UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

LEANDRO LIMA CASTRO

NOVOS CANDIDATOS A FARMACOS INIBIDORES DA ENZIMA GLICOGENIO
SINTASE QUINASE 3-8 (GSK-38) NO TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER UTILIZANDO CALCULOS DE MODELAGEM MOLECULAR

MACAPA
2016



LEANDRO LIMA CASTRO

NOVOS CANDIDATOS A FARMACOS INIBIDORES DA ENZIMA GLICOGENIO
SINTASE QUINASE 3-B(GSK-38) NO TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER UTILIZANDO CALCULOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP,
como requisito a obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas na area de
Concentracdo em Tecnologia Aplicada a
Farmacos.

Orientador: Profa. Dra. Lorane lzabel da Silva

Hage Melim

MACAPA
2016



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal do Amapéa

616.831
C355n  Castro, Leandro Lima.

Novos candidatos a farmacos inibidores da enzima glicogénio
sintase quinase 3-B(GSK-3B) no tratamento da doenca de Alzheimer
utilizando célculos de modelagem molecular / Leandro Lima Castro;
orientador, Lorane Izabel da Silva Hage Melim. -- Macapa, 2016.

110 p.

Dissertacdo (mestrado) — Fundag¢do Universidade Federal do
Amapa, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas.




LEANDRO LIMA CASTRO

NOVOS CANDIDATOS A FARMACOS INIBIDORES DA ENZIMA GLICOGENIO
SINTASE QUINASE 3-B(GSK-38) NO TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER UTILIZANDO CALCULOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Dissertacao apresentada ao Programa de PGs-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP,
como requisito a obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas na area de
Concentracdo em Tecnologia Aplicada a
Farmacos.

Aprovado em: / /

Macapa, de Marco de 2016.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Lorane Izabel da Silva Hage Melim
(Orientadora)

Prof. Dr. José Carlos Tavares Carvalho
(Avaliador 1)

Prof. Dr. Caio Pinho Fernandes
(Avaliador 2)



A Elaine Aires Castro, amada esposa, pelo apoio nos momentos dificeis, compreenséo e pela
indispenséavel e inestimavel ajuda.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado forcas e me guiado a fazer esta pesquisa e cuidados
constantes na minha vida. Nada seria possivel sem Ele.

A minha amada familia, onde o apoio nos momentos dificeis foram cruciais.

A minha orientadora, Profa. Dra. Lorane pela oportunidade de crescimento,
aprendizado, realizacdo profissional e pessoal, pelos esclarecimentos, compreensao
e principalmente paciéncia.

Ao Prof. Dr. Cleydson Breno pela ajuda nas metodologias.

Ao Grupo de Pesquisa do Laboratério de Modelagem Molecular -
LMMQF/UNIFAP, Abrado, Ricardo, Anderson, Bianca, Karina, Lucilene, Késia,
Leide, Neuziane, Laira e Maiara que me ajudaram a tentar decifrar os mistérios da
modelagem molecular.

A sociedade, que por meio da UNIFAP, depositaram em mim a confianca para
realizacdo desta pesquisa, em que retorno a ela, esta humilde resposta.

A todas as pessoas que, direta ou indiretamente, contribuiram para a

execucao dessa Dissertacdo de Mestrado.



RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca degenerativa e progressiva,
sendo o tipo mais comum de deméncia incidente na populacdo acima dos 60 anos
de idade. A estratégia mais aplicada no tratamento de pacientes com DA tem como
alvo a via colinérgica, que consiste no uso de drogas com efeito inibitério sobre a
funcao biolégica da enzima acetilcolinesterase (AChe). No entanto, esta estratégia é
pouco eficaz. A enzima Glicogénio Sintase Quinase 3B esta relacionada com a
hiperfosforilagdo da proteina tau que desestabiliza microtibulos celulares e leva em
dltima consequéncia, a degeneracdo celular neuronal, sendo um alvo bastante
promissor na atualidade, podendo ser mais eficaz do que a alternativa colinérgica
vigente. O objetivo deste trabalho foi propor novos candidatos a inibidores da enzima
GSK-3B. Para isto, 40 inibidores foram selecionados a partir da base de dados
BindingDB, ranqueados por Clso, em seguida realizaram-se calculos de modelagem
molecular utilizando diversos descritores quimico-quanticos selecionados utilizando
uma matriz de correlacdo de Pearson, mapas de potencial eletrostatico, orbitais de
fronteiras (HOMO e LUMO), busca do perfil farmacoférico, predicdo de propriedades
ADME/Tox, além de simulacdo por docking e predicdo de atividade e viabilidade
sintética dos novos possiveis inibidores da enzima GSK-3B. Para os calculos de
descritores, 0s parametros quimico—quanticos, calculados em B3LYP/6-31G**, mais
relevantes segundo a correlacdo de Pearson em funcédo do valor de Clso foram:
LUMO +1; Moleza Molecular e LogP com valores de 0,4326; 0,4450 e 0,4248,
respectivamente. O HOMO do inibidor CID44219658 esta no anel imidazol piridina e
parte do pirrol e o LUMO esta na ligagdo C-C do anel aromatico de seis carbonos.
Os valores maximo positivo e negativo de MEPs variaram de 0.101155 ua (CID
6639576) a -0.09879 (CID 44219658). O padrao farmacoférico predito foi de 5 anéis
aromaticos, dois aceptores de ligacdo de hidrogénio, 1 doador de ligacdo de
hidrogénio e uma regido positiva. Nenhum inibidor apresentou permeabilidade na
barreira hematoencefalica. Dentre os 40 inibidores selecionados, a substancia CID
44219658 possui o0 menor valor de Clso, sendo entédo utilizado como protétipo para
propor modificagcdes moleculares, resultando em quatro propostas. Nas predicdes de
propriedades ADME, todas as propostas apresentaram bom perfil de absorgcéao e

distribuicdo. As quatro propostas tiveram valores de Pa > Pi (Proposta 1: Pa = 0,363,



Proposta 2: 0,172; Proposta 3: 0,180 e proposta 4: Pa = 0,180), indicando assim a
possivel atividade biolégica para a GSK 3B, além disso, as propostas indicam
estruturas de viabilidade sintética média. Diante dos resultados obtidos, a proposta 1
(3-(5-cloro-1-benzofurano-7-il)-4-(1-metil-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-2,5-diona) é
possivelmente a mais promissora, indicando a possibilidade de estudo para

avaliacdo da atividade bioldgica in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Modelagem computacional. Inibidores da enzima glicogénio

sintetase quinase 3-B. Doenca de Alzheimer.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive degenerative disease, the
most common type of dementia incident on the population over 60 years of age.
The strategy further applied in the treatment of patients with DA is targeting the
cholinergic pathway, which involves the use of drugs with inhibitory effect on the
biological function of the enzyme acetylcholinesterase (AChE). However, this
strategy is not very effective. GSK-3B enzyme is associated with
hyperphosphorylation of tau protein which destabilizes microtubules in cell and
leads ultimately result in neuronal cell degeneration, being a promising target in
actuality, may be more effective than current cholinergic alternative. The aim of
this study was to propose new candidates to GSK-3B enzyme inhibitors. For
this, 40 inhibitors were selected from BindingDB database, molecular modeling
calculations using various chemical-quantum descriptors selected using a
Pearson correlation matrix, the pharmacophore profile search, screening ADME
| Tox, electrostatic potential maps, orbital border (HOMO and LUMO), beyond
docking simulation and prediction activity and synthetic feasibility of new
potential GSK-33 enzyme inhibitors. In descriptors calculations, the quantum-
chemical parameters calculated at B3LYP/6-31G **, more relevant according to
Pearson correlation due to the 1Cso value were: LUMO + 1; Softness Molecular
and LogP with values of 0.4326; 0.4450 and 0.4248, respectively. The HOMO
of CID44219658 inhibitor is in the imidazole pyridine ring and the part of the
pyrrole and the LUMO is on the aromatic ring of the C-C bond six carbons. The
maximum positive and negative values of MEPs ranged from 0.101155 ua (CID
6639576) at -0.09879 ua (CID 44219658). The pharmacophoric region was
expected to 5 aromatic rings, two hydrogen bond acceptor, one hydrogen bond
donor and a positive region. No inhibitor showed blood-brain barrier
permeability. Among the 40 selected inhibitors, the substance CID 44219658
has the lowest ICso value, and then used as a prototype for proposing
modifications molecular, they obtained four proposals. The predictions of ADME
properties, all proposals had a good profile of absorption and distribution. The
four proposals have values of Pa> Pi (Proposal 1: Pa = 0.363, Proposal 2:
0.172; Proposal 3: 0.180 and proposal 4: Pa = 0.180), thus indicating the
biological activity for GSK 3B, furthermore, the proposed indicate averages



synthetic accessibility structures. Based on these results, the proposed one (3-
(5-chloro-1-benzofuran-7-yl)-4-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-1H-pyrrole-2,5-dione) is
possibly the most promising, indicating the possibility of study for evaluation of
biological activity in vitro and in vivo.

Keywords: Computational modeling. Enzyme inhibitors glycogen synthetase
kinase 3-B. Alzheimer's disease.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA), sem duvida, € a patologia
neurodegenerativa mais frequente associada a idade. Seu perfil crénico e
degenerativo acarreta inidmeras incapacidades que vao desde as fisicas quanto
as mentais.

A DA se tornou um dos maiores focos de pesquisa nos tempos atuais,
devido principalmente ao seu carater cronico-degenerativo, causando
incapacidades irreversiveis, aliado a baixa eficacia dos tratamentos atualmente
disponiveis. Infelizmente, o arsenal terapéutico usado na DA é pouco eficaz e
causa diversos efeitos adversos tornando-o praticamente ineficaz ao longo de
uma fase mais tardia da doenca, jA que 0S riscos passam a superar 0S
beneficios. Isso se da, por causa da reduzida estratégia terapéutica que se
pode adotar atualmente, a qual se faz através de apenas um Unico mecanismo
farmacodinamico, conhecido como abordagem anticolinesterasica (IACN).
Diante disso, é imperativo ampliar as abordagens, e dentre elas, destacam-se
as que tém o foco no mecanismo fisiopatolégico da doenca, trazendo desta
forma, alternativas ao tratamento e qualidade de vida para milhdes de pessoas
que sofrem dessa doenga.

Hé4, atualmente, diversas pesquisas em andamento que levam em
consideracao a hipétese da cascata amiloide que continua sendo a principal via
fisiopatogénica de DA. No entanto, uma outra abordagem fisiopatologica
promissora diz respeito a inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase 3
(GSK-3B). Esta enzima esta envolvida no mecanismo fisiopatogénico primario
da DA.

Dentre as varias metodologias de pesquisa de desenvolvimento de
farmacos existentes, pode-se citar as tecnologias in silico, as quais utilizam a
computacdo ou bioinformatica a fim de predizer propriedades de potenciais
moléculas bioativas e promover perfis farmacocinéticos e quimicos adequados
para se tornarem futuros medicamentos. Essas tecnologias vém se tornando
cada vez mais robustas e uma das ferramentas mais poderosas de avaliacédo
pré-clinica e de substituicdo dos polémicos e famigerados modelos in vivo, as
quais utilizam animais com finalidade de geracdo de resultados que podem

servir para posterior uso em humanos, indo ao encontro das propostas de
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metas mundialmente recomendadas que sdo conhecidos como programa dos
3Rs (Reduction, Refinement, Replacement), que significa reduzir, refinar e
substituir.

Enfim, grandes esforcos tém sido realizados para a compreensdo e
tratamento da doenca de Alzheimer e este trabalho € um exemplo disto, pois a
relevancia desta pesquisa se justifica pela elaboracdo de novas moléculas por
meio da modelagem computacional que podem ser possiveis inibidores da
enzima GSK — 3B a qual esta envolvida no processo etiolégico primario da
doenca que atua de forma corroborativa com a via amiloide na DA, sendo uma
op¢do muito promissora dentro de uma perspectiva terapéutica

medicamentosa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor novos candidatos a farmacos inibidores da enzima glicogénio sintase

quinase 3-f no tratamento da Doenca de Alzheimer utilizando calculos de

modelagem molecular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

h)

)

Modelar os inibidores descritos na literatura com atividade inibitéria da enzima
glicogénio sintase quinase 3-f utilizando calculos quimico-quantico com o
método da teoria funcional de densidade (Density functional theory—DFT) e
conjunto de base valéncia separada B3LYP/6-31G**;

Calcular descritores de reatividade global e de relacdo quantitativa entre
estrutura e atividade (QSAR);

Construir os orbitais de fronteiras (HOMO e LUMO) para fornecer informacdes
sobre o carater elétron-doador e/ou elétron-aceitador dos inibidores estudados;
Construir a matriz de dados com as propriedades moleculares calculadas e
aplicar a correlacao de Pearson dos inibidores estudados;

Construir os mapas de potencial eletrostatico a partir das cargas atbmicas e
avaliar de forma qualitativa as regides farmacoforicas dos inibidors estudados;
Derivar 0 padrdo farmacoférico para o grupo de inibidores identificados na
literatura com atividade inibitoria da enzima glicogénio sintase quinase 3-8;
Simular por docking a ligagéo entre os inibidores identificados na literatura e a
enzima glicogénio sintase quinase 3-f3;

Obter as propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas dos inibidores rastreados
da literatura e das novas propostas;

Propor modificagbes no inibidor prototipo a fim de propor novas propostas
possivelmente mais promissoras;

Predizer atividade e viabilidade sintética dos novos candidatos a farmacos para a

doenca de Alzheimer.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A Doenca de Alzheimer (DA) foi descrita pela primeira vez em 1907, pelo
psiquiatra e neuropatologista Alem&o Alois Alzheimer, definindo sua descoberta
como uma patologia neuroldgica, ndo reconhecida, que cursava com deméncia,
destacando os sintomas de déficit de memoria (BONUCCELLI et al., 2011).

A DA é a principal causa de deméncia e é caracterizada por um declinio
progressivo da funcdo cognitiva, que tipicamente se inicia com a deterioracdo da
memoria (MAYEUX; STERN, 2012).

Dentre os principais fatores de risco correlacionados com a ocorréncia da DA,
situam-se a idade e a predisposicdo genética. Observa-se, entretanto, que a maioria
dos casos de DA sdo esporadicos. Apenas 5% dos pacientes tém a Doenca de
Alzheimer Familiar (DAF), uma forma incomum que tende a ocorrer mais cedo, e
esta relacionada com mutacdes em diversos genes, tais como o gene codificador da
proteina precursora de amiloide — APP, da presinilina 1 (PS1) e 2 (PS2) e da
apolipoproteina E (ApoE) (DIAS NETO et al., 2013).

A prevaléncia de DA aumenta progressivamente com o envelhecimento,
sendo a idade o maior fator de risco para a doenca. A partir dos 65 anos, sua
prevaléncia dobra a cada cinco anos. Entre 60 e 64 anos apresenta prevaléncia de
0,7%, passando por 5,6% entre 70 e 79 anos, e chegando a 38,6% nos
nonagenarios (APRAHAMIAN; MARTINELLI; YASSUDA, 2009).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o mundo vem
enfrentando um envelhecimento progressivo de sua populagdo. Em 1950, havia 214
milhdes de pessoas com 60 anos ou mais e as estimativas indicam que serdo 1
bilhdo em 2025. No Brasil, esta cada vez mais evidente o envelhecimento
populacional, aumentando a suscetibilidade destas pessoas as mais diversas formas
de deméncias. A expectativa de vida aumenta rapidamente e projecdes indicam que
em 2025 o Brasil ter4 cerca de 34 milhGes de pessoas acima de 60 anos, ou seja,
10% da populagéo, sendo o pais com a sexta maior populacdo de idosos em todo o
mundo (IBGE, 2014).

Devido ao rapido envelhecimento da populacdo mundial, € esperado que a
prevaléncia de DA dupliqgue a cada 20 anos. Assim, estima-se que em 2050, 115

milhdes de pessoas vao estar afetadas pela doenca (AMBROZ et al., 2012).
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3.1 FISIOPATOLOGIA

A DA caracteriza-se, histopatologicamente, pela macica perda sinaptica e
pela morte neuronal observada nas regifes cerebrais responsaveis pelas funcdes
cognitivas, incluindo o cortex cerebral, o hipocampo, o cértex entorrinal e o estriado
ventral (SELKOE, 2001; VINTERS, 2015).

As caracteristicas histopatologicas presentes no parénquima cerebral de
pacientes portadores da doenca de Alzheimer incluem depdsitos fibrilares amiloidais
localizados nas paredes dos vasos sanguineos, associados a uma variedade de
diferentes tipos de placas senis, acumulo de filamentos anormais da proteina tau e
consequente formacéo de novelos neurofibrilares (NFT), perda neuronal e sinaptica,
ativacdo da glia e inflamacéo (SELKOE, 2001; VINTERS, 2015).

Duas hipéteses principais foram propostas, a fim de explicar a etiologia da
doenca. De acordo com a hip6tese da cascata amiloidal, a neurodegeneragéo na DA
inicia-se com a clivagem proteolitica da proteina precursora amiloide (APP) e resulta
na producao, agregacao e deposi¢cao da substancia B-amiloide (BA) e placas senis
(HARDY; SELKOE, 2002; EKAVALI; KUMAR; SINGH, 2015). A outra é a hipotese
colinérgica, onde a disfuncdo do sistema colinérgico é suficiente para produzir uma
deficiéncia de memodria em modelos animais, a qual é semelhante a doenca de
Alzheimer, além do mais, cérebros de pacientes portadores da doenca de Alzheimer
mostraram degeneracdo dos neurdnios colinérgicos, ocorrendo também uma
reducdo dos marcadores colinérgicos, sendo que a colina acetiltransferase e a
acetilcolinesterase tiveram sua atividade reduzida no cOrtex cerebral de pacientes
portadores da doenca de Alzheimer (BARTUS; EMERICH, 1999).

Na Hipdtese da Cascata Amiloide as placas senis sdo formadas através do
acumulo e da agregacdo do peptideo BA, formando neuritos distréficos, astrocitos
reativos e microglia ativada. Acredita-se que a concentracdo de placas neuriticas
esteja relacionada ao grau de deméncia dos afetados. O peptideo BA € o principal
componente das placas senis, e é produzido por acdo de endoproteases
(secretases) da membrana glicoproteica, a partir da APP, codificada por um gene
localizado no cromossomo 21 (WONG, 2011; EKAVALI;, KUMAR; SINGH, 2015).
Fragmentos de tamanhos especificos deste peptideo formam agregados fibrilares

nao-covalentes insollveis, caracteristicos tanto in vivo quanto in vitro, que
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depositam-se no tecido neuronal e estdo relacionados a neurotoxicidade da DA
(ALIEV et al., 2013).

O BA é derivado por clivagem proteolitica da APP pela acdo de beta e gama
secretases. Em condigdes normais, o BA é degradado por enzimas e retirado do
encéfalo através de um balanco entre efluxo e influxo, mediados pela proteina
receptora de LDL e receptores para produtos finais de glicosilacdo avancada. Na
DA, um desbalanco entre a producdo e o clearence do BA levam ao depodsito de
oligbmeros deste peptideo (em especial BA 42) no espaco extracelular, ocasionando
inibicdo do potencial de longa duragdo hipocampal e da plasticidade sinaptica
(NASLUND, 2000; DE STROOPER; KARRAN; MERCKEN, 2011; WONG, 2011,
BORN, 2015).

As secretases sao enzimas responsaveis pelo processo proteolitico normal da
APP, levando a formacado de fragmentos BA. Dependendo do sitio de protedlise,
estas enzimas sao classificadas em a-, B- e y-secretases. As a-secretases sao,
provavelmente, fixadas a membrana plasmaética e clivam a APP entre os residuos 16
e 17 da sequéncia do BA, gerando fragmentos extracelulares soluveis conhecidos
como sAPPa, que sdo normalmente fagocitados pelas microglias e eliminados.
Portanto, a quebra da APP por a-secretases inibe a formagao de depdsitos de BA e
constitui a maior rota fisiolégica de quebra desta proteina (ANGOSTO; GONZALEZ,
2009).

Os emaranhados neurofibrilares sdo formados pela deposicdo de proteina
Tau, sendo sua principal funcdo estabilizar os microtibulos responsaveis em
organizar a funcdo neuronal (ALLARD et al., 2012). A proteina tau do citoesqueleto
pode ser fosforilada em mais de 39 locais por varias quinases e estudos recentes in
vivo sugerem fortemente que a GSK-3B € um fator critico na hiperfosforilagdo da
proteina tau (PETIT-PAITEL, 2010; ADLARD et al., 2011).

Proteina tau faz parte da familia das proteinas associadas aos microtibulos
(microtubule-associated proteins - MAP). A principal funcdo das MAPs é estabilizar
0s microtubulos pela agregacdo da tubulina 12. O gene da proteina Tau humana
esta localizado no brago longo do cromossomo 17 (17921) e possui 16 éxons. No
cérebro humano, a Tau é uma proteina solivel, apresentando-se em seis isoformas

derivadas do splicing alternativo de RNAmM e compostas por 352-441 residuos de
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aminoacidos com peso molecular aproximado de 37 a 46 KDa. (GOEDERT, 2004;
ENGEL; ITTNER; MUNOZ; OOI, 2015).

No cérebro adulto, todas as isoformas da Tau sao expressas. A relacéo entre
as isoformas 3R e 4R da Tau é geralmente de 1:1, visto que alteracbes nessas
razao estado relacionadas a certos mecanismos de neurodegeneracéo (LIU; WANG,
2008).

Em células nervosas sadias, a proteina Tau € normalmente encontrada nos
axbnios, ao contrario dos achados descritos nas tauopatias, em que a proteina
encontra-se distribuida no corpo celular e nos dendritos. A proteina Tau pode ser
encontrada na forma soltvel ou insollvel; esta dltima é identificada nos filamentos
helicoidais pareados (FHP), que é o principal componente dos emaranhados
neurofibrilares. Os FHPs apresentam de seis a oito grupos fosfato por molécula de
proteina Tau, o que, em comparacdo com o grau de fosforilagdo usual da proteina
Tau em cérebros sadios (em torno de dois grupos fosfato por molécula), permite
afirmar que a proteina Tau identificada nos FHPs encontra-se em estado
hiperfosforilado (BRANDT; HUNDELT; SHAHANI, 2005; BORN, 2015).

A proteina Tau controla a dinAmica dos microtibulos durante a maturacdo e o
crescimento dos neuritos. Sendo a maior proteina do citoesqueleto, a
hiperfosforilacdo da Tau afeta fungBes bioldégicas e morfolégicas nos neurdnios
(HARRINGTON; STOREY; WISCHIK, 2014).

Desta forma, a hiperfosforilacdo anormal da proteina Tau pode ser o resultado
do aumento da atividade das tauquinases, da subsensibilizacdo das suas fosfatases
ou de ambos os mecanismos (HARRINGTON; STOREY; WISCHIK, 2014). Em
humanos com tauopatias, a proteina Tau estd presente na forma de filamentos
anormais insolavel e hiperfosforilados (BRANDT; HUNDELT; SHAHANI, 2005;
KRUGER; MANDELKOW, 2016). Diversas doencgas tém em comum a presenca de
grandes quantidades de agregados de proteina Tau (MATHURANATH; ROBERT,
2007).

Varios estudos demonstraram que a hiperfosforilagdo reduz a capacidade de
a Tau estabilizar os microtubulos. Isso compromete a dinamica microtubular,
afetando o transporte intraneuronal, resultando em efeitos deletérios sobre diversos
processos celulares. Todos os defeitos na proteina Tau alteram o transporte axonal,

fatores vitais e necessarios para a manutencdo da homeostase neuronal. A
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hiperfosforilacdo da Tau favorece a formacdo de agregados, bloqueando o trafego
intracelular de proteinas neurotréficas e outras proteinas funcionais, e resultando em
perda ou declinio no transporte axonal ou dendritico nos neurénios (LIU; WANG,
2008; PEDERSEN; SIGURDSSON, 2015).

Nos tecidos cerebrais, o estado de fosforilagdo da Tau resulta da acéo
conjunta de varias quinases e fosfatases, muitas das quais operam
coordenadamente para regular sua fosforilacdo (MATHURANATH; ROBERT, 2007,
BAIRD; LOVESTONE; WESTWOOD, 2015). Estas hiperfosforilacbes sao
consequéncia da acado da Glicogénio-sintase-quinase-3 (GSK-3), a qual é uma
serina/treonina quinase que foi nomeada ap6s o seu envolvimento no metabolismo
do glicogénio. E tem-se demonstrado que a GSK-3 € uma quinase multifuncional
com um papel critico na formacdo da neurodegeneracdo e da memoria (COHEN;
FRAME, 2001; GRUNDKE-IQBAL; IQBAL, 2008).

Proteinas quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas
através da transferéncia de um grupo fosforila de ATP e, em casos excepcionais, de
GTP, para treonina, serina (quinase especifica para Ser/Thr) ou residuos de tirosina
(quinase especifica para Tyr) (COX; LEHNINGER; NELSON, 2011).

Existem duas isoformas muito semelhantes a GSK-3, GSK-3a e GSK-3[3, que
sao codificadas por genes distintos. Na idade adulta, a GSK-3a e GSK-3[3 sdo mais
proeminentemente expressa no cérebro com particular abundancia no hipocampo,
neocortex, e cerebelo (GIESE, 2009). GSK-3B participa de uma variedade de
processos fisiolégicos, tais como a regulacdo da morfologia celular, crescimento
neuronal e motilidade e plasticidade sinaptica e integra uma variedade de
intracelulares e extracelulares vias, incluindo a sinalizacdo wnt, a via da insulina,
acoplado a proteina G de receptores e outras (ANGELO; GIESE; PLATTNER, 2005).
O aumento na atividade de GSK-3 por fosforilagdo reguladora de residuos de Ser9
e Tyr216 (fosforilacdo de Tyr216 pode aumentar a atividade da enzima, e por outro
lado a fosforilacdo de Ser9 é inibidora) parece ser o ponto focal de humerosas vias
de sinalizagédo patolégicas e a sinalizacdo anormal de GSK-3 pode também ocorrer
em outras doencas neurodegenerativas, tais como as tauopatias, doenca de Pick,
paralisia supranuclear progressiva e degeneracao cortico-basal (ADLARD et al.,

2011). Com efeito, ela estd envolvida na regulacdo das duas principais
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caracteristicas neuropatolégicas presentes nos cérebros de pacientes com DA
(emaranhados neurofibrilares e placas amiloides) (PETIT-PAITEL, 2010).

Como pode-se observar, a DA € caracterizada por diversas alteracdes
histopatoldgicas e neurofisiologicas, a presenca de placas amiloides extracelulares,
constituidas de depédsitos amorfos de proteina BA e de emaranhados neurofibrilares
intraneuronais, constituidos de filamentos de uma proteina fosforilada associada a
microtubulos, a proteina tau, tém sido considerados o0s principais achados
histopatoldgicos da DA, sendo os mesmos frequentemente relacionados a gravidade
da doenca (HARRINGTON; STOREY; WISCHIK, 2014).

Pesquisas apontam outro fator tdo importante no mecanismo fisiopatogénico
como a conhecida via amiloide. Este fator é conhecido como ligantes Ap derivado
difusiveis (ADDLs). ADDLs s&o potentes Ap 1-42 neurotoxinas que nao Ssao
fibrilares. Em vez de fibrilas, a sua estrutura compreende relativamente pequenos
oligbmeros globulares solaveis (KLEIN et al., 2011).

ADDLs podem causar primeiramente perda de memdria em estégio inicial,
posteriormente, degeneracdao do nervo e morte celular, levando muitas das vezes a
sintomatologia classica de DA, independentemente de presenca de placas [-
amiloide e FHPs (CALEB, 2003; KLEIN et al., 2011).

3.2 SINTOMATOLOGIA

O possivel diagnostico etioldgico desta enfermidade depende de fatores como
o tempo de evolugcdo em anos e também a ordem em que as fun¢des cognitivas vao
sendo perdidas. Inicialmente, observa-se o agravo da memoria anterdgrada e do
senso localizatério. Posteriormente, ocorrem a perda da praxia ideomotora, que é a
incapacidade de repetir e executar gestos, e a perda construcional, que é a
inabilidade em operar instrumentos, vestir-se, comer e copiar figuras e etc. Além
disso, observam-se ainda graus de acalculia, afasia (principalmente anomia) e
agnosia. Nas fases mais avancadas da enfermidade podem sobrevir completa
apatia, incapacidade de deambular, convulsdes e, por fim, o coma e O6bito por
causas nao relacionadas a enfermidade primaria (BOWEN et al., 1998).

A DA pode ser dividida em trés fases — leve, moderada e grave — de acordo
com o nivel de comprometimento cognitivo e o grau de dependéncia do individuo
(ALVAREZ et al., 2002).
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Na fase leve da doenca, a pessoa apresenta uma queda significativa no
desempenho de tarefas instrumentais da vida diaria, contudo ainda é capaz de
executar as atividades basicas do dia a dia, mantendo-se independente. Na fase
moderada, o comprometimento intelectual € maior e 0 paciente passa a necessitar
de assisténcia para realizar tanto as atividades instrumentais como as atividades
bésicas. JA na fase grave da doenca, o paciente geralmente fica acamado e
necessitando de assisténcia integral. Nessa fase, o0 paciente pode apresentar
dificuldades de degluticdo, sinais neurolégicos, incontinéncia urinaria e fecal
(ANGHINAH, 2005).

3.3 DIAGNOSTICO

Na pratica, o diagnostico clinico da DA é feito quando os pacientes tém
declinio progressivo da memodria por um periodo superior a seis meses com
consequente deterioracdo da saude pessoal e das fun¢des sociais ou ocupacionais.
A presenca objetiva de deterioracdo da memdria deve ser documentada através de
recurso ao MMSE (Mini-mental state examination) que permite avaliar a orientacao
temporal e espacial, a memoéria imediata e de evocacao, a capacidade de célculo e
atencao, a linguagem, a habilidade de seguir comandos verbais e escritos e apraxia,
além de outros testes neuropsicologicos (CHU, 2012).

Além de testes mais simples como 0s mencionados para triagem inicial e
avaliacdo mais breve, ha exames neuropsicométricos mais abrangentes como 0s
critérios preestabelecidos mais utilizados no diagndstico de Alzheimer que sédo o do
Manual de Diagnéstico e Estatistica das Doencas Mentais da Associacdo de
Psiquiatria Americana versoes IlI-R e IV (DSM, 1994), e o proposto pelo National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) -
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (ADRDA) (DRACHMAN et
al., 1984). O exame fisico visa identificar déficits neurolégicos focais, como paresias
e parestesias, sinais de hidrocefalia, como alteragdo de marcha e incontinéncia
urinaria, alteracbes na motricidade, lentificacdo e tremores sugestivos de
parkinsonismo, sinais de hipotiroidismo, entre outras alteracfes consistentes com 0s
diagnésticos diferenciais mais comuns com a deméncia do tipo Alzheimer
(APRAHAMIAN; MATINELLI; YASSUDA, 2009).
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Outros pontos diagnoésticos essenciais incluem déficit em duas ou mais areas
de cognicao, auséncia de perturbac¢des da consciéncia, inicio da doenca entre os 40
e 0s 90 anos de idade, auséncia de doencas sistémicas ou outras doencas cerebrais
gue possam ser responsaveis pelo déficit progressivo da memoria e da cognicao,
evidéncia de atrofia cerebral a TAC (Tomografia Axial Computadorizada) ou a RMN
(Ressonancia Magnética Nuclear), sem outras lesGes organicas significativas e
auséncia de doenca metabdlica (CHU, 2012).

O diagnoéstico definitivo, entretanto, € obtido apenas apds analise
histopatologica de materiais de autdpsia. Tal analise revela perda neuronal nas
camadas piramidais do cortex cerebral e degeneracbes sinapticas intensas, tanto
em nivel hipocampal quanto neocortical, além de identificar os depositos
extracelulares do peptideo beta-amiloide (BA), as placas neuriticas ou senis e 0s
emaranhados neurofibrilares — ENF intracelulares da proteina Tau hiperfosforilada
(CHAUHAN; CHAUHAN, 2006; JESSEN; WAGNER, 2015).

3.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Os inibidores das colinesterases (I-ChE) s&o as principais drogas hoje
licenciadas para o tratamento especifico da DA. Seu uso se baseia no déficit
colinérgico que ocorre na doenca, e visa 0 aumento da disponibilidade sinaptica de
acetilcolina, através da inibicdo das suas principais enzimas cataliticas, a acetil e a
butirilcolinesterase (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Os inibidores da acetilcolinesterase (tacrina, rivastigmina, donepezil,
galantamina) alteram a funcéo colinérgica central ao inibir as enzimas que degradam
a acetilcolina (enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase), aumentando,
assim, a capacidade da acetilcolina de estimular os receptores nicotinicos e
muscarinicos  cerebrais (GROSSBERG, 2003; BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012).

A galantamina, farmaco de origem vegetal, também é um anticolinesterasico
utilizado no tratamento da DA. Esse medicamento possui um duplo mecanismo de
acado, o qual, além de inibir a acetilcolinesterase, também foi capaz de modular
alostericamente 0s receptores nicotinicos. O papel dos receptores nicotinicos na
cognicdo é bastante conhecido, entretanto, o significado clinico da modulagéo

nicotinica no tratamento da DA n&o estd completamente elucidado. Os receptores
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nicotinicos pré-singpticos controlam a liberagdo de neurotransmissores, 0s quais séo
importantes para a memoria e para o humor (SERENIKI; VITAL, 2008.)

Revisado sistematica e metanalise concluiram que as melhoras determinadas
por inibidores da colinesterase sdo pequenas, ndo tendo sido estabelecida sua
transposicdo para reais beneficios na vida (HOBLYN et al., 2003; CLEGG et al.,
2006).

A memantina é utilizada como coadjuvante aos inibidores de colinesterase
para tratar DA e também é usada frequentemente para tratar outras deméncias
neurodegenerativas. A memantina € um antagonista ndo competitivo do receptor de
glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), e interage com o sitio de ligacdo do
Mg?* no canal do receptor de forma a impedir a ativacdo excessiva e, a0 mesmo
tempo, preservar a funcdo normal (BRUNTON; HILAL-DANDAN, 2008). O glutamato
€ o principal neurotransmissor excitatério cerebral, particularmente em regibes
associadas as funcbes cognitivas e a memoria, tais como o cortex temporal e o
hipocampo. O glutamato também age como uma excitotoxina, causando a morte
neuronal quando niveis elevados desse neurotransmissor sao liberados por periodos
prolongados. As regides corticais e subcorticais que contém neurdnios e receptores
glutamatérgico sofrem perdas estruturais e funcionais na evolucdo da DA
(ARONSON; GRAHAME-SMITH, 2004).

Constatou-se modesta melhora de funcdes cognitivas e funcionais, humor,
comportamento e impressao clinica com memantina usada por seis semanas para
tratamento de DA de moderada a severa, deméncia vascular e mista (AREOSA
SASTRE; SHERRIFF; MCSHANE, 2005.)

Medicamentos derivados de plantas também sdo muito estudados no
tratamento de DA, por exemplo, o extrato de Ginkgo biloba, EGb761, que contém
glicosideos de ginkgoflavonas e terpenoides, cuja acdo combinada promove o
aumento do suprimento sanguineo cerebral por vasodilatacdo e reducdo da
viscosidade do sangue, além de reduzir a densidade de radicais livres de oxigénio
nos tecidos nervosos (LUO, 2001). Apesar disso, de acordo com uma revisédo
recente de 36 ensaios clinicos aleatorizados dos quais nove com duragao de pelo
menos seis meses (2016 pacientes), os beneficios do EGb761 para o tratamento do
comprometimento cognitivo e da deméncia da DA foram incertos e inconsistentes
(BIRKS; EVANS, 2009).
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As préticas farmacoldgicas até agora introduzidas no tratamento da DA tém
tido eficacia sintomatica, ndo havendo qualquer agente disponivel capaz de interferir
sobre a etiopatogenia das deméncias em geral ou impedir a progressao da doenca.
Também nao sao isentos de efeitos adversos e tém potencial para interacdo com
outros medicamentos (WANNMACHER, 2005).

Além do mais, terapias daquele tipo sdo preocupantes em idosos, onde a
incidéncia da doenca € maior e, sGo mais suscetiveis a riscos medicamentosos e

mais frequentemente em uso de polifarmacia (ROZENFELD, 2003).

3.5 TRATAMENTO NAO FARMACOLOGICO

O tratamento multidisciplinar objetiva complementar o tratamento
farmacolégico na DA. A literatura descreve grande variedade de métodos de
intervencdo para melhorar ou manter o desempenho cognitivo na mesma. Entre as
principais técnicas que envolvem trabalho multidisciplinar destacam-se: treinamento
cognitivo, técnica para melhor estruturacdo do ambiente, orientacdo nutricional,
programas de exercicios fisicos, orientacdo e suporte psicolégico aos familiares e
cuidadores (ALVAREZ et al., 2002).

Existem ainda, abordagens nutricionais que visam retardar a progressao da
doenca, assim como diminuir a sintomatologia, ja que o acometimento nutricional na
DA pode levar a desnutricAo e consequentemente maior progressdo da doenca,
diminuindo a sobrevida ou simplesmente aumentando a sintomatologia (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2005; JICHA; SWAMINATHAN, 2014).

O exercicio fisico também apresenta contribuicdes importantes, sobretudo
guando associado ao tratamento psicofarmacologico, auxiliando na recuperacao da
autoestima e da autoconfianca, além de ser considerada como uma alternativa ndo
farmacoldgica de tratamento do transtorno depressivo, por representar baixo custo
econdbmico, ser acessivel e prevenir o declinio funcional do idoso (COSTA et al.,
2010). Metandlise de 30 ensaios clinicos randomizados avaliou o beneficio do
exercicio fisico em 2020 pessoas com mais de 65 anos, deméncia ou outros déficits
cognitivos. Houve melhora significativa de capacidade fisica, desempenho funcional,
funcdo cognitiva e comportamento em relacdo aos individuos de grupos sem
exercicio (ABREU; HEYN; OTTENBACHER, 2004).
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3.6 MODELAGEM COMPUTACIONAL

Um dos mais importantes avangos no planejamento e descoberta de novos
farmacos tem sido a utilizacdo da modelagem molecular. Ela tem se firmado como
uma ferramenta indispensavel ndo somente no processo de descoberta de novos
farmacos, mas também na otimizacdo de um protétipo j& existente ou obtido pelo
proprio estudo de modelagem molecular (ESSEX; JEWSBURY; TAYLOR, 2002).

A modelagem molecular fornece informacdes importantes para o processo de
descoberta de farmacos. Ela permite a obtencédo de propriedades especificas de
uma molécula que podem influenciar na interacdo com o receptor (ALBUQUERQUE
et al., 1997; PATRICK, 2001).

Devido a répida evolucdo nas areas de hardware, software e métodos, os
processos computacionais anteriormente executados exclusivamente em estacdes
de trabalho de alto desempenho sé&o hoje em dia realizados em microcomputadores
numa escala de tempo bastante razoavel (JENWITHEESUK et al., 2008).

Um programa de modelagem molecular permite a representacéo,
visualizacdo, manipulacéo e determinacdo de parametros geométricos (comprimento
e angulo de ligacdo) e eletronicos (energia dos orbitais de fronteira, momento de
dipolo, potencial de ionizacdo etc.) de uma molécula isolada, além de realizar
estudos em macromoléculas (proteinas) e complexos droga-receptor. A grande
maioria dos programas de modelagem molecular é capaz de retratar entidades
quimicas com um alto grau de precisdo. Esta afirmacdo € oriunda de estudos
comparativos de parametros eletrénicos e geométricos obtidos experimentalmente.
Os métodos mais empregados para a obtencao de propriedades moleculares sdo: a
mecanica molecular e os métodos semi-empiricos (ALBUQUERQUE et al., 1997,
SANT'ANNA, 2009).

As interacBes de um farmaco com seu receptor bioldgico sdo determinadas
por forcas intermoleculares, ou seja, interacdes lipofilicas, polares, eletrostaticas e
estéricas. Assim sendo, substancias que apresentam propriedades terapéuticas, ao
interagirem com um alvo especifico (uma enzima, um receptor, um canal de ions, um
acido nucleico ou qualquer outra macromolécula biolégica), devem possuir uma
estrutura tridimensional de forma que as disposi¢cées de seus grupos funcionais
favoregam uma maior complementaridade ao sitio de ligagdo (ARROIO; DA SILVA;
HONORIO, 2010).
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A quimica medicinal além da descoberta de moléculas bioativas, também
estuda os fendbmenos envolvidos no metabolismo e o estabelecimento de relagbes
entre a estrutura quimica e atividade (SAR, do inglés, structure activity relationships).
Nesse sentido, destacam-se também os métodos de QSAR (do inglés, quantitative
structure-activity relationshisps) que tém como objetivos relacionar a informacédo em
conjuntos de dados (estrutura quimica e atividade biolégica) e criar modelos
estatisticos com capacidade preditiva externa (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY,
2006).

Os estudos de SAR e de QSAR sdo importantes para guiar a sintese de
novas moléculas com propriedades otimizadas, minimizando o universo de
compostos a serem considerados nos programas de triagem bioldgica.
(JENWITHEESUK et al., 2008).

O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de complexos
do tipo ligante-receptor permite a aplicacdo de estratégias de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based drug
design). Em contraste, quando a estrutura do alvo eleito ndo é conhecida, métodos
de planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés
ligand-based drug design) podem ser utilizados, explorando propriedades e
caracteristicas de séries de ligantes bioativos. Em muitos casos, o uso integrado de
estratégias de SBDD e LBDD pode gerar informacfes uteis no planejamento de
novas entidades quimicas (NCE, do inglés New Chemical Entities), por meio da
sinergia e complementaridade de conhecimentos entre as estratégias (ABRAHAM,;
ANDRICOPULO; SALUM, 2009).

Um dos grandes desafios da quimica medicinal no processo de planejamento
de farmacos € contribuir para o0 aumento da taxa de sucesso na descoberta de NCE.
A integracdo de métodos experimentais e computacionais tem enorme importancia
na identificacdo e no desenvolvimento de novas moléculas bioativas a partir de
colecdes de compostos reais ou virtuais. Nesse ambito, as estratégias de SBDD e
LBDD assumem natural destaque (ANDRIOCOPULO; GUIDO; OLIVA, 2008).

Os métodos de SBDD se baseiam no conhecimento do arranjo topologico de
alvos biologicos, logo, utilizam como pré-requisito dados 3D detalhados da

macromolécula em estudo. Essa informacéo pode ser obtida mediante a andlise de
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estruturas cristalograficas, de RMN ou de modelagem por homologia
(ANDRICOPULO; SALUM, 2009).

A docagem molecular (do inglés molecular docking) € uma das principais
estratégias de SBDD, que consiste na predicdo da conformacao bioativa de uma
pequena molécula (ligante) no sitio de ligacdo de uma macromolécula (proteina-
alvo), seguido da avaliagéo (pontuacao) e classificagdo do modo de ligagéo proposto
(ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006).

A triagem virtual baseada na estrutura do receptor (SBVS, do inglés structure
based virtual screening) emprega métodos de docagem molecular na analise de
grandes bases de dados de compostos com o0 objetivo de caracterizar um espaco
qguimico-biolégico privilegiado e permitir a selecdo de compostos para testes
bioquimicos e/ou bioldgicos (ESSEX; JEWSBURY; TAYLOR, 2002; SANT'ANNA,
2009).

Enfim, o progresso no desenvolvimento de softwares e hardwares aliado a
uma reducdo constante de custo dos materiais informaticos, torna a quimica
computacional uma das &reas mais promissoras deste novo século, onde a
disponibilizagédo e aperfeicoamento de programas computacionais de quimica e dos
bancos de dados em rede constituem — se como ferramentas fundamentais para a
descoberta e planejamento de farmacos fazendo com que novos agentes
terapéuticos possam ser desenvolvidos pela analise de dados tedricos de estrutura-
atividade de forma tridimensional, obtidos por técnicas de modelagem molecular
atendendo desta maneira, um dos grandes desafios da quimica medicinal, que é
contribuir para o0 aumento da taxa de sucesso na descoberta de novas entidades

quimicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BUSCA PELAS ESTRUTURAS DOS LIGANTES

As estruturas 3D dos 40 inibidores com atividade para a enzima GSK-3f3
descritos na literatura foram obtidas no site de banco de dados BindingDB

(www.bindindb.org/bind/index.jsp), utilizando a palavra-chave “glycogen synthase

kinase 3 beta inhibitor”. Apés realizar o download dos arquivos com as estruturas de
todos os inibidores, as mesmas foram reorganizadas com auxilio do programa livre
ACD/ChemSketch. Em seguida foram tabelados em ordem crescente do valor de
Clso, acrescentando os parametros fisico-quimicos, obtidos a partir do Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), relacionados a regra dos cinco de Lipinski
(LIPINSKI et al., 1997).

4.2 DESCRITORES DE REATIVIDADE GLOBAL

Todas as estruturas quimicas tiveram suas energias minimizadas através do
programa HyperChem 6.02 (CHEMPLUS, 2000) por métodos quimico-quanticos do
tipo semiempirico RM1 (Recife Model 1), uma reparametrizacdo de AM1 (Austin
Model 1), representando uma melhoria em relacdo a este (FREIRE; ROCHA;
SIMAS; STEWART, 2006). Todas as estruturas foram calculadas na forma neutra,
no vacuo e sem qualquer restricdo geométrica. Nesse estudo, foram calculados,
com o auxilio do programa GaussView 5.0 (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2009),
usando o conjunto de base B3LYP/6-31G** implementado com o programa
Gaussian 03 (FRISCH et al., 2003 ) e 0 método Teoria do Funcional da Densidade
(DFT), 23 descritores de reatividade: energia total (ET), eletronegatividade de
Mulliken (x), dureza molecular (n), moleza molecular (1 / n), potencial quimico (u),
indice eletrofilicidade global (w), Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia
(HOMO), um nivel abaixo do Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia (HOMO-
1), Energia do Orbital Molecular Desocupado de Menor Energia (LUMO), um nivel
acima Orbital Molecular Desocupado de Menor Energia (LUMO +1), diferenca de
energia entre HOMO e LUMO (GAP = HOMO-LUMO) estes descritores sao
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indicadores de estabilidade e reatividade quimica (CHATTARAJ; GIRI, 2007;
PADMANABHAN et al., 2007).

As cargas atbmicas usadas neste estudo foram obtidas com a palavra-chave
POP=CHELPG usando o potencial eletrostatico (BRENEMAN; WIBERG, 1990),
com esta estratégia, foi possivel obter o melhor potencial molecular quantico de
pontos definidos em torno da molécula, e cargas atdmicas oferecem a vantagem
geral de ser fisicamente mais satisfatoria do que cargas Mulliken KOLLMAN;
SINGH, 1994).

4.3 DESCRITORES DE RELACAO QUANTITATIVA ENTRE ESTRUTURA E
ATIVIDADE (QSAR)

Os seguintes descritores QSAR foram calculados para os inibidores relatados
da literatura: Area de superficie (aproxx), Area de superficie (grid), volume molecular
(VM), refratividade molecular (RM), polarizabilidade molecular (PM), coeficiente de
lipofilicidade (logP), massa molecular (MM) e energia de hidratacdo (EH) de acordo
com o programa HyperChem 6.02 (CHEMPLUS, 2000). Os descritores moleculares
selecionados forneceram informacbes valiosas sobre a influéncia eletronica,

estérica, hidrofilica e hidrofébica nos inibidores selecionados.

4.4 CONSTRUCAO DA MATRIZ DE DADOS E SELECAO DE PROPRIEDADES
MOLECULARES

Com a determinagdo de todos os descritores moleculares, foi possivel
construir a matriz de dados. Antes de iniciar a analise foi necessario fazer a
padronizacdo da matriz de dados X= (n, m) contendo os inibidores nas linhas e os
descritores calculados nas colunas, onde n é o numero de compostos estudados e
m € o numero de variaveis. O objetivo da padronizacdo é dar a cada variavel um
peso igual em termos matematicos, cada variavel foi centrada na média e escalada
para a variancia unitaria. A selecdo das variaveis foi iniciada com a analise da matriz
de correlacdo de Pearson (SANTOS et al.,, 2014) entre as variaveis e a atividade
biologica, os descritores que tiveram pequena ou nenhuma correlacdo (menor do

que 0,40, valor de correlacdo de corte) foram descartados. As analises de correlagédo
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de Pearson foram realizadas com os softwares Pirouette 3.01 (PIROUETTE, 2001) e
Statistica 6.1 (STATISTICA, 2004). O objetivo final da andlise foi avaliar os
descritores que melhor se correlacionam com a atividade bioldgica (Clso) para propor

0s novos candidatos a farmacos para tratamento de DA.

4.5 MAPAS DE POTENCIAL ELETROSTATICO MOLECULAR (MEP)

Um importante conceito que sera explorado neste estudo € a correlacdo da
atividade da estrutura dos inibidores estudados através das caracteristicas do mapa
de potencial eletrostatico. O MEP permite a utilizacdo de uma analise qualitativa
para localizar sitios reativos numa molécula, e determinar o0s papéis
desempenhados por ambos os efeitos eletrénicos e estéricos (tamanho/forma) sobre
a sua poténcia. E de fundamental importancia que a visualizacdo do MEP forneca
informacdes qualitativas sobre as moléculas, tais como o comportamento da
interacdo entre um ligante e o receptor. O MEP num dado ponto (x, y, z) na
vizinhanca de uma molécula é definida em termos da energia de interacdo entre a
carga elétrica gerada a partir dos elétrons das moléculas, nucleos e uma carga de
teste positivo (um prétons) situado em r. Para os compostos estudados, os valores
V(r) foram calculadas pela equacdo abaixo, como descrita por Politzer e Murray
(2002):

V() :Z Zn pl(l’ )dl"
~|Ry—r1| [T
onde Za é a carga do nlcleo A, localizada em Ra, p(r') é a funcdo da densidade
eletrénica da molécula, e ' é variavel de integracdo simulado.
Os MEPs foram gerados a partir da carga atbmica no nivel DFT B3LYP/6-
31G** calculada no programa Gaussian 03 (FRISCH et al., 2003), e os resultados
foram visualizados com o auxilio do programa Molekel (PLUKIGER et al., 2001).

4.6 DERIVACAO DO FARMACOFORO

A derivagdo do padréo farmacoférico foi gerada a partir do servidor
PharmaGist (SCHNEIDMAN-DUHOVNY, 2008) que detecta 0Ss grupos
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farmacoféricos por alinhamento mdultiplo e flexivel dos ligantes utilizados. Os
recursos farmacoféricos que podem ser observados nos resultados sdo: grupos
hidrofébicos, grupos aromaticos, doadores de ligacdes de hidrogénio, ligacdo de
hidrogénio aceitantes, grupos ionizaveis e positivos negativos, a triagem dos
alinhamentos é feita por uma funcéo de pontuagdo. Também é possivel escolher um
dos ligantes como modelo (rigido) para o alinhamento dos outros. Neste estudo foi
utilizada a substancia CID 46888954 como modelo mais 31 inibidores mais ativos
(por Clso) relatados na literatura obtidos a partir do banco de dados BindingDB

(www.bindindb.org/bind/index.jsp).

4.7 BUSCA PELA ESTRUTURA DA PROTEINA

Foi feito o “download” da estrutura cristalografica da GSK-33 humana
depositada no Protein Data Bank (PDB ID: 3Q3B - a resolucdo de 2.7 A)
complexada com o inibidor 4-(4-hidroxi-3-metilfenil) -6-fenilpirimidina-2 (5H) -ona
(COFFMAN et al., 2011). Estes foram obtidos a partir do Protein Data Bank (PDB)
(http://www.pdb.org) no Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
(BERMAN et al., 2000).

4.8 SIMULACAO DE DOCKING MOLECULAR

Simula¢cBes de “docking” foram realizadas utilizando o programa AutoDock
Vina (GOODSELL; OLSON, 1990) pra cada inibidor e a enzima GSK-3p (PDB ID:
3Q3B). Para realizar o protocolo de “docking”, moléculas de agua, cofatores e ions
foram excluidos; os estados de protonacao (ligantes e proteina) foram ajustados ao
pH fisiolégico; atomos de hidrogénio adicionados, assim como cargas parciais
Gasteiger-Marsili; a cadeia B e o inibidor foram retirados do complexo; as ligacdes
rotacionaveis dos ligantes foram ajustadas para serem livres, e a enzima foi tratada
COmo um corpo rigido.

A validacdo do acoplamento foi realizada pelo calculo do RMSD (Root Mean-
Square-desvio) entre o inibidor e a pose (conformagédo) de maior pontuacéo
resultante, com o auxilio do programa Discovery Studio Visualizer 4.0 (DIETRICH,

1995). The Grid Box, o qual define a regido da macromolécula, em que o software
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serd livre para envolver o ligante, foi centrado no sitio ativo da enzima, em Lys85,
Aspl33 e residuos Vall35 (COFFMAN; PARTHUN; WU; WU, 2011), com o0s
seguintes valores x = 38.16A, y = 9.697A e z = 36.362A.

As conformacdes dos inibidores obtidas nas simulacbes com menor valor de
energia de afinidade foram selecionadas e um estudo sobre distancias médias das
interagbes observadas utilizando o programa Discovery Studio Visualizer 4.0 foi

executada.

4.9 ADME SCREENING

Utilizando o PreADMET (http://preadmet.bmdrc.org/) foram preditas as

propriedades farmacocinéticas dos inibidores selecionados, através da predi¢ao
ADME, onde prevé a absorcéo intestinal humana (HIA), permeabilidade celular em
células Caco-2 e MDCK, ligagéo as proteinas plasmaticas (PPB), permeabilidade na
barreira hematoencefalica (BBB). Yamashita (2000), afirma que estas células tém
sido recomendadas como modelo in vitro de confianca para a predicdo de absorcéo
oral da droga candidata. Além disso, pode prever as propriedades toxicolégicas que
0S compostos naturais podem causar, tais como mutagenicidade e
carcinogenicidade.

As propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas foram calculadas usando

PreADMET (http://preadmet.bmdrc.org/) para todos os inibidores selecionados da

literatura e aos novos inibidores propostos inibidores de GSK-3f para o tratamento

de Alzheimer.

4.10 MODIFICACOES ESTRUTURAIS, PREDICAO DE ATIVIDADE E VIABILIDADE
SINTETICA

Com os resultados obtidos in silico foi possivel propor modificacbes na
estrutura da molécula com menor valor de Clso. Além disso, pdde-se prever a
atividade dessas novas substancias propostas através do programa PASS

(http://www.akosgmbh.de/pass/index.html), o qual prediz com alta acuracia (70-80%)

até 2000 atividades biolégicas para compostos quimicos.
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Para avaliar a viabilidade sintética, as moléculas propostas foram submetidas
ao programa SYLVIA (http://www.molecular-networks.com/).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INIBIDORES ESTUDADOS

A Figura 1 mostra os 40 inibidores de GSK-3[3 selecionados a partir da base
de dados BindingDB ordenados pelo Clso e a Tabela 1 apresenta 0 nome quimico de

cada estrutura.

Figura 1 — Representacdo das estruturas quimicas dos 40 inibidores de GSK-3(3
selecionados a partir da base de dados BindingDB ordenados pelo Clso com auxilio
de ACD/ChemSketch.
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Tabela 1 — Nomes quimicos dos inibidores selecionados

INIBIDORES

NOMES QUIMICOS

CID 44219658

CID 44582838

CID 44582642

CID 12018155

CID 44582745

CID 9957049

CID 56950795

CID 11560568

CID 56945119

CID 44456875

CID 10029385

CID 44582855

CID 6539574

CID 16760286

3-(5-metoxi-1-benzofurano-7-il)-4-[1-[2-(4-metilpiperazina-1-
iletillindol-3-il]pirrol-2,5-diona
3-(1-benzofurano-3-il)-4-[7-(metoximetil)-1-metilindol-3-il]pirrol-2,5-
diona
3-(5-fluoro-1-metilindol-3-il)-4-[6-(hidroximetil)-1-benzofurano-3-
il]pirrol-2,5-diona
3-(5-cloro-1-metilindol-3-il)-4-[3-(2,3-diidroxipropilamino)phenil]pirrol-
2,5-diona
3-(5-bromo-1-metilindol-3-il)-4-[6-(hidroximethil)-1-benzofurano-3-
illpirrol-2,5-diona
6-N-[2-[[4-(2,4-diclorofenil)-5-(1H-imidazol-2-ij)pirimidina-2-
illamino]etil]-3-nitropiridina-2,6-diamina
(3S)-8-amino-9-fluoro-3-metil-7-oxo-10-{[2-(piridina-2-
ilamino)etillamino}-2,3-diidro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-il]quinolina-6-
carbonitrila
3-[3-(2,3-diidroxipropilamino)fenil]-4-(5-fluoro-1-metilindol-3-il)pirrol-
2,5-diona
(3S)-8-amino-9-fluoro-3-metil-7-oxo-10-{[3-(piridina-2-
il)propillamino}-2,3-diidro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-ijj]quinolina-6-
carbonitrila
2-bromo-3-[(52)-5-(5-metil-3H-1,3,4-oxadiazol-2-ilidena)-6-propil-1,4-
diidropirazolo[3,4-b]piridina-4-il[obenzonitrila
3-(9-fluoro-2-(piperidina-1-ilcarbonil)-1,2,3,4-
tetraidro(1,4)diazepino(6,7,1hi)indol-7-il)-4-imidazo(1,2-a)piridin-3-il-
1H-pirrol-2,5-diona
3-[6-(hidroximetil)-1-benzofurano-3-il]-4-[7-(metoximetil)-1-metilindol-
3-il]pirrol-2,5-diona
N-[5-bromo-6-(4-oxociclohexa-2,5-dien-1-ilidena)-1,2
diidropirazol[3,4-b]piridina-3-il]ciclopropanecarboxamida
3-(9-nitro-6-o0xo0-7,12-diidro-5H-indol[3,2-d][1]benzazepina-2-
il)propanenitrila



CID 57399952

CID 44582684

CID 9869237

CID 12018144

CID 57403370

CID 6539584

CID 6539575

CID 57766857

CID 44582857

CID 11248978

CID 11328863

CID 57391251

CID 71452173

CID 44456876

CID 11316975
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(3S)-8-amino-9-fluoro-3-metil-7-oxo-10-{[3-(1H-pirazol-1-
il)propillamino}-2,3-diidro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-ij]quinolina-6-
carbonitrila

3-(6-cloro-5-fluoro-1-metilindol-3-il)-4-[6-(hidroximetil)-1-
benzofurano-3-il]pirrol-2,5-diona
2-(4-fluorofenil)-7-hidroxi-N-[2-[4-(methanesulfonamido)fenil]etil]-1H-
benzimidazole-4-carboxamide
3-[3-(3-hidroxipropilamino)fenil]-4-(1-metilindol-3-il)pirrol-2,5-diona
(3S)-8-amino-9-fluoro-10-{[3-(1H-imidazol-1-yl)propyl]amino}-3-metil-
7-oxo-2,3-diidro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-ijj]quinolina-6-carbonitrila
N-[5-bromo-6-(4-oxociclohexa-2,5-dien-1-ilidena)-1,2-
diidropirazol[3,4-b]piridin-3-il]-1-metilpiperidine-4-carboxamide
N-[5-cloro-6-(4-oxociclohexa-2,5-dien-1-ilidene)-1,2-diidropirazol[3,4-
b]piridin-3-ilciclopropanecarboxamide
N-[2-[4-(etilsulfonilamino)phenil]etil]-2-(furan-3-il)-1H-imidazo[4,5-
b]piridine-7-carboxamide
3-[3-[4-(1-benzofuran-3-il)-2,5-dioxopirrol-3-yl]-1-metilindol-7-
iljpropanoico acido
3-(imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-4-(2-(morfoline-4-carbonil)-1,2,3,4-
tetraidro-[1,4]diazepino[6,7,1-hi]indol-7-il)-1H-pirrol-2,5-dione
7-(4-Imidazo[1,2-a]piridin-3-il-2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-pirrol-3-il)-3,4-
diidro-1H-[1,4]diazepino[6,7,1-hilindole-2-carboxylico acido isopropil
ester
(3S)-8-amino-9-fluoro-3-methyl-7-oxo-10-[(3-phenylpropyl)amino]-
2,3-dihydro-7H-[1,4]oxazino[2,3,4-ij]quinoline-6-carbonitrile
2-(5-metoxi-2-quinolin-3-ilpirimidin-4-il)-1,5,6,7-tetraidropirrol[3,2-
c]piridin-4-ona
6-(3,5-dimetil-4-oxociclohexa-2,5-dien-1-ilidene)-4-[6-[(4-
metilpiperazin-1-il)metil]-1H-benzimidazol-2-il]-1,2-diidropiridazin-3-
ona
7-(4-(H-imidazo[1,2-a]piridin-3-yl)-2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-pirrol-3-il)-
N,N-dimetil-3,4-diidro-[1,4]diazepino[6,7,1-hi]indol-2(1H)-
carboxamide; 7-(4-Imidazo[1,2-a]piridin-3-il-2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-
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pirrol-3-il)-3,4-diidro-1H-[1,4]diazepino[6,7,1-hilindole-2-carboxilico
acido dimetilamida
3-Imidazo[1,2-a]piridin-3-il-4-[2-(piperidine-1-carbonil)-1,2,3,4-

CID 11294864
tetraidro-[1,4]diazepino[6,7,1-hi]indol-7-il]-pirrol-2,5-diona
3-[3-(2,3-diidroxipropil)fenil]-4-(5-fluoro-1-metilindol-3-il)pirrol-2,5-

CID 46880335 _
diona

CID 5327711 3-(3-aminofenil)-4-(1-metilindol-3-il)pirrol-2,5-diona
2-(2-cloro-4-fluorofenil)-N-[2-[4-(etilsulfonilamino)fenil]etil]-7-hidroxi-
CID 45272193
1H-benzimidazol-4-carboxamida
2-(4-metoxifenil)-N-(4-metilpiridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-b]piridine-7-

CID 57766728 _
carboxamide

2-(3-clorofenil)-N-(4-metoxipiridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-b]piridine-7-
CID 70686290 _
carboxamide
N-(4-metoxipiridina-3-il)-2-piridin-4-il-1H-imidazo[4,5-b]piridine-7-
CID 70690442 .
carboxamide
4-[5-[(2)-(2-amino-4-ox0-1,3-tiazol-5-ilidene)metillfuran-2-il]-2-
CID 23647657 _ _ _
(trifluorometil)benzenesulfonamide
2-(2,4-difluorofenil)-N-[2-[4-(etilsulfonilamino)fenil]etil]-1H-
CID 24783299 o _
imidazo[4,5-b]piridine-7-carboxamide
CID 10215271 N-(3-nitrofenil)-4-pirazolo[1,5-b]piridazina-3-ilpirimidina-2-amina
3-[[5-[3-(4-metoxifenil)benzimidazol-5-il]-1,3,4-oxadiazol-2-

CID 42629114 _ _ .
il]sulfanilmetil]benzonitrila

5.2 MODELAGEM MOLECULAR DOS INIBIDORES ESTUDADOS E CALCULOS
DE DESCRITORES

5.2.1 Andlise estatistica dos descritores quimico—quanticos e descritores de

relacdo estrutura atividade quantitativa

A Tabela 2 mostra os resultados dos descritores moleculares (quimico-
qguanticos) de 32 inibidores em que os calculos computacionais foram possiveis, e a
matriz de correlacdo de Pearson para os descritores que apresentaram valor maior

que 0.4 (ponto de corte). A correlagcdo entre os pares de descritores/propriedades
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fisico-quimicos é inferior a 0.240433, enquanto que a correlacdo entre o0s
descritores/propriedades fisico-quimicos e o valor de atividade biologica (Clso) €
inferior a 0.424807.

Tabela 2 — Descritores moleculares para os 32 inibidores e a respectiva correlagcdo de

Pearson.

INIBIDORES Lumo+l  Moleza Molecular LogP Clso (nM)
CID 44219658 0.00096063  1.606.814.054 -3.65 0.14
CID 44582838 0.00077431 1.924.426.874 -3.01 0.23
CID 44582642 0.00089558 1.829.337.546 -3.89 0.35
CID 12018155 0.00037301 4.417.434.416 -3.13 0.40
CID 9957049 0.00064863 2.879.512.804 -2.06 0.56
CID 56950795 0.00057035 2.259.144.541 -3.85 0.57
CID 11560568 0.00099701 3.865.255.114 -3.51 0.60
CID 10029385 0.00096173 3.453.222.843 -3.51 0.70
CID 44582855 0.00079562 1.965.431.275 -3.86 0.73
CID 16760286 0.00068464 1.939.515.039 -4.32 0.80
CID 57399952 0.00081988 95.595.981 -4.85 0.86
CID 44582684 0.00057219 1.881.188.801 -4.11 0.95
CID 9869237 0.00167467 3.504.365.229 -2.6 1.00
CID 12018144 0.00086912 3.018.457.682 -2.48 1.00
CID 57403370 0.00109954 957.305.048 -5.03 1.00
CID 6539575 0.00071624 1.831.184.118 -0.32 1.00
CID 44582857 0.00069346 336.774.703 -2.73 1.20
CID 11248978 0.00070485 4.298.798.736 -3.97 1.30
CID 11328863 0.00113666 2.506.807.554 -2.47 1.30
CID 57391251 0.00155891 2.146.009.148 -2.52 1.40
CID 71452173 0.0009338 3.792.529.059 -2.62 1.49
CID 44456876 0.00051449 231.882.369 -1.06 1.50
CID 11316975 0.00106353 4.413.851.744 -3.63 1.60
CID 11294864 0.00107675 4.322.699.921 -2.9 1.60
CID 46880335 0.00112931 2.871.915.145 -2.35 1.80



44

CID 5327711 0.00057035 2.998.500.937 -2.5 1.80
CID 57766728 0.0016449 513.422.566 -2.20 2.00
CID 70686290 0.00106206 427.180.471 -2.58 2.00
CID 70690442 0.00158132 4.623.856.585 -3.83 2.00
CID 23647657 0.00158279 1.677.127.643 -1.47 2.00
CID 24783299 0.00177573 2.422.020.116 -1.74 2.00
CID 10215271 0.00047554 9.895.053.091 -1.9 2.00
Lumo+1 1.000000 -0.065467 0.113477 0.432572
Moleza Molecular 1.000000 0.240433 0.444951
LogP 1.000000 0.424807
Clso (nM) 1.000000

Foram gerados os sitios de HOMO (highest occupied molecular orbital) em

portugués, orbital molecular mais alto ocupado, e LUMO (lowest unoccupied

molecular orbital) em portugués, orbital molecular ndo ocupado mais baixo, como

mostrados nas figuras 2 e 3, respectivamente, para os 32 inibidores.

Figura 2 - Representacéo dos orbitais HOMO nos 32 inibidores da GSK-3f3

-«

HOMO=-0.000454511 u.a

CID 44210668

HOMO=-0.000579904 u.a
CID 44582838
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Cont. Fig. 2

HOMO=-0.0006523 a.u

B MDA HOMO=-0.000364186 u.a

CID 12018166

e

-

HOMO=-0.000434009 u.a
CID 9957049 HOMO=-0.000847439 u.a

CID 56350735

~

HOMO=-0.000023887 u.a -

CID 10029385

HOMO=-0.000541685 u.a C

. HOMO=-0.0005975644 u.a
CID 44582855 CID 16760286
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HOMO=0.014204704 u.a HOMO=-0.000791213 ua
CID £7399952 CID 44582684

HOMO=-0,00034912 u.a
CID 9869237 HOMO=-0_0D0107308 u.a

CID 12018144

HOMO=-0.001487245 u.a HOMO=-0.000850747 u.a
CID 67403370 CID 65395875

'
(¥
HOMO=.0,000013597 u.a

HOMO=-0.000030134 u.a CID 11248978
CID 44582857
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Cont. Fig. 2

HOMO=-0 000027929 u.a
CID 57391251

HOMO=-0.000162432 u.a
CID 11328863

o
HOINO=-0.000204684 u.a HOMO=-0.00064495 v a
CID 71452173 CID 44456876

2 -
HOMO=-0.0000€3844 u.a o HOMO=-0.0000617339 u.a
CID 11316975 CID 11294864

HOMO=-0.000618123 u.a

HOMO=-0.000270842 u.a CID 5321711
CID 46880335
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Cont. Fig. 2

HOMO=-0.000061004 u.a HOMO=-0.000316412 u.a
CID 70686290
CID 57766728

HOMQ=-0.000294668 u.a HOMO=-0.000162084 u.a
CID 70690442 CID 23647657

v
< HOMO=-0.00002389 u.a
CID 10216271

HOMD=-0.000320454 u.a
CID 24783299

O HOMO estd relacionado com a capacidade doadora de elétrons,
caracterizando a molécula como nucleofilico. Altos valores de HOMO indicam maior
nucleofilicidade. Enquanto que o LUMO estd relacionado com a capacidade
aceptora de elétrons, caracterizando a molécula como eletrofilo. Baixos valores de
LUMO indicam maior eletrofilicidade. Estes parametros estédo relacionados com as
regides em que a estrutura quimica do farmaco pode ser atraida por pontos
especificos do receptor biolégico como regides ricas ou deficientes em elétrons. E
um importante parametro que contribui para uma maior compreenséao da reatividade

quimica de um candidato a ligante em um conjunto de moléculas em estudo
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(KUBINYI, 2002). Além do mais, fornecem informacgfes relacionadas ao carater
doador de elétrons e elétron-receptor da molécula e portanto, a formacdo de um
complexo de transferéncia de carga (CTC) (CLARE, 1995).

Ao analisar o HOMO dos inibidores verificou-se que os globulos estao
distribuidos da seguinte maneira: No inibidor CID5327711, estdo distribuidos na
regido do anel inddlico, o do inibidor CID6539575 encontra-se no anel piridina e
parte do anel pirazol, no inibidor CID9869237 estd na parte etilalanina, no CID
9957049 esta ao redor do anel benzénico substituido com o cloro, no CID10029385
esta concentrado no anéis imidazol e piridina, no CID10215271 est4 fracamente nos
carbonos do anel piridazina no carbono com dupla ligagdo com o nitrogénio e no seu
adjacente também, no CID11248978 esta no anel imidazol piridina e parte do pirrol e
pontualmente nos atomos da ligacdo C=0O da mesma forma os inibidores
CID11294864, CID11316975, CID11328863, CID11560568, CiD12018144,
CID12018155, pois apresentam estrutura molecular parecida, nos inibidores
CID16760286 e CID24783299 os glébulos estao localizados predominantemente no
anel inddlico e no CID44219658 esta no anel imidazol piridina e parte do pirrol, no
CID44456876 estd na ligacdo C=0 do anel dihidropiridazina e principalmente no
anel benzimidazol; nos inibidores CIiD44582642 CIiD44582684 CIiD44582838
CID44582855, os globulos se concentram no anel benzofurano; no CID44582857, se
distribui na parte do acetato; Nos inibidores CID46880335, CID57391251,
CID57399952, se concentra no anel benzeno que estd isolado; nos inibidores
CID57403370 e CID57766728, os gldbulos estao distribuidos homogeneamente nas
ligagcbes C-C proximo da ligacdo tripla carbono-nitrogénio, além da ligagdo C=C
préximo da amina e na ligagdo C-C préximo da cetona; nos inibidores CID70686290,
CID70690442, CID71452173 os glébulos estdo distribuidos no anel piridina; no
CID56950795 esta localizado na ligagdo C-C do anel dihidropiridina préximo do
nitrogénio, além do oxigénio da ligacdo C=0. Ou seja, todas essas regides desses
inibidores sdo bons nucledfilos e podem ser, de acordo com maiores valores
elevados, cada vez mais melhores nucledfilos, as quais possuem grande tendéncia
de interacdo com as regides eletrofilicas do respectivo receptor biolégico. Os valores
de HOMO méaximo e minimo como sendo de -0,000013597 u.a e -0,014394704 u.a
gue correspondem ao CID 11248978 e CID 57399952, respectivamente. O valor da
correlacdo de Pearson para a HOMO com o Clso foi de 0.1443. J4, os valores de
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HOMO-1 maximo e minimo como sendo de -0,000080848 u.a e -0,001956533 u.a
gue correspondem ao CID 57391251 e CID 57403370, respectivamente. O valor da

correlacao de Pearson para a HOMO-1 com o Clso foi de 0.1292.

Figura 3 - Representacdo do LUMO nos 32 inibidores da GSK-33

LUMO=0.00078079 u.a
CID 44219658 LUMO=0.00045837 u.a

CID 44582838

g LUMO=0.00008857 u.a

CID 12018155

= LUMO=0.00090403 a.u
LUMO=0.000260553 u.a CID 56050705
CID 9957049
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LUMO=0.00049354 u.a
CID 11560568

LUMO=0.0004759 u.a
CID 44582855

v

LUMO=0.00060195 a.u
CID 57398952

LUMO=0.000535805 u.a
CID 9368237

LUMG=0.000454184 u.s
CID 10023386

LUMO= 0.00043384 u.a
CID 16760286

LUMO=0.00027194 u.a
CID 445682684

LUMO= 0.00055528 u.a
CID 12018144
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Cont. Fig. 3

~

LUNMO=0.00032854 a.u LUMO=0.000241443 u.a
CID 57403370 CID 6539575

LUMO=0.00056373 u.a Lc”.ﬁ" ?1’2"4'3:?5‘““ e

CID 44582857

LUMO=0.0006354 u.a LUMO=0.00852668 a.u
CID 11328263 CID 57391251

v - LUMO= 0,00021756 u.a

LUMO=0.00003783 a.u CID 44456876
CID 71462173
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LUMO=0.000389818 u.a . .8 LUMO=0,00040093 u.a
CID 11316975 CID 11294864

¥
LUMO=0.00004888 u.a
LUMQ=0,00042556 u.a CID 5327711
CID 46880335

LUMO=0.00015177 3.u “  LUMO=0.00003785 a.u
CID 6776€728 CID 70685290

LUMO=0,00032266 a.u - LUMO=0.00103045 a.u

CID 70690442 CID 23847657



54

Cont. Fig. 3

LUMO=0.0005053 u.a LUMO=0.000178234 u.a
CID 24783289 CID 10215271

Na figura 3 acima, a qual mostra os LUMOs, os globulos estéo distribuidos da
seguinte maneira: No inibidor CID532771, esta ao redor do anel benzeno que esta
substituido pela amina em posicao para; no inibidor CID 6539575 esta distribuido no
anel pirazol e na ligagdo C=0 e N-H do grupo acetamida; no inibidor CID9869237
esta distribuido ao redor da ligacdo C=C do anel fluorofenil e ao redor do grupo
benzimidazol; No inibidor CID9957049 estdo predominantemente nas ligagbes C-Cl
em substituicdo meta; No inibidor CID10029385, estdo nas ligacbes C-C do anel
benzenofluoro substituido na posicdo para; Nos inibidores CID11248978,
CID11294864, CID11316975 e CID1328863 estdo no anel benzeno de seis
carbonos do grupo indol; Nos inibidores CID11560568 e CID12018144 estao no anel
benzeno de seis carbonos que estd substituido pelo grupo amino propano; No
inibidor CID12018155 estdo no anel benzeno proximo do grupo pirrol 2,5 diona e
também no anel benzeno ligado ao cloro; No inibidor CID16760286 estédo na ligacao
C=0 e N-H; No inibidor CID23647657 estdo em parte na ligacdo C-S e na ligacéo C-
H do carbono insaturado do anel furano; No inibidor CID24783299 estédo na ligagcao
C-N e C-H do anel piridina; No inibidor CID44219658 estdo na ligacdo C-C do anel
aromatico de seis carbonos; Nos inibidores CID44456876, CID44582642,
CID44582684 e CID44582838 estdo em ligacdo C-C e C-H do anel aromatico ligado
ao grupo furano; No inibidor CID44582855 e CID44582857 estdo em parte no anel
benzeno de seis carbonos do grupo furano e do anel piridina; No inibidor
CID46880335 estao ao redor do anel piridina; No inibidor CID57391251 estdo nas
ligagbes C-C proximo ao fluor, além do nitrogénio do radical amina e na ligagdo C-N
do duplo anel aromatico; No inibidor CID57399952 estéo localizados nas ligacdes C-

C em um dos dois anéis aroméaticos conjugados; Dos inibidores CID57403370,
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CID57766728, CID70686290, CID70690442, CID71452173 e CID56950795, estdo
localizados em ligagfes C-N, C-H em um dos anéis aromaticos de seis carbonos, ou
seja, todas essas regides desses inibidores sdo 6timos eletréfilos e 0 sdo cada vez
mais que o valor aumentar, além de possuirem grande tendéncia a interagir com
regibes nucleodfilas do respectivo receptor bioldégico. No entanto, pelo que esta
mostrado na tabela 2, a correlacéo foi favoravel ao LUMO+1, isso quer dizer que o
orbital abaixo possui grande relevancia no que se refere ao Clso. Os valores de
LUMO méximo e minimo como sendo de 0,00003785 u.a e 0,00652668 u.a que
correspondem ao CID 70690442 e CID 57399952, respectivamente. O valor da
correlacdo de Pearson para a LUMO com o Clso foi de -0.1173. J& os valores de
LUMO+1 méximo e minimo como sendo de 0,00037301 u.a e 0,00177573 u.a que
correspondem ao CID 12018155 e CID 24783299, respectivamente. O valor da
correlacao de Pearson para a LUMO+1 com o Clso foi de 0.4326.

A diferenca de energias entre a energia do LUMO (E.uwo) € do HOMO (Evowo) €
chamado o gap (ou seja, E.uwmo - Evomo). Quanto menor o intervalo de banda de uma
molécula, o mais provavel € ser um composto reativo (FORD, 2013). Ademais, é um
importante indicador de estabilidade molecular e reatividade quimica. Moléculas que
tém valores mais baixos de hiato sdo altamente reativos, enquanto que as moléculas
que tém alto valor lacuna indicam alta estabilidade molecular, no sentido de baixa
reatividade nas reacdes quimicas (FORD, 2013). Os valores de GAP maximo e
minimo como sendo de 0,020921382 u.a e 0,000202121 u.a que correspondem ao
CID 57399952 e CID 10215271, respectivamente. O valor da correlacdo de Pearson
para a GAP com o Clso foi de 0.1371.

Nota-se que o inibidor CID 57399952 apresentou o maior valor de diferenca,
isso indica que o inibidor tem uma alta estabilidade molecular e baixa reatividade
quimica, de forma diferente do inibidor CID10215271 mostrou que possui uma
reduzida estabilidade alta reatividade quimica.

O paradigma atual da teoria de acdo de farmacos baseia-se no principio de
ajuste entre a estrutura molecular da droga e do seu receptor em nivel eletrénico e
tem, entre outras propriedades, a suavidade molecular de biomacromoléculas
envolvida. Assim, a estereoquimica de compostos bioativos governa os principios de
reconhecimento molecular e discriminacdo, sendo a estereosseletividade um

aspecto importante desta abordagem (DIETRICH, 1995). Os valores de Moleza
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molecular (1/n) maximo e minimo como sendo de 9895,053091 u.a e 95,595981 u.a
qgue correspondem ao CID10215271 e CID57399952, respectivamente. O valor da
correlagdo de Pearson para a Moleza molecular (1/n) com o Clso foi de 0.4449.

LogP (logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua) pode ser definido
como o coeficiente de particdo de uma determinada espécie quimica é definido
como sendo a razao entre as concentracdes que se estabelecem nas condi¢cbes de
equilibrio de uma substancia quimica, quando dissolvida em sistema constituido por
uma fase organica e uma fase aquosa, e esta associado a mudanca de energia livre
provocada pela substancia sobre o equilibrio termodindmico do sistema. Sendo um
dos parametros fisico-quimicos mais amplamente utilizado em estudos de QSAR
(FOYE; LEMKE; WILLIANS, 1995).

Os farmacos que sdo altamente lipofilicos, como muitos hormdnios
esteroides, sdo capazes de atravessar o ambiente lipidico hidrofébico da membrana
plasmatica sem canais ou transportadores especiais, tendo consequentemente
acesso a alvos intracelulares possuem especificos valores de LogP, além de se
caracterizar como um fator determinante na absorcdo e distribuicdo de farmacos
(FOYE; LEMKE; WILLIANS, 1995). Os valores de Log P maximo e minimo foram de
-0,32 e -5,03 que correspondem ao CID6539575 e CID57403370, respectivamente.
O valor da correlacdo de Pearson para a Log P com o Clso foi de 0.4248.

5. 3 MAPAS DE POTENCIAL ELETROSTATICO MOLECULAR (MEPS)

Potencial eletrostatico de Superficie (ESP) é uma propriedade fisico-quimica
atii de uma molécula que fornece informacbes sobre as associacbes inter e
intramoleculares, bem como a previsdo dos locais provaveis de ataque metabdlico
eletrofilico e nucleofilico, desempenhando um papel crucial na interacdo de
moléculas, e pode ser simplesmente definido como a diferenca de carga eléctrica
entre quaisquer dois pontos (LECKBAND; SIVASANKAR; SUBRAMANIAM, 1998).
Assim sendo, O mapa de potencial eletrostatico molecular (MEP) é uma abordagem
interessante, pois permite compreender de forma mais ampla, as contribuicdes
eletrostaticas para o processo de interacdo ligante-receptor (HENRE, 2003).

O potencial eletrostatico pode entdo ser mapeado para a densidade de

elétrons usando a cor para representar o valor de potencial. O modelo resultante
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exibe simultaneamente tamanho molecular e forma e valor potencial eletrostatica.
Assim, o mapa de potencial eletrostatico de cor vermelha indica alta densidade
eletrbnica (potencial negativo) com maior probabilidade de fazer ataque eletrofilico e
a cor azul indica baixa densidade eletrdnica (potencial positivo) com maior
probabilidade da molécula sofrer ataque eletrofilico, coloragdes laranja, amarelo e
verde representam valores intermediérios de potencial (HENRE, 2003).

De acordo com a figura 4, verifica-se que as regides mais negativas
(vermelhas) estao presentes em regifes onde ha ligacdes do tipo C=0, -NOO, -N=C,
0O=S=0 e O-H (densidade eletronica concentrada no atomo de oxigénio), enquanto
que as regibes mais positivas (azuis) estao presentes onde hé ligagdes do tipo —N-H
e O-H. Tal configuracéo justifica-se pela diferenca de eletronegatividade dos atomos
envolvidos nessas ligacfes. Os valores maximo positivo e negativo de MEPs
variaram de 0.101155 (CID6639576 — inibidor 2) & -0.09879 (CID44219658 - inibidor
17).

Figura 4 - Representacdo dos Mapas de Potencial Eletrostatico Molecular dos 32
inibidores de GSK -33
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5.4 DERIVACAO DO FARMACOFORO

De acordo com 32 moléculas com maior atividade inibitéria para GSK-3p
foram analisados no webservidor PharmaGist para a derivacdo de um padrao
farmacoforico comum. A figura 5 mostra o resultado com a pontuac¢do mais alta (79),
respectivo a um conjunto de 11 moléculas alinhadas com quatro grupos comuns
farmacoforicos: 5 anéis aromaticos (dos grupos indol, benzofurano e anel 1-pirrol-
2,5-diona), dois aceptores de ligacdo de hidrogénio (dois oxigénios da carbonila do
grupo 1-pirrol-2,5-diona), 1 doador de ligacdo de hidrogénio (amina do anel 1-pirrol-

2,5-diona) e uma regido positiva.
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Figura 5 - Melhor modelo farmacoforico alinhado com 32 inibidores de GSK-33
usando o Webservidor PharmaGist.

C: Doador hidrogénio
D:Regiéo positiva

A: Anéis aromaticos
B: Receptor de hidrogénio

Célculo do farmacoforo é essencial na proposicdo de novas moléculas, para
gue ndo se perca as caracteristicas farmacoldgicas necessarias para o efeito
bioldgico, além de um modelo basico fundamental para estudos ADME/Tox. Estas
caracteristicas sao centros hidrofébicos, anéis aroméaticos, receptores de ligacdo de
hidrogénio, doadores de ligacdo de hidrogénio, grupos ionizaveis positivos e
negativos (AGRAWAL et al., 2013).

Braga et al. (2015) encontraram como resultado usando o webservidor
PharmaGist, um padréo farmacoforico de 30 inibidores de GSK- contendo quatro
grupos farmacoféricos comuns: dois anéis aromaticos e dois aceptores de ligacdes

de hidrogénio (grupo pirimidina).

5.5 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS — PARAMETROS DE LIPINSKI

Os 40 inibidores mais ativos de acordo com o Clso nho BindingDB foram
organizados em ordem crescente de Clso para avaliagdo dos parametros fisico-
quimicos relacionados a regra dos 5 de Lipinski (LIPINSKI et al.,1997) (Tabela 2).

De acordo com Lipinski et al. (1997), para uma droga apresentar uma boa
biodisponibilidade oral, deve satisfazer pelo menos trés dos seguintes parametros:
peso molecular inferior ou igual a 500 Daltons (Da), elevada lipofilicidade (LogP
inferior a 5), numero de doadores de hidrogénio menores 5, 0o numero de
aceitadores de hidrogénio inferior a 10. No entanto, para atingir o tecido cerebral, &

necessario critérios mais rigorosos.
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Adaptando a regra dos cinco de Lipinski, para uma boa penetracdo no SNC, é
provavel se a molécula satisfazer pelos menos trés dos parametros: Peso Molecular
< 400; log P < 5; doador de ligagdo de hidrogénio < 3; aceptor de ligacdo de
hidrogénio < 7 (LENZ; PAJOUHESH, 2005; RANKOVIC, 2015). Os inibidores que
violaram somente um parametro foram os de namero 1, 3, 7, 9, 10, 11, 12, 15, 16,
19, 20, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 30, e 40 da tabela 3 abaixo.



Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos relacionados com RO5 para selecao de inibidores da GSK-3f3

ranqueados de forma crescente de Clso.

INIBIDORES CIE:R; PESO MOLECULAR logP DOADOR ACEPTOR  VIOLAGOES
1 CID 44219658 0,14 484,54632 g / mol -3.65 1 6 1
2 CID 44582838 0,23 386,40002 g / mol -3.01 1 4 0
3 CID 44582642 0.35 390.36390 g / mol -3.89 2 5 0
4 CID 12018155 0.4 425.86490 g / mol -3.13 4 5 2
5 CID 44582745 0.51 451.26950 g / mol -3.24 2 4 1
6 CID 9957049 0.56 486,31408 g / mol -2.06 4 9 3
7 CID 56950795 0.57 394.40226 g / mol -3.85 3 9 1
8 CID 11560568 0.6 409.41030 g / mol -3.51 4 6 2
9 CID 56945119 0.6 393.41420 g / mol -4.05 2 8 1
10 CID 44456875 0.7 425,28188 g / mol 2.74 2 6 1
11 CID 10029385 0.7 512.53490 g / mol -3.51 1 5 1
12 CID 44582855 0.73 416,42610 g / mol -3.86 2 5 1
13 CID 6539574 0.8 373,20402 g / mol 0.60 3 4 0
14 CID 16760286 0.8 346,33946 g / mol -4.32 2 4 0
15 CID 57399952 0.86 382.39156 g / mol -4.85 2 8 1
16 CID 44582684 0.95 424.80896 g / mol -4.11 2 5 1
17 CID 9869237 1 468.50064 g / mol -2.6 4 7 2
18 CID 12018144 1 375,42044 g / mol -2.48 3 4 0
19 CID 57403370 1 382.39156 g / mol -5.0 2 8 1
20 CID 6539584 1 430.29840 g / mol 0.29 3 5 1
21 CID 6539575 1 328,75302 g / mol -0.32 3 4 0
22 CID 57766857 1 439,48754 g / mol -2.36 3 7 1
23 CID 44582857 1.2 414,41012 g / mol -2.73 2 5 1

65



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

CID 11248978
CID 11328863
CID 57391251
CID 71452173
CID 44456876
CID 11316975
CID 11294864
CID 46880335
CID 5327711
CID 45272193
CID 57766728
CID 70686290
CID 70690442
CID 23647657
CID 24783299
CID 10215271
CID 42629114

1.3
1.3
1.4
1.49
15
1.6
1.6
1.8
1.8

NNDNDNMNDNDDNDN

2.3

496,51726 g / mol
469,49192 g / mol
392.42614 g / mol
371,39198 g / mol
444,52882 g / mol
454.48058 g / mol
494,54444 g / mol
394.39566 g / mol
317.34130 g / mol
516.97228 g / mol
359.38128 g / mol
379.79976 g / mol
346.34276 g / mol
417.38281 g / mol
485.50634 g / mol
333.30424 g / mol
439.48908 g / mol

-3.97
-2.47
-2.52
-2.62
-1.06
-3.63
-2.9
-2.35
-2.5
-2.48
-2.20
-2.58
-3.83
-1.47
-1.74
-1.9
0.87
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5.6 DOCKING MOLECULAR

A fim de realizar célculos de ancoragem com o software AutoDock Vina
1.5.6 (PYTHON, 1999), foi selecionada a estrutura de GSK-3p3 depositada no
Protein Data Bank (PDB) sob o cédigo PDB ID: 3Q3B. ApoOs a simulacédo de
acoplamento, a validacdo do resultado foi feita através do calculo do RMSD
(Raiz-Meio-Quadrado, de 0,8812 A) entre o resultado cristalografico
experimental representado (resolucdo de 2.7 A) e a solugéo de encaixe melhor
classificada obtida para o mesmo inibidor com auxilio do programa Discovery
Studio Visualizer 4.0 (DIETRICH, 1995) (Figura 6).

Figura 6 - Reproducdo de pose cristalografica do inibidor 4-(4-hidroxi-3-
metilfenil) -6-fenilpirimidina-2 (5H) -ona (Vermelho) e a solucdo de encaixe
melhor classificado (azul). Simulacdo foi realizada utilizando o software
AutoDock Vina 1.5.6.

De acordo com Cole et al. (2005), o modo de predicdo de ligacéo
utilizando “docking”, com RSMD menos de 2 A sobre a pose cristalografica do
ligando é considerado bem sucedida.

Simulacdes de “docking” foram realizadas para todos os 40 inibidores e
as analises mostraram a presenca de ligacdes de hidrogénio convencionais e
ndo convencionais e interacdes hidrofobicas entre os residuos Lys85, Aspl133 e

Vall35 da enzima e a maioria dos inibidores (Figura 7).
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Figura 7 - Solucdes de encaixe para os inibidores e suas interacdes com o sitio
ativo de GSK-3p: ligagdes de hidrogénio convencionais (verde), ligacbes de
hidrogénio nao-convencionais (azul) e interagdes hidrofobicas (rosa). As
simulacdes foram realizadas utilizando o software AutoDock Vina 1.5.6.
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L1135

CID 42629114

A Tabela 4 mostra as distancias (em Angstroms) entre os aminoéacidos
do sitio ativo de GSK-383 e os inibidores.

Tabela 4 - Andlise do resultado do Docking Molecular gerado pelo AutoDock Vina

Aminoacidos do Sitio

INIBIDOR Ativo GSK3Beta Atomos Envolvidos Tipos de Interagdo Dis:ir;cia (KACZT:zI)
Lys85 Ligante — Lys85 Hidrofdébica 5,14
CiD44219658 Asp133 - - - -8.9
Vall135 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdébica 4,62
/585 HZ3 - 04 Lig. de H 2,22
CID44582838 Convencional 87
Asp133 - - -
Val135 H10-0 Lig. de H Carbonica 2,44
ClID44582642 Lys85 Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,27 -10.1
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Hz3 - 03 Lig. de H 2,72
Convencional
Asp133 - - -
Vall35 - - -
Lys85 Hz3 - 03 Lig. de H 2,05
Convencional
CID16760286 Asp133 ] _ _ 9.3
Vall35 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,33
Lys85
HE2 -03 Lig. de H Carbdnica 2,43
CID44582745 Asp133 _ i i -10.3
Val135 H44 -0 Lig. de H 2,81
Convencional
Lys85 Lys85 - Ligante Hidrofdbica 4,26
CID10029385 Aspl33 - - - -10
Vall35 - - -
Lys85 Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,59
CID56950795 Asp133 - - - -8.5
Val135 H17-0 Lig. de H Carbdnica 2,62
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,9
Lys85 ;
Hz3 - 01 Lig. de H 2,32
CID12018144 Convencional -8.1
Aspl33 - - -
Vall135 - - -
Lys85 Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,62
CID56945119 Asp133 - - - -8.7
Val135 H18 -0 Lig. de H Carbodnica 2,58
C26 — Lys85 Hidrofdbica 4,34
Lys85
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,44
CID44456875 -8.1
Asp133 - - -
Vall35 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,04
Lys85
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,44
Asp133 H7 -0 Lig. de H Carbonica 2,2
CID10215271 Lie de H -8.6
H29-0 '8 ce 2,96
Convencional
Val135 Lo de
HN - N8 '8 ae 2,38
Convencional
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,61
Lys85 i
HZ3 - 04 Lig. de H | 2,1
CID44582855 Convenciona -8.3
Asp133 - - -
Val135 H8 -0 Lig. de H Carbonica 2,36
CID6539574 Lys85 Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,48 -7.9
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Nz-03 Colr;ii.a:cei:nal 1,97
Asp133 - - -
Val135 - - -
Lys85 Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,26
CID23647657 Asp133 H35-0 cO:i:fi:nal 2,27 7.7
Val135 - - -
Lys85 C16 — Lys85 Hidrofdbica 4,63
CID57399952 Asp133 - - - 8.4
Val135 H20-0 Lig. de H Carbonica 2,72
Lys85 - - -
CID44582684 Asp133 - - - 93
Val13s HN - 03 cO:i:;:nal 2,51
Lys85 Cl — Lys85 Hidrofdbica 4,53
CID9957049 Asp133 - - - 8.1
Val135 H50-0 cO:i:;:nal 2,07
Lys85 - - -
CID12018155 Asp133 - - - 9.3
Val135 - - -
Lys85 C16 — Lys85 Hidrofdbica 4,49
CID57403370 Asp133 - - - -8.0
Vall135 H19-0 Lig. de H Carbdnica 2,78
Lys85 - - -
CID9869237 Asp133 - - - 8.7
Val13s H49 -0 Cotifé:cei:nal 2,27
Lys85 Hz3 - 03 Cotifé:fi:nal 2,47
CID6539584 Asp133 - - - 8.1
Val135 H41-0 cO:\i:g:nal 2,58
Lys85 - - -
CID57766857 Asp133 - - - 7.8
Val135 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,59
S5 HZ3 - 03 Lig. de H 2,09
ClD44582857 Convencional -8.8
Asp133 - - -
Val135 H13-0 Lig. de H Carbdnica 2,67
Lys85 Lys85 - Ligante Hidrofébica 4,37
CID11294864 Asp133 - - - 9.5

Vall35
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Lys85 - - -
CID11560568 Asp133 - - - -8.0
Vall135 - - -
Lys85 C14 — Lys85 Hidrofdbica 4,56
CID57391251 Asp133 - - - -8.9
Vall35 - - -
Lys85 - - -
CID71452173 Asp133 - - - -8.2
Vall35 - - -
Lys85 HZz3 - 01 Lig. de H 2,31
Convencional
CID44456876 Asp133 i i i 9.6
Vall35 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,17
Lys85
HE2 - 04 Lig. de H Carbdnica 2,38
CID11328863 -8.6
Asp133 - - -
Vall35 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,99
Lys85
HE2 - 03 Lig. de H Carbdnica 2,49
CID11316975 -8.9
Asp133 - - -
Val135 H5-0 Lig. de H Carbonica 3,01
Lys85 - - -
CID46880335 Asp133 - - - 8.6
Val135 HN - 04 Lig. de H 2,35
Convencional
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,98
Lys85 ;
Hz3 - 01 Lig. de H 2,23
Convencional
CID5327711 8.4
Asp133 - - -
Val135 H38 -0 Lig. de H 2,45
Convencional
Lys85 - - -
CID45272193 Asp133 - - - -8.8
Val135 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,12
Lys85
HE2 - 01 Lig. de H Carbonica 2,6
CID57766728 -9.2
Asp133 - - -
Vall35 - - -
Lys85 Ligante — Lys85 Hidrofébica 4,97
CID70686290 Asp133 - - - -8.3
Val135 - - -
Lys85 - - -
CID70690442 -8.2
Asp133 H4 -0 Lig. de H Carbonica 2,46
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Val135 HN — N5 Lig. de H 2,19
Convencional
Lys85 - - -
CID24783299 Asp133 - - - -9.0
Vall35 - - -
Hz3 - 03 Lig. de H 1,96
Lys85 Convencional
CID6539575 Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,46 79
Asp133 - - -
Vall135 - - -
NZ3 - 03 Lig. de H 2,15
Lys85 Convencional
CID11248978 Ligante — Lys85 Hidrofdbica 4,75 101
Asp133 - - -
Vall35 - - -
Ligante — Lys85 Hidrofdbica 5,43
Lig. H
Lys85 Hz3 - 03 lg. de 2,5
Convencional
CID42629114 HE2 — N8 Lig. de H Carbdnica 2,39 -9.2
Asp133 H9 -0 Lig. de H Carbdnica 2,53
Val135 HN = N5 Lig. de H 2,25
Convencional

As ligacdes de hidrogénio convencionais sédo caracterizadas quando

uma molécula aceptora de prétons interage com uma molécula doadora de
prétons devido a diferenca de eletronegatividade. Este tipo de acoplamento
ocorre entre atomos eletronegativos, tais como flaor, oxigénio e nitrogénio. Por
outro lado, as ligacdes de hidrogénio ndo convencionais ocorrer entre a&tomos
com eletronegatividade elevada (doador ou aceptor) e carbonos (por meio de T
elétrons). Ligacdo de hidrogénio convencional foi de grande importancia nas
ligacdes, juntamente com as interagdes hidrofébicas principalmente em Lys85,
cujo aminoacido, foi quem mais fez interacdes com quase todos inibidores e
em seguida o aminoacido Vall35, indicando que ambos sdo o0s mais
participativos do que Asp 133, o qual fez menos interacdes. No entanto, os
inibidores CID11560568, CID12018155, CID24783299, CID45272193,
CID57766857, CID71452173 nao apresentaram nenhum tipo de ligacdo ou

interacdo com os aminod&cidos do sitio catalitico.
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5.7 ADME/Tox SCREENING

O sucesso no desenvolvimento de uma nova droga depende de uma
série de critérios que tém de ser atendidas. O mais importante, € claro, € que
ela exiba substancial atividade benéfica no tratamento de uma doenca
particular. Isto implica que, para além da atividade intrinseca, a droga € capaz
de atingir o seu alvo e ndo produzir efeitos toxicos drasticos. Muitas drogas
ativas falham na fase Il ou Ill do processo de desenvolvimento, porque eles n&o
chegam ao seu destino pretendido. Diante disso, o desenvolvimento de
ferramentas capazes de prever os fatores relacionados com a disponibilidade
de drogas no local alvo, ou biodisponibilidade oral, seria, por conseguinte,
aumentar grandemente a capacidade para desenvolver drogas viaveis
(ARTURSSON et al., 1998).

Na tabela 4, encontram-se as predi¢cdes farmacocinéticas relacionadas a
absorcdo dos 40 inibidores selecionados. A via oral de administracdo de
medicamentos € preferida, em virtude da sua conveniéncia, baixo custo e
elevada adesdo do paciente em comparacdo com outras vias. No entanto,
substancias destinadas a administracdo por via oral devem ter solubilidade
aquosa e permeabilidade intestinal adequada para atingir concentracdes
terapéuticas (ARMSTRONG et al., 2009). O intestino humano é um local de
absorcdo por exceléncia sendo o principal 6rgdo para tal finalidade. Desta
maneira é imperioso planejar moléculas bioativas que tenham um bom perfil de
absorcao intestinal. A tabela 4 mostra que todos os inibidores apresentam um
otimo perfil de absorcéo intestinal, acima de 80%, ou seja, na analise de HIA,
observa-se que os valores variaram de 84.741068%(CID 9957049), inibidor 6,
a99.331147% (CID 42629114), inibidor 19.

Células Caco-2 tem sido o modelo de célula mais extensivamente
caracterizada e Util no campo da permeabilidade e absorcdo de drogas. Estas
células sao derivadas de adenocarcinoma do célon humano, apés sofrerem
diferenciacdo em enterdcitos em cultura e sdo polarizados com juncdes
apertadas bem estabelecidos (KLOPMAN; SAIAKHOV; STEFAN, 2002). Uma
vez que as caracteristicas de permeacdo de farmacos atraves das
monocamadas de células Caco-2 correlacionam-se com as caracteristicas de

permeacdo da mucosa intestinal humana, tém sido sugerido que as células
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Caco-2 podem ser utilizadas para predizer a absorcao oral de farmacos em
seres humanos (LI, 2001).

No entanto, modelos de células Caco-2, apresentam diversas
deficiéncias, como o raio de poros paracelular, que é estimada em ~3.7 = 0,1 A,
enquanto dos poros no intestino delgado humano sao estimados em 9,0 + 0,2
A, o valor de resisténcia eléctrica trans-epitelial (TEER) é de 234 Q cm?2 em
células Caco-2 (o TEER intestinal é estimada como sendo na faixa de 25-40 Q
cm?. (ARTURSSON et al., 2003). Diferencas significativas foram observadas
em niveis de transportadores e enzimas metabolizadoras expressos em
duodeno humano e células Caco-2. Estas diferencas podem explicar a falta de
correlacdo da in vitro de Caco-2 a permeabilidade celular com absorcao in vivo
para varios compostos bem absorvidos, por exemplo, antibiéticos B-lactamicos,
glucose e inibidores da enzima de conversao da angiotensina (ACE), que séo
conhecidos por serem absorvidos atraves de processos mediados por
transportadores (ARTURSSON et al, 2003). Embora transportadores
farmaceuticamente importantes (por exemplo, transportadores de peptideos,
cation transportador organico e etc.) sdo expressos em células Caco-2, eles
sdo quantitativamente inferiores quando comparado com os niveis de producéo
in vivo, além de ndo expressarem quantidades apreciaveis de CYP3A4, o
principal CYP presente em células epiteliais humanas (BALIMANE; CHONG,
2005).

Permeabilidade em células Caco-2 (Pcaoz) mostrado na tabela 4, como
proposto por Glynn et al. (1998), indica que a maioria dos inibidores apresentou
um intervalo entre, média (4 < x < 70), cujos valores minimo e maximo
correspondem, respectivamente, aos inibidores 8 (CID 10215271=
6.07977nm/s) e 20 (CID 4421968= 46.7097nm/s), nenhum apresentou alta
permeabilidade (= 70). Os inibidores 17, 18, 22, 29 e 37, apresentaram valores
inferiores a 4.

Células Madin-Darby de rim canino (MDCK) diferenciam-se em células
epiteliais colunares e formam juncdes apertadas (como células Caco-2) quando
cultivadas em membranas semipermeaveis (UNGELL, 2004).

Para fins de comparacéo, a permeabilidade obtida com células MDCK
correlacionada igualmente bem (como com a permeabilidade determinada em

células Caco-2) para a absorcdo humana (UNGELL, 2004). Porém, dado o fato
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de células Caco-2 sdo derivadas de células de carcinoma do colon humano
enquanto que as células MDCK sao derivadas de células de rim de céo, é
muito provavel que o nivel de expressdo de varios transportadores podem ser
grosseiramente diferentes nestas duas linhas celulares. (CHEONG et al.,
1999).

Uma das principais vantagens de células MDCK em relacdo as células
Caco-2 é o mais curto periodo de cultura (trés dias contra trés semanas). Um
menor tempo de cultura de células torna-se uma vantagem significativa
considerando o trabalho reduzido e tempo de inatividade em caso de
contaminacao de células (CHEONG et al., 1999).

Na tabela 5, observa-se que apenas o CID 5327711 apresentou alta
permeabilidade em células MDCK (>25), enquanto que todos o0s outros

apresentaram baixa permeabilidade (menor que 25).

Tabela 5 - Propriedades de absorgéo dos 40 inibidores de GSK-3.

Absorcao

INIBIDORES Pcacoz (nm/s) @ Pupck (nm/s) [P HIA (%)!c]

1 CID 44219658 46,7097 0,17038 97,10993
2 CID 44582838 24,9173 12,92486 96,81666
3 CID 44582642 21,1283 2,30772 95,66665
4 CID 12018155 20,7527 0,78883 92,5051
5 CID 44582745 21,355 0,0413 96,57435
6 CID 9957049 15,4493 0,06114 84,74106
7 CID 56950795 18,3415 0,76938 92,48715
8 CID 11560568 20,6249 1,66387 90,94047
9 CID 56945119 20,4748 0,34846 95,73804
10 CID 44456875 16,8688 1,05062 91,75553
11 CID 10029385 24,561 0,64889 97,03157
12 CID 44582855 21,3627 2,86851 95,74185
13 CID 6539574 20,0959 0,41045 92,0675
14 CID 16760286 21,0576 5,20615 89,07232
15 CID 57399952 18,6159 4,96201 94,82901
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16 CID44582684 21,4079 0,12416 96,21366
17 CID 9869237 7,61607 0,06793 88,28192
18 CID 12018144 20,941 9,02824 93,81382
19 CID 57403370 14,1135 6,0187 94,81631
20 CID 6539584 20,8131 0,34963 92,99135
21 CID 6539575 19,2183 1,77362 90,95909
22 CID 57766857 0,75831 5,21189 88,52159
23 CID 44582857 20,6087 0,17382 98,16562
24 CID 11248978 23,2305 2,04712 97,32339
25 CID 11328863 22,5659 1,34391 97,30951
26 CID 57391251 18,1806 0,10763 95,27269
27 CID 71452173 17,6017 0,78616 92,02138
28 CID 44456876 3,7557 0,50507 90,94865
29 CID 11316975 22,094 7,42748 97,06603
30 CID 11294864 22,9902 2,29844 97,03031
31 CID 46880335 21,0201 0,78471 93,40597
32 CID 5327711 21,0165 50,07631 95,39147
33 CID 45272193 0,78365 0,05808 90,52799
34 CID 57766728 23,0394 12,16548 91,77242
35 CID 70686290 17,0492 9,74311 92,80917
36 CID 70690442 11,0043 1,81138 90,43212
37 CID 23647657 0,37332 0,05593 89,08359
38 CID 24783299 1,2851 0,29478 91,13809
39 CID 10215271 6,07977 6,46226 94,9151
40 CID 42629114 37,9756 0,11989 99,33114

Notas: [a]: percentagem de absorgé&o intestinal humana; [b]: Permeabilidade de células caco-2
em nm/sec); [c]: Permeabilidade de células de Maden Darby Canine Kidney em nm/sec;

A guantidade de uma substancia que se liga a proteina depende de trés
fatores: a concentracdo da substancia livre; sua afinidade pelos sitios de
ligacdo; e a concentracdo de proteina. Em concentracfes terapéuticas no
plasma, muitos farmacos encontram-se principalmente na forma ligada. A
fracdo da substancia que permanece livre em solu¢do aquosa pode ser apenas
de 1%, estando o restante associado as proteinas plasmaticas. Desta maneira,

a ligacdo a proteinas plasmaticas influenciam sobremaneira na meia-vida
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biologica de um farmaco, haja vista, que a substancia néo ligada constitui a
forma farmacologicamente ativa (BRUNTON; HILAL-DANDAN, 2008).

A porcentagem de plasma protein binding (PPB %), na tabela 5, mostra
que os inibidores CID5327711, CID6539575, CID6539584, CIiD11248978,
CID11560568, CID12018144, CID12018155, CIiD44219658, CID44456875,
ClD44456876, ClD44582684, CID46880335, CID56945119, CID56950795,
CID57391251, CID57399952, CID57403370, CID57766728, CID70690442 e
CID71452173 apresentam ligacdo fraca as proteinas plasmaticas (menor que
90%), enquanto que o0 restante apresenta forte ligacdo as proteinas
plasmaticas (maior que 90%).

O sistema nervoso central (SNC) representa um desafio especial para a
terapia farmacolédgica. Ao contrario da maioria das outras regifes anatdmicas,
0 SNC esta particularmente bem isolado de substancias estranhas. A barreira
hematoenceféalica utiliza juncdes firmes especializadas para impedir a difusao
passiva da maioria dos farmacos da circulacdo sistémica para a circulacédo
cerebral. Por conseguinte, os farmacos destinados a atuar no SNC devem ser
pequenos o suficiente e hidrofébicos para atravessar facilmente as membranas
biologicas, ou devem utilizar as proteinas de transporte existentes na barreira
hematoencefélica para penetrar nas estruturas centrais (ARMSTRONG et al.,
2009).

Chen et al. (2005) estabelecem que substancias com valores de
Corain/Cbiood > 1 sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e
substancias com valores menor que 1 ndo ultrapassam a barreira
hematoencefélica. Analisando a Tabela 6, observa-se que todos inibidores nédo

apresentam absorcéao cerebral, jA que possuem valores menores que 1.
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Tabela 6 - Propriedades de distribuicdo em percentagem de PPB e penetracao

na barreira hematoenceféalica dos inibidores de GSK-3[3.

INIBIDORES Distribuicao
Cgrain/CBlood [ PPB (%)
1 CID 44219658 0,23248 80,75784
2 CID 44582838 0,23546 94,70659
3 CID 44582642 0,01352 90,10478
4 CID 12018155 0,10145 86,05378
5 CID 44582745 0,01557 91,17869
6 CID 9957049 0,08201 95,15506
7 CID 56950795 0,02116 71,01388
8 CID 11560568 0,07179 82,63323
9 CID 56945119 0,01234 78,1038
10 CID 44456875 0,31733 85,3057
11 CID 10029385 0,13085 91,10926
12 CID 44582855 0,01872 91,3878
13 CID 6539574 0,10147 94,29095
14 CID 16760286 0,31352 96,97548
15 CID 57399952 0,01182 57,75192
16 CID 44582684 0,01747 89,89295
17 CID 9869237 0,1554 96,90317
18 CID 12018144 0,05743 87,98283
19 CID 57403370 0,01342 45,70886
20 CID 6539584 0,06683 49,25603
21 CID 6539575 0,09504 84,89036
22 CID 57766857 0,05349 99,25271
23 CID 44582857 0,17628 96,55531
24 CID 11248978 0,07665 85,95911
25 CID11328863 0,11393 98,62115
26 CID 57391251 0,04381 85,61217
27 CID 71452173 0,19458 81,00398
28 CID 44456876 0,30771 49,69165
29 CID 11316975 0,08759 90,11478
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30 CID 11294864 0,11999 96,73281
31 CID 46880335 0,03584 87,23633
32 CID 5327711 0,67086 88,57784
33 CID 45272193 0,32804 93,38404
34 CID 57766728 0,30712 91,24556
35 CID 70686290 0,38071 91,65134
36 CID 70690442 0,08889 73,17129
37 CID 23647657 0,04718 96,67548
38 CID 24783299 0,13871 100

39 CID 10215271 0,02436 90,34815
40 CID 42629114 0,50188 100

Notas: [a]: penetracdo na barreira hematoencefalica; [b]: percentagem de

ligacdo as proteinas plasmaéticas.

Em se tratando de aspectos toxicoldgicos, a toxicologia in silico, uma
das fronteiras da Toxicologia, traz um novo paradigma de avaliacdo da
toxicidade de substancias, no qual sao feitas predicdes da toxicidade através
de ferramentas computacionais, baseadas em modelos QSAR (Quantitative
Structure-activity Relationship), modelos SAR (Structure-activity Relationship),
modelos estatisticos, entre outros (HELMA, 2004; DASTON; RUSYN, 2010).

Nas predicées toxicologicas feitas pelo PreADMET

(http://preadmet.bmdrc.org/) foram selecionados, o Ames teste, o teste hERG,

o0 teste de carcinogenicidade em camundongo e em ratos (Tabela 7).

Os testes bacterianos sdo particularmente indicados para a triagem,
deteccédo e identificacdo de agentes genotdxicos. Uma bateria de testes com
diferentes linhagens pode fornecer informagdes sobre a natureza dos danos
causados por agentes mutagénicos. O teste bacteriano mais utilizado e
reconhecido mundialmente € o teste Salmonella/Microssoma, devido a sua
simplicidade, baixo custo e rapidez de execu¢ao (HOFNUNG; QUILLARDET,
1988).

Este é conhecido como teste Ames, o qual identifica substancias que
causam danos genéticos e que possam evoluir a mutagbes que ocorrem por
deslocamento do quadro de leitura ou substituicdo de pares de base, cujo

principio do método, baseia-se na contagem de colGnias revertentes realizado
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na presenca e na auséncia de enzimas de metabolizacdo (S9), de modo que,
os resultados podem ser interpretados da seguinte maneira: Resultados
Positivos; aumento da concentragdo ao longo do ensaio e/ou aumento no
namero de colbnias com mutacao reversa por placa em pelo menos uma cepa,
com ou sem ativacdo metabdlica. Os resultados positivos indicam que a
substancia induz mutacbes pontuais por substituicio de bases ou
deslocamento no quadro de leitura do genoma de Salmonella typhimurium e/ou
Escherichia coli. Os resultados negativos sugerem que, sob as condi¢cdes do
ensaio, a substancia teste ndo é mutagénica para as espécies testadas (AMES;
MCCANN; YAMASAKI, 1975; AMES; MARON, 1983). De acordo com a tabela
6, apenas os inibidores CID9869237, CID12018155, CID45272193 e
CID57766857 deram resultados ndo mutagénicos.

Estudos toxicologicos para a verificagdo da toxicidade aguda de diversas
substancias, principalmente quando visam a producdo de novos
medicamentos, sdo realizados através de bioensaios em roedores. Eles
permitem o monitoramento da bioatividade dessas substancias no que diz
respeito a sua possivel potencialidade toxica (BRASIL, 2013). Assim sendo, na
previsdo de carcinogenicidade em camudongo, os inibidores CID5327711,
CID6539575, CID9869237, CID10029385, CID10215271, CID11248978,
CiD11294864, CID11316975, CID11328863, CID11560568, CIiD12018144,
CID12018155, CID16760286, CID42629114, CID44456875, ClD44582642,
ClD44582684, ClD44582745, ClD44582838, ClD44582855, ClD44582857,
CID45272193, CID46880335, CID57766728, CID57766857, CID70690442 e
CID71452173, tiveram predicdo negativa, ou seja, evidéncia de atividade
carcinogénica, enquanto que, os inibidores de numero CID6539574,
CID6539584, CID9957049, CID23647657, CID24783299, CID44456876,
CID56945119, CID56950795, CID57391251, CID57399952, CID57403370 e
CID70686290, tiveram predicdo positiva, ou seja, nenhuma evidéncia de
atividade carcinogénica (Tabela 6).

Na previsdo de carcinogenicidade em ratos, os inibidores de numero
CID5327711, CID6539575, CID11248978, CID11294864, CID11316975,
CliD11328863, CID11560568, CIiD12018144, CID12018155, CID23647657,
ClD44456876, CID56945119, CID56950795, CID57391251, CID57766728 e

CID71452173 tiveram predicdo negativa (evidéncia de carcinogenicidade), ja
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os inibidores de numero CID6539574, CID6539584, CID9869237, CID9957049,
CID10029385, CID10215271, CID16760286, CID24783299, CID42629114,
CliD44219658, ClD44456875, CID44582642, CID44582684, CID44582745,
ClD44582838, ClD44582855, ClD44582857, CID45272193, CID46880335,
CID57399952, CID57403370, CID57766857, CID70686290 e CID70690442
tiveram predicao positiva (nenhuma evidéncia de carcinogenicidade).

Outra consequéncia toxicolégica, do uso de medicamentos, importante €
a sindrome do QT longo (LQTS), a qual caracteriza-se por prolongamento do
intervalo QT no eletrocardiograma e predisposicdo as arritmias ventriculares
malignas, sendo a taquicardia ventricular polimérfica, conhecida como torsades
de pointes, sua arritmia caracteristica (CAMANHO et al., 2007).

A sindrome do QT longo classificada como adquirida é causada por
drogas que prolongam o intervalo QT e o fazem através do bloqueio dos canais
de potassio do tipo hERG (CAMANHO; FERREIRA; MENDONGCA FILHO;
PRATA; SAAD; VERONESE, 2007).

O gene humano relacionado ao ether-a-go-go da proteina (hERG) é um
canal de potassio dependente da voltagem expresso no coracao e no sistema
nervoso, sendo importante para a repolarizacdo durante o potencial da acdo
cardiaco. As alteracdes na condutancia deste canal, especialmente bloqueio do
canal, pode levar a um periodo refratario alterado e duracédo do potencial de
acao (EDWARD et al., 2014).

Devido a sua importancia na regulacdo adequada do potencial de acao
cardiaco, interagbes com hERG tem causado a retirada de véarias drogas do
mercado, j4 que este fato é uma causa de arritmias e morte subita (EDWARD
et al., 2014), o que é considerado um desfecho clinico de extrema relevancia
(EVIDENCE-BASED MEDICINE WORKING GROUP, 1992).
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Tabela 7 - Propriedades toxicolégicas de mutagenicidade (Ames teste) e

carcinogenicidade (camundongo e rato) e bloqueadoras dos canais tipo hERG
dos 40 inibidores de GSK-33.

Mutagenicidade Carcinogenicidade hERG
INIBIDORES
Ames test Camundongo Rato Inibicao

1 CID 44219658 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
2 CID 44582838 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
3 CID 44582642 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
4 CID 12018155 Na&o-mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
5 CID 44582745 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
6 CID 9957049 Mutagénico Positivo Positivo Alto_risco

7 CID 56950795 Mutagénico Positivo Negativo Médio_risco
8 CID11560568  Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
9 CID 56945119 Mutagénico Positivo Negativo Médio_risco
10 CID 44456875 Mutagénico Negativo Positivo Alto_risco

11 CID 10029385 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
12 CID 44582855 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
13 CID 6539574 Mutagénico Positivo Positivo Médio_risco
14 CID 16760286 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
15 CID 57399952 Mutagénico Positivo Positivo Médio_risco
16 CID 44582684 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
17 CID 9869237 N&o-mutagénico Negativo Positivo Alto_risco

18 CID 12018144 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
19 CID 57403370 Mutagénico Positivo Positivo Médio_risco
20 CID 6539584 Mutagénico Positivo Positivo Médio_risco
21 CID 6539575 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
22 CID 57766857 Nao-mutagénico Negativo Positivo Alto_risco

23 CID 44582857 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
24 CID 11248978 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
25 CID 11328863 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
26 CID 57391251 Mutagénico Positivo Negativo Alto_risco

27 CID 71452173 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
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28 CID 44456876 Mutagénico Positivo Negativo Médio_risco
29 CID 11316975 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
30 CID 11294864 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
31 CID 46880335 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
32 CID5327711 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
33 CID 45272193 Nao-mutagénico Negativo Positivo Alto_risco

34 CID 57766728 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
35 CID 70686290 Mutagénico Positivo Positivo Médio_risco
36 CID 70690442 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
37 CID 23647657 Mutagénico Positivo Negativo Médio_risco
38 CID 24783299 Mutagénico Positivo Positivo Alto_risco

39 CID 10215271 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
40 CID 42629114 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco

Levando em consideracdo que a populacdo usuéria de medicamentos
para deméncia sdo pessoas com idade avancada, em se tratando da Doenca
de Alzheimer tardia, a consideracdo deste teste € de importancia bastante
relevante, ja que, sabe-se que € nesta populacdo que patologias
cardiovasculares sdo mais comuns. A tabela 6, mostra que os inibidores de
namero  CID9869237, CID9957049, CID24783299, CIiD44456875,
CID45272193, CID57391251 e CID57766857, possuem elevadas chances de
serem um forte bloqueadores do canal de potassio hERG, enquanto que o0s

demais apresentam risco médio para causar bloqueio do canal.

5.8 MODIFICACOES ESTRUTURAIS, PREDICAO DE ATIVIDADE E
VIABILIDADE SINTETICA

Afim de obter novas propostas de potenciais inibidores, foi escolhido
como prototipo, o inibidor numero 1 (CID44219658) da tabela 1 (Figura 8), pois
€ 0 que apresenta menor valor de Clso, além de ter tido resultados satisfatérios
na predicdo de propriedades farmacocinéticas. As modificacdes foram as
seguintes: Retirada do radical 1,4 dimetil-piperazina e insercédo de um atomo de
cloro no lugar do radical metoxila, a fim de diminuir o peso molecular e

incrementar a lipofilicidade, tornando — o mais absorvido (proposta 1); retirada
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do 1,4 dimetil-piperazina (diminuir o peso molecular) e substituicdo do atomo
de oxigénio pelo nitrogénio no lado direito do grupo pirrol, a fim de criar mais
um doador de hidrogénio (proposta 2); retirada do radical 1,4 dimetil- piperazina
(diminuir peso molecular), inser¢cdo do atomo de cloro no anel benzofurano no
lugar do radical metoxila e substituicdo do atomo de oxigénio pelo atomo de
nitrogénio do lado direito do anel pirrol para aumentar absorcdo (proposta 3);
na proposta 4, as mesmas mudancas da proposta 3, com excecdo da
substituicdo do oxigénio pelo nitrogénio do lado direito pelo lado esquerdo do
anel pirrol (Figura 8).

A substituicdo do atomo de oxigénio pelo atomo de nitrogénio no anel
pirrol foi com finalidade de criar doadores de hidrogénio para favorecer
possiveis ligacdes de hidrogénio. Embora esta substituicdo tenha sido em um
grupamento determinante por se tratar de um grupamento farmacoforico, tal
substituicdo foi baseada no principio de bioisosterismo, o qual trata-se de um
fendmeno observado entre substancias estruturalmente relacionadas que
apresentam propriedades biolégicas similares ou antagdnicas, além de ser uma
ferramenta utilizada para a modificacdo racional de um composto prototipo
(BARREIRO; LIMA, 2005).

A predicdo in silico de espectros de atividade das substancias (PASS),
prevé se um candidato de droga € ativa contra um alvo biolégico, baseado em
meétodos fisico-quimicos, usando diferentes algoritmos e comparacdes
(FILIMONOV; POROIKOV, 1996).

No resultado da predicdo de atividade biolégica, as atividades com o
valor de Pa> Pi foram considerados, onde Pa = probabilidade de ser atividade
e Pi = probabilidade de ser inativo, e os valores variam de 0 a 1. A tabela 8
mostra os valores obtidos para as 4 propostas de candidatos inibidores de
GSK-3B. As quatro propostas tiveram valores de Pa > Pi (Proposta 1. Pa =
0,363; Proposta 2: 0,172; Proposta 3: 0,180 e proposta 4: Pa = 0,180),
indicando assim a atividade biologica para a GSK 3. No entanto, de acordo
com Filiminov et al. (2000), quando o valor de Pa é inferior a 0,5 torna-se pouco
provavel que a substancia exiba uma atividade experimental. Por outro lado, a
proposta 1 apresentou predicdo maior de atividade em relagdo ao s seu
prototipo ativo. Sendo a atividade confirmada em experiéncias, a substancia

pode ser, em seguida, considerada como uma nova entidade quimica.
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Figura 8 — Prototipo e Propostas de candidatos a inibidores de GSK -3

ClD44219658
ICs0=0.14 nM

Proposta 3 Proposta 4

Tabela 8 - Predicéo de atividade biolégica para candidatos a inibidores de

GSK-38.

Propostas Pa Pi
Protétipo 0,230 0,006
Proposta 1 0,363 0,004
Proposta 2 0,172 0,012
Proposta 3 0,180 0,010
Proposta 4 0,180 0,010

Apoés a previsdo da atividade bioldgica, foi calculada a acessibilidade
sintética para todas as propostas, utilizando o programa SYLVIA, o qual
identifica os niveis de viabilidade de sintese, pontuando de 1 a 3 para os

compostos que sao faceis de sintetizar, 3 a 6 para os de média facilidade e de
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6 a 10, para as substancias que sao dificeis de sintetizar (BODA; GASTEIGER;
SEIDEL, 2007). Todas as propostas indicam estruturas de acessibilidade
sintéticas médias, semelhante ao prototipo (5.36), de acordo com as
regras/parametros de tal algoritmo (Proposta 1 = 4.95; Proposta 2 = 4.97;
Proposta 3 = 4.93 e Proposta 4 = 4.93). Observa-se que os valores de todas as

propostas foram menores que o prototipo.

5.9 PREDICAO DE PROPRIEDADES ADME/TOX PARA AS PROPOSTAS

Na tabela 9, observa-se todas as propostas obtiverem um valor
correspondente ao nivel médio (4 < x < 70) de absorcdo segundo Glynn et al.
(1998). Todos os inibidores apresentam um 6timo perfil de absor¢éo intestinal,
acima de 80%, além de que, todas as propostas apresentaram alta

permeabilidade em células MDCK (>25).

Tabela 9 - Propriedades de absorcéo das propostas de inibidores de GSK-3.

Absorcao
INIBIDORES Pcacoz (nm/s) [@ Pwmbpck (nm/s) [P] HIA (%)!c]
Prototipo 46,70970 0,17038 97,10993
Proposta 1 24,11350 36.91440 97,12720
Proposta 2 10,14130 50,50090 91,70732
Proposta 3 16,53780 39,32860 92,84868
Proposta 4 16,91450 39,32860 92,84868

Notas: [a]: percentagem de absorcgéo intestinal humana; [b]: Permeabilidade de células caco-2
em nm/sec); [c]: Permeabilidade de células de Maden Darby Canine Kidney em nm/sec;

Em relacao a ligacdo as proteinas plasmaticas, a tabela 9 mostra que as
propostas 1, 3 e 4 apresentam forte ligacdo as proteinas plasmaticas (maior
que 90%). Enquanto que a proposta 2 apresenta fraca ligagdo as proteinas
plasmaticas (menor que 90%).

Ainda de acordo com a tabela 10, todas propostas apresentaram valores
significativos de permeabilidade da barreira hematoencefalica, isto significa que
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as mudancas estruturais surgiram efeitos satisfatérios indicando um bom

candidato a sintese.

Tabela 10 - Propriedades de distribuicdo em percentagem de PPB e

penetracdo na barreira hematoencefalica das propostas de inibidores de

GSK-3p
Distribuicao

INIBIDORES Csrain/Cslood [ PPB(%)("]
Prototipo 0,23248 80,75784
Proposta 1 2,52921 95,66168
Proposta 2 1,46692 89,02851
Proposta 3 3,56186 93,16173
Proposta 4 3,56186 94,22505

Notas: [a]: penetracdo na barreira hematoencefdlica; [b]: percentagem de ligacéo as
proteinas plasméticas.

Na tabela 11, observa-se que todas as propostas apresentaram
potencial mutagénico na predicdo in silico do teste Ames e evidéncia de
potencial de carcinogenicidade em camundongos enguanto que as propostas
1, 2 e 4 ndo apresentam evidéncia de carcinogenicidade em ratos e médio
risco de inibicdo do canal hERG, resultados semelhantes ao protétipo,
mostrando que as alteracbes feita no protétipo ndo foram suficientes para

mudar o perfil toxicoldgico.
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Tabela 11 - Propriedades toxicoldgicas de mutagenicidade (Ames teste) e

carcinogenicidade (camundongo e rato) e bloqueadoras dos canais tipo hERG das

propostas de inibidores de GSK-3.

Mutagenicidade Carcinogenicidade hERG
INIBIDORES Ames teste Camundongo Rato Inibicao
Protétipo Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
Proposta 1 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
Proposta 2 Mutagénico Negativo Negativo Médio_risco
Proposta 3 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
Proposta 4 Mutagénico Negativo Positivo Médio_risco
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6 CONCLUSAO

Tecnologias in silico vem demonstrando cada vez mais ser uma
ferramenta importante no planejamento de farmacos, que em um futuro
préximo, sua importancia sera cada vez mais significativa. Esta ferramenta
ajudou a elaborar propostas de moléculas interessantes do ponto de vista
sintético e farmacoldgico. No entanto, independentemente da sintese dessas
moléculas, os estudos de descritores, mapas de potenciais eletrostaticos,
docking, ADME/Tox geraram resultados interessantes que podem servir de
auxilio a futuras pesquisas.

Os resultados significativos de descritores tais como LUMO +1, LogP,
moleza molecular e... pode nortear e facilitar melhor compreensdo de quais
caracteristicas um inibidor devera ter para ter acdo na GSK-3 beta, assim
como também resultados de docking, ja que, 0 mesmo nos oportunizou
verificar e analisar a maneira de como um complexo inibidor — enzima GSK — 3
beta realizam interacbes e ligagbes, as quais revelaram a participacéo
significatica de Lys85 e Vall35 em ligacdes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas.

Na perspectiva do screening ADME/Tox, as propostas elaboradas
obtiveram melhor perfil do que os 40 inibidores pesquisados no BindingDB,
implicando que estratégias bem elaboradas de modificacbes moleculares feitas
neste trabalho foram essenciais para esse fim.

Efim, a execucao deste trabalho proporcionou, através da aplicacdo de
conhecimentos de quimica tedrica e ferramentas de modelagem
computacional, contribuir sobremaneira para a elucidacdo cada vez maior no
gue diz respeito as caracteristicas dos inibidores estudados e da enzima GSK —
3 beta, assim como suas interagdes, condicionando mais estudos e pesquisas

sobre o tema.
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