

Através de calculos de dindmica molecular, determinou-se a helicidade
do sistema em funcéo do tempo. A periodicidade da hélice indica a repeti¢do
da cadeia e também dita 0 mecanismo de abertura e fechamento de
determinado canal ibnico. Isto é, a presenca de um farmaco no canal ibnico
€ capaz de manter conformacao da hélice fechada, ao passo que a auséncia
de farmaco no canal pode propiciar a formacéo de uma quantidade maior de
hélices no sistema. Foi possivel observar um histograma de residuos de
aminoacidos pertencentes a proteina de interesse. Para tanto, o grafico
obtido (Figura 48) demonstra as posi¢cdes das hélices ao longo da estrutura
no sistema. Como o sistema de interesse € pentamero, cinco picos intensos
que aparecem no grafico correspondem a cinco hélices da proteina.
Sabendo-se que as ligacbes de hidrogénio presentes no solvente (agua) sao

extremamente importantes na determinacéo e na estabilizacdo estrutural das
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proteinas, a agua estabiliza a proteina aumentando, portanto, o nimero de
hélices dentro do sistema (LIMA, 2015).

Helicidade por residuo
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Figura 48: Helicidade por residuo em funcéo do tempo.

Para melhor visualizacdo do resultado demonstrado na Figura 48,
pode-se obter o grafico correspondente ao comprimento das hélices no
sistema (Figura 49). A helicidade dita o mecanismo de abertura e
fechamento do canal ibnico da proteina. Com a presenca do ligante, a
formacdo de helicidade é diminuida, mantendo a conformacdo do anel
fechada, ao passo que sem ligante, a helicidade no sistema aumenta (LIMA,
2015).
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Figura 49: Gréfico correspondente ao comprimento da hélice do sistema.

5.2.2 GIROS POR RESIDUO

O raio de giro mede a compactacdo de um determinado sistema
globular. Desta forma, foi gerado o grafico correspondendo ao numero de
giros por residuo em termos de graus. Com base nesse grafico (Figura 49),
pode-se inferir que o aumento da helicidade do sistema proveniente da
existéncia de ligacbes de hidrogénio na agua propiciou diminuicdo nos graus
de liberdade da proteina. Isso significa que o raio de giro permaneceu
estavel, revelando o alto grau de compacidade proteica, reflexo do

enovelamento estavel da proteina (CALIXTO et al, 2014).
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Figura 50: Giros por residuo (em graus) em fun¢éo do tempo.

5.2.3 ESTUDOS DE REDOCKING PARA VALIDACAO PARA A ESTRUTURA
OBTIDA POR DINAMICA MOLECULAR

No software GOLD foi possivel ranquear as poses de docking através
de quatro funcbes de pontuacédo: GoldScore, Chemscore, ChemPLP e ASP,
sendo necessario avaliar qual é mais precisa para o sistema em questdo. O
método de validacao inicial escolhido para este trabalho foi a redocagem da
lobelina avaliando o0 RMSD em relagdo a posi¢cdo dos atomos pesados do
ligante (64) co-cristalizado. Os valores de pontuacdo e RMSD obtidos para
as poses de maior pontuacdo e de menor RMSD para cada funcéo de
pontuacao estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Dados de pontuagdo e RMSD obtidos através da redocagem da lobelina (64) para
as quatro fungbes de pontuacdo do programa GOLD.

Maior RMSD da maior Pontuacdo | Menor

Funcéo Pose| pontuacéo pontuacédo Pose| do menor | RMSD
RMSD

ASP 23 41,0398 2,6930 22 39,0069 2,4764

ChemPLP 14 71,1987 6,5503 14 61,9172 2,1138

ChemScore 47 34,7063 3,6080 36 31,7951 2,4925

GoldScore 32 62,3771 5,4196 9 55,4234 5,0300
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Dentre as quatro funcdes de pontuacao utilizadas, as fun¢cdes ChemPLP
e GoldScore nédo foram capazes de predizer a pose da lobelina, pois as poses
de docking melhor ranqueadas apresentam RMSD elevado em relacdo as
funcdes ASP e ChemScore, indicando que essas funcbes sdo incapazes de
reproduzir o dado experimental. A principio, a funcao de pontuacao ASP poderia
ser a mais adequada, pois a diferenca entre sua maior pontuacao e a pontuagao
atribuida a pose classificada com menor RMSD foi menor em comparacdo com
a mesma relacao nas funcdes ChemScore, ChemPLP e GoldScore. No entanto,
ao comparar a posicdo de cada atomo do ligante co-cristalizado e do ligante
redocado, entre a pose com menor RMSD e a pose com melhor pontuagéo para
a funcdo ASP, esta se mostrou inadequada porque seu critério de pontuacao
retorna o melhor resultado para poses que ndo condizem com os dados
experimentais. Isto €, houve uma variagéo significativa na posicdo espacial dos

atomos comparando-se as respectivas estruturas.

Dessa forma, para cada funcdo de pontuagdo, foram analisados o0s
residuos de aminoacidos com os quais a lobelina interage, bem como os tipos
de interac@es ligante-proteina estabelecidos: (1) hidrofébica (sigma-Pi, Pi-alquil,
violeta), (2) hidrofébica (empilhamento-T, empilhamento-Pi), (3) hidrofébica (Pi-
S), (4) eletrostatica do tipo cation-Pi, (5) ligacdo de hidrogénio nado classica, (7)
ligacdo de hidrogénio backbone (espinha-dorsal) e (8) ligacdo de hidrogénio
(cadeia lateral) e (9) ligacao Pi-par isolado (Tabela 10).

Tabela 10: Interac8es previstas para a lobelina de acordo com as fun¢gBes de pontuagdo
ASP, ChemPLP, ChemScore e GoldScore . Residuos em vermelho séo os de interesse.
Ligante 64 L36]Y191]5324]T307| A90[L306] Y184

ChemPLP
ChemScore
GoldScore

Interacbes
Hidrofébica (Pi-alquil, sigma-Pi) Ligacéo de Hidrogénio n&o-classica
Empilhamento-T Ligacédo de Halogénio
Empilhamento-Pi Ligacéo de Hidrogénio backbone
Eletrostatica (cation-Pi) Ligacéo de Hidrogénio sidechain
Anion-Pi Pi-S
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Para a funcdo de pontuacdo ChemsScore, o ligante participa do maximo de
interagOes possiveis com residuos de interesse (12 intera¢des). A melhor pose
ranqueada para o ligante na funcdo de pontuacdo ChemScore se encontra

representada na Figura 51.

W53

Figura 51: (a) Pose melhor ranqueada pela fungcédo de pontuacdo ChemScore para o ligante
(lobelina) (&tomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza) e (b) sobreposi¢édo dos
atomos do ligante (lobelina, laranja) co-cristalizado com a estrutura cristalografica do nAChR
a7 e do ligante (lobelina, verde) submetido a redocagem apds os estudos de dindmica
molecular.

De acordo com a funcdo de pontuacdo ChemScore, o ligante se
encontra posicionado favoravelmente para que ocorra uma ligacdo de
hidrogénio envolvendo um dos atomos de oxigénio do ligante e o hidrogénio da
cadeia lateral do residuo Y184. O nitrogénio pertencente a subunidade
piperidinica, carregado positivamente realiza interagdo eletrostatica do tipo
cation-1r com a subunidade aromatica do residuo W145. Uma das subunidades
aromaticas do ligante realiza interacdo hidrofébica do tipo empilhamento-T com

a subunidade aromatica de Y91.

Ocorre ainda interacao hidrofébica do tipo sigma-1r entre o grupo metila
piperidinico do ligante com a subunidade aromatica fenila de Y91. Uma das
subunidades arométicas do ligante realiza uma interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento-1r com a subunidade aromatica do residuo Y191. Adicionalmente,
sao observadas trés interacdes hidrofébicas do tipo empilhamento-T. Uma delas

ocorre entre uma das subunidades aromaticas do ligante e uma das
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subunidades aromaticas do residuo W145, enquanto as demais acontecem
entre uma das subunidades aromaticas do ligante e as subunidades aromaticas
do residuo W53. Além disso, ocorrem trés interagcdes hidrofébicas do tipo -
alquil, sendo que duas delas acontecem entre a subunidade pirrolidinica do
ligante e as subunidades aromaticas dos residuos W145 e W53, enquanto a
terceira ocorre entre uma das subunidades arométicas do ligante e a cadeia
lateral de L36.

5.2.4 COMPARACAO ENTRE OS ESTUDOS COMPUTACIONAIS SEM E
COM DINAMICA MOLECULAR

Com base nas informac¢des discutidas neste trabalho e ao comparar
0s estudos computacionais com e sem realizagdo de dinamica molecular, foi
possivel verificar divergéncia entre os resultados. No caso, resultados
divergentes de dados experimentais foram obtidos a partir estudos
computacionais realizados com dinamica molecular. 1sso ocorre porque 0
residuo C186 é um residuo-chave do sitio ativo da lobelina e esta localizado
em regides ndo-permitidas (conforme verificado no grafico de
Ramachandran. Outro fator estd associado a influéncia do solvente
interagindo com a proteina nos estudos de dinAmica molecular, o que néo foi
observado nos estudos in silico iniciais, pois ndo houve presenca de
moléculas de 4gua mediando interacfes ligante-biomacromolécula. A esse
respeito, € interessante observar que a interacdo do solvente com C186
contribui para a perda da estrutura protéica inicial, pois a ligacdo de
hidrogénio mediada por dgua com C186 diminui a mobilidade da proteina,
mantendo a conformacao fechada. Pode-se dizer, portanto, que ao invés de
0 solvente (agua) aumentar a mobilidade dos residuos e auxiliar na
estabilizacdo da proteina mediando interacbes de hidrogénio com o0s
residuos, ela acabou desestabilizando a estrutura proteica.

Além disso, os dados de pontuacdo e RMSD obtidos através da
redocagem da lobelina para as quatro funcdes de pontuacdo do programa
GOLD foram consideravelmente maiores, se comparados ao primeiro estudo.

Isso, consequentemente, influencia significativamente na triagem dos 28
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compostos planejados. No caso, ndo foi possivel utilizar como critério de
selecdo dos melhores compostos a andlise das orientacbes espaciais de
cada ligante com a lobelina, visto que ndo foram observadas similaridades

estruturais como nos estudos anteriores.

6.0 CONCLUSOES

O modelo computacional do nAChR a7 foi adequadamente analisado
e implementado para realizar a triagem virtual in silico, tendo em vista a
eleicdo de 8 compostos inéditos, de padrdo estrutural pirrolidinico mais
promissores para a etapa de sintese (sem o0s estudos de dinamica
molecular).

As interacbes tomadas como mais relevantes sdo as que estdo
presentes para o complexo lobelina-receptor, visto que esse é um dado
experimental. O residuo W145 aparenta ser o de maior importancia por
interagir com a maioria dos 60 ligantes da literatura usados na validacéo
(88,3%).

Na triagem dos compostos inéditos, o residuo Y191 aparenta ser o
mais importante, pois interage com a maioria deles (92,85%). Ademais, 0
modelo computacional estudado sem dinamica molecular foi melhor por
apresentar resultados mais condizentes com dados experimentais.

Como perspectivas, estdo previstas as etapas de sintese e avaliagéo
farmacoldgica dos 8 compostos inéditos triados. Primeiramente, os ensaios
farmacoldgicos podem ser realizados visando a obtencdo de uma resposta
especifica para a afinidade (Ki) dos compostos pelo nAChR do subtipo a7, 0
qual se apresenta em quantidade abundante no sistema nervoso central.
Testes denominados “Ligand binding” podem ser realizados tendo como
objetivo prever a ligacdo de determinado ligante ao receptor em questao.
Posteriormente, para a avaliacdo das propriedades farmacoldgicas e
funcionais dos derivados planejados, podem ser realizados estudos
eletrofisiol6gicos como o registro de patch clamp em células expressando os
NAChRs do subtipo a7.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. ALINHAMENTO DA SEQUENCIA FASTA DA  ESTRUTURA
CRISTALOGRAFICA DO nAChR a7 (PDB ID: 5SAFN) E DA SEQUENCIA FASTA DO nAChR
a7 DA ESPECIE HUMANA, REALIZADA NO SiTIO PROTEOMICO DO NCBI.

5AFMN:D|FDBID|CHAIN|SEQUENCE
Sequence ID: Query_ 111472 Length: 207 Number of Matches: 2

Range 1: 1 to 204 Gmaphics ¥ Mext Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps
254 bits(648) 2e-86 Compositional matrix adjust. 133/210{63%) 150/210{71%) 9/210{4%)

Query 23  GEFQRKLYKELVENYNPLERPVANDSQPLTWYFSLSLLQIMOVDEKNQVLTTNIWLOMSKH 82
GEFQRKLYKELVENYNP P D +P+TWYFSLSLLQIMDVDE KNQV+ WLOMSW
Sbict 1 GEFQRELYKELVENYNPDVIPTQRD-RPVTVYFSLSLLQIMDVDE KNOVVINVFHLOMSW 59

Query 83 TDHYLQNNUSEYPGUKTVRFPDGQ]NKPDILL?NSADERFDATFHTNVLVNSSGHEQYLP 142
) TDHYLQWHVSEYPGVEK WV P +lW PD+ YN A LVMNSSGH QYLP
Sbjct &8  TDHYLQWNVSEYPGVEQWSVPISSLWVPDLAAYM- AISKPEULTPQLALVNSSGHVQYLP 118
Query 143 PGIFKSSCYIDVRWFPFDVOH - - - CKLKFGSWSYGGWSLDLOMOEADISGYIPHNGERKDLY 199
+ 5C + D+ CKLEFGSk++ LDLOMQEADISGYIP  ++LW
Shjct 11% SIRQRFSCOVS----GVDTESGATCKLKFGSWTHHSRELDLOMOQEADISGYIPYSRFELY 174
Query 288 GIPGKRSERFYECCKEPYPDWTFTVTMRRR 229

G+ KRSERFYECCKEPYPDVTFTVT R4+
Sbjct 175 GVTQKRSERFYECCKEPYPDWTFTWTFREK 284

ANEXO 2: COMPOSTOS DE PADRAO PIRROLIDINICO PLANEJADOS COMO
AGONISTAS DE RECEPTORES a7.

H H H
[:'>\./N‘-‘¢H E’>\/ No ~CHa [X\/"-\_/"-\CH
s : e " . HM HN o
: A
Bta &8k 68 MH HH  +N=D
H H
mec"ﬂ E\)‘\/” CHy OJ“‘O @
(] M
i L )
G8e H 69a

&8d 63b
HQ_ Hq HQ_.‘ AVi "Q H:Q HQ_ %
- HH ” F N NH it u}ﬁp
. F
2 F
N
o H-0 F
&3¢ g3d G3e B9 BﬂgF F &3h

CHy
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ANEXO 3: RESIDUOS DE AMINOACIDOS DO SITIO ORTOSTERICO, OS
QUAIS SAO MODULADOS PELA LOBELINA (PDB ID:5AFN).

— Leu 36(B)

%

& e o
Trp 53(B)
.- Ci8
/ A PUSA)
Al 4 Tyr 91(A)
cis X \
e

27

%&;H—I(A)

Gln 55(B) — -
Wi N s
LOB 1205(A) S
o1 a
l\~
iﬁjm
E W
3 " Tyr 184(A)
Gin 114(B e e

Cys 186(A)
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ANEXO 4: RESIDUOS DE AMINOACIDOS REFERENTES AO nAChR a7
QUIMERICO CO-CRISTALIZADO COM A MOLECULA 6-(4-BROMOFENIL)-3-

HIDROXI-1,3- DIMETIL-2H-PIRIDIN-4-ONA (PDB ID: 5AFJ), NO AGONIST
SUBPOCKET.

ANEXO 5: RESIDUOS DE AMINOACIDOS REFERENTES AO nAChR a7
QUIMERICO CO-CRISTALIZADO COM A MOLECULA 4,5-DIBROMO-N-(3-

HIDROXIPROPIL)-1H- PIRROL-2-CARBOXAMIDA (PDB: 5AFM), NO
VESTIBULE POCKET.

N HN G . pf ° ’\’

Br

H » 970 1207(A)
Br 0 o -

) 2\
>
% XA
m

73 - &
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ANEXO 6: SUBSTANCIAS MUITO ATIVAS FRENTE AOS nAChRs a7 (BRISTOW et al,
2016; MAZUROV; SPEAKE; YOHANNES, 2009; MAZUROV et al, 2005; ZANALETTI et

al, 2012).
Br
I _

0 HN—N
M //\>\©\
Q N NS Q
yNQ H CHj
BMS-933043, Ki = 8,1 nM (76)

H,C

SEN15924, WAY- 361789, Ki = 3 nM (74)

Quinuclidina analogo 24, Ki = 7 nM (75)

&/\/o o

Br

0 ™~ O.

[Nﬁ\NJ\O/Q/ H \N/NH (Nj/ Now | \ o
— 3 N

SSR180711, Ki = 14 nM (77 N i i=
n MEM 3454, Ki =10 nM (78)  ABT-107, Ki = 7 nM (79) Tilorone, Ki = 56 nM (80) \/N\/

o @N/\/O O.
Ol O O Pn
N-metilhomopiperazina analogo 34, Ki = 6,5 nM (81) O.
5 Doty

2,7-Bis[2-(1-pirrolidinil)et6xi]-9 H-fluoren-9-ona, Ki = 53 nM (82)
Prolinol, Ki = 7,6 nM

(83)

ANEXO 7: SUBSTANCIAS MUITO ATIVAS FRENTE AOS nAChRs a7(SPEAKE;
YOHANNES, 2009; MAZUROQV et al, 2005; ZANALETTI et al, 2012).

el OO\CNH @“‘“3 @Hl(@

Pirrolidina analogo 27, ki = 71 nM (84) ABBF, Ki =62 nM (85) EVP-6124, Ki = 4,3 nM (86)
N o _N o _N
To, Oro, v ;
H
[¢]
° F N Br N Br @N %
N o
z
| W N
N N
Quinuclidina analogo 19, Quinuclidina analogo 12, Quinuclidina anélogo 14, PHA-543613, Ki = 8,8 nM (90)
ki =6 nM (87) Ki =5 nM (88) Ki =10 nM (89)

H H
N N
o \"/ \©\
(o]
N.
z
o |
N N
PHA-568487, Ki = 44 nM (91) Quinuclidina analogo 20, Ki = 7 nM (92) Quinuclidina analogo 23, Ki = 7 nM (93)
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ANEXO 8: SUBSTANCIAS ATIVAS OU COM POUCO ATIVIDADE FRENTE AOS
NAChRs a7 (BATISTA; NASCIMENTO-JUNIOR, 2016; BEINAT et al, 2015; HURST,

ROLLEMA; BERTRAND, 2013; MAZIROV; SPEAKE; YOHANNES, 2011; ZANALETTI et
al, 2012).

O—cH,

He- N

N
H3C—
Tilorone analog 1, Ki = 2000 nM (94) CHs; s

H3C
Fluorenol, Ki = 270 nM (95) CH;
H N
e i g
L NS
N Br O O o\/\ M
N N
NN h H
o
CH 5-Morfolino-N-(4-(piridin-3-il)fenil)pentanamida,
Quinuclidina analogo 15, Ki = 830 nM (97) 3

< CH,
Tilorona analogo 3, Ki = 1800 nM (98) kl = 670 nM (99)

N-([1,10-Bifenill]-4-il)-5-(piperidin-1-il)pentanamida, Ki =190 nM (101)

0 GTS-21,Ki = 130 nM (96)

5-(Piperidin-1-il)-N-(4-(piridin-3-il)fenil)pentanamida, Ki = 220 nM (100)

) OMH Me/@ N

N-([1,10-Bifenil]-4-il)-5-(4-metilpiperazin-1-il)pentanamida,
5-(4-Metillpiperazin-1-il)-N-(4-(piridin-3-il)fenil)pentanamida, Ki = 1620 nM (103)
Ki =9330 nM (102)

ANEXO 9: SUBSTANCIAS ATIVAS OU COM POUCO ATIVIDADE FRENTE AOS
NAChRs a7 (BEINAT et al, 2015; SCRIMPF et al, 2015; ZANALETTI et al, 2012).

o CH; ‘
N—N
Q 0 0 J N —
S ‘ N o Mo y @_@
§ J N N co L
CH O H;C H 3-(4-Metilpiperazin-1-il)-6-fenilpyridazina,
Xanthenone, Ki = 440 nM (104) Ki = 4070 nM (106)

5-(Piperidin-1-il)-N-(4-(piridin-3-il)fenil)pentanamida,
Ki =220 nM (105)

N N-(4-(Piperidin-1-il)butil)-4-(piridin-3-il)benzamida,
N-metilhomopiperazina analogo 13, ki = 830 nM (107) ) Ki = 1400 nM (108)
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ANEXO 10: SUBSTANCIAS ATIVAS OU COM POUCA ATIVIDADE FRENTE AOS
NAChRs a7 (BATISTA; NASCIMENTO-JUNIOR, 2016).

¢ 99
N/\/\)OI\N /\/\)ol\
3c/® H O H

N-([1,1'-bifenil]-4-il)-5-((1S,4S)-5-i metll 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)pentanamida,
=3200 nM (109) N-(4-(1H-indol-5-il)fenil)-5-morfolinopentanamida, Ki = 310 nM (110)

N-([1,1"-bifenil]-4-il)-5-((1 S,4S)-5-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2- N-([1,1"-bifenil]-4-il)-5-(piperidin-1-il)pentanamida, Ki = 410 nM (112)
il)pentanamida, Ki = 6100 nM (111)

N
o HN—
\
NS
N N
H
(o}
5-morfolino-N-(3-fenil-1H-pirazol-5-il)pentanamida, Ki = 2600 nM (113)

ANEXO 11: SUBSTANCIAS INATIVAS FRENTE AOS nAChRs a7 (BEINAT et al, 2015;
BRIGGS; MCKENNA, 1998; MAZUROQYV et al, 2005; ONDACHI et al, 2016).

Nat-Epibatidina, Ki = 150000 nM (114)
H
O\"/N
Br

Quinuclidina analogo 13, Ki > 100000 nM (117) H;C 4-(4-(Piridin-3-il)fenil)morfolina, Ki > 10000 nM (119)

N ABT-418, Ki > 100000 nM (118)
[e] O
i ™ /\/\)‘\
/\/\)J\ N N
H

N-([1,10 -Bifenil]-4-il)-5-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6- il)pentanamida,
N-(4-(Piridin-3-il)fenil)-5-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan- 6-il)pentanamida, Ki > 10000 nM (121)

Ki > 10000 nM (120) __N
N

5-Morfolino-N-(6 fenllplrldazln-3 il)pentanamida, Ki > 10000 nM 4-(4-(Piridin-3-il)fenil)morfolina, Ki > 10000 nM (123)
(122)

o
N/\/\)I\N
H
N ;
HyC”
2-fluoro-(carbamoilpiridinil)-descloroepitabidina,
Ki = 28000 nM (115)

5-((1S,4S)-5-Metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)-N-
(4-(piridin-3-il)fenil)pentanamida, Ki > 10000 nM (116)

N
—

_/

(o)

9
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ANEXO 12: SUBSTANCIAS INATIVAS FRENTE AOS nAChRs a7 (BEINAT et al, 2015;
SCRIMPF et al, 2012; ZANALETTI et al, 2012).

—NH

o ﬁNMiub\Q

4-(6-fenilpiridazin-3-il)morfolina,
Ki > 10000 nM (125)

(o]

- o o
H3C/\N/\/ O O \/\N/\CH3
(\N H C) kCH
0\) 3 3

4-(6-(1H-indol-6-il)piridazin-3-il)morfolina, Ki > 10000 nM (126)

Benzofenona analogo 12,
Ki = 68000 nM (127)

o

HG —CHy

N
e el

VAR
H3C CH;, _ , ,
Bifenil analogo 11, Ki > 10° nM (131) Quinuclidina analogo 16, Ki > 10000 nM (132) Tilerona derivado 15, Ki = 15000 nM (133)
H; A

CH, c
KN/\/O OO o\/\N) N/\/\/n
kCH3 H;,C) H3C/'@ °

Naftaleno derivado 10, Ki > 10° nM (134)  n.(4.((1S,4S)-5-metill-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)
butil)-[1,1'-bifenil]-4-carboxamida, Ki > 10000 nM (135) 3-fenil-6-(piperidin-1-il)piridazina,
Ki > 10000 nM (136)
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ANEXO 13: INTERACOES PREVISTAS PARA OS 20 LIGANTES MUITO ATIVOS DA LITERATURA. RESIDUOS EM

VERMELHO SAO OS DE INTERESSE.

Ligante
27
28
29
30
31
34
35
36

L36 L116

C187

C187

S144 K141 | K139

18

20
21
33
36
24
25

26

32

33

37
23
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ANEXO 14: INTERACOES PREVISTAS PARA OS 20 LIGANTES ATIVOS OU POUCO ATIVOS DA LITERATURA.

RESIDUOS EM VERMELHO SAO OS DE INTERESSE.

Ligante

D160

Q114

K139,

S57

Q157
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ANEXO 15: INTERACOES PREVISTAS PARA OS 20 LIGANTES INATIVOS DA LITERATURA. RESIDUOS EM

VERMELHO SAO OS DE INTERESSE.

Y184

Ligante| D160 W145

Y91

68

K141

K139

C187

E 185

C125

Y167

534

G163

V50

1165

69

70

73
76
71

72

75

77
74
60
59 -

61
63

64

65

66
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ANEXO 16: Residuos de aminoacidos do sitio ortostérico, os quais sdo modulados pela epibatidina (PDB ID: 3SQ6).
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ANEXO 17: Comandos utilizados nos estudos de dinamica molecular

Etapas

Comandos utilizados

Preparo da Topologia

gmx pdb2gmx -f 5afn.pdb -0 5afn.gro;
gmx pdb2gmx -f 5afn-editado.pdb -o 5afn.gro

Definicdo do tamanho da

hipercaixa

gmx edit conf -f 5afn.gro -o 5afn.gro -

Solvatagao da proteina

gmx solvate -cp 5afn.gro -cs tip4p.gro -o 5afn_solv.gro -
p topol.to;

gmx grompp—fions.mdp—c 5afn_solv.gro —p topol.top —0
ion.tpr;

gmx genion —sions.tpr —c 5afn_solv.gro —p topol.top —np
9

Minimizacdo energética da
estrutura

gmx grompp —f minim.mdp —c 5afn_solv_ions2.gro —p
topol.top —o em.tpr

Equilibrac&o do sistema

gmx grompp —f nvt-50K.mdp —c em.gro -p topol.top —o
nvt- 50K.tpr;

gmx mdrun —v —deffnm nvt-50K;

gmx grompp —f npt.mdp —c npt-298K.gro —p topol.top —o
npt.tpr;

gmx mdrun —v —deffnm npt &>data &.

Dinamica

gmx grompp —f md.mdp —c npt.gro — p topol.top —o
md.tpr;
gmx mdrun —v —deffnrm md&>data&.
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Energia Potencial

gmx energy —f md.edr —o energiatotal.xvg

Interacdo Proteina-Proteina
X
Interacdo Proteina-Solvente

gmx_mpi_d_hbond —f md.trr —s md.tpr —num prot-prot —
life prot-prot-life —dist prot-prot-dist

xmgrace prot-prot.xvg.
gmx_mpi_d_hbond —f md.trr —s md.tpr —num prot-prot —

life prot-prot-life —dist prot-prot-dist —hx prot-prot-helix
xmgrace prot-sol.xvg.

Helicidade por residuo

gmx helix —f trajout.xtc —s md.tpr;
xmgrace helicity.xvg

Giros por residuo

gmx_mpi_d_ gyrate —f md.trr —s md.tpr
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