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Na corrida dessa vida
é preciso entender
que vocé vai rastejar,
que vai cair, vai sofrer
e a vida vai Ihe ensinar
que se aprende a caminhar
e so depois a correr.

A vida é uma corrida
que ndo se corre sozinho.
E vencer ndo é chegar,

é aproveitar o caminho
sentindo o cheiro das flores
e aprendendo com as dores
causadas por cada espinho.

Aprenda com cada dor,
com cada decepcéo,
com cada vez que alguém
Ihe partir o coragéo.

O futuro é obscuro
e as vezes € no escuro
que se enxerga a direcao.

Aprenda quando chorar
e quando sentir saudade,
aprenda até quando alguém
Ihe faltar com a verdade.
Aprender é um grande dom.
Aprenda que até o bom
vai aprender com a maldade.

Aprender a desviar
das pedras da ingratidao,
dos buracos da inveja,
das curvas da solidéo,
expandindo o pensamento
fazendo do sofrimento
a sua maior licdo.

A corrida da vida

(Braulio Bessa)

Sem parar de aprender,
aproveite cada flor,
cada cheiro no cangote,
cada gesto de amor,
cada masica dancada
e também cada risada,
silenciando o rancor.

Experimente o mundo,
prove de todo sabor,
sinta 0 mar, o céu e a terra,
sinta o frio e o calor,
sinta sua caminhada
e dé sempre uma parada
pelo caminho que for.

Pare, ndo tenha pressa,
néo carece acelerar,
a vida ja € tdo curta,

é preciso aproveitar
essa estranha corrida
que a chegada é a partida
e ninguém pode evitar!

Por isso é que o caminho
tem que ser aproveitado,
deixando pela estrada
algo bom pra ser lembrado,
vivendo uma vida plena,
fazendo valer a pena
cada passo que foi dado.

Ai sim, |4 na chegada,
onde o fim é evidente,
€ que a gente percebe
que foi tudo de repente,
e aprende na despedida
que o sentido da vida
é sempre seguir em frente.
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O correr da vida embrulha tudo.

A vida é assim: esquenta e esfria,
Aperta e dai afrouxa,

Sossega e dai desinquieta.

O que ela quer da gente & coragem.

(Guimaraes Rosa)



RESUMO

Da Silva, A. P. Técnicas computacionais aplicadas a uma série de antagonistas do receptor
5-HTs - potencial alvo para a doenca de Alzheimer. 2021. Tese (Doutorado) — Instituto de
quimica de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2021.

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) sdo alvos de aproximadamente um terco dos
medicamentos atualmente comercializados no mundo. Nos ultimos anos, o receptor 5-HTe
(familia GPCR) vem atraindo atencdo devido a sua localizacdo em areas do cérebro envolvendo
memoria e aprendizagem, o colocando como um dos principais alvos na busca por novas
abordagens terapéuticas anti-Alzheimer, uma vez que 0s medicamentos em uso ndo sdo
eficazes. Com o nimero crescente de idosos acometidos por essa enfermidade, especialmente
no Brasil, assomado a inefetividade dos tratamentos disponiveis, é urgente que se investiguem
novas terapias medicamentosas para aplacar esse problema. Nesta linha, acredita-se que a
administragdo de antagonistas do receptor 5-HTs pode contribuir para mitigar os problemas
relacionados a perda de memoria e a deterioracdo da aprendizagem, efeitos esses associados a
doenca de Alzheimer. Para aumentar as chances de se obter terapias medicamentosas eficazes
diante das perdas amnésicas decorrentes dessa enfermidade, planejou-se novos antagonistas do
receptor 5-HTs lancando-se médo de abordagem in Silico. Os novos compostos foram
submetidos aos modelos QSARs aqui gerados e promissores valores de atividade bioldgica
foram obtidos. Esses achados, somados ao 6timo perfil ADME/Tox alcancado via aplicacéo de
ferramentas computacionais, qualificam esses potenciais antagonistas para futuras abordagens

experimentais, o que poderiam confirmar suas caracteristicas drogaveis.

Palavras-Chave: Doenca de Alzheimer, receptor 5-HTs, QSAR, planejamento de farmacos.



ABSTRACT

Da Silva, A. P. Computational techniques applied to a series of 5-HTs receptor antagonists
- target potential for Alzheimer's disease. 2021. Thesis (Doctoral)- Instituto de quimica de
Séo Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2021.

G Protein-coupled receptors (GPCRS) are targets for approximately one-third of the drugs
currently marketed worldwide. Over recent years, the 5-HTe receptor (GPCR family) has been
attracted attention due to locations in brain regions involving learning and memory processes,
reason why it became one of the main targets in the race for the discovery of new anti-Alzheimer
therapeutic approaches once the ongoing drugs are not effective. With the growing number of
elderly people affected by this disease, especially in Brazil, in addition to the ineffectiveness of
available treatments, it is urgent that new pharmacological treatments be investigated to
mitigate this problem. Addressing this problem, it is believed that the administration of 5-HTs
receptor antagonists might mitigate problems related to memory loss and impaired learning,
effects associated with Alzheimer’s disease. To increase the chances of obtaining effective
medical countermeasures against amnesic losses due to this disease, new antagonists of the 5-
HTs receptor were designed using in Silico approach. The new compounds were submitted to
the QSARs models and excellent values of biological activity were obtained. Finally, the
ADME/Tox profile of these compounds was ascertained by the applications of computational
tools and the outcomes achieved qualify them for subsequently experimental procedures, which
could confirm the antagonistic effects of these compounds as well as their drug-like properties.

Keywords: Alzheimer’s disease, 5-HTs receptor, QSAR, Drug design.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa, cuja caracteristica
principal esta associada & deterioragdo cronica das fungdes cognitivas.> Em um quadro de
doengas relacionadas a deméncia, a DA néo so é a enfermidade mais frequente, como também
a principal causa de morte entre os idosos.?

Os prejuizos decorrentes da deméncia ocorrem devido aos danos ou destruicdo das células
neuronais presentes no cérebro.* Esses prejuizos sdo relativos a perda progressiva da memoria,
disruptura na fala, desorientacdo espaco-tempo, raciocinio, concentracdo, aprendizado,
movimento, e tantas outras habilidades.

O prenancio da doenca de Alzheimer ocorreu em 1901 quando Auguste Deter, 51 anos,
acompanhada do seu marido, chegou ao consultério do Dr. Alois Alzheimer. O resultado da
consulta revelou um quadro flutuante entre melancolia e descontentamento. Ela recordava-se
de vérios acontecimentos, mas ndo conseguia lembrar de eventos atuais, esquecendo, inclusive,
do seu proprio nome. Esse diagndstico deixou o Dr. Alois bastante intrigado, pois o exame geral
mostrou que Auguste Deter estava saudavel e o neurol6gico também seguiu nessa linha.>”’

Cinco anos depois (1906), a senhora Deter foi a 6bito, o que possibilitou a investigacdo
detalhada do seu cérebro. As analises revelaram acimulo de placas entre as células neuronais
(conhecidas como beta-amilGide - BA) e uma espécie de emaranhado fibrilar intraneuronal. A
partir da revelacdo desses biomarcadores, descobriu-se a doenca de Alzheimer (nome dado em
homenagem ao Dr. Alois Alzheimer).>’

Segundo pesquisas® !, o prelidio ao aparecimento dos primeiros sintomas visiveis da
doenca de Alzheimer ocorre 20 anos mais cedo, fase em que surgem as primeiras alteragdes no
cérebro das pessoas acometidas por essa patologia, inicialmente imperceptiveis. Essas
modifica¢fes se multiplicam com o decorrer do tempo até que 0s sintomas se tornem visiveis,
interferindo na capacidade dos individuos de realizarem tarefas diarias simples.

De acordo com a organizagio Alzheimer’s Disease International (ADI1)!? estima-se que mais
50 milhdes de pessoas ho mundo ja foram diagnosticadas com essa neuropatologia, e que a cada
3 segundos, alguém desenvolve algum tipo de deméncia. Calcula-se que o custo relacionado a
deméncia € superior a US$ 1 trilhdo, e até 2030 este nimero podera duplicar. No mundo, entre
2000 e 2016, mortes relacionadas a algum tipo de deméncia mais que dobraram, saindo da 142
causa de morte para a 5% se comparada a doenca cardiaca isquémica, doenca pulmonar

obstrutiva cronica, hemorragia intracerebral e acidente vascular cerebral isquémico.™® Somente
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no Brasil**!®, estima-se que cerca de 1,6 milhGes de pessoas estdo acometidas por algum tipo

de deméncia.

Em resposta a esse quadro alarmante, varios paises desenvolveram ou estdo desenvolvendo

planos de acio em atencéo a satide dos idosos (Figura 1).® No Brasil, no entanto, esses planos

de acOes se apresentam de forma timida ou inexistem, apesar das estatisticas apontarem dados

preocupantes — é 0 2° pais com maior numero de casos de deméncia (1037 por 882-1220 mil

habitantes).™

Figura 1- Paises com planos de acdo em atengdo a sade do idoso

-Paises ou territérios com plano de agdo; ¥,
| Paises ou territérios com plano de agdo em desenvolvimento;

Paises ou territorios sem plano de agao.

Paises com planos de acao em atenc¢ao a saude do idoso

Australia Czech Republic Israel Macau SAR
Austria Denmark ltaly Maita

Chile Finland Ireland Mexico
Costa Rica Greece Japan Netherlands
Cuba Indonesia Luxembourg Norway

Fonte: Alzheimer’s Disease International.’®

Puerto Rico
Qatar

Republic of Korea
Slovenia
Singapore

Swizerland
TADA Chinese
Taipel

UK

USA
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O cérebro de um individuo saudavel € formado por cerca de 100 bilhdes de neurdnios, 100
trilnGes de sinapses e dezenas de neurotransmissores. Sinais elétricos sdo gerados nos
neurdnios, 0s quais se conectam por meio de sinapses, resultando na liberacdo de
neurotransmissores, estes sao 0s responsaveis por transportar informag6es quimicas para outras
células nervosas.!” A forma como os neurdnios se conectam nos levam a entender como 0s
padrBes de atividades sdo formados em nivel celular, por exemplo aprender uma nova lingua,
aprender matematica, quimica, fisica, e outras atividades mais simples, como comer, andar,
falar, se vestir, dentre outras. No entanto, quando se trata de pessoas acometidas por Alzheimer,
0 numero de sinapses cai abruptamente conforme a doenca avanca, prejudicando a préatica de
todas essas atividades.!’

Para compreender o mecanismo de acdo dos medicamentos administrados a pacientes
acometidos pelo mal de Alzheimer, é necessario diferenciar dois biomarcadores:
neurodegeneracdo (morte das células neurais que causam a doenca) e o declinio cognitivo
(manifestacéo clinica desta patologia).}” No entanto, os medicamentos em uso ndo focam na
causa, isto &, morte celular, mas sim no melhoramento das funcBes cognitivas, tais como

memoria e aprendizagem, conforme sera evidenciado nas proximas se¢oes.

1.1 Hipotese da cascata amiloide e o papel da proteina tau na doenca de Alzheimer

A hipotese da cascata amiloide, defendida pelo Dr. Alois Alzheimer apds estudar o cérebro
“post mortem” de uma paciente, esta associada ao acaimulo de placas B-amiloide em células
extraneuronais e a hiperfosforilacdo da proteina tau, configurada na forma de emaranhados
neurofibrilares (NFT).18:19

Em neurdnios saudaveis, a proteina tau encontra-se nos axdnios. No entanto, em individuos
acometidos por doencas neurodegenerativas, tal como DA, esta proteina é hiperfosforilada,
tornando-se insoluvel. Essa hiperfosforilagédo se estende por todo o corpo celular e se apresenta
sob a forma de filamentos helicoidais pareados (FHP), principais componentes dos NFTs.!8:1¢

Os FHPs possuem de seis a oito moléculas de fosfatos no entorno da proteina tau (estado de
hiperfosforilagdo), ao passo que nos céerebros saudaveis, tem-se por volta de dois grupos. O
estado de hiperfosforilacdo acarreta congestionamento nesta proteina, resultando no

impedimento do transporte de informacGes axonal até o dendritico. Esse impedimento
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compromete toda a arquitetura celular e provoca apoptose neuronal, caracteristica
preponderante em pacientes que apresentam disturbios neurodegenerativos. 819

Ja a hipdtese da cascata amiloide é vista como um modelo quantitativo linear centrado no
neurdnio e pode estar diretamente ligada a uma série de acontecimentos negativos, como
consequéncia da deposi¢ao de placas PA (intra e extracelular), por exemplo, avango da
neuropatologia em funcdo da proteina tau, disfuncbes sinapticas, inflamagoes, perdas
neuronais.?°

N&o obstante, de acordo com os estudos de Benilova e colaboradores?!, essa linearidade do
modelo ainda é vaga e controversa, pois a ligacdo direta entre a deposi¢ao das placas B-
amiloides e a toxicidade do neurdnio resulta em achados confusos com a participagao de pelo
menos dez mecanismos celulares e varios receptores. A seguir (Figura 2), é apresentado um dos
principais mecanismos.
Figura 2- Os oligbmeros AP se agregam formando placas B-amiloides. Estas, por sua vez, entram na membrana e

abrem os canais de Ca?* e de outros fons, causando excitabilidade nas células neuronais e, posteriormente, apoptose
neuronal

SR
oW W s
W W ¥ Oligdmeros AP Ap
Aumento da Formacio de
Permeabilizacio Placas Ap
da membrana Desequilibrio da homeostase do
D U U U U U U Ca®" e outros ions J
Neurodegeneracio
APOPTOSE
NEURONAL

Fonte: autoria prépria

O peptideo BA possui de 39-42 aminoacidos em sua formacéo, resultado do metabolismo da
proteina precursora de amiloide, APP (do inglés, Amyloid Precursor Protein), cujo papel é de
grande importancia nos processos de neuroplasticidade.?>?® A APP ¢ clivada por duas proteinas,
a y-secretase ¢ a [-secretase, gerando dois fragmentos de peptideos de tamanhos distintos, o
BA1-40 ¢ 0 PA1-42. Acredita-se que 0 segundo peptideo, embora menos comum que o primeiro e
mais hidrofdbico, seja mais amiloidogénico. No entanto, ambos sdo 0s responsaveis pela
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deposicao de protofibrilas com estrutura intermediaria entre os NFTs (placas BA, fibrilas) e as
placas insoltiveis em células neuronais.?*

Em uma outra linha, estudos mostram que metais fisiolégicos como Zn, Cu e Fe interagem
com as placas amiloides.?® Essa interagdo promove a catalise de radicais hidroxilas, acarretando
em estresse oxidativo e o resultado desse evento é o surgimento de fibras amiloides toxicas, as
quais possuem grande predisposicao a agregacao e resisténcia para serem removidas.?®3°

Esses achados permitiram que pesquisadores analisassem possiveis utilidades de agentes
quelantes de metais para o tratamento da doenca de Alzheimer. No entanto, uma das
dificuldades encontradas surgem do fato que esses compostos ndo atravessam a barreira
hematoencefalica e nem apresentam especificidade para o complexo ion metal-BA, resultando
na quelacdo de varios outros metais com posterior efeitos colaterais, por causa do uso
prolongado dessas substancias.3%

Um desses agentes quelantes é a desferroxiamina- DFO (Figura 3), farmaco aprovado pelo
FDA (do inglés, Food and Drug Administration) para o tratamento da hemocromatose, doenca
associada ao excesso de ferro. Entretanto, os resultados a partir dos ensaios clinicos mostraram
eficacia em inibir o avango da DA, devido & quelagio e remocao do ferro no cérebro.®*3* Outra
caracteristica da DFO € sua habilidade em se complexar com cobre e zinco.>*3®

Apesar dessas caracteristicas positivas, a DFO ndo consegue atravessar a barreira
hematoencefalica devido ao seu peso molecular elevado. Entretanto, os resultados mencionados

foram obtidos via administragdo subcutanea prolongada.”=8

Figura 3 - Estrutura quimica da desferroxiamina

o N N
SN TN ~on

o]
e} N N
I H
OH 0]
HzN\/\/\/N
“SoH

Portanto, diante de tudo que foi colocado, pode-se supor que essa hipotese fornece

Fonte: autoria propria

ingredientes para tentar explicar essa neuropatologia. Contudo, a linearidade do modelo, tendo

0 neurénio como ponto central, deve ainda ser melhor investigada para elucidar a participacédo
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de todos os tipos de mecanismos celulares bem como a interagdo entre ambos (caso esta exista),
provendo, dessa forma, aporte para explicar a evolugdo progressiva da DA. No que se refere a
potenciais farmacos que poderiam atuar nesses tipos de alvos moleculares, muito esforgo devera
ser empregado para desenvolver medicamentos que sejam capazes de remover 0s ions metalicos

e, a0 mesmo tempo, consigam atravessar a barreira hematoencefélica.

1.2 Hipotese Colinérgica

A hipdtese colinérgica € uma das hipdteses mais antiga e mais bem aceita que tenta explicar
a doenca de Alzheimer. Essa hipo6tese eclodiu nos anos 1980, publicada por Bartus e
colaboradores® e foi a base para o desenvolvimento dos farmacos em uso, por exemplo
galantamina, rivastigmina, tacrina (atualmente removida do mercado devido a efeitos colaterais

severos) e donepezil (Figura 4).

Figura 4- Farmacos usados no tratamento da DA. a) galantamina, b) rivastigmina, c) tacrina, d) donepezil
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Fonte: autoria prépria

A caracteristica principal da associacdo do sistema colinérgico com a DA é a reducéo na
concentracdo da colina acetiltransferase (CAT), enzima responsavel pela sintese da acetilcolina
(ACh) no cortex e no hipocampo. Uma vez produzida, parte da ACh é liberada na fenda
sinaptica, onde podera ser acoplada a dois tipos de receptores, muscarinicos e nicotinicos. A
outra parte é degradada pela enzima acetilcolinesterase (ACHe) em colina e acetato (Figura 5).
Os farmacos (Figura 4) que atuam nesse sistema agem como inibidores da degradacdo da

acetilcolina.’®%°
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Figura 5-Mecanismo da hip6tese colinérgica- a colina acetiltransferase sintetiza acetilcolina que, por sua vez, se
liga a dois receptores (nicotinicos e muscarinicos). Por meio da acéo da enzima acetilcolinesterase, a acetilcolina

é degradada, produzindo colina

(
/ // X Sy \/ \\Q Acetilcolinesterase

ACHe
Colina Sintese ( )

Acetiltransferase } Acetilcolina
CAT W £
=
4 >

=D (-

Fonte: autoria propria

Os farmacos (Figura 4), inibidores da acetilcolinesterase, sdo administrados com o intuito
de impedir a degradacdo da acetilcolina. Logo, possuem a funcdo de reduzir o declinio
cognitivo, impulsionando os processos de aprendizagem e memoria.

Ainda que os inibidores da acetilcolinesterase sejam os farmacos prescritos a pacientes
acometidos pela DA, essa classe de farmacos apresenta algumas limitacGes, a saber: efeitos
colaterais (nausea, diarreia e tremores) e eficacia identificada apenas nos pacientes que se
encontram nos estagios leve a moderado da doenca.*® Além do mais, a hipétese colinérgica ndo
é suficiente para explicar os mecanismos que desencadeiam essa neuropatologia. Pois, ha
evidéncias que ndo so6 a reducdo da acetilcolina esta associada ao Alzheimer, outras hipéteses

envolvendo outros neurotransmissores também estio.*!

1.3 Hipotese glutamatérgica

Em meados dos anos 1980, a hipotese glutamatérgica veio a tona. O glutamato, principal
neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central, tem sua atividade mediada por trés
tipos de receptores, NMDA (N-Metil-D-Aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico) e Cainato.*>4?

De acordo com essa hipdtese, em estados especificos, por exemplo, alteracdo do
metabolismo celular, os receptores NMDA sdo ativados excessivamente, podendo modificar a

homeostase do calcio (Ca?*) - demasiada liberacdo de Ca?*. Como consequéncia, havera uma

27



imensa excitabilidade do neurdnio, resultando em apoptose neuronal (morte da célula

neuronal), conforme visto na Figura 6.4143

Figura 6 - Mecanismo da hipdtese glutamatérgica- o glutamato age por meio de trés tipos de receptores, NMDA,
AMPA e Cainato. Uma vez que os receptores NMDA sdo ativados de maneira exagerada, fons Ca®* sio liberados
demasiadamente. Os receptores AMPA e Cainato também estimulam a entrada de fons Ca?*, ao mesmo tempo que
afastam os fons Mg?*. Este por sua vez, atua blogqueando o entorno da membrana dentro do canal NMDA. Como
resultado, o glutamato se liga a outra subunidade do receptor NMDA, atuando junto com a glicina que esta ligada
a outra subunidade. Toda essa cascata de evento resulta em mais liberagdo de fons Ca?*, provocando a morte do
neurénio

Glutamato

&

®Na*
Ca*
Mg2+

Fonte: autoria propria

Os receptores NMDA sdo de dificil compreensdo, uma vez que possuem Varios sitios de
ligacdo para o glutamato e inmeros moduladores. Enquanto a afinidade dos receptores AMPA
e Cainato pelo glutamato é considerada baixa, mas a interacdo do NMDA com esses dois
receptores estimula a despolarizacdo da célula mediante entrada de fons Na*/ Ca?*, afastando,
por sua vez, os fons Mg?*, os quais atuam blogqueando o entorno da membrana dentro do canal
do receptor NMDA.*

Esse evento possibilita ao glutamato ligar-se a uma subunidade do receptor NMDA,
promovendo, em consonancia com a glicina que esta ligada a outra subunidade, a entrada de
mais fons Ca®* e Na* nas células neuronais, provocando a excitabilidade do neurénio (Figura
6).44 Acredita-se que essa cascata de eventos resulta na excitotoxicidade do glutamato, e esta,
por sua vez, € um dos mecanismos fundamentais para que o processo neurodegenerativo seja
gradualmente aumentado.*’

O farmaco utilizado para bloquear o receptor NMDA, memantina (Figura 7), geralmente ¢
administrado em estagios moderado e avancado da doenca em combinacdo com outros
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farmacos (inibidores colinérgicos)* e provavelmente atua na regulacdo do excesso da entrada

de célcio na célula neuronal, bloqueando os eventos de morte celular.

Figura 7- Estrutura quimica da memantina

NH,

Fonte: autoria propria

Conforme abordado, as diferentes hipoteses divergem em relagcdo as quais caracteristicas
fisiopatolégicas mais contribuem para o desencadeamento e progressdo da DA. Essas
caracteristicas estdo atreladas a varios mecanismos, levando a abordagens terapéuticas
diferentes. Porém, nenhuma é eficiente em fornecer aporte mecanistico claro, carecendo de
mais estudos para planejar novos farmacos que atuem eficazmente no combate dessa
enfermidade. Assomado a todos esses percal¢os, na busca por novas terapias medicamentosas,

a barreira hematoencefalica se apresenta como um grande obstaculo a ser suplantado.

1.4 A barreira hematoencefalica- um obstaculo a ser contornado

N0ss0 corpo apresenta varias barreiras, cuja funcao é nos proteger. Uma das mais conhecidas
é a pele, e outra menos conhecida, mas de vital importancia, é a barreira hematoencefalica
(BHE). A BHE protege todo o sistema nervoso central (SNC) desde o cérebro, cerebelo até a
medula espinhal contra a invasdo de qualquer substancia estranha. A BHE foi descoberta ha
mais de um século - pesquisadores introduziram corante azul na corrente sanguinea de um
animal e perceberam que todos 0s tecidos coraram, exceto o cérebro. Em outros experimentos,
ao injetarem o mesmo tipo de corante no SNC, perceberam-no azul, entretanto as outras partes
do corpo permaneceram incolume (Figura 8). Na tentativa de explicar tais observacgdes, 0s
pesquisadores argumentaram que provavelmente haveria uma barreira que impedira o corante

de atravessa-la, a barreira hematoencefalica.*®->°
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Figura 8 - Representacdo dos experimentos que culminaram na descoberta da barreira hematoencefalica. a)
Injecdo do corante na corrente sanguinea; b) Injegdo do corante no SNC

Fonte: autoria prépria

7

A barreira hematoencefalica ¢ composta por células de capilares sanguineos e pela
membrana basal. A BHE é uma membrana semipermedvel, isto €, ela seleciona as substancias
que podem atravessa-la. Sua seletividade ocorre principalmente em virtude da configuracdo dos
capilares sanguineos e pela membrana basal de células da meninge. Estas células ficam
extremamente proximas umas das outras, constituindo as juncgdes oclusivas e impedindo que
invasores externos penetrem a BHE.®® A Figura 9 apresenta um diagrama esquematico da
barreira hematoencefalica.
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Figura 9 - Diagrama esquematico da BHE - as junc¢des oclusivas, células do capilar sanguineo e membrana basal,
formam uma barreira protetora que impede a entrada de corpos estranhos no sistema nervoso central

& if,p@
g g

ﬂ ﬂ __| Células do Capilar

sanguineo

—| Membrana basal

(’__'—‘—':_) & T D G
WS | T 'y
B || -

As juncdes oclusivas sdo um complexo multiprotéico formado pelas juncdes apertadas (JA)

Fonte: autoria prdépria

e pelas juncbes endoteliais aderentes (JEA), sendo elas as principais reguladoras da
permeabilidade celular.4%°!

As JAs sdo constituidas por trés proteinas integrais de membrana, claudina, ocludina, e
moléculas de adesdo juncional, além de proteinas citoplasmaticas acessorias. O papel das
proteinas acessorias € conectar as proteinas de membrana a actina, a fim de preservar a estrutura
e a funcionalidade do endotélio. Ao passo que as JEAs sdo formadas por proteinas de
membranas denominada de caderinas que se ligam com a actina mediante proteinas
intermediarias, chamada catedinas (a, B, X), formando liga¢6es adesivas entre as células, e elas
atuam em consonancia com as JAs.%0%2

No que concerne a doenca de Alzheimer, estudos apontam fortes relacfes entre essa
neuropatologia e a deterioracdo da barreira hematoencefalica. Pesquisas mostraram® que a
deterioracdo da BHE tem forte dependéncia com o avanco da idade no hipocampo, regido do
cérebro associada a memdria e a aprendizagem. Entretanto, em pacientes com declinio
cognitivo moderado, esse fendbmeno é mais brando, e a partir desse ponto os estagios iniciais
dessa doenga comegam a serem perceptiveis.

Outros estudos indicam®->° que deposi¢des de placas B-amiloides na vasculatura cerebral
resultam em eventos inflamatédrios e citotoxicos, 0 que acarreta em uma maior permeabilidade

da BHE em individuos acometidos por DA. Estudos in vitro e modelos de patologia associados
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a proteina tau em macacos transgénicos apontam®-° que essa proteina também participa do
processo de deterioracdo da barreira hematoencefalica.

Portanto, com base nos estudos apresentados, pode-se inferir que tanto a deposicao de placas
B-amiloides quanto a taupatologia estdo envolvidas no processo de perda da integridade da
BHE, impulsionando os processos inflamatdrios nas celulas neuronais e, por conseguinte,
apoptose neuronal.

Diante do que foi apresentado, acredita-se que o problema da falta de farmacos que atuem
efetivamente no combate as doengas neurodegenerativas esta associado ao pouco conhecimento
dos neurocientistas sobre a barreira hematoencefélica, conforme apontam alguns dados
estatisticos:3%

» Mais de 98% dos candidatos a farmacos formados por pequenas moléculas ndo atravessam

a BHE31,6O;

» Aproximadamente 100% de todas os farmacos constituidos por grandes moléculas, por

exemplo, produtos de biotecnologia, ndo penetram a BHE3L;

» Nenhuma grande empresa no mundo tem um protocolo de desenvolvimento de farmacos

baseado no alvo para atuarem no SNC31-60;

» Se uma empresa desejar iniciar um programa de desenvolvimento de farmacos baseado no
alvo para combater doencas relacionadas ao cérebro, enfrentara problemas acerca de
recursos humanos. O quadro de profissionais com conhecimento a respeito da barreira
hematoencefalica € escasso, pois poucos programas académicos de neurociéncia focam na

biologia do transporte da BHE, muito menos em alvos de drogas que atuam nela. 31:6

A barreira hematoencefalica impde alguns limites para que uma molécula possa transpo-la:

» Peso molecular menor que 400 Daltons (Da);

» Numero de ligacdo de hidrogénio abaixo da faixa 8-10.

O peso molecular é um dos assuntos mais discutidos quando se fala em desenvolver

farmacos para atuarem no SNC. Pesquisas mostram®! que abordagem com base na técnica THS
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(do inglés, High-Throughput Screening) aumentam a sele¢do de fA&rmacos com peso molecular
elevado, sendo o limite do peso molecular uma propriedade atrelada a penetracdo nas
membranas bioldgicas.®? Um experimento usando a técnica THS mostrou que todas as drogas
que agem no SNC possuem peso molecular maior que 426 Da, e a permeabilidade da BHE
reduz quando a area de superficie de um farmaco é aumentada de 50 A2 para 100 A2.%3

Em relacdo ao papel das ligagcbes de hidrogénio no processo de desenvolvimento de
farmacos, estas devem ser consideradas concomitantes ao peso molecular. Os seguintes dados

foram observados®:

> Inibidores da acetilcolinesterase (ACHe) formam de 3 a 5 ligagdes de hidrogénio;

» De modo geral, os farmacos utilizados no SNC tém de 1 a 5 ligacGes de hidrogénio;

» Metade dos inibidores y-secretase usados no combate a doenca de Alzheimer tém de 8 a 10

ligacGes de hidrogénio, acarretando em restri¢fes para penetrar a BHE;

» Inibidores pB-secretase possuem de 8 a 12 ligacdes de hidrogénio, gerando dificuldade para

adentrar a barreira hematoenceféalica.

Diante do quadro apresentado, um dos principais entraves a ser superado, quando se pretende
desenvolver farmacos para atuarem no SNC, € a barreira hematoencefalica. Portanto, deve-se
planejar candidatos a farmacos ndo apenas focando no alvo bioldgico, mas também nos
obstaculos encontrados diante da BHE. No que se refere a doenca de Alzheimer, ante as
limitagdes dos farmacos administrados aos pacientes acometidos por essa neuropatologia, faz-
se necessarias pesquisas abordando novas terapias para combaté-la. Nesse cenario, um novo e
promissor alvo surgiu, o receptor 5-HTs (5-hidroxitriptamina, subtipo 6).

As pesquisas tém mostrado?®®>® que esse receptor esta intrinsecamente relacionado ao
desencadeamento da doenca de Alzheimer e seu bloqueio melhora significativamente os
processos de aprendizagem e memdria, 0s quais sdo bastante prejudicados em individuos

acometidos por essa neuropatologia.
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1.5 Receptor 5-HTs

O receptor 5-HTe pertence a familia dos receptores da serotonina (5-HT) e foi um dos
mais recentes a ser identificado, fruto do trabalho de trés grupos de pesquisa independentes em
1993.5768 Em conformidade como os demais receptores do seu grupo, com excecao do receptor
5-HT3 (associado ao canal idnico), o 5-HT¢R é membro da grande familia GPCRs (do inglés,
G- Protein Coupled Receptor). Os receptores dessa familia possuem trés loops extracelulares
(ECLs) e trés intracelulares (ICLs), sendo receptores transmembranares (7TM), isto é,

transpassam a membrana varias vezes®® " (Figura 10).

Figura 10- Estrutura geral de um receptor 7TM.
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Fonte: autoria propria

Os receptores acoplados a proteina G fazem parte da maior e mais importante familia
de receptores, os quais respondem a uma ampla variedade de estimulos fisioldgicos e
ambientais. Varios GPCRs sdo importantes alvos terapéuticos para o tratamento de diversas
enfermidades, por exemplo, cancer, problemas cardiacos, doencas associadas ao sistema
nervoso central, problemas inflamatérios, desequilibrio metabdlico, entre outras. Tudo isso
coloca os GPCRs como alvos de aproximadamente um terco dos farmacos atualmente
comercializados, e por isso sdo focos de pesquisas na busca de mais abordagens terapéuticas
para o tratamento de diferentes patologias, principalmente aquelas relacionadas ao sistema
nervoso central.”

A atuacdo de um GPCR, por exemplo, o 5-HT¢R, ocorre da seguinte forma: O N-
terminal, localizado na parte extracelular e os ECLs s&o responsaveis pelo reconhecimento e
modulacéo dos ligantes. Nesta etapa, as hélices transmembranares H5 e H6 se deslocam para o

exterior, formando uma fenda no receptor. Posteriormente, o C-terminal e a parte ICLs
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interagem com a proteina G, ativando-a, e, por conseguinte, desencadeando varios eventos
celulares.”® A proteina G, por sua vez, é composta pela unido de trés subunidades, a, p e y. A
subunidade a que atua no reconhecimento dos receptores esta ligada a guanosina difosfato
inativa (GDP), formando no estado basal o complexo receptor a-GDP. Quando o receptor
interage com seu ligante, ocorre a troca de GDP por guanosina trifosfato ativa (GTP) e a
separacdo da subunidade o do dimero Py, etapa seguida pelo desencadeamento de diversos
eventos celulares. A proteina G continua ativa até que a subunidade o retorne ao seu estado
basal, religando-se ao GDP e reestabelecendo a interacdo com o dimero Py, finalizando a

cascata de eventos (Figura 11).7

Figura 11- Mecanismo geral de interagdo dos GPCRs com as subunidades da proteina G - na etapa inicial, o
receptor interage com o ligante e ativa a proteina G. A subunidade a se desliga da GDP para se ligar a GTP,
dissociando do dimero By. Ao finalizar a transducdo a subunidade o retorna ao seu estado basal.
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Fonte: autoria propria

Um dos GPCRs que se tornou alvo de interesse nos ultimos anos foi o receptor 5-HTs.
Devido a sua localizagdo em areas do cérebro envolvendo os processos de memoria e
aprendizagem, o 5-HTs configurou-se como um potencial alvo terapéutico ante a doenca de
Alzheimer.6”% Desde a sua identificagdo, tremendos esforcos foram realizados para tentar
elucidar seu papel funcional.”>"?> E um desses estudos foi utilizando Oligonucleotideo Anti-
sentido (OA), sistema artificial cuja funcdo é bloquear a transducdo do mensageiro no
citoplasma quando absorvido na célula; ou no ndcleo, impedindo o processamento nuclear; ou
ainda em sistemas virais impedindo a replicacdo do virus. Os estudos com esse sistema

demonstraram mudancas comportamentais que podem ser bloqueadas por antagonistas
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muscarinicos, indicando um papel modulatério do receptor 5-HTs na funcio colinérgica.*°
Esses estudos também mostraram o aumento do desempenho de roedores diante da realiza¢éo
de tarefas no labirinto aquatico de Morris, sugerindo o envolvimento desse receptor em
processos cognitivos.’?

A influéncia do receptor 5-HTs no sistema colinérgico foi confirmada posteriormente
por meio da administragcéo do antagonista Ro 04-6790 (Figura 12) em roedores. Uma vez que
0 receptor 5-HTs foi bloqueado, vérios eventos neurofarmacoldégicos foram observados, por
exemplo, bocejar, mastigar, alongar-se, locomover-se, além de aquisi¢do e consolidacdo de

memaria, processos esses associados a liberagdo de acetilcolina no hipocampo.”™

Figura 12- Estrutura quimica do Ro 04-6790 - antagonista do receptor 5-HT6.
~
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Fonte: autoria propria

Sabe-se que ao se administrar um antagonista muscarinico, todos 0s eventos
neurocelulares anteriormente mencionados podem ser suprimidos.”® De fato, a administracio
concomitante de atropina (antagonista muscarinico) e o antagonista Ro 04-6790 (Figura 12)
resultou na supressdo de bocejo. O mesmo resultado foi obtido substituindo a atropina pela
escopolamina (outro antagonista muscarinico).’

Varios outros estudos também evidenciaram que a funcdo do receptor 5-HTs poderia
estar relacionado & modulag&o do sistema colinérgico.”# 8 Esses grupos de pesquisas estudaram
os efeitos do bloqueio desse receptor e a relacdo com a acetilcolina e mostraram que a
administracdo de antagonistas do 5-HTeR, apds uma tarefa de aprendizagem, revertem o0s
efeitos amnésicos. Outras pesquisas apontaram’®8! que além da interacdo do receptor 5-HTs
com o sistema colinérgico, o seu bloqueio também aumenta a neurotransmissdo no sistema
glutamatérgico.

Evidenciada a importancia do receptor 5-HTs, entende-se 0 motivo pelo qual ele se tornou
um alvo de interesse na busca por novos antagonistas anti-amnésicos. Para planejar novos
farmacos, é necessario conhecer algumas caracteristicas intrinseca dos antagonistas desse

receptor®?, a saber (Figura 13):
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> Atomo ionizavel positivo (PI);

» Grupo aceptor de hidrogénio (HBA);

> regido hidrofébico (HYD);

> regido hidrofébico aromético (AR).

Geralmente, o grupo PI é representado por um anel piperazina; HBA é simbolizado por um
grupo sulfonamida ou sulfonil; HYD é constituido por varios anéis arométicos fundidos que

geralmente estdo ligados a halogénios, benzotiofenos ou indoles e o grupo AR é formado por

anéis aromaticos heterociclicos, tais como piridina, benzomidazoles ou quinolona.

Figura 13 - Caracteristicas dos elementos estruturais dos antagonistas do 5-HTsR. Vermelho: PI, Verde: AR;
Azul: HBA; Magenta: HYD
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Fonte: autoria propria

Na busca por novos antagonistas anti-amnésicos, tendo o receptor 5-HTs como alvo, esta
tese de doutorado esta centrada no planejamento de novos candidatos a antagonistas desse
receptor, usando ferramentas computacionais.

No processo de desenvolvimento de um novo farmaco e até mesmo no reposicionamento de
medicamentos, o0 uso de ferramentas computacionais tornou-se de extrema importancia. A
aplicacdo delas otimiza a busca por novos agentes terapéuticos, reduzindo o tempo e 0s custos
associados, além de aumentar a chance de sucesso. Por isso, tanto as industrias como as
academias estdo empregando-as em suas pesquisas para que assim consigam colocar no
mercado abordagens terapéuticas em tempo reduzido, sem deixar de lado sua eficacia e
seguranga. Para isso, varias técnicas sdo utilizadas, tais como, relacBes entre a atividade
biologica e a estrutura quimica (SAR), relacBes quantitativas entre atividade bioldgica e a
estrutura quimica (do inglés, Quantitative Structure-Activity Relationships, QSAR 2D, 3D, 4D),
ancoramento molecular (docking molecular), Dindmica molecular e modelagem por homologia

(predicdo das coordenadas tridimensionais de uma proteina).®®
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Capitulo 2

2 APLICACAO DE METODOS COMPUTACIONAIS NO PLANEJAMENTO DE
FARMACOS

Duas sdo as abordagens quando se deseja desenvolver farmacos - Abordagem focada no
receptor (do inglés, Structure-Based drug design - SBDD) e abordagem focada no ligante (do
inglés, Ligand-Based Drug Design- LBDD), quando ndo se conhece a estrutura do receptor.48°

2.1 Abordagem molecular focada no receptor

O planejamento baseado na estrutura do receptor (SBDD) langca méo das informacgdes
extraidas do arranjo topoldgico dos alvos moleculares (proteina, enzimas, DNA, dentre outros)
para propor novos compostos. Essas informacdes sdo oriundas das estruturas tridimensionais
(3D) obtidas via técnicas de raios X, estudos de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear),
microscopia eletrdnica ou modelagem por homologia (quando ndo ha estrutura 3D determinada

experimentalmente).86 87

2.1.1 Docking Molecular

O Docking Molecular € a principal abordagem SBDD utilizada no planejamento de
farmacos. Por meio dessa metodologia € possivel antever o processo de reconhecimento
molecular, bem como o mecanismo que rege a interacdo receptor- ligante. O ancoramento
molecular é foco de interesse tanto das universidades quanto da industria farmacéutica, uma
vez que 0 uso dessa técnica pode reduzir consideravelmente os custos associados a fase
experimental .

Conhecendo-se o sitio de ligacdo de um determinado alvo bioldgico, encaixa-se o ligante no
sitio, de modo que cada grupo do ligante € pareado com o grupo complementar no sitio ativo,
e entdo o programa busca pelo melhor ajuste do ligante dentro desse sitio®(Figura 14).
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Figura 14 - Processo de ancoramento molecular- a) sitio ativo; b) ligante; ¢) encaixe do ligante no sitio ativo
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Fonte: autoria propria

A energia do complexo receptor-ligante é estimada por meio das poses de ligagdo mais

provaveis. Sao duas as etapas empregadas nesse processo:

» Exploracao de um amplo espacgo conformacional, alcangando-se varios modos de ligagéo,
uma vez que no processo de reconhecimento molecular um grande ndmero de graus de
liberdade é obtido (referentes as mudancas conformacionais do ligante, receptor e solvente

envolvidos nesse processo);

» Previsdo precisa da energia de interacdo de cada um dos modos de ligacéo.

Os varios softwares focados em Docking molecular executam essas etapas por meio de um
algoritmo de busca, e os resultados séo avaliados por uma funcéo scoring (uma forma de avaliar
a energia livre de ligacéo).

No processo de busca conformacional, os parametros estruturais dos ligantes (flexibilizagéo
do ligante), tais como graus de liberdade torcional (diedral), translacional e rotacional sdo
modificados, e os programas usam diferentes métodos para realizar essa tarefa. Destacam-se

dois:

Método de busca sistematica: nesse método, variacdes graduais nas conformacdes do ligante

sdo realizadas. Posteriormente, o algoritmo investiga 0 cenario energético dos espacos
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conformacionais e apds varios ciclos de busca e avaliagdo, a solucdo minima de energia é
encontrada, correspondente ao modo de ligagdo mais provavel. A desvantagem desse método é
gue nem sempre a energia é convergida para um minimo global. Na maioria das vezes, a energia
é convergida para um minimo local. Essa desvantagem é superada dividindo o ligante em partes
e buscando pela melhor conformacéo para cada parte. Primeiramente, o fragmento principal
(denominado de Anchor) é docado no sitio de ligacdo, e as demais partes sdo adicionadas,
posteriormente. Esse tipo de método é incrementado em varios softwares, como DOCK, FlexX,
Glide, EUDOCK e Surflex .5

Método de busca estocastico: esse tipo de método realiza busca conformacional mediante
modificacdes aleatdrias nos parametros estruturais do ligante. Para isso, 0 algoritmo gera varios
ensembles com conformacGes moleculares aleatdrias, abrangendo uma ampla cobertura do
cenario energético. Isso impede que a solugdo final esteja atrelada ao minimo local e aumenta
a probabilidade de encontrar um minimo global. Varios algoritmos sdo implementados para
auxiliar nessa busca energética, como Monte Carlo, recozimento simulado (Simulated
Annealing) e algoritmos evolucionarios (algoritmo genético).

Nos métodos estocasticos, o algoritmo genético (AG) é o principal método implementado
nos programas para fazer a busca conformacional (os demais algoritmos, Simualted Annealing
e Monte Carlo sdo detalhados por Guedes e colaboradores.®® Inicialmente, 0 método AG
codifica todos os parametros estruturais da estrutura molecular (representando diferentes
conformac@es, cujos valores dos angulos torcionais sao atribuidos aleatoriamente). Cada
conformacdo corresponde a um cromossomo, e cada valor de angulo torcional representa um
gene (Figura 15). A partir desse cromossomo inicial, o algoritmo de busca gera uma populagao
inicial de cromossomos, cobrindo uma ampla area do cenario energético. Essa populagéo é
avaliada e os cromossomos mais adaptados (aqueles com os melhores valores de energia) séo
selecionados para a geracao da proxima populagéo. Esse procedimento diminui a energia média
do conjunto cromossdmico e transmite as caracteristicas estruturais favoraveis de uma
populacdo para outra, reduzindo o espaco conformacional a ser explorado até obter a

conformacao mais estavel.
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Figura 15 - Representacdo do funcionamento de um AG - atribui-se aleatoriamente valores a cada angulo torcional
(gene), sendo o conjunto desses valores representado por um cromossomo.
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Fonte: autoria propria

A predicdo da afinidade do ligante pelo sitio ativo do alvo bioldgico é realizada recorrendo-
se a funcbes de pontuacdo (scoring). A variacdo energética € dada pela constante de ligacdo
(Kd) e pela energia livre de Gibbs (G). A avaliacdo da energia € dada em funcdo dos parametros
fisico-quimicos, tais como interacbes moleculares, dessolvatacdo e efeitos entropicos. Dessa
forma, quanto maior o nimero de parametros avaliados, maior sera o custo computacional. As

funcBes scoring sdo categorizadas em:

Funcdes baseadas em campos de forca: esse tipo de fungédo estima a energia de ligacéo por
meio da soma dos termos ligados (estiramento das liga¢6es, angulos de ligacao e variacdo dos
diedros) e dos termos ndo ligados (interacdes eletrostaticas e de Van der Waals), transformando-
as em uma funcéo geral. Essas fungdes usam métodos ab initio para calcular a energia associada
a cada termo por meio de equagdes da mecanica classica. A maior lacuna deste tipo de funcéo
é a falta de avaliacdo para termos entrdpicos, devido a auséncia do solvente, o qual ndo é

contabilizado. Logo, ndo ha como estimar a energia de dessolvatacao.

Funcbes do tipo empirica: cada termo da funcdo descreve um tipo de evento fisico-quimico
envolvido na formagdo do complexo receptor-ligante. Estes termos incluem ligacdo de
hidrogénio, interacfes idnicas e apolares, efeitos de dessolvatacéo e efeitos entropicos.

As fungdes empiricas sdo construidas usando as andlises de regressdo linear multipla,
modelo construido com uma serie de complexos receptor-ligante com valores de afinidade de
ligacdo conhecidos. Posteriormente, as constantes de pesos geradas pelo método estatistico séo
usadas como coeficiente para ajustar os termos da equacéo. O problema desse tipo de funcéo é

sua dependéncia da precisdo de dados utilizados para desenvolver o modelo.

Funcdo baseada em conhecimento: esse tipo de fungdo usa pares de potenciais de energia

extraidos do complexo receptor-ligante para obter a fungéo geral. Estes potenciais sdo gerados,

41



considerando a frequéncia com a qual dois diferentes &tomos sdo encontrados dentro de uma
determinada distancia no conjunto de dados estruturais. Os diferentes tipos de interacdes sdo
observados e classificados de acordo com os pesos atribuidos (conforme sua frequéncia de
ocorréncia), e a funcdo score final é o resultado da soma dessas interacGes individuais. Como
esse tipo de fungdo ndo depende da reproducéo da afinidade de ligagdo (métodos empiricos) ou
calculos ab initio (funcBGes baseadas em campo de forca), ha um equilibrio entre precisdo e
velocidade.

Portanto, diante do conhecimento da técnica de docking molecular, bem como da experiéncia
em operar os diferentes softwares existentes no mercado relacionados ao ancoramento
molecular é possivel extrair informagdes importantes para auxiliar na selecdo de candidatos a
farmacos, além de planejar compostos com as caracteristicas quimicas adequadas para atuar

perante a um determinado alvo bioldgico.

2.1.2 Dinamica Molecular

E imprescindivel que se simule um sistema receptor-ligante levando em consideracio a
flexibilidade dos seus componentes, e assim predizer assertivamente o modo de ligacdo dos
candidatos a farmacos, bem como suas propriedades cinéticas e termodinamicas. Para esse fim,
lanca-se mdo da técnica Dindmica Molecular (DM), que consiste na computacdo dos
movimentos das particulas de um sistema molecular em funcdo do tempo. Esta simulacao
ocorre recorrendo-se a aplicacao da segunda lei de Newton, F=ma, que em notacdo diferencial
podemos escrever (Eq.1):

2
S, 1)
Em que V é a energia potencial da particula na posicao r. O lado esquerdo da equacdo 1 é o
negativo do gradiente da energia, denominado forca (F) da particula.*

As particulas em um sistema molecular interagem umas com as outras, logo, elas estdo
sujeitas a forcas interatdbmicas e intermoleculares. Todas as forcas que agem nas moléculas séo
descritas por uma funcdo matematica denominado campo de forca (descreve termos ligados
como distancia, angulo de ligagdo e angulos diédricos, além dos termos ndo-ligados, por

exemplo, interacdes de Van der Waals e eletrostaticas das moléculas) conforme descrito na
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Figura 16 e Eq.2. Existem varios campos de forcas com suas vantagens e desvantagens, cabendo
ao operador escolher aquele que melhor se enquadra ao problema que se deseja resolver.

Figura 16 - As particulas em um sistema molecular sofrem influéncia das forcas de outras particulas. Em DM,
todas as forcas, termos ligados e termos ndo-ligados, sdo acopladas em uma fungdo matematica denominada de
campo de forca.
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Os 3 primeiros termos da equagao 2 descrevem as variagdes na energia potencial como uma
funcdo do comprimento de ligacéo, angulo e torcao entre os atomos diretamente envolvidos na
ligacdo. Esses termos sdo representados pelo somatdrio do comprimento de ligacéo (1), angulos
(a) e angulos diedros (8) dos atomos envolvidos na simulag&o.®?

As contribuicGes de comprimento de ligacdo e angulos possuem a mesma forma funcional,

séo descritos por potenciais harmonicos com valores de referéncia 10 e «, constantes de forca
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Kl e Kw, respectivamente. No entanto, por causa da periodicidade intrinseca, 0s termos
torcionais sdo naturalmente definidos por uma série de cosseno de M termos para cada angulo
diédrico. Assim, n;;, € um parametro que descreve a multiplicidade (quantidade de minimos de
energia) do K-ésimo termo da série, 6, ;;, refere-se ao angulo de fase correspondente, e V; , € a
energia de barreira. Como todos esses pardmetros sdo atribuidos a atomos envolvidos
diretamente em uma ligacéo quimica, essas contribuicdes sdo denominadas de termos ligados.
O 4° e 5° termos na EQ.2 representam as interacdes de Van der Waals e eletrostaticas,
respectivamente, entre os 4&tomos, denominados de termos nao-ligados.%

Escolhido o campo de forca, para se analisar o movimento das particulas em fungdo do tempo
aplica-se uma determinada temperatura para alterar as posi¢cdes dos a&tomos no espaco (0
movimento das particulas deve ser o minimo possivel, de modo a considerar a aceleracdo quase
constante), e, entdo, a posicdo e a velocidade de cada aomo do sistema em estudo sdo
computadas. A partir desses resultados, retorna-se ao passo anterior e calcula a aceleragéo das
particulas para descobrirmos as novas posicdes e velocidades no tempo seguinte. Esse calculo
é repetido até se obter trajetdrias moleculares para todo o sistema em investigacdo, e para essa

tarefa aplica-se a expansdo de Taylor! (Eq. 3):

or 10%r , 10°r
Yijy1 =71 + E(At) + = (At) + gﬁ

2002 (Be)* + -

1 " ©)
T = 1+ v;(At) + Eal(At)z + gbi(At)3 + -

As velocidades v; sdo alcancadas empregando-se a primeira derivada das posicdes em funcéo
do tempo (dr/dt), a aceleragdo, a,é o resultado da segunda derivada em fungdo do tempo
(0%r/at?) , a hiperaceleragdo, b;, é a solugdo da terceira derivada, e assim por diante. As
posicdes em um intervalo de tempo anterior sdo obtidas a partir da aplicacdo da Eq. 3
substituindo At por -At (Eq. 4).

1 1 4
T = 1= vi(A) + 54y () — = b;(A0)* + -+ (4)

A expanséo de uma fungao f (x) pode ser determinada a partir da origem x=a com a#0 através da série de Taylor:
f@=f@+ fP@QG-a) + AL~ + 4D x—a)"
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Somando as equacdes 2 e 3, € possivel predizer a posi¢do da particula em um dado intervalo de

tempo posterior a partir do tempo atual, da posicédo e da aceleracdo atual (a aceleracéo, a;, pode

ser calculada a partir da forga), conforme mostra a Eq. 5.

Tit1 = (Zrl- - ri—1)i +a,(At)? +
F, 1dv

a=—=—————-
l m; midrl.

Este tipo de integracdo, dividida em pequenos intervalos de tempo ( At), é resolvida por meio

da aplicacdo de alguns algoritmos. Em Dinamica molecular, o algoritmo mais utilizado é o

algoritmo de Verlet® (Eq.5). Nele, as posicdes e aceleracdes das particulas no tempo t e as do

tempo anterior (t_;) sdo usadas para determinar as posigdes no tempo seguinte (¢,,).

O processo de simulacdo de um sistema por meio do método de Dinamica molecular

percorre varias etapas, conforme se observa na Figura 17:

Flgura 17 - Etapas percorridas em uma simulacdo usando DM
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Fonte: autoria propria
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Configuracéo inicial do sistema

E impossivel simular um sistema com o tamanho real, por isso a simulacéo é realizada com
0 menor numero de particulas possivel, de modo a reproduzir resultados semelhantes ao sistema
real. Para isso, o procedimento geralmente adotado ¢ “criar uma caixa de simulagdo” (espago
tridimensional em que todos os componentes do sistema sdo alocados), cujas dimensdes se
equiparem a densidade numérica (N/V) do sistema real %!

Um grande problema surge ao adotar esse procedimento, supondo que tenhamos um sistema
tridimensional com 1000 particulas, uma parte consideravel dessas particulas esta proxima as
paredes interagindo com o Vvacuo, e a outra parte estd no interior do sistema. No caso de
proteinas, a nossa intencao é simular o ambiente fisiolégico em que ela se encontra, e para isso
€ necessario impedir que essas particulas interajam com as paredes da caixa, ultrapassando-a.
As condicBes periddicas de contorno sdo os artificios empregados para contornar esse
problema. Varias caixas sdo replicadas em todas as direcdes, de modo a manter a periodicidade
do sistema. Dessa forma, apenas a caixa principal é simulada, e 0 movimento das particulas nas
réplicas se iguala ao das particulas na caixa central (Figura 18). Dito de outra forma, se uma
particula se move para fora da caixa principal, uma outra particula idéntica entrara pela direcéo
oposta, e assim 0 numero de particulas se conservara. Os efeitos das condi¢des periddicas de
contorno devem ser observados tanto nas equa¢fes de movimento quanto nos calculos de
interacdo. Apos cada passo de integracao, verifica-se se as coordenadas das particulas estdo
dentro da caixa, caso contrario suas coordenadas devem ser ajustadas, de modo que elas

retornem a caixa.®
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Figura 18 - CondicGes periddicas de contorno - nesse tipo de simulacdo, apenas a caixa central é simulada. Embora
o0 sistema seja delimitado, as particulas ndo interagem com as paredes da caixa, e assim consegue-se simular o
ambiente fisiologico de uma proteina, por exemplo
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Fonte: autoria propria

Escolha do campo de forca

A escolha do campo de forca é dificil, pois ha varios disponiveis na literatura, entre os quais
podemos mencionar 0 GROMOS, OPLS, AMBER, CHARMM.**®" Cada um deles foi
desenvolvido para reproduzir uma determinada propriedade de interesse. Entdo, € aconselhavel
conhecer bem o sistema em estudo para selecionar o campo de forca mais apropriado aos
interesses, de modo a obter resultados confiaveis.

Os campos de forcas possuem suas particularidades e limitac6es, sendo impossivel que um
determinado campo de forca reproduza todas as propriedades de um sistema molecular. Em se
tratando de sistemas bioldgicos, como proteinas, a escolha é ainda mais complicada, pois os
dados experimentais disponiveis sdo escassos. Diante dessa lacuna, as parametrizagdes sao
implementadas em um campo de forca mediante calculos ab-initio. Por exemplo, se quisermos
conhecer os parametros de Lennard-Jones (Eg. 6) para um dado residuo de aminodcido,
primeiro montamos um sistema de simulacdo com o amino&cido escolhido adicionado a
algumas camadas de hidratacao, e depois realizamos o calculo ab-initio. A partir dos resultados,
ajustaremos os parametros de Lennard-Jones (o primeiro termo entre colchetes na equagéo 6
descreve as forgas repulsivas, enquanto o segundo termo descreve as forcas atrativas) de modo

a reproduzir os mesmos resultados extraidos dos calculos.®*

Viy =4 € [(%)12 - (%)6] (6)
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Movimentacao das particulas (equilibracéo)

Anteriormente a simulacédo, o sistema sob investigacdo deve ser minimizado para que nédo
haja maus contatos entre suas particulas e estas cheguem a um estado de equilibrio com a menor
energia potencial possivel.

No caso de sistemas bioldgicos, como proteinas resolvidas via técnica de raios-X, quase
sempre a concentracgdo € superior a do ambiente fisiologico, e por isso, as particulas estdo muito
préximas umas das outras. Em outros casos, é necessario adicionar mais elementos para que o
sistema se assemelhe ao estado do ambiente fisiolégico (por exemplo, proteinas de
membrana).® Portanto, a etapa de equilibragdo é o passo necessario para que o estado do

sistema represente o objeto de interesse.

Ensembles e controle da simulagdo

Nas simulagdes usando DM, configura-se o sistema para que algumas de suas propriedades
sejam mantidas constantes. A escolha dessas configuracdes representa o estado do sistema
denominado ensamble. H& vérios tipos de ensembles, por exemplo, NpT, NVT, NVE ou uVT,
em que N, p, T, E e i sdo numero de particulas, pressao, temperatura, energia total do sistema
e potencial quimico, respectivamente.®!

A partir do ensemble escolhido, varias informacdes sdo obtidas em cada tempo de integracéo
(trajetdria das particulas), gerando varios gigabytes de informacdes, o que torna impossivel a
analise de cada resultado. Por isso, no final de cada simulacdo o valor obtido para uma dada
propriedade é, na verdade, a média de valores alcangados em cada passo da integracéo.
Portanto, quanto maior o tempo de integracdo mais informagbes sdo geradas e maior a

confiabilidade nos resultados.®?

Analise e interpretacdo dos resultados

A aplicacdo mais usual de Dindmica molecular no campo de biologia molecular é a
verificagdo da mobilidade ou flexibilidade de varias regides de um dado alvo molecular, ou
mesmo diante de estruturas, cujas coordenadas tridimensionais foram construidas via
modelagem por homologia, a simulagéo pode ser realizada para refina-la.®* E possivel, também,

averiguar o comportamento de outros ligantes, selecionados a partir de banco de dados®®1% ou
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planejado para atuar no alvo de interesse, dentro do sitio ativo ao longo da simula¢do. Nessa
mesma linha, pode-se avaliar o efeito funcional da mutagéo de alguns residuos de aminoacidos,
e a partir dai levantar hipoteses que posteriormente podem ser confirmadas ou refutadas via

abordagens experimentais.

2.1.3 Predicéo das coordenadas tridimensionais de uma proteina

E imprescindivel que se tenha as coordenadas tridimensionais do alvo bioldgico quando se
deseja planejar farmacos empregando métodos SBDD. No entanto, ainda que haja uma vasta
quantidade de estruturas 3D depositadas em banco de dados, tais como o PDB® (Do inglés,
Protein Data Bank), nem todos os alvos biolégicos sdo contemplados, uma vez que demanda
muito tempo para se obter a estrutura final, recursos, e outras vezes, essa tarefa é tecnicamente
dificil.

Na auséncia de estruturas 3D determinadas experimentalmente, a comunidade cientifica
lanca méo de protocolos computacionais para predizer as coordenadas tridimensionais dos seus
alvos de interesses. Os métodos para predicdo de estruturas sdo basicamente divididos em duas
categorias'®: baseado em template (do inglés, template-based) e os independentes de template
(do inglés, template-free).

No primeiro grupo, temos métodos de modelagem comparativa em que diante de uma
sequéncia alvo, o algoritmo empregado busca por sequéncias evolutivamente relacionadas,
cujas estruturas 3D ja sdo conhecidas. Esses métodos baseiam-se na assertiva de que proteinas
de uma mesma familia partem de um mesmo ancestral, e, portanto, possuem semelhancas
estruturais. Ainda nessa categoria, temos também o método de predicdo de enovelamento, em
gue embora as sequéncias de algumas proteinas apresentem baixa similaridade quando
comparada a outras sequéncias, elas podem ser estruturalmente semelhantes. O resultado final
para o alvo de interesse é obtido mediante a analise do tipo de enovelamento das estruturas-
templates, em que as propriedades, tais como, estrutura secundaria, polaridade das cadeiras
laterais e hidrofobicidade s&o avaliadas.'%*

Ja na segunda categoria, temos 0s métodos independentes de moldes que incluem os métodos
ab initio e de novo. Nessa categoria, as informagdes estruturais sdo obtidas via fragmentos de
proteinas, estruturas secundarias e potenciais estatisticos extraidos de alvos, cujas sequéncias

n&do apresentam similaridade com a sequéncia de interesse.1%
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Proteinas acopladas a proteina G estdo entre os alvos mais complexos quando se deseja
determinar suas estruturas tridimensionais. Como resultado, ha um grande hiato entre o nimero
de estruturas conhecidas e estruturas ndo resolvidas.?® As proteinas GPCRs sdo responsaveis
pela transducédo de sinais nas membranas celulares e controlam diversos processos fisioldgicos
e bioldgicos. Por isso, elas se tornaram os principais alvos para o planejamento de farmacos
associados a doencas do SNC.” Contudo, a ndo obtencio das estruturas cristalograficas de
varias de suas proteinas incorre no desconhecimento do mecanismo das suas funcdes no
organismo, e isso € um dos grandes gargalos que muitas vezes impedem o avanco das pesquisas
focadas em receptores GPCRs.

O receptor GPCR 5-HTe faz parte do grupo de alvos bioldgicos, cujas estruturas
tridimensionais ainda permanecem desconhecidas. No entanto, devido ao seu papel funcional
perante a déficits cognitivos, 0 numero de pesquisas envolvendo esse receptor tem aumentado
enormemente. Para prever a interagdo do 5-HTs com seus ligantes, os pesquisadores langam
mao de abordagens computacionais’*1%2-1% tendo como ponto de partida, a predicdo das suas
coordenadas tridimensionais usando algum dos métodos supracitados.

Para prever estrutura tridimensional de uma determinada proteina, varios servidores sao
disponibilizados na WEB para esse proposito, dos quais podemos citar o RaptorX!%, servidor
que se distingue dos demais pela acuréacia dos resultados obtidos. O RaptorX melhora a
qualidade do alinhamento entre o alvo de interesse e os templates selecionados mesmo quando
ha baixa similaridade entre eles, além de avaliar o resultado do alinhamento.’?” Diante dos
Otimos resultados, para se atingir os objetivos (Secdo 3) desta pesquisa, esse servidor foi o
escolhido para prever as coordenadas tridimensionais do receptor 5-HTe e assim explorar a
interacdo entre ele e os ligantes selecionados (Secéo 4).

2.2 Abordagem molecular focada no ligante

Na auséncia de informagdes experimentais acerca do alvo biolégico, a comunidade cientifica
emprega a abordagem baseada no ligante (LBDD) para o planejamento de farmacos. Para esse
fim, 0 método conhecido como Relagdo Quantitativa Estrutura-Atividade (QSAR) é o0 mais
amplamente usado no campo de LBDD, uma vez que a partir da aplicacdo desse método é
possivel obter importantes informac6es das partes das moléculas que mais contribuem para o
efeito biologico pretendido, reduzindo os custos e o tempo associados a realizacdo de

experimentos.
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2.3 Relagdo Quantitativa Estrutura-Atividade-QSAR

Métodos de QSAR sdao ferramentas computacionais usadas hd muito tempo, possuindo uma
vasta aplicabilidade, por exemplo, na academia, na industria, instituicbes governamentais, entre
outras. No entanto, 0 seu maior emprego ocorre na area de quimica medicinal 1%

Essas ferramentas sdo bastante Uteis para entender e explicar o mecanismo quimico
molecular entre o farmaco e o seu alvo. Uma vez entendido 0 mecanismo que rege essa
interacdo, a etapa seguinte é planejar e propor novos compostos que possam interagir
eficazmente com o alvo molecular e assim resultar no efeito bioldgico esperado.'®

De forma simplificada, o procedimento para gerar modelos em QSAR passa pelas seguintes
etapas: a) os compostos sdo selecionados e otimizados para que descritores (moleculares,
constitucionais, geométricos, eletrdnicos, etc.) sejam obtidos; b) os descritores sdo selecionados
para a construcdo do modelo; ¢) O modelo QSAR é construido e sua robustez ¢ avaliada; d) a
partir das analises do modelo obtido, novas moléculas sdo planejadas; €) o modelo QSAR

gerado é utilizado para prever a atividade bioldgica dessas novas moléculas (Figura 19).

Figura 19 - Etapas seguidas para a construcdo de modelos QSAR- selecdo de um conjunto de compostos, célculo
e selecdo de descritores, construcdo e validacdo do modelo QSAR, planejamento de compostos e predicdo da
atividade bioldgica
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Fonte: autoria prépria
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O objetivo da construcdo de modelos QSAR é relacionar a estrutura quimica a atividade
bioldgica de grupos de compostos com scaffold comum e assim identificar qual parte da
molécula mais contribui para desencadear o efeito biologico. Para isso, 0s substituintes sao
alterados ou removidos para verificar a importancia deles (a Figura 20 apresenta um composto

hipotético, no qual cada esfera colorida representa um substituinte diferente).

Figura 20 - Modificacdes estruturais realizadas em um composto hipotético
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bioldgica ocorre aplicando-se a seguinte equacéo (Eq. 7):

Atividade Biolégica = f(propriedades estruturais) (7)

A estrutura quimica esté relacionada a forma como 0s compostos sdo constituidos (tipos de
atomos) e dispostos no espaco tridimensional, j& a atividade bioldgica € uma medida realizada
em laboratdrio decorrente das rea¢fes ou interagdes quimicas entre um determinado composto
e seu alvo bioldgico, sendo essas as caracteristicas primordiais analisadas para determinar se
uma molécula é bioativa,%10°

Modelos QSAR nédo devem ser construidos indiscriminadamente. De acordo com a OECD
(do inglés, Organisation for Economic Co-operation and Development) varios modelos QSAR
foram gerados e utilizados em avalia¢fes de produtos quimicos e em vérias outras areas, mas
nem todos sdo modelos robustos, por isso que, em 2004, essa entidade elaborou um documento
de boas préaticas em QSAR, e em 2007 esse documento foi atualizado. Portanto, essas praticas

devem ser consideradas, quando se deseja construir modelos confiaveis.'°
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As praticas em QSAR geraram modelos de extrema previsibilidade e de grande importancia
na area de desenvolvimento de farmacos com varios casos de sucesso.'*' Tem-se como
exemplo, o Donepezil'®®, que, como mencionado (Figura 4d), é um farmaco usado como
inibidor da acetilcolinesterase, aprovado pela FDA em 1996. Portando, pode-se inferir, com
base nas aplicagdes bem-sucedidas, que essa técnica é bastante confiavel e pode ser aplicada

em Varias areas para solucionar varios problemas.

53



Capitulo 3

3 OBJETIVOS

Planejar novos antagonistas do receptor 5-HTs, potencial alvo para a doenca de Alzheimer,

empregando diferentes ferramentas computacionais.

3.1 Objetivos Especificos

> ldentificar e otimizar moléculas com atividade antagonista diante do receptor 5-HTeg;

» Calcular e selecionar descritores que mais contribuem para o entendimento do efeito

antagonista dos compostos;

» Gerar modelos QSAR;

» Construir as coordenadas tridimensionais do receptor 5-HTs € usar o método Dinamica

molecular para refinar o modelo gerado;

» Simular o ambiente fisioldgico do receptor 5-HTs por meio do método Dindmica molecular;

» Analisar as interacGes entre 0s compostos e o receptor 5-HTs por meio da técnica de Docking

molecular;

» Planejar novos compostos a partir das analises de estrutura-atividade e Docking molecular;

» Usar os modelos QSARs, previamente construidos, para prever a atividade bioldgica dos

compostos planejados.
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4 METODOLOGIA

A predicdo das coordenadas tridimensionais do receptor 5-HTe foi realizada no servidor
RaptorX1% e, posteriormente, o modelo 3D foi refinando via técnica de Dindmica molecular.®?
Os modelos QSARs 2D e 3D foram gerados usando diferentes metodologias, tais como, 0s
métodos PLS (Minimos quadrados parciais, do inglés, Partial Least Squares)!'®, COMFA%
(Anélise Comparativa de Campos de Interagdo Molecular, do inglés, Comparative Molecular
Field Analysis) e ANN?! (Redes Neurais Artificiais, do inglés, Artificial Neural Network).

Dois conjuntos de compostos foram selecionados'®'?? para a constru¢io dos modelos
QSARs. Para o primeiro conjunto (Tabela 2), os métodos PLS e CoMFA foram empregados,
enquanto para o segundo conjunto (Tabela 3), 0 método ANN foi aplicado. Concomitante a
construcdo dos modelos QSARSs, a técnica de Dindmica molecular foi aplicada para simular o
ambiente fisiologico do receptor 5-HTs e para isso um sistema membrana + receptor + ligante
foi construido, conforme descrito na Secdo 4.5. Posteriormente, 0s compostos mais ativos e
menos ativos de ambos os conjuntos foram escolhidos para proceder as simulagdes de Docking
molecular. Por Gltimo, por meio das analises estrutura-atividade e interacdes receptor-ligante,
novos antagonistas do receptor 5-HTg foram planejados e em seguida submetidos aos modelos
QSARs, previamente gerados, para que seus valores de atividade biologica fossem preditos.
Essas diferentes metodologias aplicadas aos dois conjuntos de dados mencionados podem
aumentar a probabilidade de encontrar potenciais antagonistas do receptor 5-HTs via estudos

experimentais.

4.1 Construgao das coordenadas tridimensionais do receptor 5-HTs

Para a construcdo do modelo 3D do receptor 5-HTeg, algumas etapas foram necessarias, a

saber:

» A sequéncia primaria do receptor 5-HTe foi obtida a partir do servidor NCBI (National
Center for Biotechnology Information)!?® e posteriormente submetida ao servidor RaptorX.1%
Este servidor faz uma busca em banco de dados por estruturas homdlogas ou parte de estruturas

com caracteristicas similares ao alvo de interesse;
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> O modelo gerado no RaptorX!® foi submetido ao servidor GalaxyRefine!?* para ser refinado
e para isso, 0 método de Dinamica Molecular foi empregado;

> Para a validagio externa do modelo, o servidor SAVES por meio do programa PROCHEK!?®

foi utilizado.

4.2 Construcao dos modelos QSARs (2D e 3D)

Inicialmente, um modelo QSAR-2D foi construido com um conjunto de moléculas (conjunto
1) e diversos descritores foram selecionados, tais como, descritores moleculares, topolégicos,
eletrnicos, indices topoldgicos, entre outros. Para avaliar os efeitos estéricos e eletrdnicos dos
antagonistas (conjunto 1) do receptor 5-HTs, um modelo QSAR-3D foi gerado por meio do
método CoMFA. Tanto para a construcdo do modelo QSAR-2D quanto para o 3D, o0 método
de regresséo linear PLS foi usado. Para avaliar o comportamento ndo linear dos compostos do
conjunto 2, o método ANN foi empregado para construir um modelo QSAR.

A aplicacdo dessas diferentes metodologias auxiliou no planejamento de novos compostos e
na predicdo de seus valores de atividade biologica, além de indicar o perfil ADME/Tox
(Absorgéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecéo/Toxicidade) de ambos, viabilizando futuros
estudos experimentais para certificar seus valores de afinidade bioldgica bem como suas

propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas.

4.2.1 PLS (Partial Least Squares)

O método PLS foi introduzido nos anos 80'*° tratando-se de um método bastante versatil,
tendo sua aplicabilidade em varios campos da ciéncia por ser empregado em analise de dados
multivariados. O foco do método esta em encontrar o subespaco linear das varidveis
explicativas, isto €, aimportancia de cada uma, dada em linguagem matematica, para a atividade
bioldgica.1?

No método PLS, os descritores sao representados pelas matrizes X, ao passo que a atividade
bioldgica é descrita pela matriz Y.*2” No método PLS, os descritores sdo representados pela
matriz X, a0 passo que a atividade bioldgica é descrita pela matriz Y. Essas duas matrizes séo

correlacionadas da seguinte forma (Eqg. 8):

56



Y= Bot Bix1 + Boxz+ - Pxm + f 8

Onde B ¢ o coeficiente de correlagdo e f se refere ao erro, pois € improvavel que y seja expresso
exatamente em termos de X.

Para cada conjunto de n amostras (i =1, 2, ..., n), temos (Eq. 9):

Vi = Bot Bixin + Baxiz + - BmXim + fi 9
Colocando em termo de Matriz, temos (Eq. 10):
y=XB+f 10
A matriz X é apresentada da seguinte forma (Eq. 11):

X=URVT
11
L=V

T=UR

Em que U é a matriz de score, V é a matriz de Loading e R € uma matriz bidiagonal (isto &, os

elementos acima da diagonal principal sao diferentes de zero).
Substituindo a equagéo 11 em 10 temos (Eq. 5):

B=VRUTy 12

Finalmente, é possivel predizer o valor de y para uma nova amostra a partir do seu valor de X
(Eq. 13):
Ypredito = novoB = Xnovo VR_IUTy 13

O PLS encontra 0 nimero otimo de variaveis latentes (VL) por meio de um procedimento
denominado de validacdo cruzada (Cross-Validation). A validagéo cruzada avalia a capacidade
de generalizacdo do modelo de um conjunto de dados. Nesse procedimento, o conjunto de dado
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é dividido em subgrupos de tamanho N para a constru¢do de varios modelos. O célculo é
executado sempre com a exclusdo de um dos subgrupos para impedir o super ajuste
(Overfitting). Todo esse procedimento é realizado para encontrar modelos que sejam acurados
e confiaveis e que tenham eficiéncia diante da inclusdo de novas amostras.'?® A Tabela 1 mostra
0s parametros estatisticos avaliados que direciona a escolha do nimero 6timo de varidveis

latentes, e, consequentemente, obtencdo de modelos confidveis.

Tabela 1 - Pardmetros estatisticos analisados para validar internamente o modelo QSAR-2D

Parametros estatisticos Descricao
Press = Z(yiexp — Yiwa)?  Soma dos quadrados dos erros de previsao.
1
SEV = [PRfSS]Z Erro padrdo de validaco.
-
SEC = XWical = Yica)”|? Erro padrdo de calibragio.
I-VL-1
R 2
2 Z(Yiexp - yival) Coeficiente de correlacdo de validacédo
N 2 r .
Z(yiexp ymean) ¢ uzada

1'2 _ Z(yiexp - yical)2

N 2
Z(yiexp B ymean)
Viexp representa o valor experimental de Y da i-ésima amostra;
Yival representa o valor predito de Y pelo modelo construido sem a amostra i;
I é o nimero de amostras do conjunto utilizado na validagdo cruzada;
Yical representa o valor calculado de Y da i-ésima amostra com todas as amostras do conjunto;
Ymean representa o valor médio de Y.

Coeficiente de determinacdo maltipla.

4.2.2 Anélises Comparativa de Campos Moleculares (CoMFA)

E importante construir modelos QSAR-3D, uma vez que importantes informagdes (como
propriedades estéricas e eletrostaticas) séo extraidas a partir das analises entre a estrutura
tridimensional e o efeito bioldgico intrinseco dos compostos selecionados para o estudo. Um
dos métodos QSAR-3D amplamente empregado é o CoMFA, desenvolvido por Cramer e
colaboradores.'?° Nesse método, os campos moleculares (campos estéricos e eletrostaticas) sio
analisados e relacionados a resposta biologica, partindo-se de uma premissa fundamental - em
nivel molecular, as interacbes nao-covalentes sdo as responsaveis por produzir o efeito
bioldgico requerido. Para se construir modelos QSAR-3D usando 0 método CoMFA, todos 0s

ligantes de interesse sdo colocados em uma caixa retangular e por meio de uma sonda
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introduzida em cada ponto de intersec¢do da caixa, a energia de interacdo entre os ligantes e a
sonda é calculada em cada ponto. O resultado final corresponde as propriedades eletrostaticas
(Coulombic) e estéricas (van der Waals), as quais serdo tidas como os descritores para a
construcdo do modelo QSAR-3D. Estes descritores sdo correlacionados a atividade bioldgica
por meio do método PLS (também empregado para o desenvolvimento de modelos QSAR-2D),
o qual indica quais as contribuicOes eletrostaticas e estéricas sdo favoraveis ou desfavoraveis

para a propriedade bi6loga de interesse.'?

4.2.3 Redes Neurais Artificiais

Aprendizagem de maquina (do inglés, Machine Learning) é uma das abordagens
computacionais mais céleres para se obter os resultados pretendidos, além de ser eficiente e
apresentar baixo custo computacional. A relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
biolégica dos compostos sdo processadas via algoritmo de reconhecimento padrao, e 0 modelo
obtido é posteriormente utilizado para prever a resposta bioldgica de novas entidades quimicas.
Convencionalmente, essa relacéo era avaliada por meio das analises de Hansch, os quais séo
modelos de regressao linear. No entanto, a relacdo entre essas variaveis nem sempre sao tidas
como lineares, o que dificulta uma analise mais assertiva. Sendo assim, Redes Neurais
Artificiais € um método amplamente empregado para modelar variaveis, cuja relacdo pode ndo
ser linear.1?

ANNs sdo modelos matematicos inspirados no funcionamento do neurénio biolégico, em
gue os sinais de propagacdo sdo ativados via neurotransmissdo (interacdo entre as células
neurais).*® Basicamente, cada neurdnio recebe varios sinais de entrada (para 0 nosso problema,
esses sinais sdo 0s descritores) e a esses descritores sdo atribuidos pesos, 0s quais sdo
processados por meio de uma funcgdo ponderada (funcdo peso). O produto das entradas pela
soma ponderada dos pesos é submetido a uma funcéo de transferéncia, também conhecida como
funcéo de ativagdo.'®! Estas sdo as responsaveis por permitir a obtencdo da resposta (para nosso
problema, predi¢do da atividade bioldgica). Caso a resposta seja ruim, isto €, caso a rede ndo
tenha sido bem treinada, todo o processo € refeito, 0s pesos sdo atualizados até que se obtenham
uma boa resposta, e assim um modelo robusto e com poder de previsibilidade satisfatério pode

ser encontrado (Figura 21).
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Figura 21 - Estrutura geral de uma Rede Neural adaptada para construcdo de modelos QSAR

Descritores
Pesos
Funcao de
— — ativacao
X, q W, \
X, q—- W, —_—
X, q w, / Propriedade
- = Soma ponderada biologica

dos pesos

Fonte: autoria propria

ANNSs aprende a relagdo entre input (descritores) e output (propriedade bioldgica, pKi) por
experiéncia, cujo treinamento ocorre por meio de um determinado algoritmo de aprendizagem.
Resumidamente, esse treinamento ocorre da seguinte forma: a atividade neuronal € estabelecida
por pesos sinapticos que determina a resposta bioldgica (pKi) e entdo, a partir dai, o erro é
conhecido. Se os erros alcangados forem demasiados, podemos tentar reduzi-los fazendo
pequenas alteragdes nos pesos sinapticos (Eq.14) e posteriormente, a rede é retreinada para se

obter um modelo robusto. 32133

AWi,j,n = Fn + aWi,j,n_l 14

Onde AW; ; se trata da modificagéo no peso para cada no da rede, a € o fator momentum e F é
a funcdo peso atualizada, cujo papel € informar como os pesos sdo alterados ao longo do
treinamento.'®* Para essa pesquisa, o algoritmo de Levenberg-Marquardt (L-M) foi utilizado
como funcdo de atualizacdo de peso, o qual interrompe automaticamente o treinamento da rede

quando ha aumento exacerbado no erro.1%

4.3 Conjunto de dados

Dois conjuntos de compostost>12? foram escolhidos para a constru¢éo dos modelos QSAR.
Para o primeiro conjunto (Tabela 2), os modelos QSAR 2D e 3D foram construidos usando 0s
métodos PLS e COMFA.
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Tabela 2 - Conjunto 1: estrutura e atividade biologica dos antagonistas do receptor 5-HTs

H
®
N~ Os //O

N
H
Intervalo de valores de pK;:
6.87-8.87

A @QQQE

6 7 8 9 10 11
F Cl
872 8.26 8.77 8.28 8.40 9.00 '

Intervalo de valores de pK;
7.92-9.05

O\Q\

H\Q\Q\O\Q

A

8.59

O
HN Osz 20
Oi= " O

N

L )
N

L]

H 8.96

7.96
\'N
N
N H 25

Intervalo de valores de pK;:

F3C\©\

o

21 ¢ 22 23 24
Cl Me MeO
° \Q\ \©\ \©\
"R ) 6.96 7.57 6.91 '

6.96-8.34 6.68
30
Oy 28 ~ o0 O
N S
Of Q Ol J
A\
198
N
Intervalo de valores de pK; 8'80 \ 8.77
8.49-8.80
o 29 33 32
HN Osor
O~ g O N %% C
T ROUERS G
N
N 8.54 . N
Intervalo de valores de pK;: 8.72 N 8.77
8.54-8.72

61



Tabela 2- Continuacio

R Ri1=Me Ri=H

8.74 (34) | 8.54(35)

8.74 (36) 8.54 (37)

O
““C@'
|\\1' O

R,

([

8.85(38) | 8.34 (39)

e 8.70 (40) | 8.12 (41)

a5 | 16 CcF,

42 43 44
@\ : cl : Br
7.80 7.66 8.30 7.96 7.92
\
N
47 48 49 50 51
R_ Br MeO F.C F.CO
5 O T, Q. Q. o
N . . . . .
A 8.05 7.47 8.00 8.10 8.52

Intervalo de valores de pK.:

O =zx

6.68-6.34 52 53 54 55 ¢ 56 ¢
F cl cl
sUNer=Ih o Gl o
. cl . .
9.00 8.70 7.46 8.15 OMe 7.62

HN
‘.‘_O ST 58 59

H Br F F
E Q.
O’/ \\O \
N [ ] [ ]
H

7.44 7.24 6.88
Intervalo de valores de pK|:
6.88-7.44

*Qs compostos do conjunto teste estdo destacados em azul.
Fonte: Da Silva e colaboradores.'%®

A Tabela 3 apresenta o conjunto de compostos selecionados para a constru¢do do modelo

ANN. Para garantir que o modelo seja estatisticamente robusto, esses compostos foram

divididos em conjunto treino, teste e validagdo. Em adicdo, para comprovar o poder preditivo

do modelo, além do conjunto teste, um conjunto externo (Tabela 4) foi selecionado a partir do

banco de dados ChEMBL® e 0 modelo ANN foi usado para prever os valores de atividade

bioldgicas desses compostos.
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Tabela 3 - Conjunto 2: estrutura e valores de atividade bioldgica dos antagonistas do receptor 5-HTs selecionados
para a construcdo do modelo ANN (nesse conjunto, 0s compostos do conjunto teste estdo sublinhados e os do

conjunto validacdo estdo destacados em azul)

Compostos 1a 23

1 2 3 4 5 6 7
H 2— 3— 44— 3—CJ 2 F 3—F
8.22 7.99 T.72 8.67 7.79 8.11 7.24
Ay
N
3 8 9 10 1 12 13
N . CH, . IT-
a—f  4< #—CH;  3-0-CH, 4-0-CH; 4'-0C-F
) CH, E
8.02
% 8.06 8.22 7.53 7.60 6.82
— I —
0=38= 14 15 16 17 18 19 20
6'| 2 sc=y 2—F 3—F 2—F 2 2-ci 2
5N 73 - 4'—F A—F 6'—F 4—c| 6'—Cl 4—F
¥ R
7.04 752 6.92 7.19 7.55 7.00 7.54
Intervalo de valores de
pK;= 6.82 a 8.67 21 22 23
2, 5-0-CH, 2,5 —CH, @
7.04 7.19 7.94

Compostos 24 a 57

\
N

5 4
RU—
Sy
TN
0-5-0
6' | 2
5. ¢3
4 R®
Intervalo de valores de
pK~=6.62 a 8.79
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Tabela 3- Continuacio
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
25 - 5
4—Cl 4—cl 4—c|  5—Cl 6—Cl  6—Cl 5—F 5—F 5—F
CH, \ L F
CH3 - . 4—F H 4— 4 2= 4=
<en, T2 |_<CH3 792 8.04 .
8.04 7.51 7.63 7.76 7.45 7.22 8.40
41
34 3_5C|.| 36 37 38 39 40 cH
5— [ CH; CH CH £t o
— 3 3 5—
CH, 4= 5—0 5—0’ 5—0 5—0 O,CHa
4% CH, o 4—F P ) CH; 5 H
CH; 4= < 4—F
CH; 7.74 8.70 CHj 8.37
7.56 7.94 7.84 8.79 8.30
42 43 44 45 46 47 48 49
oH CH,
CH,3 CH CH, 3 _CH CH;  H,C-CF; g—0
5—0’ 5—0’ 5-0 5—0 5—0" "% 5—0 |
5—0O CH
— 4—CH ICHS & ,F3 o 4,{ 3
4 @ 3 4—0 -0 4— CHs3
7.99 8.1 7.81 7.74 7.42 7.44 7.02 7.44
7
50 51 52 53 54 55 56 5
,CH; 2—Cl
o’CH3 5—on ° OH 5—0H 5—NO, 5— 2—CH;, o
6— 4'
CHs 4—F 2 2— 4—F CHs
4—F 2= 4
CH; 7.46 6.70 6.71 7.25 753
6.62 7.73 7.30
Compostos 58 a 60
59
N
5 4 ,CHs CH
R CH; 5—0 5—0
N 5—0
&/ 0\
> N CH,4
| ' 4'—< .
0=5=0 2'— 4 —F
CH,
6' "2
SN 3 8.24 8.70 8.11
4r R3
Intervalo de valores de
pK=8.11 a 8.70
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Tabela 3- Continuacio

Compostos 61 a 64

5 4 2—
RIS ) 8.17
el 4 '
N
o 64
0=5=0 cH,
6'| =2 5—0
23 H
TR 8.06

Intervalo de valores de

62

CH;
5—0

8.77

cH, 170

Compostos 65 a 67

63 65

CH,

CH, 4—F <N

Cry
@

56> 67 \

oF
:

pK=8.17a7.70
Compostos 68 a 76
R4 R3 Rj pK;
68 H H H 8.12
69 H 2'— H 8.35
R,
' CH- .
&N\X 70 5.0 3 H 2'— 8.89
R15*""4 ) CH %CHii
A 71 ~H3 H 4 8.24
el /[ 5-0 CH,
7N
—§= 72 5—0’CH3 H 4 —F 8.16
6' 2
1 | 1 /0
SN 3 73 H 2 — 6.44
4 R
Intervalo de valores de
PK;=6.41 2 8.89 74 H Hc=0- M 2'— 6.41
|
8 H ©/\ 2'— 6.88
CH _
6| g o 3 H,C—F CH, 6.46
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Tabela 3- Continuacio

Compostos 77 e 78

[N
N
5 4
RL—
N/
7
0-5-0
6' | =2
5L 73
4 R
Intervalo de valores de
pK=6.40 a 6.54
i7 18
5— 5=
2'— 3
6.40 6.54

Compostos 79 a 81

R,
"
N
it
6, 4 %
7Y
=0
6" =0
N
Intervalo de valores de
pK=6.46 a 7.02
R4 Ra R3 X Y Z pK;
79 H H|2— N CH| CH| 7.02
80 H CH; H CH| N | CH| 658
81 |5_o-CH3| CHy |2—Br| CH | CH | N | 646

Fonte: Da Silva e colaboradores.1%”

Para certificar o poder preditivo do modelo ANN-QSAR, os seguintes compostos foram

selecionados (Tabela 4):

Tabela 4 - Estrutura molecular dos compostos usados para verificar o poder preditivo do modelo ANN-QSAR

ID ChEMBL R1 R pKi
2159470 : 6.59
= SO
N (o]
2159464 PORRS 6.06
(o] F
2159456 N~ 5.56
) O
|
RN
60669 o7l 8.00
| Ny
R, oy K/N\
434365 (P 7.42
NH,
378656 «/é 7.77
H,N
0\
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Tabela 4- Continuacio

ID ChEMBL R1 R2 pKi
433461 (N 7.33
H H
NH, \O
62193 f'" 6.21
S or
46071 » 7.92
SNTNTNT
o// \\o H H
H
154641 NN 0 ﬁ:[B’ 8.60
\,N Br Br
© F F
347335 . Wg;( 6.80
Br
F
F Ho O
2159481 .)[N) O 6.49
NH
NN O
24474 NH, [ 9.94
Br
NH
482748 CH;4 o° 7.54
H (\\NH
95136 F /:‘jij"\/ 8.85
ID ChEMBL R, R1 X Y pKi
1834222 N @ * 7.04
R, .- :
1834351 CHj X H cl 7.04
Y F
ID ChEMBL X z R pKi
3260792 ’ 0 N CH, H 7.32
(X v,
3260806 HN_J N CH o cl 5.72
3260790 R CH CH CH, H 7.16
ID ChEMBL R1 R2| Rs X Y pKi
484164 CHs cl H CH CH 8.55
506736 "y {@ CHs . H CH CH 8.16
482990 YRR, K . H CH N 8.37
483559 H H . N CH 7.94
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Tabela 4 — Continuacéo

OH
) —~O
HO P\ °
Nx/

CHEMBLA411
5.22 CHEMBLS08

5.30

o N0 F
O A0y
N H
IO 0
F L CHEMBL2159463

CHEI;’[flL402143 5.42

/
OH

NH,

A ‘

CHEMBLA413049
6.76

Fonte: Da Silva e colaboradores.1%”

4.4 Simulagdo de Docking molecular

As simulacdes de Docking molecular foram realizadas no Glide!® (pacote incluido no
programa Maestro) com o sistema receptor e os ligantes mais ativos € menos ativos,
respectivamente, de ambos os conjuntos (C15 e C25- conjunto 1, C70 e C67- conjunto 2). O
modulo Protein Preparation Wizard (PPW) foi usado para adicionar hidrogénios, manter o pH
em 7 e adicionar cargas aos residuos. O sitio ativo do receptor 5-HTe foi definido usando o
maodulo Receptor Grid Generation e uma caixa de tamanho 10 x 10 x 10 foi construida. Para
essa simulacdo, a funcdo de score XP extra precisdo foi escolhida e ao final, uma avalia¢do dos

principais tipos de interagdes entre o receptor e 0s compostos mencionados foi realizada.
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4.5 Simulagdes de Dinamica molecular

O receptor 5-HTe ancorado ao ligante C15 do conjunto 1 foi embebido dentro de uma
membrana para simular o seu ambiente fisiolégico (Figura 22). Posteriormente, o sistema foi

submetido ao procedimento de Dinamica molecular.

Figura 22 - Simulacdo de Dinamica molecular- a) Representacdo de todo o sistema: membrana, moléculas de
agua, receptor e ligante; b) representacéo do sistema sem a membrana POPC; c) visualizacdo do receptor, ligante
e membrana; d) representacdo do sistema sem as moléculas de dgua

b)

Fonte: simulacdo realizada em colaboracdo com o prof® Guedmiller Souza de Oliveira da Universidade Federal
de Uberlandia.

A membrana selecionada para simular o ambiente biologica foi a do tipo POPC
(fosfatidilcolina, nome completo- 1-plalmiloil-2-oleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina) 90° x 90° e 0
modelo de solvatacdo usado na simulacdo foi do tipo TIP3P (do inglés, Transferable

Intermolecular Potentials). Para a simulagéo, o programa NAMD verséo 2.14b1° foi usado,

140

e as seguintes condigdes periddicas de contorno foram empregadas:(i) Pistdo Langevin*" para
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ajuste de pressao em 1,0 atm; (ii) ensemble do tipo NVT a 290 K (termostato Langevin) durante
5 ns; (iii) para correcdes de longo alcance, um corte de distancia de 12 A usando o formalismo
de soma de Ewald'*! foi utilizado. A estabilidade numérica durante a trajetoria foi alcancada
utilizando o ponto de corte mencionado. Ap6s a primeira etapa (i), um equilibrio NPT foi
executado ao longo de 20 ns. (iv) O volume médio obtido em (iii) foi usado para realizar a
simulacdo usando o ensemble NVT para obter uma nova trajetéria em 5 ns. Todos 0s
componentes foram parametrizados empregando-se o protocolo de campo de forca

CHARMM36.142 Em seguida, os resultados foram analisados usando o software VMD.#3

4.6 Procedimentos

Para alcancar 0s objetivos pretendidos, seguimos 0s seguintes procedimentos

computacionais:

» As estruturas dos compostos (Tabelas 2 e 3) foram construidas e otimizadas por meio do
pacote Gaussian 09'#, utilizando o método DFT (do inglés, Density Functional Theory). O
B3LYP® e 6-31G (d,p)**¢ foram o funcional e as fungdes de base, respectivamente, escolhidas

para proceder com os calculos das propriedades eletrdnicas da estruturas dos compostos;

»  Os descritores eletronicos, como energia dos orbitais HOMO (Orbital de maior energia
ocupado, do inglés - Highest Occupied Molecular Orbital) e do LUMO (Orbital de menor
energia desocupado, do inglés - Lowest Unoccupied Molecular Orbital), foram extraidos a

partir dos resultados dos calculos realizados na etapa anterior;

» Os descritores topoldgicos, geometricos e constitucionais foram calculados por meio do

software e-Dragon*’;

» Os descritores foram previamente selecionados por meio da aplicagdo de uma matriz de
correlagdo (correlacdo entre os descritores e a propriedade biologica). Aqueles que
apresentaram coeficiente de correlagdo de Pearson menor que 0,3 (em modulo) foram

excluidos;
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> A técnica de algoritmo genético'®® foi utilizada para realizar uma segunda selegdo de
descritores. A partir dai, selecionamos 0s descritores que mais contribuem para a propriedade
bioldgica, mas na etapa que antecede a construcdo do modelo final, uma anélise de
autocorrelacdo entre eles foi realizada para excluir um dos descritores que contém a mesma

informagao, e assim evitar redundancias;

> Os modelos QSARs foram construidos por meio dos softwares Pirouette versio 3.10'%’,
Sybyl 18.2'%° e MatLab R2015a'*;

» Todos os modelos foram avaliados interno e externamente para garantir a robustez e o poder

preditivo de ambos;

> O modelo tridimensional do receptor 5-HTs foi construido no servidor RaptorX'% e

posteriormente, refinado por meio da técnica de Dinamica molecular;

» Um sistema com o receptor, ligante, moléculas de agua, ions e a membrana bioldgica foi

construido para simular o ambiente fisioldgico do receptor;

> A técnica de Docking molecular foi aplicada por meio do programa Glide!® para avaliar as
principais interacdes entre o receptor e os ligantes, estes foram escolhidos com base nos seus

valores de pK;;

» A partir das analises dos modelos QSARs e das informacOes extraidas das interacdes

receptor-ligante, novos antagonistas do receptor 5-HTs foram planejados;

» Os novos compostos foram submetidos a analises do perfil ADME/Tox para avaliar suas
propriedades drug-likeness por meio do modulo QikProp® do pacote Schrodinger. A
acessibilidade sintética desses compostos também foi explorada pelo servidor SwissADME®?

a fim de avaliar o grau de dificuldade para sintetiza-los.
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Capitulo 5

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Construgéo das coordenadas tridimensionais do receptor 5-HTe

O servidor RaptorX!% para construir um modelo tridimensional de um determinado alvo
bioldgico faz uma varredura nos principais bancos de dados para encontrar homologos da
sequéncia query (alvo a ser modelado). A partir dai, um alinhamento é realizado para identificar
as partes mais conservadas do alvo de interesse quando comparado a outros alvos de uma
mesma familia (para o estudo em questdo o alvo é 5-HTs, familia GPCR). No entanto, vale
salientar que o servidor RaptorX!® usa diferentes metodologias, como por exemplo
aprendizagem de méaquina para fazer essa varredura, e, portanto, a busca por alvos homologos
para realizar o alinhamento nédo se limita a alvos de uma mesma familia. A Figura 23 apresenta
um tipo de alinhamento entre o receptor 5-HTs e alguns outros alvos pertencentes a familia

GPCR, em que nas regibes conservadas o grau de similaridade é maior.

Figura 23 - Alinhamento realizado entre a sequéncia priméria do receptor 5-HTs e alguns outros alvos GPCRs.
Nesse alinhamento, a regido em vermelho sdo os residuos conservados, aqueles que estdo na mesma posicao entre
todos os alvos biolégicos
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Fonte: autoria propria
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A Figura 23 apresenta o alinhamento entre alguns alvos, aqueles que apresentam grau de
identidade maior, no entanto, varios outros alvos também foram usados para o alinhamento, e
assim, informac@es confiaveis foram extraidas para a constru¢do do modelo.

Para identificar as regiGes conservadas, 0 método de vetores de suporte de maquina (SVM),
técnica de aprendizagem de maquina, foi utilizado por meio do servidor MENSAT-SVM. 153
Essa técnica é utilizada para construir modelos de classificacdo, para esse caso, 0 modelo foi
construido com varias proteinas pertencentes a uma mesma familia, aumentando, dessa forma,
o0 grau de confiabilidade nas informacdes extraidas. A Figura 24 mostra as regides conservadas
da proteina 5-HTes e 0 nUmero de residuos para cada regido, aléem das regibes variaveis, loop
intra (ICL) e extra (ECL) celular.

Figura 24 - Regides conservadas e varidveis do receptor 5-HTs
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Fonte: autoria propria

Apo6s o alinhamento, as coordenadas tridimensionais do receptor 5-HTs (Figura 25) foram
construidas, mas uma parte das coordenadas ndo apresentou alinhamento satisfatério com
outros alvos e por isso, optou-se por deixa-la de fora, sem prejuizo para o entendimento da

interacdo receptor-ligante, uma vez que a parte excluida ndo faz parte do sitio de ligacéo.

Figura 25 - Modelo construido e suas regides conservadas

Fonte: autoria propria
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O servidor SAVES foi utilizado para avaliar a qualidade do modelo obtido, esta ocorre por
meio da analise do gréfico bidimensional Ramanchadran (Figura 26). O diagrama
Ramanchadran mostra as regides permitidas (regides coloridas) e proibidas (regides em branco)
para todos os residuos de aminoacidos. A analise da rotagdo desses angulos de tor¢des (v € ¢)
determina as regides que sdo permitidas, em que o angulo entre a ligacdo do carbono a ¢ o
nitrogénio é referente ao angulo phi (¢), ao passo que o angulo psi (y) é aquele entre a o carbono

o e o carbono da carbonila.

Figura 26 - Qualidade estereoquimica do modelo tridimensional do receptor 5-HTg
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Fonte: Autoria propria

A analise da qualidade estereoquimica do modelo mostra que 99,4% dos residuos de
aminoacidos se encontram em regides favorecidas, sendo que 93,7% deles estdo em regides
muito favorecidas, 5,7% em regides permitidas e 0,5% em regides desfavorecidas (regides em
branco). Para que um modelo seja considerado confidvel, é necessario que pelo menos 90% dos
residuos estejam em regibes favorecidas. Com base nessa recomendacgdo, infere-se que o
modelo gerado possui boa qualidade e pode ser utilizado em futuras analises que requerem a
estrutura 3D do receptor. No entanto, como ainda existem alguns residuos de aminoacidos em
regibes ndo permitidas, o modelo foi refinado usando o servidor GalaxyRefine!?* para garantir
que a estrutura tridimensional do receptor 5-HTs seja confiavel. O GalaxyRefine?* primeiro
reconstréi todas as conformacdes das cadeias laterais, as re-empacota e posteriormente relaxa
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a estrutura vérias vezes por meio de simula¢des de Dinamica molecular em curtos intervalos de
tempo.!?*

A Figura 27 mostra a diferenca entre o primeiro modelo construido e o refinado, indicando
gue o modelo final realmente apresentou melhoras significativas. Essa comparacao se deu por
meio do calculo do potencial estatistico denominado DOPE (do inglés, Discrete Optimized
Protein Energy) que avalia a qualidade de um modelo 3D construido por método de predicao.
O potencial DOPE foi originado a partir de andlises de varias proteinas com estruturas

tridimensionais conhecidas, tendo, portanto, sua eficacia comprovada quando comparado a
varios outros potenciais.’>*

Figura 27 — Comparagdo do modelo refinado por meio do calculo da energia DOPE
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Fonte: autoria propria

Para comprovar a performance do modelo final, outra avaliagéo externa foi realizada no
servidor SAVES. Conforme visto na Figura 28, o resultado final mostra que o0 modelo refinado
realmente é superior ao inicial.
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Figura 28 - Avaliacdo externo do modelo do receptor 5-HTe depois de refinado via método DM
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Fonte: autoria propria

Os resultados da segunda anélise da qualidade estereoquimica do modelo 5-HTs mostraram

que 100% dos residuos de aminoacidos se encontram em regides favorecidas, dos quais 96,6%

deles estdo em regides muito favorecidas e 3,4% em regides permitidas. Portanto, como o

modelo do receptor 5-HTe gerado passou por ambas as verificagdes interna e externa, 0 mesmo

pode ser utilizado em futuros procedimentos que requerem sua estrutura tridimensional.
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5.2 Geracgao dos modelos QSAR

Os modelos QSARs foram construidos com dois conjuntos de compostos (Tabelas 2 e 3),
conforme resultados apresentados a seguir. Todos 0os compostos foram otimizados para que 0s
descritores eletrénicos como, momento de dipolo, energia do ponto zero, polarizabilidade
eletronica, energia dos orbitais de fronteiras (HOMO e LUMO) dentre outros fossem obtidos.
Além desses descritores, outros foram calculados, como o0s descritores topolégicos,
geomeétricos, constitucionais, indices de conectividade, etc. Ao total, obteve-se 1250 descritores
para cada conjunto de dados. Em razdo dessa imensa quantidade de descritores, uma pré-selecao
foi realizada por meio do calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson, a fim de excluir

aqueles menos correlacionados a atividade bioldgica.

5.2.1 Primeiro conjunto de compostos

Os descritores menos correlacionados ao pKi foram excluidos, permanecendo 181. Estes
foram submetidos a técnica de algoritmo genético para que aqueles mais relevantes fossem
selecionados para a construcdo dos modelos QSAR-2D. A partir da técnica AG, foram gerados
100 modelos, variando-se o nimero de geracdo e o critério de corte (relacionado a correlacdo
entre os descritores), dos quais, escolheu-se aquele que apresentou os melhores parametros
estatisticos, conforme pontuado na Tabela 5.

Tabela 5 - Pardmetros estatisticos analisados para escolher os descritores que participardo do modelo QSAR-2D
Descritores selecionados RSP F | g™
X5s0l, BEHM3, MATS6p, MATS1v, RDF140m, GATS8e, Eiumo | 0,90 | 0,3 | 34,47 | 0,75
Coeficiente de correlacdo; "desvio padrdo; ‘teste F; “coeficiente de correlagio da validagdo cruzada.

Os valores dos descritores para cada composto do conjunto 1 (Tabela Al- Apéndice A)
foram calculados na plataforma E-dragon®® (excecdo feita aos descritores eletronicos). A
Tabela 6 apresenta a classe e o tipo de descritor selecionado para a construgdo do modelo
QSAR-2D.
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Tabela 6 - Definicdo dos descritores selecionados e classe para a qual eles pertencem

Descritor Classe Definicao
X5sol Topolégico indice de Conectividade de Solvataco, chi-5.
BELM3 BCUT Menor autovalor n.3 Ade_l Matriz de Burden/
ponderada pela massa atémica.
MATS6p autocorrelacdo de Moran de lag 6 ponderada pela

polarizabilidade.
2D autocorrelacdo autocorrelacdo de Moran de lag 1 ponderada pelo

MATSLv volume de van der Waals.
GATSSe autocorrelacdo de Geary gu.tocorrelagéo de lag 8
ponderado pela eletronegatividade de Sanderson.
RDE140m RDF Funcdo de distribuicdo radial- 140/ ponderado pela
massa.
ELumo Eletrbnico Energia do orbital LUMO

O modelo foi construido com 43 compostos no conjunto treino, validado internamente por
meio dos procedimentos de validacdo cruzada e y-randomizacao e por ultimo, procedimentos
de verificacdo externa foram realizados para mensurar seu poder preditivo (para essa
verificacdo, 16 compostos foram usados-Tabela 3). A Tabela 7 apresenta os parametros
estatisticos obtidos a partir do método PLS, escolhendo-se o modelo que alcangou os melhores

parametros (resultado em negrito -Tabela 7).

Tabela 7 - Valores dos parametros estatisticos analisados para a selecdo do melhor modelo

VL2 %\Var® SEV® PRESSva® SEC® PRESSca’ g% rn
1 29,16 0,39 6,18 0,36 4,93 0,71 0,77
2 43,78 0,39 6,09 0,31 3,61 0,74 0,84
3 49,60 0,39 5,97 0,31 3,51 0,74 0,85
4 65,29 0,40 6,53 0,32 3,48 0,72 0,85
5 79,40 0,41 6,65 0,32 3,46 0,72 0,85
6 90,81 0,40 6,45 0,32 3,46 0,72 0,85
7 100 0,40 6,47 0,33 3,46 0,72 0,85

aVariavel latente; °Variancia percentual acumulada; °Erro padréo de validagdo; “Soma dos quadrados dos erros de
previsdo de validacdo; °Erro padrdo de calibracdo; "Soma dos quadrados dos erros de previsdo de calibragéo;
9Coeficiente de validagdo cruzada; "Coeficiente de determinagdo multipla.

De acordo com a literatura, modelos confiaveis devem apresentar g>> 0,5 e r2> 0,6.1561%7
Com base nessa premissa, escolheu-se 0 modelo que atingiu os maiores valores de g° e r? e 0s
menores valores de SEV, Pressval, SEC e Presscal.

O peso de cada descritor esta representado na Figura 29 e observa-se que 0s descritores que
apresentam valores positivos contribuem diretamente para a atividade bioldgica, isto €, em geral
guanto maior o valor do descritor, maior a afinidade bioldgica da molécula. Mas vale salientar
gue, as vezes, 0S cCompostos mais ativos nao se relacionam com os descritores que os descrevem
de uma forma tao linear quanto se espera, uma vez que o0 peso dos demais descritores também

influencia na resposta bioldgica. Dentre os descritores com coeficiente positivo, temos 0 X5Sol,
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BELm3, MATS6p e GATS8e, ja os descritores que apresentaram coeficiente negativo sdo
MATS1v, RDF140 e ELumo.

Figura 29 - Contribuicdo de cada descritor para o vetor de regressdo relacionado ao modelo PLS
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Fonte: autoria propria®®

Anaélises de deteccdo de outlier foram realizadas para garantir que o0 modelo ndo apresente
amostras com comportamento discrepantes que possam influenciar em sua robustez. Essa
analise é realizada por meio do gréfico de residuos de Student (resultado da razéo entre o residuo
de uma amostra e o seu desvio padrdo) versus leverage (peso da influéncia de uma determinada
amostra no modelo), como é mostrado na Figura 30. A linha vertical (vermelho) se refere aos
valores de leverage e as linhas horizontais representam o intervalo em que os valores de
residuos de Student devem permanecer para serem considerados aceitaveis. Como mostra a
Figura 30, apenas os compostos C24 e C41 apresentaram valores de residuo de Student fora do
limite requerido, no entanto esses compostos ndao foram considerados como amostras atipicas,
pois os desvios observados séo infimos e além do mais os valores de leverage estdo dentro do

limite considerado aceitaveis.'®®
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Figura 30 - Deteccdo de outlier no modelo QSAR-2D

1wty
i

[
2
4 €36

M:E' i
Cia s
o3

il

ca
26
«

57
39

-1 4

Student residual

56
iy

ci4

|
o

0.0

Fonte: autoria propria*®

T T T T
0.3 0.4
Leverage

0.5

0.6

Para certificar que o modelo ndo apresenta correlacdo ao acaso, dois graficos foram

construidos (r versus g2 e r versus r?), em que r é o coeficiente de correlacéo absoluto entre os

valores de y original e y randomizado. Espera-se a partir desse procedimento que o valor do

intercepto para ambos os graficos seja menor que 0,05 e 0,3, respectivamente. Conforme mostra

a Figura 31, esta condicéo foi atingida (r versus g°= -0,491 e r versus r>= 0,0760), atestando

gue o0 modelo possui boa consisténcia interna e portanto, € estatisticamente confiavel.

Figura 31 - Analise estatistica da robustez interna do modelo QSAR-2D obtido
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y=0.0760 + 0.4854x

r (pal, y)

b) Irl versus r*

O teste de y-randomizacdo foi realizado 80 vezes e ao final, espera-se que o modelo

randomizado tenha baixa qualidade estatistica, mostrando que o modelo real ndo foi obtido ao

acaso. De fato, 0 modelo randomizado apresentou valores de g2 e r? insignificantes (Figura 32).
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Figura 32 - teste de y-randomizacdo aplicado ao modelo
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Fonte: autoria propria®®

Além da validacdo interna, o modelo QSAR-2D foi avaliado externamente, em que foi
obtido r?ese = 0,79 (Figura 33) e portanto, a predicdo do efeito antagonista dos compostos do
conjunto externo € mais uma prova do poder preditivo do presente modelo, mostrando que ele
pode ser usado para predizer valores de atividade bioldgica de potenciais antagonistas do
receptor 5-HTe.
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Figura 33 - Predicdo dos valores de pK; para 0s conjuntos treinamento e teste
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5.2.1.1 Anélise dos descritores selecionados para a constru¢do do modelo QSAR-2D

A relacdo entre a estrutura molecular de um composto e seu valor de atividade bioldgica
contribui para o entendimento das possiveis interacGes desses compostos com um dado alvo
bioldgico, além de indicar quais grupos sdo mais favoraveis para aumentar determinado efeito
bioldgico. Portanto, uma analise extremamente importante quando se emprega métodos QSARsS
é a compreensao do papel de cada descritor e como as informacdes extraidas deles explicam o
efeito bioldgico dos compostos. As analises a seguir mostram como cada um dos descritores
selecionados para a construcdo do modelo QSAR-2D se relaciona com o efeito antagonista dos

compostos sob investigacao.

X5sol: indices de conectividade de solvatagio estdo relacionados & entropia de solvatago e
mostram a dispersdo no ambiente bioquimico.'®® Para o modelo, conforme ja mostrado (Figura
29), o descritor X5sol tem contribuicdo positiva, isto €, aumentando o valor desse descritor, 0
valor de pK; também aumenta. No entanto, a relagdo observada ndo foi tdo linear quanto a
esperada, pois conforme analisado, entre os trés compostos mais ativos (C15, C11 e C20, pK;
igual a 9,05; 9,00 e 8,05, respectivamente - Figura 34), aquele com o menor valor de pK; (C20)
apresentou o maior valor para esse descritor (X5sol = 9,45). A diferenga mais acentuada entre
esses compostos esta na regido destacada em vermelho (Figura 34), para a qual percebeu-se que

quanto maior a hidrofobicidade nessa regido (maior a entropia no ambiente bioquimico), maior
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o valor desse descritor. No entanto, parece que h4d um certo limite, pois ha grupos muito
volumosos nessa regido com caracteristicas hidrofébicas que ndo contribuem para o efeito
biolégico esperado. O composto C25 apresenta grupo volumoso demais na referida regido
(Figura 35), apesar de manter as caracteristicas hidrofébicas necessarias, mas apresenta 0 menor
valor de atividade bioldgica (pKi= 6,68), mostrando que é preciso ter ponderagdo ao se
adicionar grupos hidrofobicos, pois a0 mesmo tempo que esses grupos contribuem para
aumentar a resposta biologicas, se eles forem demasiadamente volumosos, o efeito biologico

diminui.

Figura 34 - Estrutura molecular dos trés compostos mais ativos do conjunto de dados
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Fonte: autoria prépria 3

BELm3: este tipo de descritor pertence a classe de descritores BCTU, desenvolvidos por
Burden'®®, em que os parametros de Burden sdo organizados em uma matriz que inclui
informac@es a respeito do nimero atdmico de cada atomo e o tipo de ligacdo para os atomos
ligados e ndo ligados. Além disso, descritores dessa classe descrevem a geometria dos
compostos e codificam varias propriedades em um unico valor. O descritor BELm3 € ponderado
pela massa atdmica, tendo contribuicdo positiva para a atividade biolégica e conforme
observou-se, 0s compostos com maiores valores de massa molecular detinham os maiores
valores de atividade bioldgica. Contudo, grupos muito volumosos na posicdo R com maiores
graus de liberdade ndo séo tolerados nesta posic¢ao, por exemplo, os compostos C15 e C25
apresentam 0 menor e maior grupo nesta posicdo, € o maior e menor valor de pK;i,

respectivamente (Figura 35).

83



Capitulo 5

Figura 35 - Diferencas estruturais entre 0 composto mais ativo e menos ativo do conjunto de dados
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Fonte: autoria propria

2D Autocorrelacdo (MATS6p, MATS1v e GATS8e): os descritores MATS6p, MATS1v e
GATS8e séo ponderados pela polarizabilidade, volume de van der Waals e eletronegatividade,
respectivamente. O primeiro e o ultimo descritor contribuem positivamente para o efeito
biolégico, ao passo que 0 segundo possui uma relacdo inversa. Tais descritores podem ser

obtidos a partir da aplicacdo da seguinte equacdo (Eq.15):

b
AC= f f ). f(x + Ddx 15

Em que f (x) é relacionado a qualquer propriedade fisico-quimica para cada atomo da molécula
e 0 conjunto de atomos sdo representados como pontos discretos no espaco e a propriedade
atdbmica (por exemplo, polarizabilidade, volume de van der Waals e eletronegatividade) € uma
funcdo de avaliacdo desses pontos.

Em geral, os maiores valores do descritor MATS6p foram atribuidos aos compostos mais
ativos, o mesmo foi observado para o descritor GATS8e que esta relacionado a
eletronegatividade, e de fato, essa propriedade contribui muito para o entendimento da interacdo
entre alguns ligantes e o receptor 5-HTs, conforme serd mostrado na Secdo 5.4. Em relagdo ao
descritor MATS1V, os menores valores desse descritor estdo associados aos compostos mais
ativos, e como ele esté relacionado ao volume de van der Waals, observou-se mais uma vez que
0s compostos com substituintes menores na posi¢do R (Figuras 34 e 35) tem 6timos valores de

pKi e por isso podem interagir mais eficazmente no sitio ativo do receptor 5-HTe.
RDF140m: a funcdo de distribuicdo radial de um composto pode ser entendida como uma

distribuicdo de probabilidade de encontrar um atomo em um volume esférico de raio r. A

equacio 16 mostra como o descritor RDF ¢ obtido®®!:
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N-1 N

gr)=f z Z AjAje BT’ 16

i j>1

Onde N representa o nimero de &tomos; f é um fator de escala; A é a propriedade atdbmica do
atomo i e j; r;; € a distancia entre os atomos i e j; e B € um parametro de suavizagao
(matematicamente, esse parametro assegura que a funcdo terd um bom comportamento). A
propriedade atdbmica de interesse para a presente analise se trata da massa atbmica dos atomos
i e j e os maiores valores desse descritor foram assinalados aos compostos menos ativos. A
explicagdo para isso, novamente, esté relacionada ao tamanho do grupo R ligado ao substituinte
sulfonil (Tabela 2).

ELumo: Sabe-se que os menores valores da energia LUMO séo atribuidos a compostos com
maior capacidade de aceitar elétrons'®*1%° sendo assim, analisou-se os orbitais LUMOs dos
compostos mais ativos para averiguar as regides com maior densidade eletronica. As analises
indicam que as regides mostradas na Figura 36 podem ter papel destacado ao interagir com o
receptor 5-HTs e importantes informacdes podem ser extraidas, o que de fato ocorreu, conforme
discutido na Segéo 5.4.

Figura 36 - Orbitais LUMOs dos compostos mais ativos

a) Cl15 0 C3

d) C20 f) C52

Fonte: autoria prépria®®
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5.2.1.2 Andlises QSAR-3D

A fim de entender as caracteristicas estéricas e eletrostaticas dos compostos que
influenciam a propriedade biolégica, um modelo QSAR-3D foi gerado usando 0 meétodo
CoMFA. Inicialmente, esse modelo foi construido usando os parametros padrdes do software
Sybyl 8.2 (Tripos, Inc)'*®, em que foi selecionada a opgdo de focagem de regifo de maneira a
refinar e melhorar estatisticamente 0 modelo. De fato, ocorreu uma melhora significativa no
resultado final do modelo, como pode ser comprovado pelos parametros estatisticos mostrados

na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados estatisticos para os modelos “sem focagem” e melhor focagem encontrada

Parametro estatistico Sem focagem w=0.5/d=1.0A
g%.00 0,449 0,810
r2 0,976 0,988
SEE 0,099 0,072
SEP 0,451 0,280
E 0,478 0,564
S 0,522 0,436
N 2,000 6,000

g%Loo = Coeficiente de validagéo usando o método leave-one-out; SEP = Erro padrdo de predigdo; N = NUmero
de componentes principais geradas a partir do método PLS; r?= Coeficiente de predigdo; SEE = Erro padrdo de
estimacdo; S = Contribuicdo dos campos estéricos; E = contribui¢do dos campos eletrostaticos; w = peso de desvio
padrédo; d = Fator grid de distancia.

Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que o melhor modelo obtido, utilizando
as técnicas de focagem de regido, foi o que possui um espacamento de 1,0 A e o peso de 0,5
entre os pontos do grid, além dos seguintes pardmetros estatisticos: g°.oo = 0,810; SEP = 0,280;
PCs= 6; r’=0,988; SEE = 0,280; S = 0,430; E= 0,564. Essa analise demonstra a importancia de
utilizar as metodologias de focagem, ja que houve melhora significativa na qualidade estatistica
do modelo, e os resultados indicam que 0 modelo obtido apresenta consisténcia interna aceitavel
e que ndo ha diferenca aprecidvel entre as contribuigdes dos campos estereoquimicos e
eletrostaticos. A Figura 37 apresenta o grafico dos valores de pKj experimentais versus preditos
a partir da metodologia CoMFA para 0os compostos dos conjuntos de treinamento e teste.
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Figura 37- Valores de pK; experimentais versus preditos obtidos a partir do modelo COMFA
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T T T
75 8.0 8
pK, experimental
Fonte: autoria propria*®
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Embora ndo se tenha como comparar os resultados, pois metodologias diferentes foram

utilizadas para a construcdo dos dois modelos (QSARs-2D e 3D), os compostos selecionados

para o conjunto teste s&o os mesmos para ambos os modelos. Conforme apresentado na Tabela

9, os valores da validago externa (r?preq = 0,705) mostram 6tima concordancia entre os valores

de pKi experimentais e preditos, e, por isso os valores de residuos também sdo pequenos,

atestando que o modelo QSAR-3D gerado é robusto e tem boa capacidade preditiva.

Tabela 9 - Residuos calculados para 0s compostos do conjunto teste

Composto pKi experimental pKi predito Residuo
C1 6,87 7,504 0,6342
C3 6,87 7,611 0,7405
C4 7,06 7,492 0,4324
C5 7,32 8,056 0,7355
Cc7 8,26 9,013 0,7526
C8 8,77 8,761 -0,0094
C18 8,59 8,258 -0,332
C20 8,96 8,531 -0,4291
C21 7,96 7,933 -0,0271
C22 6,96 7,495 0,5352
C29 8,54 8,245 -0,2952
C30 8,77 8,872 0,1018
C42 7,80 7,919 0,1187
C47 8,05 8,035 -0,0148
C52 9,00 8,177 -0,8232
C54 7,46 7,846 0,3858
C58 7,24 7,732 0,4922
C59 6,88 7,462 0,5818
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Apos as andlises estatisticas das validagbes externas, confirmando a boa capacidade
preditiva do melhor modelo CoMFA obtido, foram visualizados os mapas de contorno 3D.
Esses mapas permitem a visualizacdo das regifes com maiores contribuicdes estereoquimicas
e eletrostaticas, as quais podem lancar luz para o entendimento das diferencas entre os valores
de afinidade bioldgica das estruturas moleculares do conjunto de dados (Tabela 2). Os mapas
foram construidos para trés compostos, escolhidos com base em seus valores de atividade
bioldgica, a saber: menos ativo (C25), efeito antagonista moderado (C47) e o mais ativo (C15),

conforme visto nas Figuras 38 a 40.

Figura 38 - Andlises das contribuicdes eletrostaticas e estéricas para 0 composto 25. a) contribuicdes eletrostaticas
positivas (azul) e negativas (vermelho) para a atividade bioldgica, respectivamente; b) contribui¢Ges
estereoquimicas favoraveis (verde) e desfavoraveis (amarelo) para a atividade bioldgica, respectivamente

a) Electrostatic b) Steric

Fonte: autoria propria®®

Percebe-se que ha uma competicdo entre as contribuicdes favoraveis e desfavoraveis
(contribuicbes estereoquimicas — Figura 38b) na regido HYD (substituinte trifluormetil-
benzeno) do composto C25. Andlises anteriores (Secdo 5.2.1.1) apontaram que substituintes
com caracteristicas hidrofobicos sdo bem tolerados nessa regido, no entanto o fator volume
influencia negativamente na resposta bioldgica. Na regido Pl percebe-se a importancia de
grupos com atomos ionizaveis, como por exemplo o nitrogénio da piperazina que apresentou
contribuicdo favoravel para a atividade biologica.

Ja para contribuicgdes eletrostaticas positivas, os dois anéis das extremidades apresentaram-
se favoraveis para a atividade bioldgica, e os poliedros proximos ao grupo sulfonil apresentam
contribuicbes eletrostdticas negativas, sugerindo substituicdes por um grupo carregado

eletrostaticamente negativo.
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Figura 39 - Analises das contribuicdes eletrostaticas e estéricas para 0 composto 47

a) Electrostatic b) Steric

Fonte: autoria propria*®

A regido vermelha préxima ao a&tomo de nitrogénio e ao enxofre sugere que substituicdes
por grupos eletronegativos podem contribuir favoravelmente para a atividade bioldgica. A
regido proxima ao nitrogénio 2 da piperazina sugere uma significante contribuicdo estérica,
contudo, a conformacdo do composto mostra um grande impedimento estérico, uma vez que 0s
dois anéis das extremidades, piperazina e benzeno, estdo bem proximos, aumentando o volume

da regiéo.

a) Electrostatic b) Steric

Fonte: autoria propria®

A grande area em azul indica que substituicdes por grupos eletropositivos podem
favorecer a atividade bioldgica. Contudo, nas extremidades existem 2 anéis aromaticos que
também apresentam impedimento estérico. Devido a ressonancia dos anéis aromaticos, ha essa
grande contribuicdo favoravel eletrostaticamente (por grupos eletropositivos). A regido com o
sulfonil apresentou contribuicdes eletrostaticas negativas para a molécula.
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A primeira etapa para a construgdo do modelo ANN- QSAR seguiu 0 mesmo protocolo do

implementado para a geracdo do modelo QSAR-2D (Segdo 5.2.1). 181 descritores

permaneceram apos a selecdo dos descritores via coeficiente de correlacdo de Pearson, nUmero

ainda considerado grande e por isso, a técnica de algoritmo genético foi empregada para

selecionar os descritores mais relevantes para a construcdo do modelo. Para essa tarefa, foram

gerados 200 modelos variando alguns parametros estatisticos, tais como: nimero de geracao

(Gi— 600 a 1000), numero de descritores (5 a 9) e critério de correlacdo entre os descritores. A

partir dai, escolheu-se os seguintes descritores (Tabela 10):

Tabela 10 - Pardmetros estatisticos analisados para a selecdo dos descritores

Gi_| Critério Selecdo dos descritores Ra SP Fe g™
600 0.9 JhetZ, BEHmM2, GATS3p, GATS1p, RDF025u, Au, 077 045 1313 052
H3v, Exomo(-2)

2Coeficiente de determinacdo multipla; Pdesvio padréo; ‘teste F; Ycoeficiente de validacdo cruzada.

A geracdo igual a 600 indica o numero de vezes que o AG buscou pelos melhores descritores,

o critério 0,9 mostra que os descritores mais correlacionados entre si foram excluidos,

permanecendo apenas um deles para a geracdo do modelo. A Tabela 11 apresenta os descritores

selecionados, a classe e a definicdo de cada um (os valores dos descritores para cada composto

do conjunto 2 estdo no Apéndice B - Tabela B1).

Tabela 11 - Definicdo dos descritores selecionados para a construcdo do modelo ANN -QSAR

Descritor Classe Definicdo
- indice do tipo Balaban a partir da Matrix
JhetZ Topologico Z/ponderado pela distancia de matrix
BCUT (Burden- CAS University of Maior autovalor da matrix de Burden de
BEHmM2 . ~
Texas Eigen values) n-2 / ponderado pela massa atbmica.
Autocorrelacdo de Geary - lag 3/
GATS3p ponderado pela  polarizabilidade
. atémica.
2D Autocorrelation Autocorrelacdo de  Geary  -lag
GATS1p 1/ponderado  pela polarizabilidade
atémica.
x C . Funcdo de distribuicdo radial -
RDF025u RDF (Funcéo de distribuicdo radial) 25 /unweighted.
Au WHIN (Weighted Holistic Invariant A total size index/unweighted
Molecular)
GETAWAY (Geometric Topology and Autocorrelagdo  de HA _de laga/
H3v - ponderado pelo volume atbmico van der
Atom Weights Assembly) Waals
Enomo(-2) Eletrbnico Energia do orbital HOMO.2
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Para a construcdo do modelo ANN-QSAR, foi usado a rede do tipo Perceptron multicamada
(do inglés, Multilayer Perceptron -MLP) com a arquitetura 8-20-1 (8 neurdnios na camada de
entrada, 20 na camada intermediaria, 1 na camada de saida). As func¢des de transferéncias que
apresentaram 0s melhores resultados foram logsig-tansig e o algoritmo de treinamento
selecionado foi o Levenberg-Marquardt (LM). O préprio algoritmo divide a rede em trés
conjuntos: treinamento (70%), teste (20%) e validacdo (10%), além disso, um modelo com
todos os compostos também foi gerado para que seus valores de R? sejam comparados aos R?
dos demais conjuntos. Conforme mostra a Figura 41, ambos os valores de R? estdo proximos e,
portanto, os requisitos de boas praticas em QSAR foram atendidos.*®

Figura 41- Valores de R? obtidos para o conjunto total e treinamento

Training: R>=0.82 All: R*=0.80
1 T T T T K 1 T T T T
® Dan . ® Data _."‘
Fit 0. L Fit ~e
UL S Y =pK (Exp) ® . O8] asessssnsne Y =pK;(Exp) o 0%
LAY A -
% 4
2 -
S ]
3 2
7] ~
= 2
=5
0.2
0 0 0 0.4 0.6 0.8 1 A - *
0.2 0 0.2 04 0.6 0.8
Experimetal pK Experimental p}\"_
I

Fonte: autoria préopria®

A Figura 41 mostra que os modelos gerados a partir dos conjuntos treinamento e total
explicam 82% e 80%, respectivamente, das informag0es originais de ambos os modelos. A
linha pontilhada (magenta) representa o resultado ideal, em que os valores de pK; preditos séo
iguais aos valores experimentais, ja a linha azul (conjunto treinamento) e preta (conjunto total)
representa o melhor ajuste encontrado pelo modelo ANN-QSAR.

Para garantir a robustez do modelo, o poder preditivo e a qualidade de ajuste do modelo,
dois outros conjuntos foram gerados (Figura 42), os quais apresentaram valores de R?este = 0,82
e R?alidacao = 0,81. E importante observar que ambos os valores de R? (conjunto total, treino,
teste e validagdo- Figuras 41 e 42) permaneceram proximos um do outro, provando que 0
modelo € consistente e, portanto, pode ser utilizado para predizer valores de pKi de novas

amostras. O conjunto teste € usado como uma prova robusta que certifica a capacidade preditiva
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do modelo ANN-QSAR e o conjunto validacdo € necessario para garantir que nao haja
superajuste na rede neural. Entende-se ainda que este conjunto pode agir como um
procedimento de validacdo cruzada, uma vez que 0s erros obtidos sdo usados para estimar a
capacidade preditiva do modelo, bem como sua consisténcia interna. Além do mais, uma vez

que se obtenha erros exacerbados, a rede pode ser retreinada de modo a se obter melhores
resultados.

Figura 42 - Valores de R? obtidos para o conjunto teste e validagéo
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Fonte: autoria propria®’

A performance neural foi avaliada por meio da analise do MSE (Erro Quadrado Médio, do
inglés, Mean-Squared Error) para o conjunto treinamento, teste e validacdo (Figura 43).
observa-se ainda que havendo um aumento significante no MSE do conjunto validacdo, o
algoritmo LM trava automaticamente o treinamento da rede, indicando que a rede deve ser
retreinada para se obter resultados confiaveis.
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Figura 43 - Erro quadrado médio obtido para os conjuntos treinamento, teste e validacdo em funcéo do nimero
de iteracOes
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Fonte: autoria propria®’

O ponto verde mostra a melhor performance da rede neural, em que se obteve o menor MSE.
Como esperado, para que um modelo ANN seja considerado satisfatorio, o valor de MSE para
0 conjunto treinamento deve estar abaixo dos valores de erros dos demais conjuntos, além do
mais, se a curva de erro do conjunto teste for consideravelmente maior do que a do conjunto
validacdo, entdo é possivel que haja superajuste no modelo. Provando a confiabilidade do
modelo ANN-QSAR, esses achados ndo foram atingidos, conforme observa-se na Figura 43.

A Tabela 12 contém os valores de pK; preditos para todos os compostos do conjunto teste e
0s erros associados, em que a grande maioria dos compostos exibiram erros menores que 5%,

mostrando mais uma vez que o modelo gerado possui boa capacidade preditiva.
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Tabela 12 - Valores de pKi preditos para todos os compostos do conjunto teste

Composto | pKiexperimental | pKi predito | Residuo absoluto | Residuo relativo%
11 7,53 7,52 0,01 0,13
21 7,04 7,28 -0,24 3,41
25 7,51 7,64 -0,13 1,73
27 7,76 7,58 0,18 2,32
28 7,45 7,51 -0,06 0,81
35 7,94 7,90 0,04 0,50
36 7,84 8,01 -0,17 2,17
42 7,99 7,93 0,06 0,75
52 7,30 7,57 -0,27 3,70
68 8,12 7,86 0,26 3,20
73 6,44 6,32 0,12 1,86
75 6,88 6,82 0,06 0,87
76 6,46 6,64 -0,18 2,79
77 6,40 6,24 0,16 2,50
78 6,54 6,16 0,38 5,81
81 6,46 6,15 0,31 4,80

Uma outra andlise considerada essencial, € a deteccdo de amostras com comportamentos

anémalos. Como resultado, observa-se a partir da Figura 44 que nenhuma amostra apresentou

esse comportamento, sendo esse um teste adicional para certificar que o modelo apresenta

consisténcia interna, e, portanto, confiabilidade.

7=

6—

5—

Instances

-0.282

Figura 44 - Detecc¢éo de outlier para todos os compostos do conjunto 2
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Fonte: autoria propria®
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O procedimento de y-randomizagdo também foi realizado, no qual as amostras foram

randomizadas 80 vezes, além de teste de leave-one-out para cada repeti¢éo. Os resultados para

esse teste mostram que os valores de g2 e r? sdo insignificantes (Figura 45) diante do modelo

real, provando que o0 modelo ANN- QSAR néo foi obtido ao acaso.
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Figura 45 - Verificacdo da consisténcia interna do modelo ANN-QSAR
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Fonte: autoria propria®’

Apbs ser submetido a varios procedimentos estatisticos, O modelo ANN-QSAR foi usado
para prever a atividade bioldgica de varios antagonistas do receptor 5-HTs, selecionados a partir
do banco de dados ChEMBL, certificando o poder preditivo desse modelo. Os resultados
obtidos s&o bem proximos aos valores de pK; experimental, conforme mostrado na Figura 46 e
Tabela 13.

Figura 46 - Valores de pKi experimental versus preditos pelo modelo ANN-QSAR para 0s compostos
selecionados do ChEMBL
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Experimental pK;

Fonte: autoria propria®’
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Salienta-se que o0 modelo ANN-QSAR construido obtive valor de pKi para 0 composto
215945 (codigo ChEMBL — Tabela 13) igual ao experimental, sendo esse teste uma prova
indubitavel da capacidade preditiva do modelo diante de moléculas com atividade antagonista
perante ao receptor 5-HTs.

Ressalta-se ainda que os compostos (411, 808, 402143, 2159463, 2159456 e 3260806 —
Tabela 13), cujas caracteristicas estruturais diferem das propostas por Lopes-Rodriguez e
colaboradores® (Figura 13) possuem baixos valores de pKi e 0 modelo ANN-QSAR foi capaz
de predizer os seus valores de pKi dentro de uma pequena margem de erro, conforme mostra a
Tabela 13.

Tabela 13- Valores de pKi preditos pelo modelo ANN-QSAR
Cddigo CHEMBL pKi experimental pKi predito Residuo absoluto

411 5,22 5,38 -0,16
808 5,30 4,29 1,01
62193 6,21 5,80 0,41
24474 9,94 9,16 0,78
402143 5,41 5,97 -0,56
484164 8,55 8,58 -0,03
482990 8,37 7,85 0,52
506736 8,16 8,00 0,16
483559 7,94 8,04 -0,10
482748 7,54 7,63 -0,09
347335 6,80 7,23 -0,43
2159470 6,59 6,57 0,02
2159463 5,42 6,24 -0,81
2159464 6,06 5,88 0,19
2159481 6,49 6,66 -0,17
2159456 5,56 5,56 0,00
154641 8,60 8,45 0,15
46071 7,92 7,65 0,27
3260792 7,32 7,00 0,32
3260806 5,72 5,74 -0,02
1834222 7,04 6,62 0,42
1834351 7,04 6,59 0,45
3260790 7,16 6,90 0,26
60669 8,00 8,27 -0,27
95136 8,85 8,88 -0,03
434365 7,42 6,81 0,61
378656 7,77 7,24 0,53
413049 6,76 6,46 0,30
433461 7,33 7,06 0,27

5.2.3 Analise dos descritores selecionados

Os descritores selecionados sdo baseados na dimensionalidade das estruturas, por exemplo
2D e 3D (Figura 47). Os descritores 2D (JhetZ, BEHm2, GATS3p e GATS1p) sao
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representados por um unico valor, obtido a partir das representacbes 2D dos compostos,
conforme visto na Figura 47. A partir desses descritores, é possivel extrair importantes
informacdes por exemplo, tamanho, grau de ramificacdo, flexibilidade, vizinhos de atomos
como nitrogénio, oxigénio e bromo (e a partir dai, € possivel intuir sobre os efeitos estéricos e
eletrostaticos, por exemplo). Por outro lado, os descritores 3D (Au, RDF025u, H3v e HOMO.
2) podem fornecer informacdes sobre o reconhecimento molecular entre os compostos e o alvo

molecular.

Figura 47 - Dimensionalidade das representagdes estruturais - a) descritores 2D e b) descritores 3D

Fonte: autoria propria®’

Descritores topologicos (JhetZ): o JhetZ é um descritor do tipo Balaban codificado como uma
matriz de distancia, cujas distancias sdo computadas entre os pares'®, conforme exemplo

abaixo (Figura 48).

Figura 48- exemplo de uma matriz de distancia para a molécula isopentano

Atomo 1 2 3 4 5
3 1 0 1 2 3 2
2 1
4 2 1 0 1 2 1
3 2 1 0 1 2
5 4 3 2 1 0 3
5 2 1 2 3 0

- =/

Fonte: autoria propria

Esse descritor transforma as estruturas moleculares em um grafo molecular (Figura 48) e é

considerado altamente discriminatdrio, uma vez que ele aponta a existéncia de heteroatomos e
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ligagGes mdltiplas entre os atomos de um dado composto.’®® Para a série de compostos sob
estudo (conjunto 2 — Tabela 3), a maioria das moléculas apresentaram valor do descritor JhetZ

Figura 49- Compostos que apresentaram valor do descritor Jhetz igual a 1

igual a 2, exceto os compostos 65, 67, 73 e 75 (Figura 49), os quais exibiram valor igual a 1.
65 67
\

Q QND ) E?
5 8o o

6.32
O: _O

6.44 6.88
Fonte: autoria propria®

A partir da analise desse descritor, algumas caracteristicas vieram a luz:

» Todos 0s compostos que apresentaram em suas estruturas moleculares mais que trés

anéis aromaticos exibiram indice de Balaban igual a 1;

» Os compostos que ndo possuem em suas estruturas grupos sulfonil ou grupos com
caracteristicas similares também exibiram indice de Balaban igual a 1 (Compostos 65 e
67), indicando que esses tipos de grupos podem ter relevancia consideravel no processo

de reconhecimento molecular;

» Moléculas, cujas estruturas apresentam substituintes acetofenona e tolueno (compostos
73 e 75, respectivamente) ligados ao grupo PI (ver Figura 13), tém indices de Balaban
também igual a 1 e valores de atividade bioldgica abaixo de 7, indicando que, talvez,
esses tipos de anéis aromaticos ndo contribuem significativamente para aumentar o

efeito antagonista dos compostos.
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Descritor BCTU (BEHmM2): Em geral, os maiores valores desse descritor (Tabela B1 —
Apéndice B) foram atribuidos aos compostos com maiores valores de atividade biologica, com

excecao dos compostos 77 e 78 (Figura 50), cujo comportamento foi contrario ao observado.

Figura 50- Compostos com valor do descritor BEHm2 igual a 6, mas com baixo valor de pK;
78
77
| N
» -
N
Q N

0: :O O: :0

N .
Br

6-40 ().54

Fonte: autoria propria®’

Algumas caracteristicas da relacdo desse descritor com 0s compostos incluem: a) grupos
volumosos na posic¢ao PI (ver Figura 13) ndo contribuem para aumentar os valores de pK; das
moléculas; b) halogénios ligados ao grupo AR (ver Figura 13) ndo sdo tolerados (compostos 77
e 78- Figura 50) e, portanto, ndo impulsionam o aumento do efeito bioldgico esperado; ¢) em
geral, o-bromobenzeno ou m-bromobenzeno nédo parecem contribuir para o efeito antagonista

dos compostos quando ha atomos de halogénios na Regido AR.

Autocorrelacdo 2D (GATS3p e GATS1p): Uma discussdo sobre as caracteristicas dessa
classe de descritores ja foi realizada na Secdo 5.2.1.1, por isso a abordagem aqui sera focada
apenas nos descritores do tipo GATS (GATS3p e GATS1p)!®, os quais matematicamente
podem ser definidos como (Eq.17):

1
aa T a(wi —w)”. 8(dyjik)

(A i 1) 'Zle(wi - W)Z

Ck 17
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Em que w; representa alguma propriedade eletronica (polarizabilidade para esse estudo), w se

trata do valor medio dos valores de polarizabilidade, A refere-se ao nimero atdmico, d;; € a

distancia topoldgica entre os atomos i e j, &(dyj; k) representa o delta de Kronecker:
{Si'j =1 i.f dij =k } , Ay, simboliza o numero de pares de atomos para distancias igual a k . A
0;j=0ifd;; #k

faixa de valores entre 0 e 1 indica autocorrelagdes positivas, ja valores maiores que 1 apontam
uma autocorrelagdo inversa. Traduzindo para nosso estudo, os atomos das moléculas
representam um conjunto de pontos discretos em um espaco 3D, no qual a fungéo relacionada
a propriedade atémica (polarizabilidade) é computada a partir desses pontos. Entdo, ambos 0s
descritores GATS3p e GATS1p referem-se a autocorrelacdo de polarizabilidade em intervalos
de distancias igual a 3 e 1, respectivamente.

Todos os compostos exibiram valores igual ou maior que 1 para ambos os descritores
(GATS3p e GATS1p — Tabela B1l- Apéndice B). Para o descritor GATS3p ndo ha
autocorrelacdo nos intervalos de distancia topoldgica igual a 3, enquanto para o descritor
GATS1p a autocorrelacdo é inversa. De fato, os compostos com 0s maiores valores de pK;
possuem atomos de halogénios (Br —halogénio com maior poder polarizante entre os existentes
nas estruturas do conjunto 2- Tabela 3) nos substituintes presentes na regido HYD (ver Figura
13). Portanto, a polarizabilidade nessa regido € igual para os compostos 58, 61, 69 e 70 (regido
destacada em azul na Figura 51) ao passo que nas regides Pl e AR desses compostos, ha

diferentes grupos polarizantes (regides amarela e vermelha- Figura 51).

Figura 51 - Andlises dos descritores GATS3p e GATS1p para 0s compostos com maiores valores de pK;

58 _"“"” ----- --‘-“-I 61 —“ 69 e . 70
/_‘;Q\\ J :/"V/j‘ J ; _-“"VmVl:l. o C\H
_-0 A =0 N/ N/ S -
TS = S G NS
N N N N
o=4=0 0=5=0 0= ':() 0=5=0
Bt @,B- @,{EE& @’ B

8.24 8.17 8.35 8.89

GATS3p=1 and GATS1p=2
Fonte: autoria prépria™¥’

RDFO025u: para os compostos estudados neste conjunto (Tabela 3), os valores do descritor
RDFO025u séo 28, 35 a 50, 52 e 54, e a partir dai observou-se que o menor valor desse descritor

(28) foi computado para 0 composto menos ativo (composto 67). Ja 0s compostos com valores
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de RDF025u na faixa de 35 a 38 possuem pelo menos um &tomo de halogénio em suas estruturas
quimicas (excecdo feita aos compostos 68 e 80). Destaca-se os compostos 2, 4, 32, 69 e 70 que
exibiram valores de pKi maior que 7,99 e atomos de Bromo ligados na posi¢éo 2’ ou 4’ dos
substituintes na regido HYD, indicando que talvez a presenca desse &tomo nessa regiao

especifica pode ser a razdo do aumento do efeito antagonista dos compostos (Figura 52).

Figura 52- compostos que apresentaram valores de RDF025u na faixa de 35 a 38

I
~

7.99 8.67 8.04 8.35 8.89

Fonte: autoria propria®’

No caso das moléculas com valores de RDF25u acima de 49 (compostos 35, 39, 49, 59 e 62)
possuem substituinte metoxi ligados na posig¢do 4°, 5°, ou 6” e grupos isopropil na posigéo 4’
da regido HYD. Esses compostos estdo entre aqueles com maior valor de pKi, entdo, intui-se
gue esses substituintes sao bem tolerados nessa regido e contribuem para aumentar o efeito

inibitério dos compostos.

Figura 53- Compostos que apresentaram valores de RDF025u acima de 49

o
9

N

NelNe ®
G g < o
> 99

9

7.94 8.79 7.44
Fonte: autoria propria®’

)
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AU: esse tipo de descritor fornece uma dimensdo global sobre as caracteristicas de uma
molécula e os autovalores desse descritor estdo relacionados ao tamanho da molécula.t®*
Observou-se a partir da analise deste descritor que o menor valor de AU (33) foi atribuido ao
composto com menor potencial inibitdrio (pKi = 6,32) que tambem apresenta 0 menor volume

em comparacdo aos demais compostos do conjunto (Tabela 3).

H3v: esse descritor € ponderado pelo volume de van der Waals e é computado a partir de uma
matriz de leverage, cujos valores sdo obtidos a partir das coordenadas atdémicas.®’ Para os
presentes compostos, temos valores de H3v igual a 1 ou 0, sendo que a maioria deles possuem
valor igual a 1, excecéo feita para os compostos 67 e 80 que tiveram valor igual a 0. Esses
compostos estdo entre 0s menos ativos do grupo e possuem 0s menores volumes. Outro ponto
a salientar, nenhum desses compostos possuem atomos de halogénios em suas estruturas,
atomos esses que quando introduzidos em regibes especificas da molécula (regido HYD)

parecem contribuir positivamente para aumentar o efeito antagonista dos compostos.

Enomo(-2): esse descritor eletronico representa a energia do orbital HOMO para uma molécula
e indica sua capacidade de doar elétrons.*®* A presenca desse descritor se justifica, uma vez que
0 processo de transferéncia eletronica ocorre provavelmente na regido PI. De fato, a presenca
de &tomos de Nitrogénio nessa regido comprova essa premissa conforme mostra a Figura 52,
em que a representacdo dos orbitais HOMO é exibida para as moléculas mais ativas (compostos
62 e 70), as que apresentam valores de pKi moderados (compostos 63 e 48) e as menos ativas

(compostos 67 e 81).
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Figura 54 - representacdo dos orbitais HOMO para os compostos mais ativos (62 e 70), os com efeito bioldgico
moderado (63 e 48) e 0s menos ativos (67 e 81))

Fonte: autoria propria®

5.3 Analises da simulacéo de Dindmica molecular

Realizou-se 50 ns de simulacdo de Dinamica molecular, para a qual escolheu-se 0 composto
mais ativo do conjunto 1 (C15) complexado ao receptor 5-HTs, 0 qual foi embebido em seu
ambiente fisioldgico (receptor, membrana, ions, solvente e ligante). Desse tempo, 20 ns foi
usado para se atingir a estabilidade do sistema.

Um dos parametros analisados quando se deseja inferir algo acerca da estabilidade do
sistema € o RMSD (do inglés, root-mean-square deviation, desvio médio quadrado). O sistema
é considerado estavel quando poucas flutuagdes sdo observadas ao longo de uma determinada
faixa de tempo. A partir da Figura 55, percebe-se que o sistema flutua até proximo 1,5 de
RMSD, depois disso flutuagdes minimas também sdo observadas, mas estas s&o
desconsideradas pois ndo contribuem para alterar as propriedades termodinamicas do sistema,

indicando que o sistema apresenta baixas transi¢cdes conformacionais. Uma vez que o receptor
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5-HTe ndo possui estrutura cristalografica conhecida, as simulagdes por DM foram essenciais
para proceder com as analises receptor-ligante via Docking molecular com razoavel grau de

confiabilidade, conforme discutido na Secéo 5.4.

Figura 55 - Tempo de simulagéo versus RMSD para o receptor 5-HTs complexado ao ligante C15 embebida em
seu ambiente fisiolégico

20
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Fonte: autoria propria

5.4 Andlises das simulac¢des de Docking molecular

Para realizar a simulagéo de Docking molecular, selecionou-se o composto mais ativo (C15)
e 0 menos ativo (C25) do conjunto 1 (Tabela 2) para avaliar o modo de ligagéo e as diferencas
entre esses compostos. A Figura 56 mostra os principais tipos de interacfes entre o C15 e 0

sitio de ligacdo do receptor 5-HTs.
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Figura 56 - Principais tipos de interacdes entre o0 C15 e 0 sitio ativo do receptor 5-HTs: representacdo 3D (imagem
a esquerda) e diagrama bidimensional (imagem a direita).
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Fonte: autoria propria

A Figura 57 mostra as principais interacfes entre os residuos de aminoécidos e o C15, bem

como a localizacdo desses residuos no receptor.

Figura 57- Possivel mecanismo molecular do blogueio do receptor 5-HTg

mEﬁJ,OH Hgfq,cna

TM3

Fonte: autoria prépria

Estudos prévios sobre a ativagio de um GPCR!®’ mostram que o movimento do segmento

extracelular (regido fora da membrana) da TM6 em direcdo a TM3 € essencial na ativacdo do
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receptor 5-HTs. Observa-se a partir da Figura 57 um possivel mecanismo molecular de blogqueio
do receptor 5-HTs em que o anel benzimidazol (destacado em laranja) do composto C15
interage com os aminoacidos GLN?%2 e ASN?® e esta interacdo impede que a TM6 (Hélice em
laranja) se deslogue em direcdo a TM3 (Hélice azul ciano), inativando o receptor. O residuo
LEU presente no loop ECL2 também interage com o anel benzimidazol e contribui para
bloguear o movimento tanto da TM6 quanto do ECL2, impulsionando também inativacdo do
receptor. O grupo tolueno (destacado na cor verde-limao) estd entre as TMs 3 e 5 (Hélice
representada na cor verde-limdo) e interage com os residuos SERY¥ e PHE!®, ambos
localizados na TM5, e com 0 VAL presente na TM3 resultando na imobilizagdo dessas duas
hélices, cujos movimentos contribuem para ativar o receptor 5-HTs. J& 0 grupo metilpiperazina
(destacado na cor azul ciano) esta inserido entre as TMs 3 e 6, interagindo com o residuo ASP%7
da TM3 impedindo-a de movimentar-se em direcdo a TM7, a qual também tem um papel
importante na ativacdo do receptor.

A simulacdo de Docking molecular para o composto com menor efeito inibitério (C25)
revelou um modo de ligacdo diferente do observado para o C15. Conforme visto (Figura 58a-
b), o grupo piperazina do C25 interage por ligacdo de hidrogénio com o residuo LEU'®
pertencente ao ECL 2, alca que conecta as TMs 4 e 5. A grande semelhanca entre os modos de
ligacdo desses dois compostos (C15 e C25) é a interacdo com o residuo GLN?* (Figura 58c-
d). Contudo, enquanto o C15 interage por ligacdo de hidrogénio convencional, o C25 interage
por ligacdo de hidrogénio do tipo CH...w, também conhecida como interagdo alquila-arila,
sendo esta Ultima um tipo de interacdo mais fraca quando comparada ao primeiro tipo. O residuo
GLN?2°2¢ importante, pois pertence a TM6 e como mencionado contribui para a inativagéo do
receptor. Todavia, a interacdo mais fraca entre esse residuo e o C25 provavelmente é a razéo

do baixo potencial inibit6rio desse composto (pK; = 6,68 - Tabela 2).
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Figura 58 - Comparagéo entre os modos de ligagdo dos compostos C15 (estrutura em magenta) e C25 (estrutura
em azul) - a) representagdo bidimensional dos principais residuos de aminoacidos envolvidos na interagdo com o
C25; b) ligacdo de hidrogénio entre o residuo LEU' e 0 C25; ¢) comparagéo entre as poses de ligagdo entres os
compostos C15 e C25; d) Diferenca no modo de interagio entre os compostos e o residuo GLN?%2, Tracejado em
magenta: ligacdo de hidrogénio; tracejado em verde: ligacdo de hidrogénio do tipo CH....x.

Fonte: autoria prépria

Na selecdo de compostos do conjunto 1 (Tabela 2) para realizar simulacdes de Docking
molecular, escolheu-se 0 composto mais potente e 0 menos ativo, 0 mesmo critério de selecéo
foi aplicado ao conjunto 2 (Tabela 3), resultando na selegdo do composto com maior e menor
efeito antagonista (C70 e C67, respectivamente), cujos tipos de interacdo podem ser

visualizados nas Figuras 59 e 60.
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Figura 59 - Principais interagdes entre o composto 70 e o sitio ativo do receptor 5-HTs — a) diagrama
bidimensional, b) representac&o tridimensional
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Fonte: autoria propria
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Observa-se a partir da Figura 59a que o substituinte metoxi indole esta embebido por um
pacote hidrofobico (LEU8, ALAS LEU7 CYS!8, PRO3% PHE3%), cujos residuos de
aminoacidos fazem parte das TM5 a TM7 e conforme discutido, o bloqueio dessas TMs &
essencial para a inativagdo do receptor 5-HTs. Entre os tipos de interagdes que esses residuos
participam, a interacdo mais evidente € a do tipo empilhamento = (também conhecida como Pi-
Pi stacking) que existe entre o residuo PHE® e o grupo metoxi indole (Figura 59b), interacéo
essa que vem chamando muito atencdo, devido a sua importdncia no processo de
desenvolvimento de farmacos.1®8

As interacBes que ocorrem entre o grupo piperazina e os residuos de aminoacidos THR,
ASP107 ¢ VAL ¢ THR3Y" valem apena serem pontuadas, pois esses residuos fazem parte das
TMs 3 e 7, cujos movimentos culminaria na ativacao do receptor. No entanto, essas interacdes
impedem o deslocamento da TM3 em direcdo a TM7 e esse bloqueio resulta na inativacdo do
receptor 5-HTs. Vale mencionar também a interacdo entre o residuo HIS8 presente no loop
extracelular 2 (ECL2) e o grupo sulfonil, agindo como uma espécie de amarra das TM4 e TM5,
e, portanto, impedindo o deslocamento dessas hélices na regido extracelular.

Avaliou-se também as interagOes entre o receptor 5-HTe € 0 composto menos ativo (C67), e
o principal tipo de interacdo observada foi CH...n, ligacdo de hidrogénio mais fraca do que a
convencional, conforme apontado ao longo dessa Secdo 5.4. Os residuos de aminoacidos
envolvidos na interacdo com o grupo indeno (Figura 60a-b) sdo THR% e ASP¥Y7 (dupla
interacdo CH...w com o anel indeno), ambos integrantes da TM3, hélice com papel destacado
no processo de ativacdo do receptor. No entanto, esse tipo de interacdo por ser mais fraca do
que as observadas para 0 composto mais ativo (C70) justifica o0 menor efeito antagonista do
composto C67.
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Figura 60 - Principais tipos de interacdes entre os residuos de aminoacidos e o composto C67- a) representacdo
bidimensional, b) representac&o tridimensional

b)

Fonte: autoria prépria
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5.5 Planejamento de novos compostos

A partir das analises dos modelos, bem como das informacfes extraidas das simulagdes de
Docking molecular, novos compostos foram planejados. Primeiro, desenhou-se novas
moléculas (Tabela 14) sob a o6tica dos modelos QSAR-2D/3D gerados com o conjunto 1 de
compostos (Tabela 2), ja as analises realizadas para o0 modelo QSAR-ANN direcionaram o
planejamento de outros possiveis antagonistas do receptor 5-HTs (Tabela 15). Acredita-se que
0 emprego de diferentes metodologias na geracdo dos modelos QSARs pode aumentar as

chances de se obter protdtipos com maiores probabilidades de serem candidatos a farmacos.

Tabela 14 -compostos planejados a partir das modificac@es estruturais nas moléculas C15, C47 e C25
Novos compostos obtidos a partir das alteracdes na molécula C15

C1503

C1501

C1505 C1506 C1507 C1508

pK;=7.95 pK;=7.85 pK;=8.28

111



Capitulo 5

Tabela 14 - Continuacéo
Novos compostos obtidos a partir das alteracdes na molécula C47

C4701
N-N
|
/\N
) HN-
pK;=8.06
Novos compostos obtidos a partir das alteracdes na molécula C25
C2501 C2502 C2503 C2504 o]
N
W SN0
\
[N /
0 N—N
pK;=8.04 pK;=8.
C2505 o C2506
(o]
/\N
N

N )

O=g-

pK=7.81

Fonte: autoria propria

Escolheu-se a partir do conjunto 1(Tabela 2) os compostos C15, C25, C47 (maior, moderado
e menor efeito antagonista, respectivamente), para realizar modificagcbes estruturais e
posteriormente, os valores de pKi dos novos compostos foram preditos usando os modelos
QSARs aqui gerados. Como resultado, os compostos oriundos das modificacdes no C15 néo
apresentaram valores de pKi maior do que o composto de partida (C15), contudo esses novos
compostos exibiram excelentes valores de atividade bioldgica. Ja 0s novos compostos
provenientes do C47 exibiram significativos valores de pK; quando comparados ao composto
de partida. Em relacdo as moléculas desenhadas a partir do C25, todas elas exibiram valores de
pKi maiores do que o composto original. Vale a pena destacar que algumas mudancas
estruturais realizadas a partir do composto C47 gestaram uma molécula (C4704 — Tabela 14)

com valor de pKi maior do que os valores atribuidos aos compostos do conjunto 1 (Tabela 2).
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Selecionou-se a partir desse novo conjunto de compostos aquele com maior pK;i (C4704)
predito para proceder para as simulagdes de Dinamica molecular. Os resultados ratificam seu
efeito antagonista realcado quando comparado ao composto mais ativo do conjunto 1 (C15),

conforme observa-se na Figura 61.

Figura 61- Simulacdo de DM para o complexo receptor-ligante (C4704) embebido em seu ambiente fisioldgico.
No canto esquerdo do gréafico tem-se uma comparacéo entre os RMSDs para as simulagdes com C15 (grafico em
vermelho e composto C4704 (representacdo em azul)
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Fonte: autoria propria

Uma caracteristica particular desse composto (C4704) quando comparado ao C15 é um tipo
especial de interacdo que ele faz com o receptor 5-HTs. As informacGes extraidas a partir das
analises dos descritores apontavam para a importancia de atomos de halogénios nas estruturas
dos compostos, no entanto os resultados das simulagdes de Docking molecular ndo suscitaram
essa importancia, destacavam outras caracteristicas que também contribuem para o efeito
inibitério dos compostos. Levando-se em consideracdo as analises dos descritores, propds-se
moléculas com atomos de halogénios em suas estruturas e usou-se 0s modelos QSARs para
prever a atividade bioldgica dessas novas moléculas. Posteriormente, escolheu-se o composto
mais ativo para a simulacdo de DM e em seguida procedeu-se para as simulagdes de Docking
molecular, usando 0 mesmo protocolo descrito na Secéo 4.4. Os resultados mostraram que o
composto C4704, diferentemente do composto C15, interage por ligacdo de halogénio (Figura

62), um tipo de interacdo bastante explorada no campo de planejamento de farmacos.®
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Figura 62- Simulacdo de Docking molecular entre o receptor 5-HTs e composto C4704. a) representacdo
bidimensional dos residuos de aminoacidos que interagem com o C4704; b) principal tipo de interagdo entre o
composto C4704 e o residuo ARG
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Fonte: autoria propria

Compostos halogenados vém sendo amplamente empregados pela indUstria farmacéutica
para aumentar a permeabilidade na membrana ao mesmo tempo que diminui a degradacédo
metabolica. Além do mais, as interacdes conhecidas como ligacdo de halogénio contribuem
para aumentar a eficacia de varios farmacos.}’® De fato, varios dos novos compostos aqui
planejados possuem atomos de halogénios em suas estruturas (C4701, C4702, C4703, C4704,
C2502, C2506), cujos valores de atividade bioldgica preditos pelos modelos QSARS aqui
gerados se mostraram promissores. Esses novos compostos quando submetidos a analises
experimentais e em se confirmando esses 6timos efeitos antagonista podem ser excelentes
candidatos anti-amneésicos.

A partir das analises do modelo ANN-QSAR aqui gerado, apostou-se em outra estratégia
para se planejar novos antagonistas do receptor 5-HTe. Modificagfes nos grupos AR, HYD e
P1 foram conduzidas baseadas nas analises dos descritores selecionados para a construcdo do
referido modelo em conjunto com as informacGes extraidas das interagdes receptor-ligante.
Posteriormente, verificou-se se esses novos compostos apresentaram melhoras nos valores de
pK; (Tabela 15):
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Na regido AR, o grupo indole foi substituido pelo grupo indazole (alteracéo realizada para todos

0s compostos planejados);
Vérias modificacdes foram realizadas na regido PI;

Diversas modificacbes foram conduzidas na regido HYD, enquanto outras regioes

permaneceram inalteradas;
Em varios momentos, modificacdes foram conduzidas nas regides Pl e HYD simultaneamente.

Tabela 15 - Compostos propostos a partir das andlises do modelo ANN-QSAR

A1 A2
\
N\
HN HN
' ! HN
N NS \
O= =0 0= =0
pK;="7.61
pK~=38.06
\NH
A8 (’
A5 A6 A7 N—
\ y N
HN <"~ N HN / hN
\ ! N
N HN Ny
O= =0 N N 0= =0 0= =0
pK=7.60 @\ pK=6.92 F E F
PK;=6.56 pK=5.54
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A12
A1
"9 -~ h
H N-
Nz ~OH HN-N HN HN-N HN-N
HN
Ny
0= =0 HN T'ﬂ_ HN
0= =0 0= =0 0= =0
F7IF
Br Br Br
pK~ 6.53 pK/~9.00 PK=6.78 pK=7.77
A16
A13 A14 A15
HN Nﬁ
N NH
HN N\ |:|’N N I-r'qN NﬁNH ) ~
N LN LMY M o= =0
0= =0Br 0= =0 0=5=0 OO
“OOE"
OO Br Br
pK=19.80 pPK=9.41 pK;=8.61 pK=9.44
A17
A18 A19 A20
HN /\\
, g >\ HN
NS NK/NH F:F N NH HN N N' N/jNH
N NH X
0= =0 — N \ v
0= =0 0= =0 0= =0
4@ Br*@@
Br
Br K=17.96
pR=1.
pK,=9.09 pK,=8.70 pK;=9.31

Para os compostos Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7 (Tabela 15), as regides AR e HYD
permaneceram inalteradas, enquanto modificagdes graduais foram efetuadas na regido PI. Entre

0s compostos Al a A7, destaca-se os 6timos valores de atividade bioldgica calculados para
Al(pKi =8.06), A3 (pKi= 7.79) e A4 (pKi= 8.03) preditos pelo modelo ANN. Como discutido

(Secdo 5.2.3), grupos volumosos na posicdo Pl ndo sdo bem aceitos, razdo pela qual os

compostos com essas caracteristicas ndo obtiveram valores de pK;j razoaveis (A8, A9 e All —

Tabela 15). Insistiu-se em adicionar atomos de halogénios (Br, Cl e F) na regido HYD, o que

culminou em moléculas com promissores efeitos antagonistas, como por exemplo A10, Al3,

Al4, Al5, Al6, Al7, Al8, e Al19. Contudo, outras ndo apresentaram melhoras em seus valores

de pKi, como A8 e A9, ambas com trifluor na regido HYD, confirmando o efeito negativo de

grupos volumosos nessa regido sobre a resposta bioldgica, caracteristica também observada
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conforme os descritores iam sendo analisados. Como resultado geral, observou-se que a
presenca de atomos de halogénios em especial Bromo ligados ao anel aromético na posigdo
para (regido HYD) contribuem significativamente para aumentar o efeito antagonista dos
compostos, logo, esses compostos podem ser Otimos pontos de partida para estudos

experimentais posteriores.

5.6 Avaliacao do perfil ADME/TOX dos novos compostos

Finalmente, analisou-se o perfil ADME/TOX dos novos compostos aqui propostos. Essas
propriedades ddo um indicativo do qudo parecido sdo esses compostos (em termos de
propriedades farmacocinéticas) com farmacos existentes no mercado. A Tabela 16 apresenta o
perfil ADME/TOX desses compostos e os resultados mostram que eles apresentam boas
chances, caso o efeito antagonista seja comprovado quando submetidos a abordagem

experimental, de se tornarem farmacos.

Tabela 16- Estimativa do perfil ADEME/TOX dos novos compostos
Propriedades ADME/Tox dos compostos planejados a partir do modelo QSAR-2D/3D

Composto | MW | HBgoador | HBacepor | QPlogPo/w | QPlogS | QPPCaco | QPlogBB | PHOA | PSA | R05
C1501 385.523 | 0.000 6.000 3.561 -4.217 199.946 -0.676 | 88.977 | 69423 | 0
C1502 397.534 | 0.000 6.000 3.376 -4.129 148.282 0537 | 85568 | 71.824 | 0
C1503 385.480 | 0.000 7.700 1.995 -2.348 154.026 0369 | 77.782 | 77.922 | 0
C1504 355.454 | 0.000 4.000 3.858 -4.857 489.171 -0.912 | 100.000 | 74.030 | 0
C1505 369.481 | 0.000 6.000 2.998 -3.718 179.785 0465 | 84.855 | 70.830 | O
C1506 369.481 | 0.000 6.000 3.200 -4.163 188.698 -0.590 | 86.416 | 70.670 | O
C1507 375.460 | 2.000 5.000 3.026 -4.256 62.688 -1.078 | 76.828 | 88.990 | 0
C1508 385.523 | 0.000 6.000 3.219 -3.612 134.405 -0.688 | 83.889 | 73.660 | O
C1509 355.454 | 1.000 5.500 2.919 -3.753 118.136 0751 | 81126 | 79581 | O
C1510 415506 | 0.000 8.000 2.546 -2.989 89.921 -0.970 | 76.825 | 101.367 | O
C1511 387.409 | 2.000 8.000 -0.704 -3.383 1.022 -2.353 | 22990 | 161.987 | O
C2501 383.388 | 2.000 5.000 2.802 -4.210 45.820 -0.961 | 73.080 | 93.050 | O
C2502 399.387 | 1.000 6.250 3.015 -4.397 120.263 0585 | 81.828 | 87.870 | 0
C2503 454.466 | 2.000 8.000 3.043 -5.031 73.328 -0.963 | 78.145 | 108.236 | 0
C2504 399.387 | 1.000 6.700 2.897 -4.659 251.341 -1.125 | 86.867 | 90.025 | 0
C2505 396.340 | 1.000 6.000 3.061 -5.108 12.617 -1.879 | 64572 | 119233 | 0
C2506 457.428 | 2.000 7.500 2.978 -3.531 285.626 0320 | 88335 | 76586 | O
C2507 401.320 | 4.000 6.500 1.540 -2.792 83.133 -0.730 | 70.320 | 96.226 | O
C2508 444342 | 4.000 8.900 1.576 -4.072 234.265 -1.310 | 78588 | 110525 | 0
C4701 457.428 | 2.000 7.500 3.142 -4.355 224.979 0507 | 87.442 | 75782 | 0
C4702 429.331 | 4.000 8.000 0.868 -2.866 45.125 -1.743 | 61639 | 125429 | 0
C4703 430.316 | 1.000 6.500 2.888 -5.212 278.254 -1.238 | 87.606 | 106.051 | 0
C4704 423327 | 2.000 7.000 2.447 -5.928 246.001 -1.198 | 84.069 | 97.160 | O

Propriedades ADME/Tox dos compostos planejados a partir do modelo QSAR-ANN
Al 371.496 | 0.00 6.000 2.879 -3.396 137.849 0715 | 82.095 [ 72673 | 0
A2 383.507 | 1.00 5.500 3.457 -4.939 115.551 0719 | 84.108 [ 79.380 | 0O
A3 355.454 | 0.000 4.000 4.234 -5.837 674.102 0919 | 100.000 [ 71112 | 0
A4 355.454 |  1.00 5.500 2.969 -4.324 134.002 -0.640 | 82402 | 79490 | ©
A5 369.481 | 0.000 6.000 3.441 -4.761 587.204 0988 | 96.651 [ 70923 | 0
A6 385.523 | 0.000 6.000 3.511 -4.164 187.242 0608 | 88172 [ 70444 | 0
A7 341427 | 1.00 5.500 2.761 -4.106 118.084 0785 | 80.199 [ 79.209 | 0
A8 424.440 | 1.00 6.500 3.287 -5.008 131.158 -0.338 | 84.093 [ 80935 | 0
A9 384.332 | 2.000 7.700 1.392 -4.292 32.601 2028 | 62204 [ 134109 | 0
A10 429.374 | 3.000 7.000 2.400 -3.750 151.099 0525 | 80.004 | 86.854 | 0
All 428386 | 2.000 5.500 3.862 -5.782 579.288 -1.052 | 100.000 [ 79617 | 0
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Tabela 16 - Continuacao

Composto MW HBudoador | HBaceptor | QPlogPo/w QPlogS | QPPCaco | QPlogBB | PHOA PSA RO05
Al2 411.316 2.000 7.000 2.247 -5.345 184.071 -1.379 80.638 | 100.401 0
Al3 471.371 1.000 6.500 3.051 -4.419 114.591 -0.440 81.667 | 82.595 0
Al4 471.371 1.000 6.500 3.342 -4.876 131.733 -0.308 84.453 | 79.699 0
A15 471.371 1.000 6.500 3.327 -4.908 123.735 -0.335 83.878 | 79.806 0
Al6 471.371 1.000 6.500 3.255 -4.761 123.703 -0.342 83.451 | 79.763 0
Al7 471.371 1.000 6.500 3.262 -4.770 124519 -0.340 83.549 | 79.787 0
A18 471.371 1.000 6.500 3.318 -4.898 121.730 -0.345 83.699 | 79.905 0
Al19 471.371 1.000 6.500 2.986 -4.189 116.321 -0.380 81.398 | 79.566 0
A20 426.920 1.000 6.500 3.010 -4.363 114.824 -0.443 81.440 | 82.853 0

Legenda:

MW- Peso molecular (130.0 a 725.0 Daltons);

HBdoador — NUmero de doadores de hidrogénio recomendado (0.0 a 6.0);

HBaceptor — NUmero de aceptores de hidrogénio recomendado (2.0 a 20.0);

QPlogPow— Coeficiente de particdo alcool/agua predito ( -2.0 a 6.5);

QPlogS - Solubilidade aquosa predita, log S (-6.5 a 0.5);

QPPCaco — Predig8o da permeabilidade nas células Caco-2 em nm/sec (<25-pobre, > 500-6tima);

QPlogBB - Predicéo do coeficiente cérebro/sangue (-3,0 a 1,2);

PHOA — Predicdo da absorcdo oral humana em uma escala de 0 a 100% (> 80% é 6tima, <25% é ruim);

PSA - area de superficie de van der Waals de atomos polares, N e O, além dos atomos da carbonila (70 -200.0);
RO05 — Regra dos cinco de Lipinski (Mol_MW<500, QPlogPow <5, HBgoador <5 € HBaceptor < 10).

Um estudo realizado por Lipinski e colaboradores®! usando 2 mil farmacos revelou um
padrdo farmacocinético - para que um lead composto tenha maior probabilidade de se tornar
um farmaco, ele deve apresentar as seguintes caracteristicas: i) MW <500, ii) Qplog/w < 5, iii)
HBudoador < 5, 1V) HBaceptor < 10. Compostos que atendam a essas caracteristicas, denominada de
regra dos cinco de Lipinski (RO5, por serem multiplos de 5), sdo considerados compostos
drogaveis. Sendo assim, levando em consideracdo essa regra, a Tabela 16 mostra que nenhum
dos compostos propostos a violou, e, portanto, em se confirmando experimentalmente o efeito
antagonista, eles possuem boas chances de serem candidatos a fArmacos.

Ao longo do processo de desenvolvimento de um farmaco, um dos parametros analisados é
a permeabilidade intestinal, a qual é estudada usando as células Caco-2 que quando cultivadas
apresentam caracteristicas da mucosa intestinal e por isso, estudos com essas células pontuarao
0 grau de absorgdo de um composto no organismo.’* Sendo assim, o emprego da abordagem
in silico pode auxiliar no processo de triagem de compostos, uma vez que ha uma faixa
adequada de valores de coeficiente de permeabilidade intestinal (coeficiente menor que 25 nm/s
é considerado pobre, ao passo que valores maiores do que 500 nm/s sdo considerados 6timos
em absor¢do). A Tabela 16 mostra que apenas o composto C1511 apresenta valor abaixo do
requerido, e, portanto, ndo seria uma boa opg¢ao para proceder para 0s estudos experimentais,
apesar do otimo valor de atividade biologica.

Os compostos aqui propostos (Tabelas 14 e 15) foram planejados para atuarem no sistema
nervoso central, mas como discutido ao longo desse documento, farmacos com esse

direcionamento devem contornar alguns percalgos, entre eles tém-se a barreira
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hematoencefélica que impede a invasdo de corpos estranhos no SNC. Pensando nisso,
desenvolveu-se modelos capazes de prever se um determinado composto estad numa faixa de
valores adequados (-3 a 1,2 — valores abaixo de -3 possuem pouca chance de atravessar a BB,
ao passo que quanto mais proximo de 1,2 maior a chance de 0 composto atravessar a barreira
hematoencefélica). Em estando e se confirmando os 6timos valores de atividade bioldgica por
meio de procedimentos experimentais, esses compostos podem ser considerados O6timos
candidatos a farmacos. A Tabela 16 mostra que todos os compostos estdo nessa faixa de valores
permitida e, portanto, sdo 6timos pontos de partida para futuras abordagens experimentais.
Como ultima analise, mensurou-se a acessibilidade sintética dos novos compostos (Tabela
17), em que é medido o grau de dificuldade para sintetiza-los (score de 1 a 10, em que 1 €
extremamente facil e 10 significa que é a sintese é muito dificil). Os resultados dessa avaliacdo
indicam que 0s novos compostos ndo apresentam grau de dificuldade sintética elevado, e,
portanto, uma vez que todas as outras analises aqui realizadas apontam esses compostos como
drogaveis, acredita-se que eles sdo excelentes pontos de partida para futuros estudos

experimentais.

Tabela 17- Predicdo da acessibilidade sintética para 0s novos compostos

Compostos oriundos do modelo QSAR 2D/3D | Compostos oriundos do modelo QSAR-ANN

Composto | Score | Composto | score | Composto | Score | Composto | score
C1501 3,61 C1502 3,95 Al 5,20 All 4,17
C1503 3,99 C1504 2,88 A2 3,87 Al12 3,92
C1505 3,71 C1506 3,27 A3 2,88 Al3 3,27
C1507 3,49 C1508 3,18 A4 3,60 Al4 3,18
C1509 3,23 C1510 3,70 A5 3,78 Al5 3,15

1511 3,29 C4701 4,29 A6 3,22 Al6 3,18

C4702 3,91 C4703 3,93 A7 3,13 Al7 5,16
C4704 3,96 C2501 2,86 A8 3,00 Al8 3,27
C2502 2,86 C2503 3,52 A9 2,78 Al19 3,33
C2504 2,84 C2505 2,86 Al0 4,21 A20 3,24
C2506 4,29 C2507 3,89
C2508 4,09
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6 CONCLUSAO

Modelos matematicos sdo amplamente empregados por diversos ramos da ciéncia para
estimar varios fenbmenos. Nesta pesquisa de doutorado, usou-se diferentes ferramentas
computacionais para construir modelos QSARs e assim analisar a relacdo entre a estrutura
quimica de varios antagonistas do receptor 5HTs e seus valores de atividade biologica.
Posteriormente, a partir das informacdes extraidas desses modelos, bem como das analises
receptor-ligante via simulagdo de Docking molecular, novos potenciais antagonistas desse
receptor foram planejados.

Para todos os modelos QSARs gerados (QSAR 2D/3D e ANN), varios procedimentos de
validacao foram aplicados para garantir a robustez e a capacidade preditiva de todos eles, como
por exemplo, procedimento de validagdo cruzada, teste de randomizagdo, e como prova
indubitavel sobre a performance preditiva de ambos, empregou-se procedimento de validacdo
externa com a utilizacdo de conjuntos de compostos externos.

Informac®es acerca da interacao receptor-ligante também contribuiram para o planejamento
dos novos compostos. Para isso, um modelo tridimensional do receptor 5-HTs foi construido e
posteriormente validado via procedimento de Dinamica molecular. Ressalta-se ainda que a
confiabilidade nos resultados da simulacdo de Docking molecular s6 foi possivel apds
simulacdo do receptor 5-HTs em seu ambiente fisioldgico utilizando DM.

A aplicacdo dos métodos PLS e CoMFA na construgdo de modelos QSARSs resultaram no
planejamento de compostos cujos valores preditos de pK; sdo maiores do que os valores dos
compostos usados na constru¢do do modelo, valendo destacar o composto C4704 com 6timo
valor de pKi. A fim de aumentar as chances de se obter antagonistas do receptor 5-HTs com
maior probabilidade de serem candidatos a farmacos, empregou-se a técnica de redes neurais
artificiais na construcdo de um outro modelo QSAR. Como resultado obteve-se compostos
(A10, Al13, Al4, A16, Al7, A18 e A19) com valores preditos de pK; excelentes (pKi >9,00).

Conclui-se a partir das analises dos descritores, em conjunto com as informagdes extraidas
das interacdes receptor-ligante, que a presenca de atomos de halogénios (principalmente Br)
ligados a anéis aromaticos na posicdo para (regido HYD) contribui para aumentar
significativamente o efeito antagonista dos compostos, ja grupos demasiadamente volumosos
na regido PI ndo resultam em compostos com efeito inibitério apreciaveis.

Por ultimo, as 6timas propriedades ADME/Tox, bem como a avaliacdo da acessibilidade

sintética de todos os compostos aqui planejados, obtidas via abordagem in silico, os qualificam
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para futuros estudos experimentais, abordagem essa que podera certificar os efeitos inibitorios

desses compostos, bem como suas caracteristicas drogaveis.
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*Eletrovolts

APENDICE A

Tabela Al - Valores dos descritores para cada composto do conjunto 1 (compostos do conjunto teste estd em
negrito e sublinhado)

Composto | X5sol | BELm3 | MATS6p | MATS1lv RDF140m | GATS8e | Eumo (EV)*
Cl 7,53 1,08 -0,19 0,031 0,00 2,235 -1,082
C2 8,21 1,08 -0,20 0,03 0,00 2,175 -1,46
C3 7,97 1,08 -0,27 0,029 0,00 2,489 -0,844
C4 8,06 1,08 -0,12 -0,005 0,003 2,913 -0,840
C5 9,85 1,08 -0,13 0,045 0,00 2,449 -1,542
C6 7,61 1,82 -0,004 -0,012 0,085 3,066 -1,220
C7 7,33 1,82 -0,007 -0,013 0,00 2,491 -1,288
C8 7,35 1,82 -0,005 -0,013 0,002 2,863 -1,330
C9 7,03 1,82 -0,003 -0,013 0,006 2,441 -1,273
C10 8,00 1,82 0,037 -0,013 0,00 2,801 -1,379
C11 8,39 1,82 0,011 -0,013 0,003 3,034 -1,382
C12 8,04 1,82 -0,026 -0,013 0,041 2,761 -1,372
C13 8,23 1,82 -0,093 -0,043 0,00 3,042 -1,151
C14 7,09 1,82 0,054 -0,043 0,025 3,401 -1,099
C15 8,05 1,83 0,05 -0,011 0,019 3,113 -1,218
C16 7,80 1,83 -0,099 -0,011 0,007 3,167 -1,165
C17 7,49 1,58 -0,009 -0,007 0,00 3,143 -1,313
C18 8,28 1,82 0,072 -0,013 0,003 2,622 -1,358
C19 9,68 1,825 0,023 0,008 0,011 3,017 -1,550
C20 9,45 1,802 0,016 0,045 0,037 3,237 -1,595
Cc21 7,13 1,08 -0,018 0,031 0,115 2,339 -1,244
C22 7,82 1,08 -0,025 0,03 1,105 1,714 -1,304
C23 7,58 1,801 -0,12 0,029 0,685 1,935 -1,043
C24 7,67 1,08 0,039 -0,005 1,698 2,753 -1,047
C25 7,33 1,08 -0,135 0,029 3,323 1,337 -1,509
C26 9,46 1,801 0,023 0,045 0,146 1,008 -1,495
c27 9,84 1,824 0,013 0,008 0,00 3,079 -1,510
C28 8,01 1,806 0,055 -0,012 0,00 2,907 -1,121
C29 8,24 1,814 -0,069 -0,011 0,00 2,959 -1,168
C30 10,31 | 1,083 0,079 -0,024 0,011 2,741 -1,518
C31 10,08 | 1,807 0,075 0,008 0,007 2,894 -1,486
C32 10,54 | 1,835 -0,027 -0,022 0,249 2,813 -1,459
C33 10,31 | 1,814 -0,036 0,009 0,015 2,954 -1,478
C34 10,72 | 1,844 -0,028 -0,02 0,008 3,403 -1,323
C35 10,50 | 1,827 -0,037 0,009 0,004 3,543 -1,416
C36 10,74 | 1,847 -0,114 -0,02 0,024 2,886 -1,442
C37 10,51 | 1,831 -0,126 0,009 0,002 3,018 -1,468
C38 10,86 | 1,867 -0,026 -0,019 0,234 3,923 -1,508
C39 10,64 | 1,086 -0,037 0,009 0,00 4,057 -1,343
C40 11,99 | 1,956 0,1 -0,007 0,11 3,361 -1,373
C41 11,77 | 1,954 0,096 0,021 0,011 3,005 -1,486
C42 6,93 1,803 -0,061 0,025 0,00 2,438 -0,957
C43 7,21 1,803 -0,022 0,023 0,00 2,335 -1,180
C44 7,40 1,803 0,000 0,021 0,00 2,407 -1,146
C45 7,75 1,803 -0,071 0,023 0,00 2,448 -1,229
C46 7,04 1,803 0,022 0,024 0,00 1,586 -1,425
C47 7,59 1,802 -0,127 0,021 0,00 2,344 -1,266
C48 7,02 1,803 -0,004 -0,005 0,00 3,028 -0,724
C49 6,86 1,803 -0,172 0,024 0,00 1,665 -1,487
C50 7,08 1,803 0,002 -0,006 0,00 1,104 -1,116
C51 7,29 1,803 0,000 0,022 0,00 4,695 -0,879
C52 8,68 1,803 -0,105 0,039 0,478 2,837 -1,475
C53 10,61 | 1,803 -0,06 0,04 0,008 2,157 -1,582
Ch4 6,88 1,802 -0,018 0,023 0,00 1,935 -1,103
C55 8,12 1,802 -0,122 0,022 0,492 2,278 -1,429
C56 8,69 1,802 0,022 -0,006 0,00 2,253 -1,022
C57 7,05 1,797 -0,035 0,063 0,00 2,663 -1,205
C58 7,03 1,797 -0,098 0,058 0,00 2,551 -1,300
C59 6,11 1,797 -0,027 0,066 0,00 2,039 -1,039
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APENDICE B

Tabela B1-Valores dos descritores para cada um dos compostos do conjunto 2.

Composto pKi JhetZz BEHmM2 GATS3p GATS1p RDF025u Au H3v Eromo-2
1 8,22 2,00 3,00 2,00 2,00 38,00 83,00 1,00 -0,22
2 7,99 2,00 4,00 2,00 2,00 37,00 83,00 1,00 -0,22
3 7,72 2,00 4,00 2,00 2,00 36,00 84,00 1,00 -0,22
4 8,67 2,00 4,00 2,00 2,00 37,00 82,00 1,00 -0,22
5 7,79 2,00 3,00 2,00 2,00 37,00 83,00 1,00 -0,22
6 8,11 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 82,00 1,00 -0,22
7 7,24 2,00 3,00 2,00 2,00 37,00 84,00 1,00 -0,22
8 8,06 2,00 3,00 2,00 2,00 38,00 82,00 1,00 -0,22
9 8,22 2,00 3,00 2,00 2,00 48,00 124,00 1,00 -0,22
10 8,02 2,00 3,00 2,00 2,00 40,00 99,00 1,00 -0,22
11 7,53 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 108,00 1,00 -0,22
12 7,60 2,00 3,00 2,00 2,00 40,00 101,00 1,00 -0,22
13 6,82 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 104,00 1,00 -0,22
14 7,04 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 88,00 1,00 -0,22
15 7,52 2,00 3,00 2,00 2,00 37,00 83,00 1,00 -0,22
16 6,92 2,00 3,00 2,00 2,00 36,00 83,00 1,00 -0,22
17 7,19 2,00 3,00 2,00 2,00 38,00 82,00 1,00 -0,22
18 7,55 2,00 3,00 2,00 2,00 35,00 88,00 1,00 -0,22
19 7,00 2,00 3,00 1,00 2,00 35,00 87,00 1,00 -0,22
20 7,54 2,00 3,00 2,00 2,00 36,00 87,00 1,00 -0,22
21 7,04 2,00 3,00 2,00 2,00 41,00 111,00 1,00 -0,22
22 7,19 2,00 3,00 2,00 2,00 40,00 99,00 1,00 -0,22
23 7,94 2,00 3,00 2,00 2,00 46,00 105,00 1,00 -0,22
24 8,04 2,00 4,00 2,00 2,00 46,00 130,00 1,00 -0,22
25 7,51 2,00 4,00 2,00 2,00 37,00 83,00 1,00 -0,22
26 7,63 2,00 4,00 1,00 2,00 36,00 86,00 1,00 -0,22
27 7,76 2,00 4,00 2,00 2,00 36,00 85,00 1,00 -0,23
28 7,45 2,00 4,00 2,00 2,00 37,00 85,00 1,00 -0,22
29 7,22 2,00 4,00 2,00 2,00 35,00 84,00 1,00 -0,22
30 8,40 2,00 3,00 2,00 2,00 47,00 120,00 1,00 -0,22
31 7,92 2,00 4,00 2,00 2,00 36,00 83,00 1,00 -0,22
32 8,04 2,00 4,00 2,00 2,00 36,00 84,00 1,00 -0,23
33 7,77 2,00 4,00 2,00 2,00 36,00 82,00 1,00 -0,23
34 7,56 2,00 4,00 2,00 2,00 46,00 122,00 1,00 -0,22
35 7,94 2,00 3,00 2,00 2,00 50,00 152,00 1,00 -0,21
36 7,84 2,00 4,00 2,00 2,00 38,00 95,00 1,00 -0,21
37 7,74 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 102,00 1,00 -0,22
38 8,70 2,00 4,00 2,00 2,00 38,00 97,00 1,00 -0,21
39 8,79 2,00 3,00 2,00 2,00 49,00 138,00 1,00 -0,22
40 8,30 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 96,00 1,00 -0,22
41 8,37 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 96,00 1,00 -0,21
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Tabela B1 - Continuagao

42 7,99 2,00 4,00 2,00 2,00 38,00 98,00 1,00 -0,22
43 8,11 2,00 3,00 2,00 2,00 47,00 118,00 1,00 -0,21
44 7,81 2,00 3,00 2,00 2,00 42,00 115,00 1,00 -0,21
45 7,74 2,00 3,00 2,00 2,00 41,00 121,00 1,00 -0,21
46 7,42 2,00 3,00 2,00 2,00 41,00 122,00 1,00 -0,22
47 7,44 2,00 4,00 1,00 2,00 45,00 120,00 1,00 -0,21
48 7,02 2,00 4,00 2,00 2,00 40,00 122,00 1,00 -0,22
49 7,44 2,00 3,00 2,00 2,00 49,00 147,00 1,00 -0,22
50 6,62 2,00 3,00 2,00 2,00 39,00 108,00 1,00 -0,22
51 7,73 2,00 4,00 2,00 2,00 37,00 88,00 1,00 -0,21
52 7,30 2,00 3,00 2,00 2,00 48,00 130,00 1,00 -0,22
53 7,46 2,00 3,00 2,00 2,00 38,00 87,00 1,00 -0,22
54 6,70 2,00 4,00 2,00 2,00 37,00 94,00 1,00 -0,23
55 6,71 2,00 4,00 1,00 2,00 37,00 99,00 1,00 -0,22
56 7,25 2,00 3,00 2,00 2,00 38,00 86,00 1,00 -0,22
57 7,53 2,00 4,00 2,00 2,00 47,00 133,00 1,00 -0,22
58 8,24 2,00 4,00 1,00 2,00 41,00 93,00 1,00 -0,21
59 8,70 2,00 3,00 2,00 2,00 52,00 122,00 1,00 -0,21
60 8,11 2,00 3,00 2,00 2,00 42,00 79,00 1,00 -0,21
61 8,17 2,00 4,00 1,00 2,00 43,00 111,00 1,00 -0,21
62 8,77 2,00 3,00 2,00 2,00 54,00 154,00 1,00 -0,21
63 7,70 2,00 3,00 2,00 2,00 44,00 109,00 1,00 -0,22
64 8,06 2,00 3,00 2,00 2,00 44,00 109,00 1,00 -0,22
65 6,51 1,00 4,00 2,00 1,00 39,00 81,00 1,00 -0,20
66 6,49 2,00 4,00 1,00 1,00 39,00 71,00 1,00 -0,22
67 6,32 1,00 3,00 2,00 2,00 28,00 33,00 0,00 -0,22
68 8,12 2,00 3,00 2,00 2,00 37,00 71,00 1,00 -0,22
69 8,35 2,00 4,00 1,00 2,00 36,00 71,00 1,00 -0,22
70 8,89 2,00 4,00 1,00 2,00 37,00 86,00 1,00 -0,22
71 8,24 2,00 3,00 2,00 2,00 48,00 122,00 1,00 -0,22
72 8,16 2,00 3,00 2,00 2,00 38,00 84,00 1,00 -0,22
73 6,44 1,00 4,00 1,00 2,00 48,00 99,00 1,00 -0,24
74 6,41 2,00 4,00 1,00 2,00 39,00 71,00 1,00 -0,24
75 6,88 1,00 4,00 2,00 2,00 47,00 137,00 1,00 -0,22
76 6,46 2,00 4,00 1,00 2,00 42,00 111,00 1,00 -0,22
77 6,40 2,00 6,00 1,00 1,00 37,00 74,00 1,00 -0,23
78 6,54 2,00 6,00 1,00 1,00 36,00 82,00 1,00 -0,23
79 7,02 2,00 4,00 1,00 2,00 35,00 73,00 1,00 -0,22
80 6,56 2,00 3,00 2,00 2,00 36,00 75,00 0,00 -0,22
81 6,46 2,00 4,00 1,00 2,00 37,00 108,00 1,00 -0,22
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