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“Néo sou aquele que sabe, mas aquele que busca”

(Hermann Hesse)

” Conhecimento ndo é aquilo que vocé sabe, mas o que vocé faz com aquilo
que vocé sabe’.

(Aldous Huxley)

“Néo ¢ na ciéncia que esta a felicidade, mas na aquisicdo da ciéncia”
(Edgar Allan Poe)

“Um homem néo tem que fazer tudo, mas algo, e ndo € porque ndo pode
fazer tudo que precisa fazer este algo de maneira errada”

(Henry David Thoreaui
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RESUMO

Planejamento de candidatos a farmacos multialvo inibidores de acetilcolinesterase
(ACHE) e glicogénio sintase quinase-3p (GSK-3B) para tratamento da doenca de
Alzheimer

RESUMO

Introducédo: A Doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada pelo aparecimento de placas
senis e emaranhados neurofribilares. Como tratamento, utilizam-se inibidores da
acetilcolinesterase (IAChE) e a memantina, entretanto, buscam-se outras alternativas
terapéuticas, como os inibidores da Glicogénio Sintase Quinase-3p (IGSK-33). Todavia,
farmacos direcionado a um Unico alvo nem sempre podem modificar sistemas complexos,
0S quais possuem diversos mecanismos patologicos. Objetivo: Portanto, o objetivo desta
pesquisa foi planejar novos candidatos a farmacos multialvo IAChE-IGSK-33 para
tratamento da DA. Metodologia: Inicialmente, selecionaram-se 13 compostos com
atividade anti-Alzheimer comprovada. Realizou-se a simulagédo de docking no programa
GOLD. Subsequentemente, foi feita a derivacdo do padrdo farmacoférico no webservidor
PharmaGist. As propriedades farmacocinéticas foram computadas no médulo QikProp do
software Schrodinger e o perfil de toxicidade foi avaliado usando o programa DEREK. Por
fim, foi feita a hibridagdo molecular entre as subunidades estruturais de um IAChE e um
IGSK-3[. Resultados e discussdes: No estudo de docking, foram observadas interacdes
de hidrogénios e hidrofobicas entre as enzimas, AChE e GSK-3B, e os compostos
selecionados. Na derivacdo do grupo farmacoférico, foram alinhadas 8 moléculas com 3
pontos farmacoforicos: uma regido aromética e duas regides aceptoras de hidrogénio. Os
inibidores apresentaram bons resultados na predicdo farmacocinética e toxicoldgica.
Posteriormente, a Fisostigmina e a Luteolina foram escolhidas como protétipos para o
planejamento de novos candidatos a farmacos IAChE e IGSK-3B. Elaboraram-se 9
propostas, 5 IAChEs e 4 hibridos IAChE-IGSK-3[. Na predicdo da atividade bioldgica, as
9 propostas exibiram atividade anti-Alzheimer. Além disso, os resultados mostraram que
as propostas 1, 2 e 5, obtiveram os melhores resultados nas predi¢cdes farmacocinéticas e
toxicologicas, entretanto, os hibridos 6, 7, 8 e 9 apresentaram maior afinidade pelas
enzimas AChE e GSK-3B. Conclusdes: Portanto, as propostas 1 e 2 e os hibridos 6 e 8
foram escolhidos como potentes candidatos a farmacos IAChE e IAChE-IGSK-3p.

Palavras-Chave: Doenca de Alzheimer; Farmacos Multialvos; Acetilcolinesterase; Glicogénio Sintase
Quinase-3p.
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ABSTRACT

DESIGN OF MULTI-TARGET DIRECTED DRUGS FOR ALZHEIMER'S DISEASE
TREATMENT: DUAL INHIBITORS AGAINST ACETYLCHOLINESTERASE (AChE)
AND GLYCOGEN SYNTHASE KINASE-3B (GSK-3B)

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is characterized by appearance of senile plaques
and neurofibillary tangles. Acetylcholinesterase inhibitors (AChEIl) and memantine are
used as treatment, however, other therapeutic alternatives for AD treatment has been
searched, such as Glycogen Synthase Kinase-3( inhibitors (GSK-3BI). Although, one-
target drugs can not always modify complex systems, which has several pathological
mechanisms. Objectives: Therefore, the aim of this research was to design new AChEI-
GSK-3BI multi-target drug candidates for AD treatment. Methodology: Initially, 13
compunds with proven anti-Alzheimer activity were selected. Molecular docking was
performed using the GOLD program. Subsequently, pharmacophoric modeling was
derived from the PharmaGist webserver. Pharmacokinetic properties were computed using
QikProp module of Schrodinger and toxicity profile was evaluated using the DEREK
program. Finally, molecular hybridization was performed between the structural subunits of
AChEl and GSK-3Bl. Results and discussion: In docking study, hydrogen and
hydrophobic interactions between AChE and GSK-3B enzymes and selected compounds
were observed. In derivation of pharmacophore group, 8 molecules with 3 pharmacophoric
points were aligned: one aromatic rings and two hydrogen bond acceptors. Inhibitors
demonstrated good pharmacokinetic and toxicological prediction results. After,
Physostigmine and Luteolin were chosen as prototypes for design of new AChEI and
GSK-3BI drugs candidates. 9 proposals, 5 AChEIls and 4 hybrids AChEI-GSKI-33 were
designed. In prediction of biological activity, 9 proposals exhibited anti-Alzheimer activity.
In addition, results showed that proposals 1, 2 and 5 obtained the best results in
pharmacokinetic and toxicological predictions, still hybrids 6, 7, 8 and 9 presented higher
affinity for both AChE and GSK-3B enzymes. Conclusions: Therefore, proposals 1 and 2
and Hybrids 6 and 8 were chosen as potent AChEI and AChEI-GSK-3(I drugs candidates.

Keywords: Alzheimer's disease; Multi-Target Drugs; Acetylcholinesterase; Glicogen Synthase Kinase-3.
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1 INTRODUGAO

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa na qual ocorre a
morte neuronal devido a alteracdes fisioloégicas e morfoldgicas, afetando, principalmente,
a populacdo com idade entre 65 a 90 anos. Em 2013, foram estimados cerca de 44,4
milhdes de casos no mundo e, em 2030, estima-se um aumento para aproximadamente
75,6 milhdes de casos. O acumulo da proteina B-amiloide e da proteina Tau sdo as
principais causas da progressdao DA e aparecimento de sintomas, tal como a perda
progressiva da memoria, depresséo, dificuldade na fala, desorientacédo, alteracdes do
humor e do sono, entre outros (NEWMAN et al., 2011; NERY, 2015). As caracteristicas
histopatoldgicas da DA sao a presenca extracelular dos peptideos BA, dos emaranhados
neurofibrilares no meio intracelular, reducéo e disfuncdo das sinapses, morte neuronal e
reducao do volume cerebral (MATTSON, 2004; ZUSSY et al., 2013)

A proteina Tau, presente nos microtibulos das células nervosas, quando
hiperfosforilada é responsavel pela formacdo e acimulo dos emaranhados neurofribilares
gue, posteriormente, causa a morte neuronal. A proteina precursora do peptideo amiloide
(APP) é clivada pelas enzimas B-secretase (via amiloidogénica), a-secretase (via nao
amiloidogénica) e y-secretase (que catalisa os produtos das duas vias), sendo a primeira
via, responsavel pela producdo dos peptideos mais toxicos para os neurbnios, AR 1-42
(SONKUSARE et al., 2005; PAKASKI; KALMAN, 2008; SWAROWSKY, 2009; BERG et
al., 2012; SEMIGHINI, 2013).

Outros fatores responsaveis pela perda progressiva da cognigcdo na DA sdo: a
diminuicdo da neurotransmissdo colinérgica ocasionada pela reducdo da atividade da
colina acetiltransferase, o estresse oxidativo, causado por radicais livres e que provoca
danos no tecido neuronal e a neuroinflamacdo decorrente de processos celulares e
neuroquimicos, no qual ha elevagédo dos niveis de interleucinas e diminuicdo dos niveis
do fator de necrose tumoral-alfa (MULLAN, 2000; BONDA et al., 2010; EASTON et al.,
2013; LU et al., 2013; RICHARDSON et al., 2013).

Introdugdo 1



1.2 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

1.2.1 Hipotese colinérgica

Um dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da DA € a diminuicdo da
inervacdo colinérgica que comeca na regido do proencéfalo basal, no Nucleo Basal de
Meynert. Na Deméncia Prodromica ou Comprometimento Cognitivo Leve (CCL), ha um
aumento de emaranhados neurofibrilares nos neurbnios dessa regido e que esta
relacionado ao desempenho de pacientes nos testes de memoria. Esse déficit da
neurotransmisséo colinérgica também é observado na DA. Além disso, estudos relatam
que a reducdo da atividade da acetilcolina transferase (CAT) estd associada ao aumento
dos niveis de peptideo BA (SCHLIEBS; ARENDT, 2011; POTTER et al, 2012,
MESULAM, 2013; HAMPEL et al., 2017).

Ha uma perda de receptores nicotinicos do subtipo a7 na DA observado em
Tomografia Computadorizada por Emissdo de Pdsitrons e esses receptores sao
altamente expressos em regifées que envolve o processo cognitivo como o proencéfalo
basal, 0 ndcleo septal medial, a banda diagonal e o nucleo basal, responsavel também
pelo déficit colinérgico na DA. Estudos recentes indicam que o peptideo BA é responsavel
pela inativacdo dos receptores nicotinicos a7, o que causa a disfungdo neuronal e morte
celular (DINELEY et al., 2001; KADIR et al., 2006; WANG et al.,, 2010; PARRI,
HERNANDEZ; DINELEY, 2011).

1.2.2Hipo6tese Amiloidogénica

O peptideo BA modifica as proteinas e lipideos, induz a producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (do inglés, Reactive Oxygen Species, ROS), principalmente anions
superoxidos e peroxido de hidrogénio, desencadeia um processo inflamatério e
excitotoxicidade que leva a morte neuronal (Figura 1) (ADAM-VIZI; STARKOQOV, 2010; KIM
et al., 2015; PICANCO et al., 2017). Trés oligbmeros BA foram detectados e isolados de
cérebros de pacientes com DA ou de camundongos transgénicos: dimeros e trimeros de
peptideo BA e o fragmento BAsz, sendo que este Ultimo esta correlacionado com duas
proteinas Tau (REED et al., 2011; LESNE et al., 2013).

As sequéncias de peptideos BA predominantes nos neurdnios na DA séo a BA140 €
BA142, entretanto, recentemente verificou-se que um fragmento menor, o BAz2s-3s induz um

aumento na expressao da APP, geracao do peptideo BA142 € aumento da fosforilacdo da
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proteina Tau em ratos, além de induzir o comprometimento da memoria a curto e longo
prazo, o estresse oxidativo, mitocondrial e do reticulo endoplasmético e ativagéo astroglial
e microgial. A hipotese amiloidogénica descreve a fungédo do peptideo BA na progressao
da DA, contudo, ndo explica seu papel no funcionamento normal do cérebro (ZUSSY et
al., 2013).

Figura 1 — Processo de agregacao do peptideo BA
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Recentemente, observou-se a agao neuroprotetora do estrogénio (17(3-estradiol)
contra o peptideo BA142 (CHEN et al., 2013). Em outro estudo, foi detectada a interacao
de um prion celular com o peptideo BAi42 em pacientes com DA o que fornece
informacdes importantes sobre a fisiopatologia da doenca (DOHLER et al., 2014).

De acordo com estudos realizados, o Unico fator genético estabelecido para a DA é
o alelo ¢4 da apolipoproteina E (ApoE). Essa apolipoproteina desempenha um papel
importante no metabolismo de lipideos em humanos, controla a mobilizacao e distribuicéo
do colesterol da bainha de mielina e membranas dos neur6nios, além de estar envolvida
no processo de acumulo do peptideo BA e fosforilacdo da proteina Tau. Entretanto, foi
identificado um fragmento especifico de uma Cinesina de cadeia leve (KLC1, kinesin light

chain), variante E, como modificador da agregacao do peptideo BA (CORDER et al., 1993;
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BERTRAM et al., 2007; LEDUC; JASMIN-BELANGER; POIRIER, 2010; MORIHARA et
al., 2014).

1.2.3Hiperfosforilagdo da Proteina Tau

A proteina Tau é uma proteina associada ao microtubulo (PAM) encontrada nos
axbnios e sua funcdo principal é estabiliza-los, pois estes sdo fundamentais para o
transporte de neurotransmissores e para as sinapses. Os microtibulos se mantém
integros devido ao estado fosforilado da Proteina Tau, que é regulado por fosfatases e
proteinas cinases. Quando ocorre alguma instabilidade com essas enzimas, a proteina
Tau se torna hiperfosforilada, desestabilizando os microtibulos e formando os
emaranhados neurofibrilares (Figura 2) (TERWEL; DEWACHTER; VAN LEUVEN, 2002,
AVILA et al., 2004; FERRER et al., 2005; HASHIGUCHI, M.; HASHIGUCHI,T., 2013).

Figura 2 — Processo de formacao dos emaranhados neurofibrilares

Fonte: National Institute on Aging

A Glicogénio Sintase Kinase-3f (GSK-3B8) é uma das enzimas que fosforila a
proteina Tau e esta associada a neurodegeneracdo que ocorre nha DA. A GSK possui
duas isoformas (a e B) e ambas desencadeiam um aumento na produgéo de peptideo BA.
Entretanto, o depdsito desses peptideos ocorrem antes do acumulo dos emaranhados

neurofibrilares e esses oligbmeros BA aceleram a hiperfosforilagdo da proteina Tau
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(PHIEL et al., 2003; DIAZ-HERNANDEZ et al., 2012; HURTADO et al., 2012; SCHMITT et
al., 2012; REVETT et al., 2013; KITAGISHI et al., 2014).

Foi observada uma diminuicdo na fosforilagdo da proteina Tau, melhora no
comportamento cognitivo, memoéria e reducdo do estresse oxidativo de camundongos
administrados com um oligonucleotideo antisense GSK. Além disso, observou-se um
aumento nos niveis no fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (NrF2) e,
consequentemente, aumento nas concentragbes de muitos antioxidantes (FARR et al.,
2014). Em estudo recente, foram analisados cérebros post mortem de pacientes com DA
apos receberem tratamento de imunoterapia com peptideo BA e foi observado uma

reducgdo nas formas total, inativa e ativa da GSK-33 (AMIN et al., 2015).

1.3 ENFOQUES TERAPEUTICOS

1.3.1 Inibidores da Acetilcolinesterase (IAChE)

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor responsavel pela meméria, aprendizado
e respostas emocionais. Na DA ha uma perda da atividade da ACh, devido a atrofia de
células neuronais colinérgicas, uma caracteristica fisiopatologica da doenca, resultando
na diminuicdo dos niveis de ACh e, consequentemente, levando ao compromentimento
congnitivo (DUNNETT et al., 1993; ANAND et al., 2012).

A colina acetiltransferase (CAT), que catalisa a sintese de ACh a partir da colina e
da acetilcoenzima A, é produzida no nucleus basalis de Meynert, esse, apresenta-se
atrofiado na DA causando deficiéncia de ACh. Este neurotransmissor €, posteriormente,
degradado em acetato e colina pela AChE na fenda sinaptica. (MARTOCCHIA;
FALASCHI, 2008; ALMEIDA, 2011).

Estudos recentes revelaram a acao inibitéria de diversas substancias sobre a AChE
para aumentar os niveis de ACh nos neurdnios. Nao obstante, existem farmacos, usados
terapeuticamente, que foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) como:
a tacrina (Cognex®) (Figura 3.a), galantamina (Nivalin®) (Figura 3.b), rivastigmina
(Exelon®) (Figura 3.c) e o donepezil (Aricept®) (Figura 3.d) (BURNS et al.,, 1999;
FARLOW, 2002; BRASSEN; ADLER, 2003; GELDMACHER et al., 2003; LANCTOT et al.,
2003; RELKIN et al., 2003; RODRIGUEZ et al.,, 2004; HSIUNG; FELDMAN, 2008;
BABILONI et al., 2013).
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Figura 3 — Farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento de DA. (a) tacrina, (b)

galantamina, (c) rivastigmina, (d) donepezil e (e) memantina.
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A Tacrina (1,2,3,4-tetrahidroacridina) € um inibidor reversivel ndo competitivo da
AChE e butilcolinesterase (BChE). Foi aprovada para uso clinico pela FDA em 1993,
apresentando uma potente atividade anticolineterasica, todavia, esse farmaco apresentou
alta hepatotoxicidade sendo retirado do mercado. Nao obstante, a tacrina estd sendo

usada como prototipo em estudos de planejamento de novos canditados a farmacos com
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acao inbitoria da AChE. Além do que, hibridos desse inibidor foram sintetizados, como 0s
hibridos tacrina-flurbiprofeno e tacrina-cumarina, para avaliar suas atividades
anticolinesterasica e antibutilcolinesterasica (KNAPP et al., 1994; WATKINS et al., 1994;
CHEN et al., 2013; ROMERO et al., 2013; HAMULAKOVA et al., 2014).

O donepezil foi 0 segundo farmaco aprovado pela FDA para o tratameto da DA, em
1996, demostrando melhores propriedades que a tacrina, com baixa toxicidade, alta
seletividade para AChE e tempo de meia vida mais longo. Interage com o sitio ativo e
também com o sitio aniénico periférico (PAS) da AChE. Recentemete, estudos mostraram
gue o donepezil inibe os canais hERG, o que pode ser responsavel pelos seus efeitos
adversos, como o prolongamento do intervalo QT e arritmia do tipo Torsades de Pointes
(GELDMACHER, 2004; TANAKA; KOGA; HIRAMATSU, 2009; ANAND; SINGH, 2013;
CHAE et al., 2015).

A rivastigmina € um composto sintético derivado do alcaloide fisostigmina e que
possui um perfil terapéutico melhor e mais seguro. Inibe ambas a colinesterases (AChE e
BChE) e seu uso foi aprovado em 2000. Em estudo recente, uso da rivastigmina resultou
na reducdo no déficit cognitivo induzido por cetamina em ratos com esquizofrenia
(KONRATH et al., 2013; ZUGNO et al., 2013).

A galantamina € um alcaloide, inibidor competitivo e reversivel da AChE, modula os
receptores da ACh e aumenta sua libera¢do. E menos potente, porém menos toxico que a
tacrina. Assim como a tacrina, apresenta muito estudos de desenvolvimento e sintese de
novos farmacos derivados desse composto (HARVEY, 1995; ANAND; SINGH, 2013).

Além dos inibidores da ACh, existe outro farmaco aprovado pela Unido Europeia em
2002, e aprovado pela FDA em 2003, a memantina (l-amino-3,5-dimetil adamantano)
(Namenda®) (Figura 3.e). Este medicamento € um inibidor ndo competitivo e reversivel
do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), e atua inibindo a acédo excitatéria excessiva do
Glutamato, diminuindo moderadamente os sintomas cognitivos e ndo cognitivos da DA.
Entretanto, estes medicamentos apresentam efeitos colaterais como: tontura, nausea,
vomito, diminuicdo da frequencia cardiaca, incontinencia, dor de cabeca e confusdo
(GAUTHIER et al., 2008; CAPPELL et al., 2010; BABILONI et al.,, 2013; HYDE et al.,
2013).

1.3.2 Inibidores da beta-secretase (BACE-1)

A enzima beta-secretase (BACE-1) é uma protease aspartica que cliva o APP,

gerando o peptideo BA. O acumulo deste peptideo resulta na formacao de radicais livres,
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desregulacdo de calcio, dano na membrana neuronal e inflamacédo. Estudos recentes
sugerem que a ACh aumenta a atividade do peptideo BA (HARDY; SELKOE, 2002; LUO
et al., 2003; ANAND et al., 2012; BOWERS et al., 2013).

A BACE-1 pode ser um importante alvo farmacolégico para o desenvolvimento de
novos farmacos usados para o tratamento da DA. Substancias baseadas na estrutura do
1,4-benzodiazepino estdo sendo analisadas como potenciais inibidores da BACE-1. Um
derivado da Tacrina, o Bis(7)-tacrina, foi estudado recentemente como inibidor da BACE-1
(FU et al., 2008; BUTINI et al., 2013; LEON et al., 2013).

Ademais, estudos demonstram que o0 conhecimento de caracteristicas chaves na
estrutura de cumarinas auxiliam no desenvolvimento e sintese de novos analogos que
apresentam acao inibitéria e diminuem a formacao de peptideos BA (SOTO-ORTEGA et
al., 2011, ANAND et al., 2012). Na década de 90, demonstrou-se que o peptideo BA
interage com o PAS da AChE, promovendo o acumulo deste peptideo. Esse fenbmeno é
denominado de ac&o no colinérgica da AChE (DE FERRARI et al., 2001; LEON et al.,
2013). O composto 2-(3-(benzo[d]tiazol-2-il)ureido)acetato (KHG21834) inibiu a apoptose
de neurdnios induzida pelo peptideo BA, a ativagdo de células da microglia e o estresse

oxidativo, bem como regula os niveis de GSK-38 (KIM et al., 2015).

1.3.3 Inibidores da Glicogénio sintase quinase-3 beta (GSK-3)

A GSK-3 é uma enzima quinase presente nas células em duas formas, a GSK-3a e
GSK-3B, sendo que esta dultima regula diversos processos celulares e atua em
importantes vias de sinalizacdo, como o metabolismo do glicogénio, transcricdo génica,
apoptose e inflamacédo. A GSK-3 ativa o fator nuclear de transcricdo kp (NF-kf), que &
responséavel pela producgéo de citocinas inflamatdrias como Interleucina-1 (IL-1) e Fator de
Necrose Tumoral (TNF). O processo inflamatério € um dos motivos para a perda cognitiva
na DA. Sua desregulacédo € caracteristica em varias doengcas como o cancer, diabetes,
DA esquizofrenia e transtorno bipolar. A GSK-3p também interfere na clivagem do APP e
regula a produgao do peptideo AB, dessa forma, a inibigdo da GSK-3 reduz a formagao
de placas amiloides mediadas pela BACE-1 (DOBLE; WOODGETT, 2007; FORDE;
DALE, 2007; JOPE et al.,, 2007; CAIl et al., 2012; PRADO, 2012; LY et al., 2013,
LLORENS-MARTIN et al., 2014).

Nos ultimos anos, algumas substancias apresentaram ac¢do inibitéria contra a GSK-
3B, como o Alsterpaullona (LEOST et al., 2000) (Figura 4.a), um inibidor ATP-competitivo
da GSK-3[3 e da quinase dependente de ciclina 2 (CDK2). O 6-metil-N-[3- [[3- (1-metiletil)
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propil] carbamoil] -1H-pirazol- 4-il] piridina-3-carboxamida (UNO et al., 2009) (Figura 4.b)
e 0s andlogos da maleimida, mais especificamente a substancia SB-21676310
(COGHLAN et al., 2000) (Figura 4.c) e a substancia AR-A01441811 (BHAT et al., 2003)
(Figura 4.d) apresentaram potente atividade inibitoria da GSK-33 (ICso de 9 nM e 104 nM,
respectivamente) (BERG et al., 2012).

Figura 4 — Inibidores da GSK-3[3. (a) Alsterpaullona, (b) 6-metil-N-[3- [[3- (1-metiletil)
propil] carbamoil -1H-pirazol- 4-il piridina-3-carboxamida, (c) AR-A01441811 e (d) SB-

21676310
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O bis-indola (HERS et al.,, 1999) ou anilina (SMITH et al., 2001) maleimidas,
kenpaullona (LEOST et al., 2000), indirubina (LECLERCQ et al., 2001) e o himenialdisina
(MEIJER et al., 2000), tiazolidinonas (GIL et al., 2000) (inibidor ATP-ndo competitivo)
também apresentaram atividade inibitoria para GKS-3[3. Estudos revelaram que os sais de
litio séo potentes inibidores da GSK-3[, podendo reduzir os sintomas da DA (NUNES et
al., 2007; KESSING et al., 2008; MENDES et al., 2009; FORLENZA et al., 2011).

1.4 PLANEJAMENTO DE FARMACOS
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O planejamento e desenvolvimento de farmacos engloba a inovacédo, descoberta,
sintese, extracado, isolamento, identificacdo de substancias bioativas e a relacdo estrutura
atividade (REA). O planejamento racional de farmacos pode ser dividido em duas
categorias: planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor, (do inglés,
structure-based drug design, SBDD) e planejamento de farmacos baseado na estrutura do
ligante, do inglés, ligand-based drug design (LBDD) (MANDAL et al.,, 2009; CERA;
PANCOTE, 2013; KOSEKI; AOKI, 2014).

O SBDD desenvolve moléculas com estrutura tridimensional e com fungdo em
processos celulares conhecidos e que apresentem acao bioldgica em biomoléculas. O
LBDD desenvolve moléculas com propriedades predefinidas para alvos, cujas funcdes
celulares e informagdes estruturais podem ser conhecidas ou desconhecidas. Este
método inclui o modelo farmacoférico, a relacdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR),
modelagem por homologia e pesquisa de pares moleculares correspondentes (MMP)
(MANDAL et al., 2009; KOSEKI; AOKI, 2014).

A geracdo de um modelo farmacoférico permite identificar a regido da molécula
responsavel por sua atividade biolégica através do arranjo 3D de compostos que
apresentam caracteristicas estruturais semelhantes. Esse método permite interpretar as
interacBes que podem ocorrer entre a macromolécula e um ligante (GUNER et al., 2004;
MATHURA et al., 2010; ABBASI et al., 2012; WANG et |., 2012).

O SBDD é fundamental para busca de novos candidatos a farmacos. Os métodos
utilizados nessa abordagem s&o: Método de Estimacdo da Afinidade de Ligagéo, Funcao
de Energia Empirica, Calculo de Energia Livre Baseado na Dinamica Molecular e Dockng
Molecular (HONARPARVAR et al., 2014).

A principal estratégia do SBDD é a simulacédo de docking. Os programas de docking
molecular fornecem possiveis conforma¢des do complexo proteina-ligante, ou seja, as
possiveis orientacdes que um ligante assume no interior do sitio ativo de um receptor, e
estima suas ligacdes com base em algoritmos de encaixe e funcdes de escore. Envolvem
funcdo de energia contendo parametros eletrostaticos, de van der Waals, de pontes de
hidrogénio, hidrofébicos, a qual gera modelos mateméaticos que predizem as melhores
orientacdes do ligante, segunda uma lista de escores de energia (CODDING, 1998;
ALMEIDA, 2011; ELKAMHAWY et al., 2014). Além disso, o docking molecular requer uma
distincdo de verdadeiros e falsos positivos no SBDD. Porém, a precisdo dos estudos de
docking molecular sdo altamente dependentes da selecdo de programas e de estruturas
da proteina-alvo (FRIESNER et al., 2004; HALGREN et al., 2004; LEACH et al.; 2006;
KOSEKI; AOKI, 2014).
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1.5 FARMACOS MULTIALVOS

Os farmacos direcionados a um unico alvo nem sempre podem modificar sistemas
complexos, como no caso de doencas cardiovasculares, cancer, depressao e doencas
neurodegenerativas que irrompem de multiplas anormalidades moleculares e bioquimicas.
Recentemente, uma nova abordagem estd sendo empregada para suprir essa falta de
eficdcia de compostos com apenas um alvo. Essa estratégia inclui ligantes com multiplos
alvos que podem se transformar em farmacos mais eficazes, uma vez que tornam o
sistema bioldgico mais sensivel a acdo da droga (ZIMMERMANN; LEHAR; KEITH, 2007;
HARRIS; PIERPOINT, 2012).

No planejamento de farmacos multialvos, os ligantes interagem com dois ou mais
alvos bioldgicos para combater uma determinada doenca. Esta abordagem reduz o tempo
€ 0 custo necessario para a realizacdo dos ensaios clinicos (CORBETT et al., 2012;
BANSODE et al.,, 2014). Devido a complexidade da fisiopatologia e a possibilidade de
apresentar multiplos alvos, essa estratégia tem sido aplicada para o planejamento de
novos farmacos para o tratamento da DA. Na terapia do céancer, depressdao e
esquizofrenia, essa abordagem ja é utilizada (YOUDIM, BUCCAFUSCO; 2005;
ESPINOZA-FONSECA, 2006; NIELSCH, et al., 2007; CAVALLI et al. 2008; MILLAN,
2009; IQBAL; GRUNDKE-IQBAL, 2010; WONG et al., 2010; BAJDA et al.,, 2011,
BOLOGNESI et al., 2011; BOLEA et al., 2013).

Os multiplos mecanismos patologicos da DA tém incentivado o desenvolvimento de
pesquisa de ligantes multialvos, o que pode ser de extrema importancia clinica. O efeito
sinérgico de um farmaco multialvo pode diminuir problemas de farmacocinética e
interacdes medicamentosas relacionados a polifarmacoterapia (SCHMITT, et al., 2004;
VAN DER SCHYF et al., 2006; CARREIRAS et al.,, 2013; GELDENHUYS et al. 2013;
MAO et al., 2014; ROCHAIS et al., 2015).

A memoquina, um dos primeiros candidatos a farmacos multialvos contra a DA, e
seus derivados hibridos apresentam diferentes subunidades farmacoféricas de farmacos
anti-inflamatorios néo esteroidais, inibem a agregacao do peptideo p-amiloide e inativam a
enzima AChE (CAVALLI et al., 2007; BOLOGNESI et al., 2011; PRATI et al., 2013). Em
um estudo sobre farmacos multialvos, derivados da cumarina apresentaram acao inibitoria
sobre o receptor BACE-1 e a enzima AChE. Foram utilizados a substancia AP2243
(derivado do AP2238), que apresenta atividade AChE, e derivados de cumarina cujo
grupo metoxi foi substituido por uma cadeia amidica para aumentar a atividade contra a
BACE-1 (PIAZZI et al., 2008).
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Combinando o resveratrol (inibe a agregagao BA e possui acdo antioxidante) e a
regido farmacoférica do clioquinol (quelante de metal), foram obtidos candidatos a
farmacos multialvo, derivados do resveratrol, para otratamento da DA. Os compostos (E)-
2-((4- (3,5-Dimetoxiestiril) fenilamino) metil) -6-me-oxo-fenol e (E)-3-((4- (3,5-Di-
hidroxiestiril) fenilamino) metil) -benzeno-1,2-diol exibiram uma inibicdo significativa da
agregacado PBA, desagregacdo das placas senis ja formadas, habilidade de quelante
metais, atividade antioxidante, inibicdo da Monoamina Oxidase- A e B (MAO-A e MAO-B),
moderada inibicdo da AChE e baixa neurotoxicidade (LU et al., 2013).

Segundo Huang et al. (2012), o composto 5,6-di-hidroxi-2- (4- (metil (propil) amino)
benzilideno)-2,3-di-hidro-1H-inden-1-ona  4-metilbenzenossulfonato, um  derivado
benzilideno-indanona, apresentou atividade multifuncional (inibicdo contra agregacao do
peptideo BA e da atividade da MAO-B, acao antioxidante e quelante de biometais contra a
DA, mostrando-se um potencial candidato a farmaco multialvo. Derivados do Resveratrol
foram sintetizados e apresentaram atividade inibitoria contra colinesterases, agregacao
BA e MAO-A e B, enquanto que hibridos do tacrina-benzofurano inibiram a atividade de
colinesterases e a BACE- 1 e, consequentemente, o acumulo do peptideo BA (PAN et al.,
2014; ZHA et al., 2016).

Utilizando fragmentos das estruturas do resveratrol, do clioquinol, e do grupo
benziloxi (da 7- (3-clorobenziloxi)-4-formilcumarina, inibidor da MAO-B), foram
sintetizados derivados de saliciladimina, dentre eles, o composto (E)-4-(((4-(Benziloxi)
fenil) imino) metil) benzeno-1,2,3-trio, que possui atividade contra a agregacao BA (ICso =
25 uM) e MAO-B (ICso = 0,39 pM), efeitos antioxidantes, habilidade de quelante de metal
e baixa toxicidade celular (YANG et al., 2017).

A primeira classe de compostos capazes de inibir, simultaneamente, a BACE-1 e
GSK-3B sédo as triazinonas (6-amino-4-fenil-3,4-di-hidro-1,3,5-triazin-2 (1H)-onas). Uma
dessas moléculas apresentou ICsp = 18,03+0,01 pM e 14,67+0,70 uM para BACE-1 e
GSK-3B, respectivamente. Foram utilizadas as regides farmacoféricas responsaveis pela
interagdo da BACE-1 (grupo guanidino) e GSK-3B (amida ciclica), sendo constatado que
essas triazinonas sdo compostos promissores para o desenvolvimento de protétipos com
acao inibitdria para ambas as enzimas, BACE-1 e GSK-3pB, envolvidas na progressao da
DA (PRATI et al., 2014).

Recentemente, derivados da dihidropiridina demonstraram interagdo com as
estruturas da AChE e BACE-1. Ademais, hibridos de cianopiridina-triazina apresentaram
atividade contra a AChE, assim como a interacdo simultdnea com sitio catalitico (CAS) e

0 sitio anibnico periférico (PAS) da AChE, reducdo do acumulo do peptideo BA e do
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estresse oxidativo. Tal qual, derivados de oxoisofosfina também tiveram acao inibitéria
contra a AChE e reduziram a agregacao BA (GOYAL et al., 2014; MAQBOOL et al., 2016;
WEI et al., 2016).

1.6 DERIVADOS DE PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTI-ALZHEIMER

Inimeras plantas medicinas apresentam atividade anti-inflamatoria, neurorotetora,
anticolinesterasica e que inibem a hiperfosforilacdo da proteina Tau, sendo utilizadas para
o tratamento da DA. Dentre essas plantas estdo: Acorus calamus, Centella asiatica,
Ginkgo biloba, Huperzia serrata, Indigofera tinctoria, Magnolia officinalis e Salvia officinalis
(WANG; DUBOIS; ADAMS JR, 2014).

Alguns compostos derivados de plantas possuem acao inibitéria para a AChE,
principalmente, os alcaloides, classe de metabdlitos secundarios que possui a maioria dos
candidatos a farmacos usados no tratamento da DA (Tabela 1). Esses metabdlitos tém
como caracteristica apresentar em sua estrutura um nitrogénio carregado positivamente,
importante para realizar interacdo i6bnica com o sitio ativo da AChE. Dentre as classes de
alcaloides com acdo anticolinesterasica estdo: os alcaloides esteroidais e terpénicos;
alcaloides do tipo quinolizidina/lycopodium; alcaloides tipo isoquinolina; alcaloides
inddlicos e alcaloides B-carbonilicos (PEREIRA et al., 2010; ORHAN, 2012; KONRATH et
al., 2013).
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Tabela 1 — Descricdo dos derivados de Produtos Naturais com atividade anti-Alzheimer

Substancia Espécie Classe de Principal ICso Referéncia
Metabolito funcéo
1 Fisostigmina Physostigma Alcaloide Inibidor da JACKISCH et al.,
venenosum AChE 0,022uM 2009
2 Huperzina A Huperzia serrata Inibidor da ZHAO et al., 2013
AChE
Antagonista dos  0,036uM
receptores
NMDA
3 Galantamina Lycoris radiata, BARTOLUCCI et
Galanthus Inibidor seletivo 0,36uM al., 2001
nivalis e da AChE ’
Narcissus spp
4 Licoramina Lycoris radiata Inlglgﬁlrzda 61,56uM SHI et al., 2014.
5 Berberina Coptis chinensis Inibidor da MAO LEE et al., 2011.
Inibidor da 118,92uM
agregacgao BA
6 Coptisina Inibidor da JUNG et al.,
AChE 0,80uM 2009.
7 Palmatina Inibidor da
AChE 0,52 uM JUNG et al.,
20009.
8 Dehidroevodia Evodia Inibidor da PARK et al.,
mina rutaecarpa AChE 1996;
378iIM - 3UNG; PARK et
al., 2007.
9 Apocinina Picrothiza Acetofenona Reduz a STEFANSKA,;
kurroa proliferacéo de PAWLICZAK,
peptideos B- 10uM 2008
amiloide
10 Diosmina Hyssopus Flavonoide Reduz a SAWMILLER et
officinalis geracao de al., 2016
peptideos B- i
amiloides
11 Epigalocatequ Camellia Polifenol Reduz a REZAI-ZADEH et
ina-3-galato sinensis (Cha geracao dos 20UM al., 2005
verde) peptideos AB1-40 H
e AB1-42
12 Luteolina Stigmaphyllom Flavonoide - Reduz a PANDURANGAN
paralias geracao de et al., 2013
peptideos B- 100uM
amiloides
- Inibe a GSK-3
13 Resveratrol Veratrum Polifenol - Inibe a BALKIS et al.,
grandiflorum e polimerizacéo 2015
Polygonum do peptideo B- 100uM
cuspidatum amiloide

Recentemente, analogos da isoquinolina (tipo de alcaloide) foram sintetizados e

apresentaram propriedades, in vitro, de inibicdo da AChE e agregacao do peptideo BA

(XU et al., 2014). Outra classe de metabdlito que possui propriedades neuroprotetora e

atividade anticolinesterasica é a classe dos flavonoides, que possuem também acéo

inibitéria na formagao do peptideo BA e protecdo contra a agdo de radicais livres,
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processos fundamentais no desenvolvimento da DA (SCHROETER et al., 2001; LOU et
al., 2011; URIARTE-PUEYO; CALVO, 2011).

Um alcaloide que apresenta propriedades anticolinesterdsica é a Fisostigmina
(alcaloide inddlico), obtido de uma planta nativa na Africa, a Physostigma venenosum
Balf. (Fabaceae). A Fisostigmina é um inibidor reversivel da AChE e da BChE e, apesar
deste composto inibir a acdo dessas duas enzimas, sua atividade inibitéria enzimatica in
vitro € maior contra a AChE (BITZINGER et al., 2016). Em estudo, esse alcaloide além de
aumentar a concentragcdo de ACh no plasma e no cortex cerebral em ratos com o figado
parcialmente resseccionado, também apresentou um efeito anti-inflamatério, pois reduz
os niveis de interleucina 18 (PLASCHKE; MULLER; KOPITZ, 2014). Além disso, a
Fisostigmina aumenta a atividade neuronal e induz a proliferacao celular via 6xido nitrico
em Zebrafish (LEE et al., 2016).

A Fisostigmina € usada para tratar a DA, glaucoma, esvaziamento gastrico lento e
hipotensdo ortostatica, além de ser utilizada em crises de overdose de atropina e
escopolamina. H& também relatos do uso de infusdo intravenosa continua da
Fisostigmina para tratar o delirio colinérgico decorrente de overdose da olanzapina.
Porém, seu uso clinico é limitado devido ao seu curto tempo de meia-vida, sua janela
terapéutica limitada e seus efeitos gastrointestinais e ortostaticos (THAL et al., 1996;
HAIL; OBAFEMI; KLEINSCHMIDT, 2013; KONRATH et al., 2013; LIU et al., 2013).

Estudos relatando a sintese da Fisostigmina foram realizados. Esse alcaloide pode
ser sintetizado a partir de derivados de cinamoil, através de uma rota paralela e eficiente,
por uma reacdo de hidroformilacdo catalisada por complexos de rédio (CHIOU et al.,
2013). A sintese total desse metabdlito também pode ser observada ao realizar um
rearranjo de Johnson-Claisen para a formacédo de estereocentros quaternarios no
carbono terciario de compostos de lactamicos (PANDEY; KHAMRAI; MISHRA, 2018).
Todavia, devido ao seu uso clinico limitado, alguns analogos da Fisostigmina estdo sendo
desenvolvidos com o intuito de buscar novos candidatos a farmacos que apresentem uma
melhor atividade (CHIOU et al., 2013; KONRATH et al., 2013; WANG et al., 2016).

Outro alcaloide que apresenta atividade anticolinesterésica € a Huperzina A, isolado
da planta medicinal chinesa, Huperzia serrata (RAVES et al.,, 1997). A Huperzina A
mostrou uma melhora na funcédo cognitiva e nas atividades cotidianas de pacientes com
DA. Além disto, esse inibidor reversivel da AChE tem acdo mais potente e mais especifica
no cortex cerebral de ratos que outros inibidores como tacrina, donepezil, rivastigmina e
fisostigmina. (ZHAO; TANG, 2002; YANG et al., 2013; DAMAR et al., 2017). Além disso, a

Huperzina A apresenta também acao inibitoria nos receptores NMDA, diminui a producao
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do pepitideo BA e possui um efeito anticonvulsivante, em ratos administrados com
pentilenotetrazol, por aumento da transmissdo GABAérgica (ZHANG et al.,, 2000;
GERSNER et al., 2015; LEI et al., 2015).

A Galantamina é um alcaloide isolado da Galanthus woronowii e Lycoris radiata,
inibidor reversivel e competitivo da AChE usado no tratamento da DA moderada aprovado
pela FDA em 2001 (BORES et al.,, 1996; LOY; SCHNEIDER, 2006; CHOI et al., 2013;
KIMURA et al., 2014). A galantamina associada ao estradiol aumentou significativamente
o desempenho cognitivo em ratos ovariectomizados (GIBBS et al., 2011) e também
aumentou a inibicdo por pré-pulso do reflexo do sobressalto (Prepulse inhibition of the
startle, PPI) em ratos normais e melhorou a interrupcdo do PPI induzida por MK-801
(Dizocilpina), o que significa que esse alcaloide pode apresentar uma melhora na pré-
cognicdo na esquizofrenia (SHAO et al., 2014). Outrossim, recentemente analogos da
Galantamina com atividade inibitéria para a AChE estdo em desenvolvimento, com o
objetivo de buscar candidatos a farmacos mais eficazes (BUCKLER et al., 2017).

Existem também outros alcaloides, ndo tdo estudados, mas que também possuem
atividade anti-Alzheimer como, por exemplo, o alcaloide da mesma familia da
Galantamina (Amaryllidaceae), a Dihidrogalantamina ou licoramina, além de inibir a acdo
da AChE, é usada para aliviar os sintomas da paralisia infantil e miastenia gravis (LIANG
et al., 2004; XIANG; CHEN; CHEN, 2014). Alcaloides da familia Amaryllidaceae possuem
atividade neuroprotetora com contra o peptideo BA e atividade anticancer (LI et al., 2013;
HAVELEK et al., 2017).

Outro importante alcaloide que apresenta acéo inibitdria da AChE é a Coptisina, que
também tem efeito anti-hiperlipidémico e diminui a hiperosforilacdo da proteina Tau (HE et
al., 2015; KAUFMANN et al., 2016; YANG et al.,, 2017). Estudos demonstram que a
Berberina, alcaloide tipo isoquinolina, derivado de inimeras plantas medicinais como a
Hydrastis canadenses, € um produto natural que inibe a agregagao de peptideo BA,
diminui a hiperfosforilagdo da proteina Tau e inibe o estresse oxidativo na DA (LIU et al.,
2014; AHMED et al., 2015; HAGHANI; SHABANI; TONDAR, 2015; CAIl;, WANG; YANG,
2016).

A Palmatina, outro alcaloide tipo isoquinolina, pode ser extraida das plantas Berberis
aetnensis e Berberis libanotica, assim como a Berberina. A atividade de inibicdo contra a
AChE deste ultimo é maior (2,2 ug/mL), porém, a Palmatina € mais ativa contra a BChE
(105,1 pg/mL) (BONESI et al., 2013). A berberina e a palmatina inibem sinergicamente a
AChE, demonstrando que a combinacgdo desses dois alcaloides pode ser uma estratégia

terapéutica mais efetiva para o tratamento da DA (MAK et al., 2014).
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A Dehidroevodiamina (alcaloide de quinazolina), extraida da planta Evodia
rutaecarpa, € um inibidor da AChE que melhora o comprometimento da memdaria espacial
em ratos com amnésia induzida por escapolamina, além de melhorar significativamente a
aprendizagem e a memoria de ratos que receberam infusao de peptideo BA1-42 (PARK et
al., 1996; PRESS, 2014; SHIN; KIM; SUH, 2017).

A Apocinina é um composto fendlico isolado da planta Picrorhiza kurroa e de outras
espécies da familia Apocymun. E inibidor de NADPH oxidase protege contra a disfuncdo
renal induzida pela isquemia e reperfusdo em ratos, inibe a progressao de placa
aterosclerotica in vivo, suprime a geracdo de ROS induzido por LDL (do inglés, Low
Density Lipoproteins) e o Fator Estimulador de Colbnias de Granulécitos e Macréfagos in
vitro. Ademais, a apocinina também reduz o desenvolvimento da lesdo isquémica do
miocardio, inflamacdo e fibrogénese e tem atividade neuroprotetora, pois diminui 0s
efeitos neuroquimicos da metanfetamina (SIMONYL et al., 2012; KINOSHITA et al., 2013;
LIU et al., 2014; MILLER et al., 2014; CHOI et al., 2015).

Diosmina é uma flavona com efeito gastroprotetor, protege contra lesdo de isquemia
e reperfusdo cerebral, previne a Sindrome de Hiperestimulacdo Ovariana, possui
atividade anti-hiperlipidémica e diminui os radicais livres (efeito cardioprotetor). Também
possui um efeito na DA, pois reduz os niveis de peptideo BA, a hiperfosforilagdo da
proteina Tau, a neuroinflamacdo e comprometimento cognitivo em ratos (QUEENTHY;
JOHN, 2013; LIU et al., 2014; ARAB et al., 2015; SAWMILLER et al., 2016; ZHU et al.,
2017).

O Epigalocatequina-3-galato € uma catequina obtida do cha verde (Camellia
sinensis) com  propriedades  antioxidante, anti-inflamatéria,  antimutagénica,
anticarcinoénica, antiamiloidogénica e neuroprotetora (HIGDON; FREI, 2003; CAO et al.,
2007; HYUNG et al.,, 2013; SHEN et al., 2015; MAHAJAN; BHAT; KUMAR, 2017).
Estudos recentes demonstram a sintese de analogos multialvos derivados do Resveratrol
para tratamento da DA. Esse composto se encontra em fase de estudo clinico e possui
acOes neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamatéria (BAUR; SINCLAIR, 2006; KWON et
al., 2010; LU et al., 2013; BASTIANETTO; MENARD; QUIRION, 2015; TURNER, et al.,
2015).

A Luteolina é um flavonoide presente em frutas e vegetais que possui atividade anti-
inflamatoéria, antioxidante, anticancer. Segundo estudo, esse flavonoide reverte os déficits
cognitivos pela dieta rica em gorduras, pois inibe a via NF-kB) em cérebros de
camundongos. Outrossim, a luteolina reduz a ativacdo da GSK-3(B, a fosforilagdo da

proteina Tau, os niveis de peptideo BA e a liberagcédo de citocinas inflamatdrias em ratos
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com traumatismo craniano (KUO et al., 2011; CHIAN et al.,, 2014; LIU et al., 2014;
SAWMILLER et al., 2014; ROY et al., 2015).

A vista disso, varios estudos estio sendo realizados em busca de compostos com a
funcdo de melhorar a cognicdo e a memdria de pacientes com DA e a modelagem
molecular tem grande impacto no planejamento desses novos farmacos, pois diminui os
gastos e agiliza o processo da pesquisa para a obtencéo de novos modelos de tratamento
gue interrompam ou diminuam a progresséo da doenca. Por conseguinte, esta pesquisa
tem como objetivo propor novos candidatos a farmacos multialvo, derivados de produtos

naturais, para o tratamento da DA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Planejar novos candidatos a farmacos multialvo inibidores de acetilcolinesterase e

glicogénio sintase quinase-3f3 para tratamento da Doenga de Alzheimer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar o estudo de docking molecular para os derivados de produtos naturais

selecionados com as enzimas acetilcolinesterase e glicogénio sintase quinase 3;
b) Derivar o padréo farmacoforico dos derivados de produtos naturais selecionados;

c) Predizer as propriedades farmacocinéticas (ADME) e toxicologicas dos derivados de

produtos naturais selecionados;

d) Propor modificacdbes nos derivados de produtos naturais selecionados que
apresentaram os melhores resultados nas etapas anteriores para obtencdo de um

prototipo multialvo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MODELAGEM MOLECULAR DOS DERIVADOS DE PRODUTOS NATURAIS
SELECIONADOS

Inicialmente, 13 compostos derivados de produtos naturais com atividade inibitéria
para a AChE e GSK-3p3 foram selecionados da literatura (DA ROCHA et al., 2011). Os
derivados de produtos naturais foram chamados de produtos do conjunto de treinamento,
e foram desenhados no programa ChemDraw® Ultra, otimizados com o método Hartree-
Fock e a funcdo de base 6-31G** implementado no programa Gaussian 03 (FRISCH et
al., 2003) e visualizado pelo programa GaussView 5.0 (DENNINGTON et al., 2009).

3.2 ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR USANDO O PROGRAMA GOLD 4.1

O docking molecular € um método computacional intensivo e proeminente no processo
de descobrimento de farmaco. O beneficio do docking € identificar o0 modo de ligacdo dos
ligantes no sitio de ativo da enzima ou receptor através de interacdes-chave especificas e de
predizer a afinidade de ligacédo entre os complexos proteina-ligante (GUPTA; MOHAN, 2014).

O programa GOLD (do inglés, “Genetic Optimisation for Ligand Docking”) utiliza o
algoritmo genético para fins de experimentos de docking flexivel de ligantes dentro de sitios
de ligacdo de proteinas. Uma populacéo de solucdes potenciais (isto €, possiveis orientacdes
docadas dos ligantes) esta configurada de forma aleatéria (VERDONK et al., 2003). Cada
membro da populagéo é codificado como um cromossomo que contém as informagfes sobre
o mapeamento de ligacbes de hidrogénio de atomos do ligante para (complementares)
ligacdes de hidrogénio de atomos da proteina, mapeamento de pontos hidrofobicos no ligante
para pontos hidrofébicos na proteina e a conformagéo em torno das ligacGes flexiveis do
ligante e grupos hidroxilicos da proteina. Para predizer como uma molécula pequena ira ligar-
se a uma proteina é dificil e nenhum programa pode garantir sucesso. A proxima etapa a ser
realizada € medir a maior precisédo possivel da confiabilidade do programa, isto é, a chance
de que ele vai fazer uma boa predicdo em uma determinada instancia. Por esse motivo, o
GOLD tem sido testado com um grande numero de complexos extraidos do Protein Data
Bank (PDB). A concluséo geral desses testes foi que as solu¢cdes melhor classificadas pelo
GOLD estavam corretas em 70-80% dos casos (VERDONK et al., 2003).
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Para isso, uma estrutura cristalografica de cada enzima estudada (AChE - PDB ID:
4MOE - Resolucéo: 2,0 A e GSK-3p - PDB ID: 3Q3B — Resolucéo: 2,7 A) em complexo com
inibidor no sitio ativo foi selecionada. As estruturas cristalograficas das enzimas de AChE e
de GSK-3B humanas em complexo com seus respectivos ligantes foram obtidas a partir do
PDB no Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (BERMAN et al., 2000). Essas
estruturas foram preparadas para os experimentos adicionando atomos de hidrogénios,
removendo ions, outros ligantes do sitio ativo e todas as moléculas de agua. O programa
GOLD 4.1 sera usado para investigar os modos de ligacao entre os derivados de produtos
naturais selecionados e gerar um conjunto de conformacdes para esses ligantes.

Dada a estrutura cristalografica do alvo, o docking molecular automaticamente
apresenta amostras das conformacdes dos ligantes com uma regido especifica de ligacdo do
receptor. Tem sido usado de maneira bem-sucedida para identificar substancias ativas
fitrando aqueles que nédo se encaixam no sitio ativo. O sitio de ligacdo das enzimas
estudadas foi definido com todos os residuos dentro de uma esfera de 10 A de raio localizado
ao centro do sitio ativo. Para a etapa inicial dos experimentos de docking alguns parametros
do algoritmo genético (do inglés, genetic algorithm, GA) foram aplicados para buscar os
modos de ligacdo dos derivados de produtos naturais selecionados mantendo-os rigidos, ja
gue houve a necessidade de preservar a pose (conformacéo + orientacdo bioativa) similar do
inibidor complexado originalmente utilizando como molécula de referéncia. Dez solu¢des de
docking foram calculadas para cada produto natural selecionado.

Uma busca de maxima eficiéncia foi realizada (autoconfiguracdo de 100% de
eficiéncia). Os melhores derivados de produtos naturais selecionados nesta etapa foram
classificados de acordo com a funcdo de pontuagcdo ChemPLP, essa funcao classifica as
orientagdes das moléculas avaliadas de acordo com um padrdo de afinidade (escore), do
ponto de vista de estabilidade energética, em relacdo ao sitio ligante da proteina. Uma
inspecao visual foi realizada para a selecao das melhores poses dos derivados de produtos
naturais selecionados que revelaram interacdes com os residuos de aminoacidos do sitio

ativo de cada enzima estudada.

3.3 PREDICAO DO PADRAO FARMACOFORICO

O farmacoforo representa o conjunto de dominios funcionais das moléculas ligantes
através dos quais se define os tipos de interagdo que os ligantes em comum fazem com o
sitio receptor. A analise, por métodos computacionais, dos possiveis conjuntos de grupos

farmacoféricos associados a cada molécula ativa, permite a derivacdo do padrao
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farmacoférico comum ao conjunto de analogos ativos em questdo. Um farmacoforo € o
arranjo tridimensional (3D) de caracteristicas que sdo essenciais para uma molécula
ligante, a fim de interagir com um receptor de modo especifico. A identificacdo de um
farmacéforo pode servir como um modelo importante no desenvolvimento racional de
farmacos, uma vez que pode auxiliar na descoberta de novas substancias que podem
ligar-se a um receptor alvo. Muitos métodos computacionais para identificacdo do padrao
farmacoférico tém sido desenvolvidos (INBAR et al., 2007). Nesse estudo, o padrdo
farmacoférico foi determinado a partir do servidor online PharmaGist
(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/lPharmaGist/) (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008).

O servidor PharmaGist gera farmaco6foros 3D a partir de um conjunto de moléculas
gue sao conhecidos por se ligarem a um receptor alvo comum. O método procura de
forma eficiente por possiveis farmacoéforos e relata os mais altos scores. Os farmacéforos
candidatos sdo detectados por alinhamento mdultiplo flexivel dos ligantes de entrada, onde
a flexibilidade dos ligantes é tratada de forma expressa e de uma maneira determinista no
processo de alinhamento. Outra vantagem importante do método € a capacidade de
detectar farmacdéforos comuns para subconjuntos de ligantes de entrada, uma
caracteristica que faz PharmaGist tolerante a outliers e varios modos de ligacdo
(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008).

3.4 PREDICAO DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS (ADME) E
TOXICOLOGICAS (TOX) DOS DERIVADOS DE PRODUTOS NATURAIS
SELECIONADOS

As propriedades farmacocinéticas e a toxicidade dos compostos sdo uma das
principais razdes para que se encerre o desenvolvimento de candidatos a farmacos
(GUPTA; MOHAN, 2014). Neste contexto, foram computadas algumas propriedades
farmacocinéticas dos derivados de produtos naturais selecionados que incluira o peso
molecular, a area de superficie polar (PSA), logP (Coeficiente de particao), logBB
(Coeficiente de particdo cérebro/sangue), porcentagem de absorcdo oral humana,
atividade predita no sistema nervoso central, permeabilidade aparente em Caco-2, entre
outras usando o modulo QikProp do software Schrodinger.

O perfil de toxicidade dos derivados de produtos naturais selecionados foi avaliado
usando o programa DEREK, que € um sistema especialista baseado no conhecimento
para a predicdo qualitativa de toxicidade. O DEREK realiza essas predi¢oes tendo como

base uma série de regras, e cada regra descreve a relacdo entre uma caracteristica
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estrutural ou um toxicéforo e sua toxicidade associada. Além de carcinogenicidade,
pontos toxicolégicos atualmente abrangidos pelo sistema do DEREK ainda incluem
mutagenicidade, sensibilizacdo da pele, irritacdo, teratogenicidade e neurotoxicidade
(SANDERSON; EARNSHAW, 1991).

3.5 PLANEJAMENTO DE PROTOTIPO HIiBRIDO

A hibridacdo molecular entre subunidades estruturais de diferentes moléculas
bioativas, utilizada como uma das principais ferramentas de planejamento estrutural, tem
levado a descoberta de inumeros ligantes, com propriedades multiplas (DIAS et al., 2015).
Com a definicdo do farmacéforo e conhecendo o modo de interagdo farmaco-receptor, foi
possivel propor alteracfes na estrutura dos derivados de produtos naturais para se obter
substancias com atividade multialvo. Com isso, os farmacoforos dos inibidores da AChE
(IAChE) e a estrutura da luteolina, inibidor da GSK-3B (IGSK-3pB), foram utilizados para o
planejamento de uma série de hibridos IChE-IGSK-3f a partir do produto natural de cada

classe que apresentou melhor resultado in silico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

41 DOCKING MOLECULAR

O programa GOLD 4.1 foi usado para investigar os modos de ligacdo entre os
derivados de produtos naturais selecionados e gerar um conjunto de conformagdes para
esses ligantes. Os derivados de produtos naturais estudados foram a Fisostigmina (1),
Huperzina A (2), Galantamina (3), Licoramina (4), Berberina (5), Coptisina (6), Palmatina
(7) e Dehidroevodiamina (8), Apocinina (9) Diosmina (10), Epigalocatequina-3-galato (11),
Luteolina (12) e Resveratrol (13) (Tabela 1) (Figura 5). Para realizar o estudo de Docking
das enzimas AChE (PDB ID: 4MOE) e GSK-33 (PDB ID: 3Q3B) utilizou-se o programa
GOLD 4.1 (VERDONK et al., 2003). Os atomos de hidrogénios polares foram adicionados
e as moléculas de agua e os inibidores foram retirados do receptor. Em seguida, foi
realizada a preparagéo dos ligantes dihidrotanshinone | (AChE) (CHEUNG et al., 2013) e
4-(4-hidroxi-3-metilfenil)-6-fenilpirimidin-2(5H)-ona (GSK-33) (COFFMAN et al., 2011).
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Figura 5 - Estrutura dos derivados de produtos naturais selecionados da literatura
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ApoOs este procedimento, foi realizada a simulagéo de docking entre as enzimas e o
ligante experimental e, em seguida, realizou-se a validacdo do resultado através do
célculo do RMSD (Root-Mean-Square Deviation) (0,949 A — Angstrém para a GSK-3B
(PDB ID: 3Q3B) e 0,2704 A para a AChE (PDB ID: 4MOE) entre o ligante experimental e a
conformacdo de maior escore do ligante apos o docking (Figura 6). Segundo Cole et al.
(2005) a predicéo de docking com RMSD menor que 2A para a conformac&o do ligante de

maior escore é considerada bem sucedida.

Figura 6 - (a) Reproducéo da orientagdo cristalogréfica (ligante experimental) (verde) no
sitio de ligagcdo GSK-3B e conformagdo com a maior escore do ligante apdés o Docking
(azul). (b) Reproducao da orientacao cristalografica (ligante experimental) (verde) no sitio
de ligacdo AChE e conformacgdo com a maior escore do ligante apés o Docking (azul).

Fonte: Discovery studio Visualizer 4.0
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Para a andlise de docking dos inibidores, o sitio de ligacao foi definido com todos
aminoacidos dentro de uma esfera localizada no sitio ativo, cujas coordenadas
apresentaram o0s seguintes valores: x = -15,20, y = -42,85 e z = 25,07 para AChE (PDB
ID: 4AMOE) e x = 38,75,y = 7,98 e z = 33,47 para a GSK-3f (PDB ID: 3Q3B).

Na simulacdo de docking com os derivados de produtos naturais (Figura 7 e 8), a
Fisostigmina apresentou interacdo de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Tyr72
e Tyrl24 e interacdo hidrofébica com Trp286 e Tyr341 da AChE e interacdo hidrofobica
com o aminoacido Lys85 da GSK-3.

Ao analisar a simulacdo de docking com a AChE, a Huperzina A interagiu com 0s
residuos Tyr72, Asp74 (interacdo de hidrogénio) e Trp286 (hidrofébica) e com o
aminoacido Vall135 da GSK-38 (interagao de hidrogénio). Ja a Galantamina interagiu com
0s aminoacidos Tyr72, Tyrl24, Trp286 e Tyr341 da AChE por interac6es de hidrogénio e
hidrofobica e com o residuo Val 135 da GSK-33 por interacdo de hidrogénio. A
Licoramina interagiu com os residuos de aminoacidos: Tyr72, Trp286 e Tyr341 (AChE) e
Lys85 (GSK-3pB) por interagdes hidrofébica e de hidrogénio.

Na simulagéo de docking da Berberina com a AChE, houve interagdo com apenas
dois aminoacidos: Trp286 e Tyr341 através de uma interacao de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas, ja com a GSK-3[ a berberina interagiu com o residuo Lys85 por interagao
hidrofébica. A Coptisina interagiu com os seguintes residuos da AChE: Tyr72, Trp286
(interacdo de hidrogénio) e Tyr341 (interacdo hidrofébica) e com os residuos de
aminoécidos Lys85 e Asp133 da GSK-3 (interagao de hidrogénio e hidrofdbica).

Na andlise da interacdo da AChE com a Palmatina, os aminoacidos Tyrl24 e
Trp286 apresentaram interacfes de hidrogénio e hidrofébica, respectivamente, e 0s
residuos Lys85 e Aspl133 da GSK-3f tiveram interagcao hidrofébica e de hidrogénio. A
Dehidroevodiamina interagiu com os residuos Tyr72, Trp286, Phe297e Tyr341 da AChE
e com os residuos do sitio ativo da GSK-3[: Lys85, Asp133 e Vall35 por interacdes de
hidrogénio e hidrofébica.

A Apocinina interagiu com os residuos: Asp74, Trp286 e Tyr341 da AChE e com
Lys85 da GSK-3p por interagdes hidrofébicas de hidrogénio. Na simulagdo de docking da
Diosmina com os aminoacidos Tyr72, Trp286, Ser293 e Tyr341 da AChE e com os
residuos Lys85 e Vall35 também foram observadas interacdes de hidrogénio e
hidrofébica. Entretanto, os residuos de aminoacidos Tyrl24, Trp286, Ser293, Phe295
(AChE) e Aspl133 e Vall35 (GSK-3B) apresentaram apenas interagdes de hidrogénio ao

interagir com o Epigalocatequina-3-galato. Ja o flavonoide, Luteolina, inibidor da GSK-
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3B apresentou interagbes de hidrogénio e hidrofobicas ao interagir com os aminoacidos
Tyrl24, Trp286, Tyr341 da AChE e Lys85 e Vall35 da GSK-3B3. O Resveratrol interagiu
por interagdes hidrofébica e de hidrogénio com os residuos Tyrl24, Ser293 e Tyr341 da
AChE e apenas uma interacéo de hidrogénio com a Vall135 da GSK-38.

Ao analisar os valores de score ChemPLP (Tabela 2 e 3), o inibidor que apresentou
maior afinidade pelas enzimas AChE e GSK-3B3 foi o composto 10 (96,43 e 83,87,
respectivamente), seguido dos inibidores 11, 7 e 12 (AChE), com valores de escore:
95,26; 78,91 e 78,11, respectivamente, e inibidores 11, 6 e 12 (GSK-3[), com valores de
escore: 72,51, 64,22 e 62,67, respectivamente, todos hibridos da IAChE-IGSK-3.
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Figura 7 - Resultado do docking dos derivados de produtos naturais e suas interagdes
com o sitio de ligacdo da AChE: Ligacdo de hidrogénio convencional (verde), ligacdo de
hidrogénio néo convencional (azul) e interacdo hidrofébica (rosa).

(2)

4)

(6)

(8)

PHE207

TYR124
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TYR341
(13)

TYR124

SER293

Fonte: Discovery studio Visualizer 4.0
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Figura 8 - Resultado do docking dos derivados de produtos naturais e suas interagdes
com o sitio de ligacao da GSK-3[: Ligagao de hidrogénio convencional (verde), ligagao de
hidrogénio néo convencional (azul) e interacdo hidrofébica (rosa).

(1) (2)

(3) : (4)

VAL13S

VAL1S3

(5 ; (6)

ASP133
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(9) (10)

LYS8S

VAL135

(11) (12)

VAL13S
ASP133

VAL13S

* VAL135

Fonte: Discovery Studio Visualizer 4.0
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Tabela 2 - Analise dos resultados de Docking Molecular gerada pelo programa Gold —

AChE
Molécula Inibidor Aminoécido Atomos envolvidos Tipo de Distancia Score
do sitio ativo (Inibidor- Interac&o R) (ChemPLP)
Aminoécido)
Tyr 72 N15H29-012 Interagéo' de H 2,10
convencional
C18H33-012 Interacao de H 2,28
Tyr 124 nao
convencional
1 Fisostigmina Benzeno-Benzeno Hidrofébica 3,97 59,05
Trp286 Benzeno-Diidro-1H Hidrofébica 5,15
Pirrol
C20-Benzeno Hidrofébica 4,18
Benzeno-Benzeno Hidrofébica 4,45
Tyr 341 o . o
Pirrolidina-Benzeno Hidrofébica 5,03
N4H21-012 Interacdo de H 2,08
Tyr 72 )
convencional
Asp 74 N4H22-02 Interagéo' de H 2,63
convencional
Piridina-Benzeno Hidrofébica 4,22
2 Huperzina A 57,07
Piridina- Diidro-1H Hidrofébica 5,70
Trp 286 Pirrol
C18-Benzeno Hidrofébica 3,80
C18- Diidro-1H Pirrol Hidrofébica 5,0
C41H11-012 Interacdo de H 1,74
Tyr 72 nao
convencional
C15H33-012 Interacdo de H 2,79
Tyr 124 nao
convencional
Benzeno-Benzeno Hidrofébica 4,05 54,08
Benzeno — Diidro-1H Hidrofébica 5,02
" Pirrol
g CETENrE Trp 286 Anel Tetradiazepino- Hidrofébica 4,91
Benzeno
Ciclo Hexeno- Hidrofébica 4,23
Benzeno
Tyr 341 Anel Tetradiazepino- Hidrofébica 4,68
Benzeno
C8H22-04 Interacdo de H 2,18
nao
convencional
C21H43-012 Interacao de H 1,93
Tyr 72 nao
convencional
Benzeno-Benzeno Hidrofébica 4,05
Benzeno- Diidro-1H Hidrofobica 5,02
Pirrol
Ciclohexano - Diidro- Hidrofébica 5,48
Trp 286 1H Pirrol
4 Licoramina Anel Tetradiazepino — Hidrofébica 4,75 53,66
benzeno
Ciclohexano-benzeno Hidrofébica 4,05
C8H22-04 Interacdo de H 2,41
nao
Tyr 341 convencional
Anel Tetradiazepino — Hidrofébica 4,91
benzeno
C25H41-0 Interacdo de H 3,03
nao
convencional
Benzeno-Benzeno Hidrofébica 4,49
Piperidina- Diidro-1H Hidrofébica 4,18
Pirrol
5 Berberina Trp 286 Ciclo-N-1,4-penteno- Hidrofébica 4,95 77,86
Diidro-1H Pirrol
Piperidina -Benzeno Hidrofébica 3,47
Ciclo-N-1,4-penteno- Hidrofébica 4,41
Benzeno
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10

11

Coptisina

Palmatina

Dehidroevodiamina

Apocinina

Diosmina

Epigalocatequina-3-galato

Tyr3al

Tyr 72

Trp 286

Tyr 341

Tyr 124

Trp 286

Tyr 72

Trp286

Phe 297

Tyr 341

Asp74

Trp286

Try341
Tyr72

Tyrl24

Trp286

Ser293

Tryl24

Trp286

Ser293

Benzeno-Benzeno
C10H30-OH

C14H33-OH

C13-Benzeno
Benzeno-Benzeno

Benzeno-Benzeno

Benzeno- Diidro-1H
Pirrol
Piperidina- Diidro-1H
Pirrol
Ciclo-N-1,3-penteno-
Diidro-1H Pirrol
Piperidina-Benzeno

Benzeno-Benzeno

Piperidina-Benzeno
C26H47-02

C13H8- Diidro-1H
Pirrol
Benzeno-Benzeno
Benzeno- Diidro-1H
Pirrol
Piperidina-Benzeno
C9-Benzeno
Ciclo-N-buteno-
Piridina

Pirrol-Benzeno

C9- Diidro-1H Pirrol
C9-Benzeno
Benzeno-Benzeno
N9H28-01

Benzeno-Benzeno
0O11H19-08

Benzeno-Benzeno
Benzeno- Diidro-1H
Pirrol
Benzeno-Benzeno
014H29-02

C1H1-02

C6H6-02

C6H7-02

Benzeno-Benzeno

Pirano-Benzeno
Benzeno- Diidro-1H
Pirrol
Pirano- Diidro-1H
Pirrol
011H26-01

C12H20-012

031H49- Diidro-1H
Pirrol

Benzeno-Benzeno

O8H37-04

Hidrofébica
Interacdo de H
nao
convencional
Interacdo de H
nao
convencional
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica
Interacdo de H
nao
convencional
Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofobica
Hidrofébica
Interacdo de H
convencional
Hidrofébica
Interacdo de H
convencional
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica
Interagdo de H
convencional
Interacao de H
nao
convencional
Interacao de H
nao
convencional
Interacao de H
néao
convencional
Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica

Interacdo de H
convencional
Interacdo de H
nao
convencional
Interacdo de H
nao
convencional
Hidrofébica

Interacdo de H

4,74
2,86

2,61

3,43
4,74
4,56

4,32 77,14
5,06
4,01

4,06
4,22

4,43
2,57

2,68

78,91
4,53
4,58

3,76

4,69
5,58

5,09

3,91
3,71 75,55

5,85
1,98

4,29
1,74

4,07

5.25 51,45

4,33
1,59

2,87
2,15

2,31
96,43

4,22

4,87
4,39

4,41
2,24
2,89
3,25

95,26
4,46

1,80
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12

13

Luteolina

Resveratrol

Phe295

Tyrl24

Trp286

Tyr341

Tyrl24
Ser293

Tyr34l

H36-N1H13

018H29-012

4H-Pirano-4-ona-
Benzeno
Benzeno-Benzeno

4H-Pirano-4-ona--
Diidro-1H Pirrol
Benzeno- Diidro-1H
Pirrol
Benzeno-4H-Pirano-4-
ona
Benzeno-Benzeno
Benzeno-Benzeno
0O10H24-04

Benzeno-Benzeno

convencional
Interacdo de H
convencional
Interacdo de H
convencional
Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica
Interacdo de H
convencional
Hidrofébica

2,01
2,05
4,01
4,14
5,30 78,11
3,88
4,40
4,21

5,80

2 68,77

4,67
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Tabela 3 - Analise dos resultados de Docking Molecular gerada pelo programa Gold —

GSK-3B
Aminoécido Atomos
. - P envolvidos Tipo de Distancia Score
Molécula Inibidor do sitio (Inibidor- Interacéo A) (ChemPLP)
ativo i
Aminoécido)
1 Fisostigmina Lys85 Pirrolidina-C6 Hidrofébica 4,94 43,67
2 Huperzina A Vall3s N4H21-04 Interagéo de H 1,62 41,57
convencional
. Interacdo de H
3 Galantamina Vall35 020H39-04 convencional 1,83 51,25
. . Lys85 Benzeno-C6 Hidrofébica 5,31
4 Licoramina 50.20
vall3s 020H41-04 Interagéo de H 2,32
convencional
5 Berberina Lys85 Benzeno-C6 Hidrofébica 5,15 58,97
Lys85 Benzeno-C6 Hidrofébica 4,84
6 Coptisina Interagdo de H 2,67 64,22
Aspl133 C10H29-04 nao
convencional
7 Palmatina Lys85 Benzeno-C6 Hidrofébica 5,43 60,12
Lys85 Benzeno-C6 Hidrofobica 5,23
Interacdo de H 2,68
8 . L Aspl33 C11H31-04 nao 57,84
Dehidroevodiamina .
convencional
Vall35 Piperidina -C5 Hidrofébica 4,93
Benzeno-C6 Hidrofébica 5,32 39,35
9 Apocinina Lys85 | 50 d
011H19-N9H24 nteragao de H 1,89
convencional
07- N2H15 Interagdo de H 2,84
convencional
Lys85 O1-N2H15 Intera(;ao_ de H 2.07
convencional
10 Diosmina Benzeno-C4 Hidrofébica 4,41 83,87
Val135 014H29-01 Interagdo de H 1,64
convencional
Interacdo de H
O15-N1H1 convencional 1,95
O8H37-04 Interacdo de H 2,05
. . Aspl33 convencional
11 Epigalocatequina-3-galato 72,51
O7-N1H8 Interacao de H 1,79
Vall35 .
convencional
Benzeno-C6 Hidrofébica 5,13
Lys85 021-N9H24 Interag&o de H 1,59
convencional
12 Luteolina 018H29-04 Interagao_ de H 1,93 62,67
convencional
Vall35 019-N1H8 Interacdo de H 1,98
convencional
13 Resveratrol val13s C16H28-04 DN B2 1 et 55,31

convencional

7

De acordo com Czelen (2017), a forca de interacdo de hidrogénio é classificada
avaliando a distancia entre o aceptor e o atomo de hidrogénio. Interacdes com distancias
menores que 1,6 A s&o consideradas fortes, valores entre 1,6 A e 2 A sdo consideradas
com forca média e distancias maiores que 2 A s&o interagBes fracas. O docking da
enzima GSK-3[3 (PDB ID: 1Q41) com o ligante (3Z)-N-(3-hidroxi-2,2-dimetilpropil)-2-oxo-3-
[(4-sulfamoilfenil)hidrazono]-5-indolinacarboxamida], utilizando o programa AutoDockVina,
demonstrou interacdes de hidrogénio com os AA acido aspartico Aspl133, valina Vall35,

lisina Lys85, asparagina Asnl186, treonina Thr138 e glutamina GIn185.
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Na simulacédo de docking entre a GSK-33 (PDB ID: 1J1B) e o inibidor N-(p-methoxy-
phenyl)-isoindigo, observou-se interacdo hidrofébica com as residuos de AA lle62, Val70,
Ala83, Val110 e Leu188 e interacées de hidrogénio com Asp133 (distancia: 1,8 A), Val135
(Distancia: 2,8 A) e GIn185 (Distancia: 3,3 A) (ZHAO et al., 2014). Utilizando o método
LigandFit do Discovery Studio (BALAKRISHNAN; SANTHANA; NARESH, 2015) fizeram a
simulacdo de docking da GSK-33 (PDB ID: 1Q4L) e 8 inibidores, no qual foram
observadas interacdes de hidrogénio com os residuos lle62, Asp133, Vall35, Argl41,
Lys183 e GIn185 e uma interacdo hidrofobica com Arg141.

Em um estudo com derivados da Indirubina, observaram-se interacdes de hidrogénio
com os residuos de aminoacidos da enzima GSK-3p (PDB ID: 1Q41) Asp133 e Val135
(CRISAN et al., 2013). Os inibidores 6-amino fenil piradazinona e o N-(6-oxo-5-fenil-1,6-
dihidropiridazin-3-il) acetamida também realizam interacdo de hidrogénio com os
aminoacidos Aspl33 e Vall35 da GSK- 3 (PDB ID: 1UV5) de acordo com Elagawany et
al. (2013).

Para avaliar potenciais inibidores anti-Alzheimer, Ambure et al. (2014) realizaram o
estudo de docking utilizando o programa MOE docking. Interagcdes de hidrogénio e
hidrofébicas foram observadas entre a AChE (PDB ID 1B41) e a cumarina,
furanocumarina, piranocumarina, piridocumarina e compostos nao derivados da cumarina.
Dentre os aminoacidos envolvidos estdo: Asp74, Trp86, Gly121, Tyrl24, Tyrl33, Glu202,
Ser203, Phe295, Arg296, Tyr337, Tyr 341 e His447.

Seong et al. (2017) realizaram o estudo de docking, utilizando o AutoDock 4.2 com a
BACE-1 (PDB ID: 2WJO) e 5 inibidores: Trés meroterpenos: acido sargahidroquindico,
sargacromenol e &acido sargaquindico e os inibidores conhecidos: 2-amino-{(1R)-1-
ciclohexil-2-[(ciclohexilcarbonil) amino]etil}-6-fenoxiquinazolin-3-ium (inibidor complexado
com a BACE-1) e o 5,7,40-trimetoxiflavona, no qual foi observado interagbes de
hidrogénio e hidrofébicas.

No docking da Tacrina com a AChE (PDB ID: 1ACJ), foi observado que este inibidor
interage com os residuos Phe330 e Trp184 por interagdo -1 (subsitios anibnico
periférico e anibnico, respectivamente) e através de duas interacbes de hidrogénio com
moléculas de agua. Enquanto que o composto 7-Amina-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-
6,1'-ciclopentano] forma interagcao 1-m com Phe330, Tyr121 e Trp184 (subsitios aniénico
periférico e aniénico, respectivamente) e uma interacdo de hidrogénio com a carbonila da
His440 (BONACORSO et al., 2015).

As melhores conformagdes do triterpenoide disulfato dissédico 3B, 16B -di-hidroxi-

20,29-di-hidrorolupano apresentaram interacdo hidrofobica com os aminoacidos GIn74,
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Trp279, 1le287, Phe290, Phe331 e Tyr334 e interacdo de hidrogénio com GIn74 (1,87A) e
Tyr121 (2,41 A) da AChE (PDB ID: 2ACE) (CASTRO et al., 2014).

4.2 PREDICAO DO PADRAO FARMACOFORICO

Os derivados de produtos naturais foram analisados utilizando o webservidor
PharmaGist para a derivacdo do farmacoforo, sendo a fisostigmina utilizada como
molécula pivd para gerar o melhor modelo farmacoférico, pois é o composto mais ativo
(ICs0 = 0,022 pM). Na figura 9, observa-se o resultado com maior score (19,900),
apresentando 8 moléculas alinhadas com trés pontos farmacoféricos: uma regiao
aromatica (roxo) e dois aceptores de ligacdo de hidrogénio (laranja). Os compostos
alinhados foram: 1, 5, 6, 7, 9, 10, 12 e 13. A derivacdo do farmacoforo é utilizado para
explicar e prever o efeito bioldgico de novos farmacos. O PharmaGist utiliza um algoritmo
gue identifica os melhores farmacoféros ao detectar multiplos alinhamentos flexiveis do
conjunto de treinamento (ligantes de entrada) e cada ligante desse conjunto serve como
um ponto de referéncia para o alinhamento (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008;
DROR et al., 2009).

Em estudo realizado por Ambure, Kar e Roy (2014) para avaliar potenciais inibidores
da AChE, gerou-se um modelo farmacoforico utilizando o programa Discovery Studio 2.1,
cuja a melhor hipétese apresentou quatro caracteristicas farmacoféricas: 2 aceptores de
ligacdo de hidrogénio, 1 regido hidrofobica alifatica e 1 regido hidrofébica aromatica.

Balakrishnan et al. (2015) utilizou o0 médulo HypoGen do Discovery Studio para gerar
o modelo farmacoférico de um conjunto de 17 inibidores da GSK-3 e a melhor hipétese

teve 3 caracteristicas: 1 regiao hidrofébica e 2 anéis aromaticos.
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Figura 9 - Alinhamento e modelo farmacoférico gerado para os derivados de produtos

naturais com o servidor PharmaGist.

A =Regiao Aromatica
B = Aceptor de Hidrogénio

Fonte: ZincPharmer

Segundo Abbasi et al. (2012), em estudo da derivacédo do farmacoforo de inibidores
da butilcolinesterase para tratamento da doenca de Alzheimer, as caracteristicas
observadas foram: doadores e aceptores de hidrogénio, grupos hidrofébicos/aromaticos e
regides positivas. Nesse mesmo estudo, observa-se que a rivastigmina, um inibidor da
AChE, apresentou 3 doadores de hidrogénio, 7 aceptores de hidrogénio, 2 grupamentos
hidrofébicos/aromaticos e 1 regido positiva e o donepezil teve 1 doador de e 3 aceptores
de hidrogénio, 2 grupos hidofébicos/aromaticos e 1 regido positiva.

Em estudo com inibidores da GSK-3B, utilizando o web-servidor PharmaGist, o
alinhamento de maior escore (28,169) apresentou 5 caracteristicas: 3 grupos aromaticos,
1 doador de hidrogénio e 1 regiao positiva (AGRAWAL et al., 2013).

Pozzo et al. (2014) estudaram inibidores da proteina p53, que esta envolvida no
aumento de peptideo BA, usando o software Phase 3.3 para a derivagao do farmacoforo
do composto 2-[4-(pirrolidin-1-il)fenillimidazo[2,1-b][1,3]benzotiazol que gerou apenas uma
hipotese farmacoférica com quatro anéis aromaticos, um aceptor de hidrogénio e um
grupo hidrofébico.
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43 PREDICAO DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS (ADME) E
TOXICOLOGICAS (TOX)

Foi realizada a predicdo farmacocinética dos derivados de produtos naturais
selecionados (Tabela 4 e 5) utilizando o médulo QikProp do software Schrédinger e o
perfil de toxicidade usando o programa DEREK (Tabela 6). Ao predizer a absorc¢éo oral
humana gastrointestinal, os compostos 10 e 11 tém baixa absor¢cdo e o 12 €
moderadamente absorvido, o restante € altamente absorvido pelo intestino.

Na predicdo de permeabilidade de células Caco-2 na escala de Boehringer—
Ingelheim, inibidores que apresentam valores menores que 5 nm/s, tém baixa
permeabilidade nessas células e valores maiores que 100 nm/s tém alta permeabilidade
(YAZDANIAN et al., 1998; IRVINE et al., 1999; STENBERG et al., 2001). Na analise da
permeabilidade de células Caco-2 dos derivados de produtos naturais, com excecéo de
10, 11 e 12, todos os compostos tiveram alta permeabilidade.

Candidatos a farmacos que apresentam permeabilidade em células MDCK menor
que 25 nm/s tem baixa permeabilidade, enquanto que valores acima de 500 nm/s tém alta
permeabilidade (IRVINE et al., 1999). Os inibidores 10, 11 e 12 possuem baixa
permeabilidade, os compostos 1, 2, 3, 4 e 13 mostraram permeabilidade moderada e os
inibidores 5, 6, 7, 8 e 9 tiveram alta permeabilidade.

O gene humano relacionado ao Ether-a-go-go (hERG) codifica canais de potassio
dependente de voltagem responsaveis pela repolarizacdo durante o potencial de acdo do
musculo cardiaco. O bloqueio desses canais pode levar a sérios problemas cardiacos
(BAUTISTA-AGUILERA et al., 2014). No estudo in silico realizado no solftware QikProp,
valores de log IC50 para inibigio de hERG menores que -5 sdo considerados
preocupantes (CAVALLI et al., 2002; IOAKIMIDIS et al., 2008), portanto, oS compostos 2,
3, 4,5, 6, 7 e 9 ndo blogueam canais hERG, ja os compostos 1, 8, 10, 11, 12 e 13,

apresentam interacdo com o canal hERG.
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Tabela 4 — Propriedades de absor¢ao dos derivados de produtos naturais.

Molécula Caco2 MDCK AlH (%) hERG
(nm/sec) (nm/sec)

1 Fisostigmina 150,02 77,91 73,04 -5,45
2 Huperzina A 189,77 90,80 75,20 -4,02
3 Galantamina 779,32 418,01 90,43 -4,49
4 Licoramina 789,35 423,83 90,52 -4,07
5 Berberina 9627,14 5719,98 100 -4,50
6 Coptisina 9769,31 5811,33 100 -3,86
7 Palmatina 9845,76 5860,50 100 -4,87
8 Dehidroevodiamina 3144,11 1706,42 100 -5,30
9 Apocinina 1046,61 519,67 89,74 -3,59
10 Diosmina 2,65 0,811 0 -6,69
11 Epigalocatequina-3-galato 1,73 0,51 9,79 -6,39
12 Luteolina 39,49 15,04 60,94 -5,04
13 Resveratrol 269,04 119,68 81,81 -5,25

Pcacoz = Permeabilidade as células Caco 2; Pupck = Permeabilidade as MDCK; AIH = Absorcé&o Intestinal
Humana; Ppele = Permeabilidade da Pele.

Farmacos com valores de logBB maiores que 0,3 sao considerados como excelentes
candidatos para atravessar a BHE e com valor menor que -1,0 ndo atravessam a BHE.
Portanto, os compostos 2, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 ndo atravessam a BHE, ja os inibidores 1,
3,4,5, 6 e7podem atuar no SNC. Outro parametro que avalia a permeabilidade no SNC
€ a area de superficie polar (PSA), que segundo Pajouhesh e Lenz (2005), deve ser
menor que 90 A. No presente estudo, os inibidores 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 13 tiveram
valores entre 28,16 a 64,10 A, ou seja, podem atravessar a BHE (Tabela 5), ja os

compostos 10, 11 e 12 ndo atravessam a BHE.
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Tabela 5 — Propriedade de penetracdo na BHE e é&rea de superficie polar para os
derivados de produtos naturais.

Molécula LogBB PSA (R)
1 Fisostigmina 0,73 56,46
2 Huperzina A -0,03 64,10
3 Galantamina 0,40 42,34
4 Licoramina 0,42 42,41
5 Berberina 0,43 31,40
6 Coptisina 0,55 37,46
7 Palmatina 0,32 28,16
8 Dehidroevodiamina 0,09 43,26
9 Apocinina -0,46 56,42
10 Diosmina -4,83 234,84
11 Epigalocatequina-3-galato -4,67 208,73
12 Luteolina -1,97 123,06
13 Resveratrol -1,29 68,27

BHE = Barreira Hematoencefélica; LPP = Ligac&o as Proteinas Plasmaticas

O DEREK indica se uma resposta toxica especifica pode ocorrer, ndo fornece uma
estimativa quantitativa da predicdo. Ele detecta pontos toxicoféricos na estrutura, como
mutagenicidade e carcinogenicidade (CARIELLO et al., 2002). Portanto, os inibidores
foram analisados quanto a presenca de grupos toxicoféricos e nenhum composto
apresentou predicdo mutagénica e carcinogénica (Tabela 6).

De modo geral, os inibidores apresentaram bons resultados na predicédo
farmacocinética e toxicologicas, com exce¢do do composto 10, que néo teve absor¢cdo no
trato gastrointestinal, apresentou baixa permeabilidade em células Caco-2 e MDCK,

bloqueou canais hERG e ndo demonstrou atividade no SNC.
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Tabela 6 — Analise das propriedades toxicologicas dos derivados de produtos naturais.

Molécula Carcinogenicidade Mutagenicidade
1 Fisostigmina Inativo Inativo
2 Huperzina A Inativo Inativo
3 Galantamina Inativo Inativo
4 Licoramina Inativo Inativo
5 Berberina Inativo Inativo
6 Coptisina Inativo Inativo
7 Palmatina Inativo Inativo
8 Dehidroevodiamina Inativo Inativo
9 Apocinina Inativo Inativo
10 Diosmina Inativo Inativo
11 Epigalocatequina-3-galato Inativo Inativo
12 Luteolina Inativo Inativo
13 Resveratrol Inativo Inativo

Em estudo com inibidores de colinesterases e da monoamina oxidase, a maioria dos
compostos atravessam a BHE, podendo ser ativos no SNC. Em relagdo as células MDCK,
0Ss compostos estudados apresentaram permeabilidade maior que 25, portanto, sdo
considerados bons candidatos a farmaco. Além disso, observou-se uma meédia
permeabilidade em células Caco-2. Esses inibidores também apresentaram fraca ligacao
a proteinas plasméticas, podendo entdo atravessar barreiras e interagir com o alvo. Os
candidatos a farmaco anti-Alzheimer também mostraram susceptibilidade aos canais de
potassio hERG, que séo responsaveis pela repolarizacdo do musculo cardiaco apos o
inicio do potencial de acdo. Além disso, algumas moléculas podem induzir
carcinogenicidade em ratos. ApoOs andlise, concluiu-se que o composto N-((5-3-(1-
Benzilpiperidin-4-il)propoxi)-1-metil-1H-indol-2-il)metil)prop-2-in-1-amina apresentou as
melhores propriedade ADME nesse estudo (BAUTISTA-AGUILERA et al., 2014).

Ao realizar um estudo com inibidores da BACE-1 (acilguanidina 7a, pioglitazona,
rosiglitazona e acido tartarico), Nisha et al. (2016) demonstraram que a acilguanidina 7a e
a pioglitazona tiveram melhor absorcédo intestinal humana que o controle MK-8931. A
Acilguanidina 72 também teve resultado significante na absor¢cdo na BHE em relacdo ao
controle (0,9 e 0,8, respectivamente). Quando realizada a analise toxicologica, todos 0s
inibidores apresentaram predicdo negativa no Teste de Ames, ou seja, ndo S&o
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mutagénicos e sao ndo carcinogénicos. Apenas 0 acido tartarco apresentou alta
toxicidade aguda oral.

Farmacos que atravessam a BHE devem apresentar alto valor de TPSA (Total Polar
Surface Area) (60 a 90 A) (WAGER et al., 2010; MEANWELL, 2011). Ao estudar
cromenotacrinas racémicas Oset-Gasque et al. (2014), a maioria desses compostos
tiveram altos valores de TPSA (96,06 A2). Ademais, esses inibidores mostraram um perfil
suficiente para atravessar a BHE, média permeabilidade em Caco-2 e alto percentual de
absorcéo intestinal (%oHIA).

Em estudo realizado, foram avaliados inibidores do receptor da metalotioneina llI,
uma familia de proteina de baixo peso molecular conhecida como fator inibidor de
crescimento, que esta em pequena quantidade em pacientes com doencas neuronais
como a DA. Foram estudados 156 compostos, sendo 41 apresentaram bom perfil ADME e
apenas 7 moléculas apresentaram a propriedade de atravessar a BHE, sendo 3 desses
inibidores tiveram interacdo com o alvo e mostraram absorcédo intestinal favoravel e
apresentaram ligacdo a proteinas plasméticas maior que 95%. Além disso, esses
compostos tiveram FPSA (Fast Polar Surface area) menor que 140 A, ou seja,
apresentam alta permeabilidade. Quanto ao perfil toxicolégico, os inibidores ndo sao
hepatotoxicos e ndo inibem o CYP450 2D6, ademais, tiverem resultados dentro dos
limites permitidos para as propriedades mutagénicas, carcinogénica, irritacdo ocular e
irritacéo na pele (ROY; KUMAR; PROVAZNIK, 2014).

As propriedades ADME/Tox e fisico-quimicas de 89 inibidores da BACE-1 foram
avaliadas, usando os softwares DEREK 10.0.2 e QikProp 3.2, em estudo realizado por
Semighini (2014). Todas as moléculas tiveram boa absorcao oral (com excecao de 8 que
violaram as propriedades farmaco-similar). Na avaliacdo da atividade no SNC, 23
mostraram boa atividade e 30 tiveram atividade regular. Na predi¢ao toxicolégica, nenhum
inibidor teve resultado negativo. 50 mostraram resultado plausivel para carcinogenicidade
e 9 para mutagenicidade.

Em estudo com hibridos do donepezil, propargilamina e 8-hidroxiquinolina como
farmacos multialvo contra a DA, apenas os hibridos a-aminonitrilas apresentaram valores
adequados para PSA (60-70 A), ou seja, pode atuar no SNC. Ademais, esses candidatos
a farmacos mostraram de média a alta absorcao pela BHE. Os compostos apresentaram
fraca ligacdo as proteinas plasmaticas, boa absorcéo intestinal, moderada permeabilidade
em células MDCK e Caco-2. Nos resultados de toxicidade, os inibidores apresentaram
cardiotoxicidade (bloqueio dos canais de potassio hERG), porém, ndo mostraram

mutagenicidade e carcinogenicidade (WANG et al., 2014).
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4.4  MODIFICACOES REALIZADAS

Ap6s a analise dos resultados de docking, derivacdo do farmacoéforo e predicdes
farmacocinéticas e toxicolégicas dos derivados de produtos naturais selecionados, a
Fisostigmina foi escolhida, entre os IAChE, como protétipo inibidor da AChE, devido sua
alta atividade inibitoria, ICso= 0,022 puM (JACKISCH et al., 2009) e aos bons resultados in
silico do presente estudo. A Luteolina foi eleita como protétipo inibidor da GSK-3f, pois é
0 Unico inibidor da GSK-3B entre os compostos estudados, com ICso = 100uM, segundo
Pandurangan et al. (2013), para o planejamento dos novos candidatos a farmacos
inibidores da AChE e para o desenvolvimento dos hibridos IChE-IGSK-3B3. Nas figuras
abaixo sdo demonstradas as modificacdes realizadas na molécula da Fisostigmina
(Figura 10) para a preparacdo das propostas dos candidatos a farmacos
anticolinesterasicos e nas moléculas da Fisostigmina e Luteolina para a preparacdo dos
hibridos candidatos a farmacos multialvo IChE-IGSK-3f (Figura 11).
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Figura 10 - Modificacfes realizadas na Fisostigmina para a preparacdo dos candidatos a

farmacos anticolinesterasicos
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Figura 11 - Modificacdes realizadas na Fisostigmina e na Luteolina para a preparacao

dos hibridos candidatos a farmacos multialvo para a AChE e GSK-3f3
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45 ESTUDO DE PREDI(;AO DE ATIVIDADE DAS PROPOSTAS

Para propor novos candidatos a farmacos inibidores da AChE e da GSK-3f3, foram
utilizados como protétipos a Fisostigmina e a Luteolina. Foram feitas 5 propostas para
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candidatos a farmacos anticolinesterasicos (proposta 1, 2, 3, 4 e 5) (Figura 12) e 4
hibridos como candidatos a farmacos multialvo para a AChE e GSK-3p (proposta 6, 7, 8
e 9) (Figura 13).

Figura 12 - Propostas candidatas a farmacos anticolinesterasicos
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Figura 13 - Propostas hibridas candidatas a farmacos multialvo para a AChE e GSK-33
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A predicao in silico de espectros de atividade de substancias (do inglés, prediction of
activity spectra for substances, PASS) prevé se um candidato a farmaco € ativo contra um
alvo biolégico com base nos métodos fisico-quimicos que utilizam varios algoritmos e
comparacdes. As atividades biologicas séo: efeitos farmacolégicos e colaterais,
mecanismo de acdo, mutagenicidade, carcinogenicidade, teratogenicidade e
embriotoxicidade (FILIMONOV; POROIKOV, 1996; BRITO et al., 2001).

No resultado da predicdo da atividade biolégica (Tabela 7), as atividades com o
valor de Pa > Pi foram consideradas, onde Pa = Potencial de atividade e Pi = Potencial de
inatividade e os valores variam de 0 a 1. A tabela a seguir mostra os valores para a

Fisostigmina, Luteolina e para as 9 propostas de candidatos a inibidores da AChE e GSK-
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3B. As nove propostas tiveram valores de Pa > Pi. A atividade anti-Alzheimer da
Fisostigmina foi confirmada nesse estudo (Pa = 0,329) e a Luteolina apresentou predicao
de atividade para a GSK-3a (Pa = 0,101). As propostas 1, 2, 5 e 8 (Pa = 0,368, 0,257,
0,188 e 0,249, respectivamente) apresentaram atividade anti-Alzheimer e as propostas 6
e 9 mostraram atividade para GSK-3a (Pa= 0,043 e 0,041, respectivamente). O restante,
possui atividade como antagonista da proteina precursora B-amiloide (proposta 3 e 4,
Pa= 0,135 e 0,375, respectivamente) e inibidor da agregacao B-amiloide (proposta 7, Pa

=0,153). Logo, as propostas 1, 4 e 8 apresentaram 0s maiores valores de Pa.

Tabela 7 - Predicéo da atividade biolégica das propostas realizadas

Composto Pa Pi Atividade
Fisostigmina 0,329 0,052 Tratamento da doenga de Alzheimer
Luteolina 0,101 0,015 Inibidor da GSK-3a
Proposta 1 0,368 0,038 Anti-Alzheimer
Proposta 2 0,257 0,090 Anti-Alzheimer

Proposta 3 0,135 0,098 Antagonista da proteina precursora A
Proposta 4 0,375 0,012 Antagonista da proteina precursora A

Proposta 5 0,188 0,171 Anti-Alzheimer
Proposta 6 0,043 0,036 Inibidor da GSK-3a
Proposta 7 0,153 0,027 Inibidor da agregacgao BA
Proposta 8 0,249 0,097 Anti-Alzheimer
Proposta 9 0,041 0,039 Inibidor da GSK-3a

Segundo Lagunin et al. (2000), quando o valor de Pa é menor que 0,5, se torna
improvavel que a substancia exiba atividade experimental, entretanto, se a presenca
desta for confirmada em experimentos a substancia pode ser considerada uma nova
entidade quimica.

A atividade biolégica de um composto depende da sua estrutura, propriedades
fisico-quimicas, da entidade biol6gica (espécie, género, idade, etc.), da dose e via de
administracdo. Todo o complexo de atividades do composto causado na entidade
biolégica € chamado de espectro de atividade biol6gica da substancia que é definido
como a propriedade intrinseca de um composto dependendo unicamente de sua estrutura
e caracteristicas fisico-quimicas (ANZALI et al., 2001).

Em estudo realizado por Maridass (2008), o sesquiterpeno Poligodial, apresentou

114 tipos de atividades biologicas no PASS, como atividades antiviral (Pa = 0,341 e Pi =
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0,099), anti-inflamatoério (Pa = 0,465 e Pi = 0,072) e antineoplasica (Pa = 0,479 e Pi =
0,068).

O espectro de atividade biol6gica da substancia dos principais fitoconstituintes da
planta medicinal chinesa Azadirachta indica, foi avaliado por Pramely e Raj (2012). O
nimbin, ninbidol, gedunin, salannin, azadirachtin e azadirona mostraram atividades
antineoplasica (Pa = 0,639 e Pi = 0,036), antagonista da interleucina 5 (Pa = 0,362 e Pi =
0,078), antagonista do 6xido nitrico (Pa = 0,503 e Pi = 0,009), inibidor de fosfatases (Pa =
0,820 e Pi = 0,016), imunossupressor (Pa = 0,651 e Pi = 0,017) e anti-inflamatério (Pa =
0,808 e Pi = 0,009), respectivamente.

46 PREDICAO DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS (ADME) E
TOXICOLOGICAS (TOX) DAS PROPOSTAS

Foi realizada a predicdo farmacocinética das propostas (Tabela 8 e 9) utilizando o
mddulo QikProp do software Schrodinger e o perfil de toxicidade usando o programa
DEREK. Ao predizer a absorcédo oral humana gastrointestinal, as propostas 3, 4, 7 e 8
sdo moderadamente absorvidas, o restante é altamente absorvido.

Na predicdo de permeabilidade de células Caco-2 dos compostos propostos, 0s
candidatos a inibidores de AChE 3, 4, 7 e 8 apresentaram média permeabilidade nessas
células, a proposta 9 teve permeabilidade moderada e as propostas 1, 2, 5 e 6 tiveram
alta permeabilidade.

As propostas 4, 7 e 8 apresentaram baixa permeabilidade em células MDCK,
entretanto, as propostas 1, 2, 3, 5, 6 e 9 apresentaram permeabilidade moderada. Em
relacdo a inibicdo dos canais hERG, somente as propostas 1 e 4 ndo blogueia esses

canais, o restante tem interagdo com o canal hERG.
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Tabela 8 — Propriedades de absor¢éo das propostas.

Molécula Caco2 MDCK AlH hERG
(nm/sec) (nm/sec) (%)

Fisostigmina 150,02 77,91 73,04 -5,45
Luteolina 39,49 15,04 60,94 -5,04
Proposta 1 171,25 89,89 73,87 -4,86
Proposta 2 200,14 106,40 82,09 -5,48
Proposta 3 65,26 31,69 60,88 -5,06
Proposta 4 13,13 7,12 42,56 -3,12
Proposta 5 200,73 106,74 82,91 -5,86
Proposta 6 151,02 64,12 84,78 -6,37
Proposta 7 21,89 7,95 64,74 -6,96
Proposta 8 9,39 3,90 61,73 -7,96
Proposta 9 89,21 36,29 78,89 -6,54

Ao avaliar a permeabilidade na BHE, os candidatos a inibidores da AChE, proposta

1, 2, 3, 4 e 5 atravessam esta barreira, portanto, os hibridos AChE-GSK-3 (proposta 6,

7, 8, e 9) ndo atuam no SNC. Para avaliar a agdo no SNC também ¢é usado a PSA. As

propostas 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram valores abaixo de 90A, ou seja, podem atravessar

a BHE, porém, as propostas 6, 7, 8 e 9 ndo sao permeaveis no SNC (Tabela 9).

Tabela 9 — Propriedade de penetracdo na BHE e &rea de superficie polar para as

propostas.

Molécula LogBB PSA
Fisostigmina 0,73 56,46
Luteolina -1,97 123,06
Proposta 1 0,83 30,56
Proposta 2 0,76 43,56
Proposta 3 0,45 78,89
Proposta 4 0,37 67,84
Proposta 5 0,70 29,62
Proposta 6 -1,75 115,25
Proposta 7 -2,94 154,77
Proposta 8 -1.02 110,65
Proposta 9 -2,06 120,05

BHE = Barreira Hematoencefélica; LPP = Ligagdo as Proteinas Plasmaticas.
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Na avaliacdo das propriedades toxicoldégicas nenhum composto apresentou predicao

mutagénica e carcinogénica de acordo com a Tabela 10.

Tabela 10 — Analise das propriedades toxicologicas das propostas.

Molécula Carcinogenicidade Mutagenicidade

Fisostigmina Inativo Inativo
Luteolina Inativo Inativo
Proposta 1 Inativo Inativo
Proposta 2 Inativo Inativo
Proposta 3 Inativo Inativo
Proposta 4 Inativo Inativo
Proposta 5 Inativo Inativo
Proposta 6 Inativo Inativo
Proposta 7 Inativo Inativo
Proposta 8 Inativo Inativo
Proposta 9 Inativo Inativo

Portanto, de acordo com os resultados acima, os candidatos a farmacos IAChE,
propostas 1, 2 e 5, obtiveram os melhores resultados nas predic6es farmacocinéticas e
toxicoldgicas.

Foi realizada por Fernandes et al. (2017) a predi¢do farmacocinética do analogo de
sulfonilidrazonas sintetizado (E)-NO-(4-Hidroxi-3-metoxibenzilideno)-4-
metoxibenzenesulfonohidrazona. Neste estudo, verificou-se que este inibidor apresenta
boa permeabilidade no SNC e absorcdo no TGI, além de interagir com a regidao PAS da
AChE de forma similar ao Donepezil. Segundo Abbasi et al. (2014), sulfonamidas
derivadas do l1l-amino-2-feniletano foram sintetizadas e avaliadas para a atividade anti-
colinesterasica (AChE e BChE). Os resultados indicaram que esses compostos Sao
inibidores de ambas as enzimas testadas.

Em estudo realizado por Monte et al. (2005) uma série de candidatos a farmacos
hibridos do donepezil-tacrina, observou-se que o composto 2-[8-(acridin-9-ilamino) octil]
isoindolina-1,3-diona inibe, simultaneamente, a AChE em dois sitios de ligacdo, o PAS e 0
sitio catalitico, mostrando entdo duplo mecanismo de acdo no tratamento da DA.

Além de inibir a AChE, o composto 2-(5-(4-Fluorobenzilamino)pentil)isoindoline-1,3-
diona também inibiu a agregacao BA, 65,96% na dose de 10 mM, e efeito neuroprotetor
contra o peptideo BA nas concentragcbes de 1uM e 3 pM (84,55% e 76,25%,
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respectivamente), tornando-se um candidato a farmaco multialvo Além disso, nas

concentracdes estudas, esse inibidor ndo apresentou toxicidade (GUZIOR et al., 2015).

4.7 DOCKING MOLECULAR DAS PROPOSTAS

Para a andlise de docking das propostas realizadas, o sitio de ligacdo foi definido
com todos aminoacidos dentro de uma esfera localizada no sitio ativo, cujas coordenadas
apresentaram os seguintes valores: x = -15,20, y = -42,85 e z = 25,07 para AChE (PDB
ID: 4AMOE) e x = 38,75,y = 7,98 e z = 33,47 para a GSK-3f (PDB ID: 3Q3B).

Na simulacao de docking das propostas (Figura 14 e 15), a proposta 1 apresentou
interacdo de hidrogénio ndo convencional com o aminoécido Tyrl24, interacdo de
hidrogénio convencional com Ser293 e interacdo hidrofébica com os residuos Trp286,
Phe297 e Tyr341 da AChE e interacao hidrofébica com o aminoacido Lys85 e interacao
de hidrogénio com Aspl33 e Vall35 da GSK-3B. Observou-se que a proposta 2
apresentou interacao hidrofébica com os aminoéacidos Trp286, Phe297 e Tyr341, além de
duas interagBes de hidrogénio ndo convencional com Asp74 e Tyrl24 da AChE e apenas
uma interagdo de hidrogénio convencional com o residuo Vall135 da GSK-3 (3.

Ademais, a proposta 3 interagiu com o residuo da AChE, Tyr124, através de ligacéo
de hidrogénio e com os residuos Trp286 e Ph297 através de interacdo hidrofébica. Ja
com a GSK-3B formou uma interagcdo de hidrogénio convencional e outra nao
convencional com Vall35. Com os residuos de aminoacidos da AChE Tyr72, Trp286 e
Tyr341 foram observadas interacdes hidrofébicas na proposta 4 e interagbes de
hidrogénio ndo convencionais com Ser293 e Tyr 341. Com a enzima GSK-33, observou-
se uma interacdo de hidrofébica com Aspl133.

A proposta 5 apresentou interacdo hidrofébica com os residuos Tyr72, Trp286,
Phe297 e Tyr341 da AChE e com o aminoacido Lys85 da GSK-3f, além isso, observam-
se interacbes hidrofobicas com os aminoacidos Tyr72, Tyrl24, Trp286, Phe297 e
interagcbes de hidrogénio com Asp74, Ser293 e Tyr341 da AChE e uma interacdo
hidrofébica e interacbes de hidrogénio com o aminoécido Lys85 da GSK-3B. Foi
observado interacdo hidrofobica com os residuos de aminoacidos Trp286 e Tyr341 da
AChE e Lys85 da GSK-3[, da proposta 6, e interacdo de hidrogénio com os residuos
Asp74 e Ser293 da AChE e Lys 85 e Val135 da GSK-38.

Observou-se interac¢des hidrofébicas com os aminoacidos Tyr124, Trp286 e Phe297
da AChE e Lys85 da GSK-3B da proposta 7 e interagdo de hidrogénio com os residuos
Phe295 e Tyr341 da AChE e residuos Lys 85 e Vall35 da GSK-3B. A proposta 8
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apresentou interacfes hidrofobicas com os residuos de aminoacidos Tyr72, Trp286,
Phe297 e Tyr341 da AChE e Lys85 da GSK-3p e interagdo de hidrogénio com Phe295 da
AChE e Lys 85 e Val135 da GSK-3[3. Ja a proposta 9 demonstrou interacdes hidrofébicas
com os aminoacidos Tyrl24, Trp286 e Phe297 da AChE e Lys85 da GSK-3 e interacdes
de hidrogénio com Phe295 e Tyr341 da AChE e Lys 85,Asp133 e Vall35 da GSK-3p.

Na analise dos valores de score ChemPLP (Tabela 11 e 12), as propostas que
apresentaram maior afinidade pelas enzimas AChE e GSK-3@ foram: propostas 6, 7 e 9,
valores de escore: 91,40; 89,49 e 88,00 (AChE), respectivamente, e propostas 6, 7 e 9
(GSK-3B), com valores de escore: 70,42; 69,25 e 68,75, respectivamente, todos hibridos
da IAChE-IGSK-3. (Correto)

Na analise dos valores de score ChemPLP (Tabela 11 e 12), as propostas que
apresentaram maior afinidade pelas enzimas AChE e GSK-3p foram: propostas 6, 7 e 9,
valores de escore: 91,40; 89,49 e 88,00 (AChE), respectivamente, e propostas 6, 7 e 9
(GSK-3B), com valores de escore: 70,42; 69,25 e 68,75, respectivamente, todos hibridos
da IAChE-IGSK-3.
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Figura 14 - Resultado do docking das propostas realizadas e suas interagcdes com o sitio
de ligacdo da AChE: Ligacdo de hidrogénio convencional (verde), ligagdo de hidrogénio
ndo convencional (azul) e interacdo hidrofobica (rosa). a) Proposta 1; b) Proposta 2; c)
Proposta 3; d) Proposta 4; e) Proposta 5; f) Proposta 6; g) Proposta 7; h) Proposta 8; i)
Proposta 9.

PHEZ2GS7T T R1Z4

Fonte: Discovery studio Visualizer 4.0
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Figura 15 - Resultado do docking das propostas realizadas e suas interagcdes com o sitio
de ligacdo da GSK-3f: Ligacédo de hidrogénio convencional (verde), ligagado de hidrogénio
ndo convencional (azul) e interacdo hidrofobica (rosa). a) Proposta 1; b) Proposta 2; c)
Proposta 3; d) Proposta 4; e) Proposta 5; f) Proposta 6; g) Proposta 7; h) Proposta 8; i)
Proposta 9.

PHEZGT TvR124

Fonte: Discovery studio Visualizer 4.0
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Tabela 11 - Analise dos resultados de Docking Molecular das propostas gerada pelo

programa Gold — AChE

Molécula Inibidor Aminoécido Atomos Tipo de Interagdo Distancia (A) Score
do sitio ativo envolvidos (ChemPLP)
(Inibidor-
Aminoéacido)
C8H4-02 Interacao de H 1,79
ndo convencional
Tyr124 C12H15-02 Lnteragéo dg H 2,85
nao convencional
C11H1-02 Interacao de H 2,20
ndo convencional
Benzeno- Hidrofébica 4,42
1 Propostas 1 Trp286 e — 55,70
C13-Benzeno Hidrofébica 4,89
0O1H10-01 Interacao de H 1,79
SEE convencional
Phe297 C13-Benzeno Hidrofébica 3,86
Tyr3al Pirrolidina- Hidrofébica 4,80
Benzeno
Asp74 C13H11-03 Interagdo dQ nao 2,90
H convencional
Tyr124 C13-H13-02 Interagdo d_e nao 2,14
H convencional
Benzeno- Hidrofébica 4,16
2 Proposta 2 Trp286 Benzeno 72,77
C15-Benzeno Hidrofébica 4,65
Phe297 C15-Benzeno Hidrofébica 3,96
Tyr3al Pirrolidina- Hidrofébica 4,89
Benzeno
Tyri24 N1H5-02 Intera(;éo_ de H 2,41
convencional
Benzeno- Hidrofébica 5,40
Dihidro-1H-
Trp286 irrol
= Proposta 3 P Be?lzeno— Hidrofébica 4,14 61,80
Benzeno
C13-Benzeno Hidrofébica 4,65
Phe297 C13-Benzeno Hidrofébica 4,25
Tyr72 C14-Benzeno Hidrofébica 4,40
C14- Dihidro- Hidrofébica 3,45
1H- pirrol
C14H16- Hidrofébica 2,60
Benzeno
Pirrolidina- Hidrofébica 5,48
Trp286 Benzeno
Benzeno- Hidrofébica 5,62
Dihidro-1H-
pirrol
4 Proposta 4 Benzeno- Hidrofébica 4,07 59,31
Benzeno
Ser293 C12H10-01 I~ntera¢;éo dg H 2,31
ndo convencional
C13H13-01 Interacao de H 2,67
néo convencional
Tyr3al C10H8-01 Interacao de H 2,55
ndo convencional
Pirrolidina- Hidrofébica 4,97
Benzeno
C13H17- Hidrofébica 4,55
Tyr72
Benzeno
Asp74 0O1H8-03 Interacdo de H 1,94
convencional
Tyrl24 C17-Benzeno Hidrofobica 5,15
C13-Pirrol Hidrofébica 3,28
C13-Benzeno Hidrofébica 3,91
5 Proposta 5 Trp286 Benzeno-Pirrol Hidrofébica 5,17 68,82
Benzeno- Hidrofébica 4,04
Benzeno
C11H10-01 Interacao de H 3,08
ndo convencional
Ser293 C11H9-01 Interagéo de H 2,77
nado convencional
Phe297 C17H22- Hidrofobica 4,58
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Proposta 6

Proposta 7

Proposta 8

Proposta 9

Tyr34l

Asp74

Trp286

Ser293

Tyr341

Tyri24

Trp286

Phe295
Phe297
Tyr341

Try72

Trp286

Phe295

Phe297
Tyr341

Tyrl24

Trp286

Phe295
Phe297

Tyr341

Benzeno

Benzeno-

Benzeno
C12H12-01

04H14-03

Diidropirano-
diidro-1H-pirrol
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
Diidropirano-
diidro-1H-pirrol
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
O7-N1H1

Benzeno-
Benzeno
Benzeno-
Benzeno
C1H1-
Benzeno
Benzeno-
Benzeno
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
06-N1H2

Diidropirano-
Benzeno
O5H15-01

Benzeno-
Benzeno
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
C21H12-
diidro-1H-pirrol
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
Benzeno-
diidro-1H-pirrol
Diidropirano-
Benzeno
04-C1H3

04-N1H2

Diidropirano-
Benzeno
Pirrolidina-
Benzeno
Benzeno-
Benzeno
Benzeno-Indol
Benzeno-Indol
Diidropirano-
diidro-1H-pirrol
04-N1H2

Diidropirano -
Benzeno
O3H15-01

Hidrofébica

Interacdo de H

ndo convencional

Interacao de H
convencional
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Interagcdo de H
convencional
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Interacao de H
convencional
Hidrofébica
Interacao de H
convencional
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica

Interacdo de H

ndo convencional

Interacéo de H
convencional
Hidrofdbica

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Interagdo de H
convencional

Hidrofébica

Interacao de H
convencional

4,40
2,44
2,61
4,24
5,40
3,50
4,03
1,95
4,65
5,06
2,62
5,77
5,90
4,37
5,74
2,10
5,07
2,64
5,68
5,19
2,81
5,93
5,32
4,36
5,75
2,93
2,14
5,01
5,39
5,79
5,91
4,40
5,78
2,19
5,19

2,60

89,49

91,40

98,75

88,00
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Tabela 12 - Analise dos resultados de Docking

programa Gold — AChE

Molecular das propostas gerada pelo

Aminoécido

Atomos envolvidos

. -~ . L Tipo de A Score
Molécula Inibidor do sitio (Inibidor- = Distancia (A)
ativo Aminoécido) Interagdo (ChemPLP)
Lys85 C13H17-C4 Hidrofébica 4,21
Interacao de H
1 Proposta 1 Aspl33 0O1H9-01 convencional 1,98 41,24
Val135 01-N1H1 Interagdo de H 1,91
convencional
2 Proposta 2 Val135 02-N1H1 Interagdo de H 2,12 51,12
convencional
N1H5-01 Interagéo de H 210
convencional '
3 Proposta 3 Vall35 Interacdo de H 43,50
C10H9-0O1 nao 2,96
convencional
4 Proposta 4 Asp133 Benzeno-C3 Hidrofébica 4,83 46,37
Benzeno-C4 Hidrofébica 5,45
5 Proposta 5 Lys85 Interacéo de H 51,09
01-C6H13 nao 3,02
convencional
O7-N2H15 Interag&o de H 1,56
Lys85 convencional
Benzeno-C3 Hidrofébica 5,00
6 Proposta 6 O1-N1H1 Interat;ao. deH 210 70,42
Vall3s conveguonal
04H14-01 Interagdo de H 1,85
convencional
C4-Benzeno Hidrofébica 5,18
Interacao de H
Lys85 O7-C5H12 ndo 2,70
7 Proposta 7 convencional 69,25
Interacao de H 1,80
Vall35 05-01H15 convencional
Benzeno-C4 Hidrofébica 5,15
Lys85 06-N2H15 Interagao de H 1,67
convencional
Interacao de H
8 Proposta 8 04-N1H1 convencional 213 72,27
Val135 03-N1H1 Interagdo de H 2,04
convencional
04H7-01 Interacdo de H 1,61
convencional
04-N2H15 Interag&o de H 1,78
convencional
Interacao de H
Lys85 04-C6H12 néo 2,77
convencional
Diidropirano-C4 Hidrofébica 68.73
9 Proposta 9 O5H16-01 Interagao_ ik ||_| 280
Asp133 convenciona
O6H17-01 Intera(;ao_ de H 1,63
convencional
Val135 05-N1H1 Interagdo de H 1,72

convencional

Em estudo realizado por Hiremathad et al. (2016), foram avaliados trihibridos, com
fragmentos da Tacrina-S-alilcisteina-benzotiazol (TAC-SAC-BTA), anti-AChE, antioxidante
e anti-BA, respectivamente, e Tacrina-S-proparglicisteina-benzotiazol (TAC-SPRC-BTA)
no programa GOLD 5.1, no qual foram observadas interagdes 1-1T com os residuos Trp84
e Phe330 do sitio catalitico da AChE e interagdes -1 com os AA Trp279 e Tyr70 do sitio

periférico anidnico.
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Os fragmentos ftalimida e benzilamina de derivados da isoindolina-1,3-diona
apresentaram interagbes -1 € CH-1T com os residuos dos subsitios aniénico (F330,
F331, W84) e anidnico periférico (W279, Y334) da AChE e a benzilamina mostrou
interacbes cation-m com esses mesmos residuos. O grupo benzil do inbidor (2-(5-
(Benzilamino)pentil)isoindolina-1,3-diona estabelece uma interagcdo T-m com o W84,
amina protonada interagem com residuo F330 por interacdo cation-T € esse mesmo
grupamento forma ponte de hidrogénio com uma molécula de dgua e o grupo hidroxil do
AA Y121. Ademais, o inibidor 2-(5-(3-Clorobenzilamino)pentil)isoindolina-1,3-diona além
de realizar uma interagcédo -1 com o W84, faz uma interagao do halogénio com o grupo
carboxil do residuo E199 e a cadeia carbdnico do G441 (GUZIOR et al., 2015).

Segundo Prati et al. (2014), a classe de inibidores 6-amino-4-fenil-3,4-dihidro-1,3,5-
triazin-2(1H)-onas sdo compostos multialvo promissores com atividade inibitoria para a
BACE-1 e GSK-3[3. Uma série de conjugados de berberina exibiram atividade antioxidante
e inibiram a agregacgao do peptideo BA demonstrando serem bons candidatos a farmacos

multialvo em estudo realizado por Jiang et al. (2011).

Resultados e Discussdes 61



5 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O planejamento de novos farmacos na terapia da DA é fundamental para buscar
novas alternativas terapéuticas que diminuam os sintomas e reduzam a progressao da
doenca. Atualmente, a maioria dos farmacos atuam em um Unico alvo, entretanto, em
doencas multifatoriais, esses compostos nem sempre podem atuar de maneira eficiente.
A DA é uma patologia complexa e que tem inUmeras alteragdes bioquimicas. Portanto,
uma nova abordagem de candidatos a farmacos que atuam em dois ou mais alvos
biolégicos vem crescendo nos ultimos anos.

No presente estudo, 13 derivados de produtos naturais com atividade inibitéria para
a AChE e GSK-3p foram selecionados. Ao realizar a simulagéo de docking, observou-se
gue esses compostos interagiram com as enzimas AChE e GSK-3p através de interagdes
de hidrogénios e hidrofébica e o inibidor 10 exibiu maior afinidade com ambas as
enzimas. Na predi¢do do grupamento farmacoférico, as 8 moléculas alinhadas mostraram
uma regido aroméatica e duas regides aceptoras de hidrogénio e na analise das
propriedades farmacocinéticas e toxicologicas, os inibidores exibiram bons resultados,
exceto o composto 10, que ndo demonstrou absorcdo oral e teve permeabilidade baixa
em células Caco-2 e MDCK. Sendo assim, a Fisostigmina (composto 1) e a Luteolina
(composto 12) foram utilizadas como protétipos para o planejamento dos novos
candidatos a farmacos IAChE e dos IChE-IGSK-3.

A Fisostigmina foi eleita como protétipo por apresentar boa atividade inibitoria e
bons resultados in silico no presente estudo e a Luteolina, por ser o unico IGSK-3B. A
partir desses prototipos, 5 propostas de IAChE e 4 hibridos multialvo foram desenvolvidos
e todos apresentaram atividade anti-Alzheimer. Esses candidatos a farmacos IAChE e
hibridos IAChE-IGSK-3[3, tiveram 6&timos resultados nas predicbes farmacocinéticas e
toxicologicas, sendo as propostas 1, 2 e 5, os inibidores que apresentaram os melhores
resultados. Entretanto, os hibridos 6, 7, 8 e 9 obtiveram a maior afinidade pelas enzimas
AChE e GSK-38.

Deste modo, as propostas 1 e 2 e os candidatos a farmacos multialvo, propostas 6
e 8 foram eleitos como promissores inibidores da AChE e GSK-3B. Em vista disso, os
resultados obtidos no presente trabalho destacam a importancia no planejamento de
farmacos multialvos e o potencial desses novos hibridos IAChE-IGSK-3B para o

tratamento da DA.
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