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RESUMO

A doencga de Alzheimer (DA) € uma doenga neurodegenerativa, caracterizada pela
perda de memoria de forma irreversivel e progressiva, que acarreta diminuicdo do
desempenho das tarefas diarias e reduz a fala, habilidades e percepcgao visual,
culminando em deméncia total. No Brasil, a prevaléncia de deméncia varia de 1,6%,
entre as pessoas com idade entre 65 a 69 anos e 38,9%, naqueles com mais de 84
anos. A maior parte dos medicamentos disponiveis para o tratamento de DA sao
inibidores da acetilcolinesterase (AChE), o que faz com que essa enzima seja um alvo
molecular validado. Ja que os atuais medicamentos para o tratamento da DA
apresentam efeitos adversos em demasia, torna-se urgente a busca por novos
farmacos. Neste contexto, investigou-se o perfil anticolinesterasico de uma série de
18 pirazolinas as quais apresentaram efeitos inibitorios contra a AChE com valores de
ICs0 variando entre 0,052 e 1,947 uM. Investigagbes in vitro da inibigdo da AChE
mostraram alta correlagdo com estudos de docagem molecular, especialmente para a
fungdo de pontuagdo ChemPLP (r>= 0,9901). Foram aplicados estudos DFT, que
mostraram uma correlagao entre os resultados da inibigdo enzimatica e a energia do
orbital HOMO-1, que sao consistentes com os dados da literatura. Adicionalmente,
foram investigadas as propriedades fisico-quimicas, o perfii ADMET e a
permeabilidade de membrana (PAMPA) das pirazolinas. Os resultados encorajam o
uso do composto 2b (1-(5-([1,1'-bifenil]-4-il)-3-(2-nitrofenil)-4,5-dihidro- 1H-pirazol-1-
il)etanona) em estudos moleculares de otimizagdo que podem resultar em compostos
promissores no desenvolvimento de farmacos com propriedades anticolinesterasicas
que possam ser utilizadas no tratamento da DA.

Palavras-chave: Alzheimer, pirazolinas. Acetilcolinesterase, docagem molecular,
DFT.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease, characterized by
irreversible and progressive memory loss, which leads to decreased performance of
daily tasks and reduces speech, skills, and visual perception, culminating in total
dementia. In Brazil, in the elderly, the prevalence of dementia varies from 1.6% among
people aged 65 to 69 years and 38.9% among those over 84 years of age. Most of the
drugs available for the treatment of AD are acetylcholinesterase (AChE) inhibitors,
which makes this enzyme a validated molecular target. Since the current drugs for the
treatment of AD have too many adverse effects, the search for new drugs becomes
urgent. In this context, we report the investigation of the anticholinesterase profile of a
series of 18 pyrazolins which showed inhibitory effects against AChE with IC50 values
ranging from 0.052 to 1.947 uM. In vitro investigations of AChE inhibition showed a
high correlation with molecular docking studies, especially for the ChemPLP scoring
function (r2= 0.9901). DFT studies were applied, which showed a correlation between
the results of enzymatic inhibition and the energy of the HOMO-1 orbital, which are
consistent with the literature data. Additionally, the physicochemical properties,
ADMET profile, and membrane permeability (PAMPA) of pyrazolins were investigated.
The results encourage the use of the compound 2b (1-(5-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-3-(2-
nitrophenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl) etanone) in molecular optimization studies
that may result in promising compounds in the development of drugs with
anticholinesterase properties that can be used in the treatment of AD.

Keywords: Alzheimer's disease, pyrazolines. Acetylcholinesterase, molecular
docking, DFT.
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1 INTRODUGAO

A Doenga de Alzheimer (DA) foi descrita em 1906 pelo psiquiatra alemé&o, Alois
Alzheimer, que passou a estudar o cérebro de uma paciente, onde entdo observou a
presenca de placas amiloides e uma perda maciga de neurénios enquanto examinava-
o. Este paciente apresentava sintomas de perda de memodria e mudanga de
personalidade antes de morrer. Alois descreveu a condicdo como uma doenga grave
do coértex cerebral. Emil Kraepelin chamou essa condicdo médica de doenca de
Alzheimer pela primeira vez na 82 edicao do manual de psiquiatria (BREIJYEH, 2020).

De acordo com Inouye, Pedrazzani e Pavarini (2010), a DA é um tipo de
deméncia, de declinio cognitivo crescente e irreversivel, com multiplos déficits
cognitivos, dos quais um, obrigatoriamente, é a perda de meméria. Esses sintomas
sdo suficientemente intensos para causar impacto nas atividades diarias de uma
pessoa (ALVAREZ et al., 2020).

A DA tem uma prevaléncia estimada de 10 a 30% na populagao acima de 65
anos de idade, e a maioria dos pacientes (<95%), tem a forma esporadica, que é
caracterizada por um inicio tardio, entre 80 e 90 anos de idade (HAYDEN et al., 2013).
E representada por respostas cognitivas desadaptadas, devido a seu
comprometimento cerebral extenso (LUZARDO; GORINI; SILVA, 2006; ARAUJO;
NICOLI; 2010; FERREIRA; 2011).

De uma perspectiva histolégica, existem placas amildides no espago
extracelular, especialmente ao redor das conexdes neuronais e nas paredes dos
vasos sanguineos, relacionadas a processos inflamatérios e disfuncdes neuronais. Ha
também mudangas nas células nervosas, como os emaranhados neurofibrilares, que
se relacionam com mudancgas nos dendritos e axdnios (CHEN, X.Q, MOBLEY, W.C;
2019).

A fisiopatologia ainda nao é totalmente compreendida, pois é caracterizada
como uma doencga multifatorial e altamente complexa. No cérebro de pacientes com
DA, ha aspectos histopatolégicos, como as fibrilhas amildides, que ndo sdo mais do
que depdsitos fibrilares nas paredes dos vasos sanguineos, que levam a formacéao de
emaranhados neurofibrilares, danos neuronais e sinapticos, glial ativacdo e o
processo inflamatorio (KNOPMAN, D.S; AMIEVA, H; PETERSEN, R.C; 2021).

Atualmente, onde a maior parte dos farmacos disponiveis para o tratamento da

DA, e que atuam na enzima acetilcolinesterase, apresentam muitos efeitos adversos,



torna-se mais dificil a adesao e consequentemente o tratamento dos pacientes. Sendo
assim, o desenvolvimento de novos farmacos que apresentam menos efeitos
adversos ou até mesmo que apresente a cura para esta enfermidade que afeta uma
grande parte da populagdo mundial, é considerado de extrema urgéncia.

No cenario atual, os farmacos anticolinesterasicos, cujo mecanismo de acao é
a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), sdo os mais utilizados, podendo
potencializar a fungdo colinérgica, induzindo a melhoria do perfil cognitivo e de alguns
efeitos comportamentais da DA. (ARAUJO C; SANTOS, V; GONSALVES, A; 2016).
Entretanto apresentam diversos efeitos adversos.

O crescente impacto da DA, juntamente com os poucos agentes terapéuticos
seguros disponiveis, determinou um grande esforgo para descobrir novos
medicamentos inibidores de AChE. Devido a suas diversas atividades biologicas, as
pirazolinas tém atraido um interesse crescente no campo de quimica medicinal. Sua
atividade antioxidante (RAUT, D. LAWAND, A.S. KADU, V.D et al.; 2021),
antiinflamatoria (ABDELLATIF. K; ELSHEMY. H; AZOZZ. A; 2015), antimicrobiana
(HARIKRISHNA. N et.al.; 2016; NISA. S, YUSUF. M; 2020), antituberculose
(HARIKRISHNA. N et.al., 2016), antibacteriana (KHAN S. A.,et.al.; 2014; & VIVEKA
S, et.al.; 2015), e propriedades antitumorais (NEPALI K, KADIAN K; OJHA R, et al.,
2012 & NAAWAZ F; ALAM O; PERWEZ A et.al., 2020) sdo devidas a presenca de um
anel heterociclico e sua variedade estrutural (CHOUITER M; BOULEBD H;PEREIRA
D; et.al., 2020).

Portanto, neste trabalho é apresentado o planejamento e execucgao de testes
bioldégicos para verificar a potencialidade das pirazolinas em atuar na inibicdo da
AChE, para as quais futuras modificagdes estruturais possam levar ao desenvlvimento

de novos agentes uteis no tratamento da DA.



1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito anticolinesterasico de dezoito pirazolinas, através da

combinagao de experimentos in vitro e in silico.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Planejar e sintetizar dezoito pirazolinas;

=

Avaliar a habilidade de inibigdo das dezoito pirazolinas frente a AchE in vitro;

+ Desenvolver estudos de docagem molecular para investigar as principais
interagcdes entre as pirazolinas e o sitio da AChE;

+ Analisar as propriedades ADMET das dezoito pirazolinas (in vitro e in silico);

+ Analisar a teoria funcional de densidade para investigar os orbitais envolvidos

na agao anticolinesterasica.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

21 A DOENCA DE ALZHEIMER

A DA ¢ o tipo mais comum de deméncia. A deméncia € um nome coletivo para
sindromes cerebrais degenerativas progressivas que afetam a memodria, o
pensamento, o comportamento e as emog¢des (JORDAN, P.S. 2019).

Atualmente, é evidenciado o aumento do numero de idosos, como resultado da
diminuicdo da taxa de natalidade e o aumento da expectativa de vida. Estimativas
revelam que em 2025 havera no mundo 1,2 bilhées de idosos e, no Brasil, 32 milhdes.
Neste contexto, as doengas crénico-degenerativas configuram-se como um crescente
desafio, visto sua elevada prevaléncia nessa parcela da populagdo (SILVA, et al.,
2020).

A DA de inicio precoce acomete cerca de 5% dos pacientes e é caracterizada
pela apresentagao dos sintomas antes dos 65 anos. A expectativa de vida média do
paciente com DA aproxima-se de 10 a 12 anos apés o come¢o dos sintomas
(MOREIRA; MOREIRA, 2020).



No ano de 2016, a DA correspondia em média a 70% dos casos de deméncia
padronizada por idade no Brasil, sendo a segunda maior prevaléncia no mundo. A
proporcdo de pessoas com DA no Brasil aumentou 127% desde 1990. Estudos
indicam que a probabilidade de diagndstico médico de DA aumenta 11% para cada
ano aumentado com o envelhecimento. Com o aumento da longevidade, a prevaléncia
de DA também tende a aumentar. De 2007 a 2017, as mortes por deméncia no Brasil
cresceram 55%, sendo uma taxa maior que as mortes por cancer de mama, préstata
e figado juntas (FETER, et al., 2021). Como ocorre enorme perda de células, ha
alteracao de todo o cérebro na DA em estagio avangado.

Na Figura 1 é possivel observar o encolhimento do cortex, e entdo as regides
envolvidas com os pensamentos e memoarias se danificam. Este encolhimento ocorre
principalmente no hipocampo, regido do coértex que exerce papel fundamental na
formacgao de novas lembrancgas. Os ventriculos (espacos preenchidos por fluido dentro

do cérebro) ficam maiores.

Figura1. Comparacao entre o corte transversal pela metade entre os

ouvidos.

CERERRD ALZHEIMER
SAI'IIA‘I’F:I:jf'-' X o AVANCADD

Hipocampo ventriculos

Fonte: Alzheimer's Association, 2023.

A DA esta aliada com certo numero de fatores, incluindo grande falha dos
neurdnios colinérgicos em varias partes do cérebro que destroem gradualmente
habilidades de pensamentos, memodria e, finalmente, até a capacidade de realizar
atividades basicas do dia. Geralmente, o diagndstico da doenca de Alzheimer é
semelhante ao diagnostico de outras deméncias. Entretanto, apesar das

caracteristicas clinicas, laboratoriais e especificas das imagens, o diagndstico



definitivo da DA s6 pode ser confirmado pela avaliagao histoldgica do tecido encefalico
(HUANG. J; 2019).

Diante do exposto o diagnostico recente da DA é um campo de pesquisa
emergente, embora ainda ndo exista a cura da doenga, com a existéncia de farmacos
anti - Alzheimer, que apenas tratam os sintomas (AMBURE, P; KAR, S; ROY, K. 2014).

2.2 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS

Conhecer os aspectos fisiopatolégicos da DA é de grande importancia para
entender os mecanismos de atuagao da doenca no cérebro do paciente. O declinio
neuronal progressivo € decorrente da apoptose e perdas sinapticas, sendo a principal
causa de perda do volume cerebral na DA. A principal regido cerebral afetada s&o as
células piramidais da lamina Il do cértex entorrinal e suas conexdes com a regiao CA1
do hipocampo. Essas areas estao ligadas a memoaria e cogni¢ao, por isso que, quando
comprometidas, o paciente tem perda progressiva de memoria e falhas cognitivas.
Porém, para explicar essas caracteristicas sdo levantadas duas hipéteses: a formacao
de emaranhados neurofibrilares e placas amiloides no cérebro (CAVALCANTI et al.,
2012).

As caracteristicas histopatoldgicas presentes no parénquima cerebral de
pacientes portadores da DA incluem depésitos fibrilares amiloides localizados nas
paredes dos vasos sanguineos, associados a uma variedade de diferentes tipos de
placas senis, acumulo de filamentos anormais da proteina tau e consequente
formacao de novelos neurofibrilares (NFT), perda neuronal e sinaptica, ativagao da
glia e inflamagéo (SELKOE, D. 2001).

Ao se investigar os marcadores inflamatorios capazes de apontar as
mudancas fisioldgicas neurocognitivas em idosos, foi apontado a possibilidade de
marcadores como o MIP-1B e AB42, dosados no plasma e liquido cefalorraquidiano,
como sendo capazes de oferecer informagdes sobre o grau inflamatério da DA
(MOREIRA, MOREIRA, 2020).

A proteina B-amildide de 42 aminoacidos tem um papel critico na patogénese
da DA de acordo com as evidéncias, que intitulam esta etiologia como a “hipotese da
cascata amiléide”. Os agregados de ABR42 sao responsaveis pela formagao de placas
senis, que podem ocasionar a formag¢ao de uma cascata neurotéxica que termina com

as manifestacdes clinicas da DA. Desta forma uma estratégia plausivel é de inibir a



producao de B-amildide, podendo ser uma estratégia para combater a DA (MOUSSA-
PACHA et al., 2019).

O acumulo de proteina BA promove a sua precipitacdo e agregacdo em forma
de placas que promovem um processo inflamatoério e/ou oxidativo que leva a perda da
funcao neuronal (CARMELLI, 2000). O termo oligdmero caracteriza um amplo grupo
de agregados nao-fibrilares. As estruturas dos oligdmeros e a formacgéao das fibrilas
sdo consideravelmente dependentes do ambiente celular. Por exemplo, protofibrilas
sao instaveis em solucdo, mas podem ser estabilizadas por superficies. Superficies
hidrofébicas promovem a agregacgao de estruturas amorfas, e superficies carregadas
promovem a formagao fibrilar (BURKE, K.A; YATES, E. A; LEGLEITER, J; 2013).

A agregacao de monémeros (Figura 2) é passivel de ocorrer por meio de
diferentes caminhos. Inicialmente, pode haver a dimerizagdo do peptideo formando
oligbmeros fibrilares que se polimerizam e em seguida formam fibrilas amiloides
maduras. O mesmo dimero pode formar oligbmeros pré-fibrilares, gerando em
seguida protofibrilas que podem sofrer uma mudanga conformacional em bloco para
formar fibrilas amiloides (LEE, J; et. Al., 2001), formando pequenos oligbmeros e,
eventualmente, levando a formacao de agregados maiores (HANE, F; et. Al., 2013)
Os oligbmeros e as protofibrilas aparentam ser os estados de aglomeracédo de maior
toxicidade (KAYED, R; et. al., 2004).

Figura 2. Formacdo de oligbmeros de proteinas [ amildides (1), agregacéo dos
oligbmeros (2) e formacao de placas amildides com perda da capacidade de realizar

sinapses (3).
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Estudos in vitro demonstraram que estes oligbmeros exercem uma forte agao
inibitéria sobre a potenciag¢ao de longa duragédo, um fendmeno de melhoria duradoura
na transmissao do sinal entre dois neurdnios, que contribui para a plasticidade
sinaptica (WALSH, D. et. al., 2002).

Ja a proteina tau € uma fosfoproteina que é produzida por splicing alternativo
de RNA mensageiro (MRNA) de um unico gene que reside no cromossomo 17. Nos
neurénios, a tau tem o papel de ligar e estabilizar os microtubulos e pode regular o
transporte axonal, fungdées que s&o reguladas por eventos de fosforilagao especificos
do local (KAIHONG, 2006).

A formacgao de emaranhados neurofibrilares € uma leséo caracteristica da DA.
Os emaranhados neurofibrilares sdo formados pela hiperfosforilagdo da proteina tau
que esta associada ao microtubulo do axdénio celular (CAVALCANTI et al., 2012). Na
Figura 3 podem ser vistos os efeitos da DA, pela analise o tecido cerebral com o
microscépio. Na figura 3A, ha placas e depésitos anormais de fragmentos de proteina,
se agrupam entre as células nervosas. Na figrua 3B, evidencia-se as células nervosas
mortas e prestes a morrer com emaranhados neurofibrilares, que sdo formados por

filamentos torcidos de outra proteina.

Figura 3. Células com DA apresentando acumulo de placas visto sob

microscopio.
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Fonte: Alzheimer's Association, 2023.

Depois que as células que carregam o emaranhado morrem, os filamentos de

tau podem permanecer no espago extracelular como os chamados emaranhados



fantasmas, consistindo em grande parte na regiao de repeticado de tau. Portanto, ndo
€ de surpreender que a formacdo de agregados de tau seja deletéria, e as
experiéncias mostraram que os agregados feitos da regido de repeticdo de tau podem
induzir neurotoxicidade (SPILLANTINI et al., 2013).

Estudos recentes indicam a possibilidade dos neutrofilos estarem implicados
no processo de neuroinflamagdo, com diapedese para o endotélio vascular e
parénquima cerebral solidificado em pesquisas moleculares e bioquimicas
(RODRIGUES, et al., 2019).

Em pesquisas recentes foi descoberto também, que a estratégia imunoldgica
de armadilha em redes extracelulares de neutrdéfilos (NETs), existente em processos
autoimunes inflamatérios, € um importante agente do processo neuro inflamatorio das
doengas neurodegenerativas, principalmente para DA e seu desenvolvimento
(MOREIRA, MOREIRA, 2020).

Varios estudos tém apresentado consideraveis fatores ligados a neuro
inflamag&o como contribuintes para a compreensao do acometimento neuroldgico
causado pela DA, particularmente o estresse oxidativo, respostas inflamatérias por
parte de neutrdéfilos e da micréglia, alteragdes vasculares e da BHE (RODRIGUES, et
al., 2019)

Diversas linhas de evidéncias sugerem que déficits colinérgicos podem
contribuir para a fisiopatologia da DA. Um déficit na neurotransmissao colinérgica foi
estabelecido como uma caracteristica central na fisiopatologia da doencga. Assim, a
inibicdo da AChE é a estratégia mais bem sucedida para os atuais tratamentos
sintomaticos para a DA (AGO, Y. et al., 2011).

2.3 ACETILCOLINESTERASE COMO ALVO PARA PLANEJAMENTO DE
POTENCIAS FARMACOS PARA A DA

A AChE pode ser classificada de diversas maneiras. E uma serina hidrolase,
seu sitio catalitico contém uma triade catalitica serina, histidina e um residuo acido
assim como os sitios cataliticos das serina proteases, como a tripsina. No entanto, o
grupo acido na AChE é um glutamato enquanto que, na maioria dos outros casos,
corresponde a um residuo de aspartato (SOREQ, H; SEIDMAN, S. 2001).

A primeira estrutura tridimensional (3D) da AchE, determinada em 1991, é de

Torpedo californica (SUSSMAN et al., 1991) e, desde entdo, muitas outras estruturas



3D de AChE livre ou em complexo com diversos inibidores, a partir de diferentes
espécies, foram determinados e depositados no banco de dados PDB (do inglés,
Protein Data Bank ) do RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics).

A determinagdo da estrutura cristalografica da AChE de Torpedo californica
permitiu a primeira visualizgdo de uma resolucéo atdmica de cavidade de ligagao para
a acetilcolina. As varias formas oligoméricas de AChE de 6rgaos elétricos de peixes
elétricos, Electrophorus electricus e Torpedo californica, sdo estruturalmente similares

a aquelas em nervos e musculos de vertebrados (DVIR, H. et al., 2010).

Figura 4. Mondbmero da acetilcolinesterase: uma proteina alfa/beta que

contem 537 aminodacidos e consiste de uma mistura de 12 folhas beta envolvidas por

14 alfa-hélices.

Fonte: Almeida, 2014.

A AChE é uma enzima que interrompe sua neurotransmissao no sistema
nervoso colinérgico através da fenda neurossinaptica ou na jungao neuromuscular.
De um ponto de vista toxicoldgico, pesticidas e agentes nervosos séo, provavelmente,
0s compostos mais téxicos que inibem a atividade dessa enzima. Portanto, o sistema
nervoso colinérgico € um alvo de muitos compostos sendo importante devido a sua
significativa farmacologia ou toxicologia (POHANKA, M. et al., 2012).

Um estimulo elétrico faz com que a Ach a seja armazenada em vesiculas
(Figura 5) sendo enviada para fenda sinaptica e, reversivelmente, ser depositada no
receptor especifico, isso produz outro estimulo elétrico no 6rgao efetor (nervo,
musculo ou glandula. Para prevenir o estimulo continuo, a acetilcolina € hidrolisada

pela enzima AChE em acetato e colina. Como resultado, a acetilcolina € incapaz de
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estimular o receptor adicional e é reabsorvida na terminagéo nervosa. A ACh nova é

entao sintetizada e novamente é guardada nas vesiculas para uso posterior.

Figura 5. Transmissao do impulso pela sinapse colinérgica.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A funcdo da AChE é catalisar rapidamente e com eficiéncia a hidrolise da
acetilcolina ACh nas sinapses colinérgicas para acetato e colina como visto na figura
5. A rapida hidrdlise da acetilcolina desativa o neurotransmissor apés sua ligagéo ao
receptor, de modo a impedir seu acumulo nas sinapses e evitar a producado de
estimulos continuos por interagdes repetitivas. A hipotese colinérgica postula que uma
disfungdo na acetilcolina contribui substancialmente, para o declinio cognitivo
observado na DA. Isso € baseado na observacao de que a transmissao colinérgica
tem papel fundamental na cognicao e é interrompido em pacientes com a DA. A ACh
€ um neurotransmissor chave envolvido na aprendizagem e na memaoria que se liga a
subtipos de receptores muscarinicos da ACh (mAChRs).

A neurotransmissdo nicotinica esta implicada na patogénese da DA.
Evidencias adicionais sugerem que os principais subtipos de mAChR envolvidos na
DA sdo mAChRs M1 pés-sinapticos que medeiam os efeitos da ACh e os mAChRs
M2 pré-sinapticos que inibem a liberagao da ACh.

A deposicao de placas amiléides pode contribuir para a disfungéo colinérgica

na DA diminuindo a liberagdo da ACh pré-sinaptica prejudicando o acoplamento do
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MAChRs M1 pds-sinaptico com as proteinas G. Isso leva a diminuicdo do sinal da
transducéo de sinal, deficiéncias na cognicdo, uma redugédo nos niveis da proteina
precursora amiloide (APP), a geragao de mais B-amiloide neuro toxica e uma redugao
ainda maior na liberagdo de ACh (THATHIAH, A; DE STROOPER, B. 2011).

Estudos envolvendo a AChE provaram ser o alvo terapéutico mais viavel para
melhora sintomatica na DA, pois o déficit colinérgico € uma descoberta recente e
consistente nesta doenga (MEHTA, M; ADEM, A; SABBAGH, M. 2012). A DA tem sido
associado a varios fatores tais como o estresse oxidativo, disturbios
neuroinflamatdrios, anormalidades mitocondriais, enovelamento incorreto da proteina
e agregacao. A baixa atividade colinérgica em pacientes com DA conduziu a uma
hipétese conhecida como a hipotese colinérgica. Esta hipotese afirma que a doenga
€ associada com a disfungéo colinérgica que causa a perda da memoéria (REMYA, C.
et al.,, 2012).

2.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O tratamento farmacolégico disponivel hoje para a populacdo sado os
inibidores AChE, sendo os mais utilizados a rivastigmina (Exelon®) e donepezil
(Aricept®) (Figura 6). Os inibidores da AChE nao revertem o quadro clinico do
paciente, mas ajudam a previnir o progresso da doencga. Portanto estes compostos
inibidores da AChE representam uma proposta para o tratamento da DA desde a sua
correlagdo com a enzima e a formagdo do peptideo B- amiloide (BAZZINI, P;
WERMUTH, C. G., 2008).



Figura 6. Estruturas 2D dos inibidores da AChE.
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Em 1991 foi descrita pela primeira vez a Hipotese da Cascata Amiloide, que,
depois de algumas adequacodes, defende que a neurodegeneragdo na DA comeca
com a clivagem da proteina precursora de amildide (PPA), que ocasiona acumulo,
agregacao e depdsito de diversas formas téxicas da substancia beta-amiloide,
causando distrofia do citoesqueleto neuronal, pela agregacdo de metais toxicos e
ativacdo da micrdglia, o que libera radicais livres responsaveis pela oxidagado de
substancias importantes para o metabolismo celular (SANT’ANA, 2018).

Dessa forma, a terapéutica antiamiloide € baseada na proposicéo de que a
DA é iniciada com a deposicdo de B-amiloide, sendo que os inibidores da
fibrilogénese, inibidores da formagdao e promotores da depuragao, ainda em
experimentagao, possuem propriedades antiamiloides relevantes para estudos sobre
novas estratégias terapéuticas. Outra possibilidade é a Imunoterapia para a DA,
baseada no reconhecimento de um autoantigeno e resposta imunitaria sem causar
reagoes autoimunes adversas. De forma complementar, investigadores sugerem que
0 método terapéutico mais efetivo seria aquele baseado em desenvolvimento passivo
e ativo de imunidade sobre os peptideos AB42 e a proteina tau, simultaneamente
(SANT'ANA, 2018).

Experiéncias clinicas mostraram que todos os farmacos utilizados atualmente
como o donepezil, a rivastigmina e a galantamina, representam formas de terapia
sintomatica, porém, existe uma razao para suspeitar de seu envolvimento em certos
efeitos modificadores da doenca incluindo a formacao do peptideo B-amiloide e a
neuroprotecdo. Os inibidores de AChE podem interagir no sitio ativo catalitico da
enzima bem como em seu sitio de ligagao aniénico periférico (chamado em inglés de
Peripheral Anionic Site e reduzido para a sigla PAS que sera utilizada neste trabalho

ao citar esse sitio), no qual supdem-se possuir a habilidade de se ligar peptideos AR,



13

assim, promovendo a fibrilogénese. Os inibidores que atuam inibindo o sitio duplo da
AChE influenciam na hidrdlise da acetilcolina e influenciam a agregacgao da 3-amiloide
que é dependente do PAS. Portanto compostos com estas propriedades podem ser
definidas como ligantes multi-alvos.

Nos ultimos anos muitos inibidores do sitio de ligacdo duplo da AChE com
propriedades anti-agregacao de -amiloide foram descritos e coletados em artigos de
revisdo (IGNASIK, M. et al., 2012).

Grandes esforgos tém sido realizados para a compreensio e tratamento da
DA entretanto, a terapia atual esta longe de ser satisfatoria. De fato, embora o
tratamento realizado através da administracdo de inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE) tenha consistentemente demonstrado eficacia sintomatica
e redugdo na progressao da patologia, esses medicamentos produziram algum tipo
de melhora em aproximadamente 30-40% dos pacientes portadores da doencga de
Alzheimer leve a moderada (KIHARA T. et al., 2004).

Esses inibidores alteram a fungéo colinérgica central ao inibir as enzimas que
degradam a acetilcolina (enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase),
aumentando, assim, a capacidade da acetilcolina de estimular os receptores
nicotinicos e muscarinicos cerebrais. Desde a introdugao desses medicamentos na
pratica clinica, os inibidores da AChE constituem o tratamento sintomatico de escolha
para a DA (GROSSBERG G.T., 2003).

A rivastigmina (Exelon®), atualmente um dos medicamentos mais utilizados
no tratamento da doengca de Alzheimer, € capaz de inibir tanto a enzima
acetilcolinesterase quanto a butirilcolinesterase, apresentando, assim, maior eficacia
quanto ao aumento dos niveis cerebrais de acetilcolina60. Entretanto, esse
medicamento pode causar varios efeitos colinérgicos adversos quando a dose é
elevada abruptamente (GROSSBERG G.T., 2003).

Esses medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico apresentam
diversos efeitos adversos como alteragdes colinérgicos, hepatoxicidade e disturbios
gastrointestinais adversos. Portanto, a necessidade de novos estudos clinicos e a
utilizagdo de outros alvos terapéuticos devem ser trabalhadas (SERENIKI et al., 2008).

Os farmacos mencionados anteriormente, juntamente com a memantina que
€ um antagonista ndo- competitivo de N-metil-D-aspartato (NMDA) que atua na
melhoria moderada na memoaria e fungdes cognitivas, (ROY, K. K. et al., 2008 &

MEHTA, M. et al., 2012), constituem o arsenal terapéutico aprovado, atualmente,
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parao tratamento da DA na maioria dos paises. As dosagens usuais sdo descritas na

tabela abaixo:

Tabela 1: Dosagens usuais.

Donepezila 5 mg por via oral uma vez ao dia 23 mg uma vez ao dia (para DA Geralmente bem tolerada, mas pode
moderada a grave) causar nduseas ou diarréia
Galantamina 4 mg por via oral duas vezes ao dia 12 mg duas vezes ao dia Possivelmente mais benéfica para
Liberacéo prolongada: 8 mg uma vez Liberac&o prolongada: 24 mg uma sintomas comportamentais que outros
ao dia vcez ao dia farmacos

Modula os receptores nicotinicos e
parece estimular a liberacéo de
acetilcolina e aumentar o seu defeito

Memantina 5 mg por via oral duas vezes ao dia 10 mg duas vezes por dia Usada em pacientes com DA
moderada e grave

Rivastigmina Liquido ou capsula: 1,5 mg duas Liquido ou capsula: 6 mg duas vezes Disponivel en solucdo liquido e como
vezes ao dia ao dia adesivo.
Adesivo: 4.6 mg/24h Adesivo: 13,3 mg/24h

Fonte: Manuais MSD edigao para profissionais, 2023.

Perante a eficacia limitada dos atuais inibidores da AChE, os eventuais
problemas de hepatotoxicidade e outros efeitos secundarios e também interacdes
medicamentosas, e visto proporcionarem unicamente um tratamento sintomatico,
continua a existir uma procura continua por moléculas com maior eficacia,
seletividade, menor toxicidade e que proporcionem uma terapéutica eficaz nas fases
avangadas da doenca. Entre os grupos de moléculas alvos de estudo encontram-se
as pirazolinas, as quais serao relatadas posteriormente.

Além dos farmacos ja aprovados pela U.S. Food and Drug Administration
(FDA) para tratar a DA, um sexto farmaco estda em anadlise para aprovagéo, a
aducanumab. Apesar disso, os métodos farmacoldgicos sao ainda insatisfatorios para
o tratamento cognitivo-comportamental (ALZHEIMER’S DEMENT, 2021).
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25 O PAPEL DA QUIMICA MEDICINAL NA DESCOBERTA E NO
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

A descoberta de produtos naturais para utilizagao como farmacos tem sofrido
uma grande evolugao desde a década de 40 do século XX. Durante os primeiros 30
anos, as estratégias eram relativamente simples, melhoradas, em termos de
produtividade, pelos avangos ocorridos na tecnologia nas duas décadas seguintes
(KATZ; BALTZ, 2016).

Muitas moléculas com propriedades biolégicas sao ou foram planejadas a
partir de produtos naturais. Os produtos naturais séo utilizados ha anos pela
populacdo para o alivio ou cura de algumas doencas. Com o avang¢o da ciéncia,
inumeros pesquisadores estudaram formas de melhorar o rendimento e os efeitos
terapéuticos de muitos produtos naturais. O século XIX também foi caracterizado pelo
desenvolvimento de métodos de extracao e purificagdo de materiais de origem natural
que permitiram as primeiras descobertas dos compostos ativos em plantas (ex.
morfina — isolada da capsula de papoula em 1804; quinina — isolada da casca da
chinchona em 1820; cocaina — isolada das folhas de coca em 1855) bem como o
estabelecimento da quimica organica sintética que desenvolveu rotas para processos
industriais que seriam aplicados na fabricagdo em larga escala dos primeiros
medicamentos (ex. sintese do acido acetilsalicilico, puro e estavel, pelo quimico Felix
Hoffmann em 1897 e sintese em larga escala e comercializagdo da heroina pelo
Laboratério Bayer em 1898) (WERMUTH, C.G; 2008; FOYE, W. O et. al., 2008).

Sendo uma ciéncia interdisciplinar, a quimica medicinal pode se situar na
interface entre a quimica organica e as ciéncias da vida, tais como bioquimica,
farmacologia, biologia molecular e toxicologia, além de também permear areas
relacionadas a quimica, tais como fisico quimica, cristalografia, espectroscopia e
técnicas de simulagdes computacionais (AMARAL, A. T; 2017).

De acordo com o Subcommittee on Medicinal Chemistry and Drug
Development da Chemistry and Human Health Division (VIl) da International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a Quimica Medicinal € uma area que estuda os
aspectos relacionados a descoberta, invencao e preparagao de substancias bioativas
de interesse terapéutico, e os fatores moleculares do modo de acédo dos farmacos,

incluindo a compreensao da relagao entre estrutura quimica e atividade (SAR do
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inglés, Structure-Activity Relationships), além de aspectos relacionados a absorgao,
distribuicdo, metabolismo, eliminacao e toxicidade (WERMUTH, C.G; 2008).

A busca por novos agentes naturais para o tratamento da DA vai além dos
inibidores da acetilcolinesterase, os quais tém como objetivo estabilizar os niveis de
acetilcolina nas fendas sinapticas para manter a neurotransmissdo. Torna-se um
desafio a busca por diferentes abordagens terapéuticas com resultados mais eficazes.
Neste contexto podem ser consideradas as pirazolinas, grupo com grande importancia
na quimica moderna, as quais serdo exploradas na segao a seguir.

Um farmaco pode ser definido como uma substadncia que produz um
determinado efeito terapéutico em um dado organismo. As estratégias de descoberta
e desenvolvimento de novos farmacos tém avangado consideravelmente nas ultimas
décadas, se beneficiando de avancgos cientificos e tecnoldgicos nas diversas areas de
interface entre a Quimica e a Biologia (STUMPFE; BAJORATH, 2012).

O processo do desenvolvimento é bastante complexo e demorado,
envolvendo multiplas etapas (figura 8), dentre elas, a identificacdo e o
desenvolvimento de compostos com atividade biolégica, bem como a determinagéo
do mecanismo de acao, até a descoberta de novas entidades quimicas (NCEs, na
sigla em inglés para New Chemical Entities) (LEESON, 2012; LOMBARDINO &
LOWE; 2004), estas que podem vir a ser de fato um novo farmaco.

Estima-se que sdo necessarios de 10 a 15 anos até uma molécula ser
aprovada como um farmaco (FAPESP, 2023). A primeira etapa de desenvolvimento &
a pesquisa de compostos candidatos a farmacos, neste periodo investiga-se um
grande numero de moléculas (de 5000 a 10000). Na segunda etapa, o numero de
compostos € mais restrito e sdo realizados os ensaios pré-clinicos. A terceira etapa é
composta pelos ensaios clinicos, que sao divididos em trés fases (Fase 1, Fase 2 e
Fase 3). A quarta etapa consiste na submissdo do pedido a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) e na quinta etapa apenas uma molécula é aprovada
pelo 6rgdo responsavel e comercializada. Apds a comercializagdo ainda sao
realizados estudos por um periodo indefinido (Figura 7) (LYNCH, S.S. 2022).
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Figura 7: Etapas envolvidas no desenvolvimento de um farmaco.

ETAPAS OBRIGATORIAS PARA A ENTRADA DE
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medicamentosa nicador (imediatos) 2 - 3 anos

PEDIDO E CONCESSAO DE PATENTE (INPI) - Média de 14 anos

Fonte: Interfarma, 2022.

Em geral, para que um novo farmaco seja langcado no mercado, sao
necessarios alguns longos anos de desenvolvimento, com um gasto estimado entre
800 milhdes a 1,4 bilhdes de ddélares (GELDENHUYS et al., 2006). Dessa forma, é
necessaria a utilizagao de técnicas que otimizem o planejamento de novas entidades
quimicas que possam atuar como farmacos, com o intuito de minimizar custo e tempo
(MEEK et al., 2006).

A maior parte das tecnologias fornece a comunidade cientifica grande
diversidade de dados e informacdes que podem ser traduzidas em conhecimento
quimico e bioldgico. Com esse propésito, as técnicas computacionais aplicadas ao
estudo de sistemas biologicos mostram-se eficazes no manejo de dados e
mapeamento da estrutura 3D de alvos moleculares e ligantes, guiando a identificagao
e otimizagado de novos candidatos a farmacos (HANN, M.M.; LEACH, A. R.; GREEN,
D.V.; 2005 & KLEBE, G. 2004).

Desde a concepcéao do alvo biolégico até a descoberta de um novo farmaco,
0 que pode levar uma década ou mais, inumeras abordagens computacionais de
bioinformatica e quimio informatica podem ser aplicadas nos diferentes estagios do
processo de desenvolvimento. Nos estagios iniciais, o foco principal concentra-se em

identificar possiveis ligantes para um alvo bioldgico, enquanto que nos estagios finais
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a ideia é trabalhar apenas com ligantes que tenham propriedades fisico-quimicas,
farmacodinamicas e farmacocinéticas ideais para se tornarem farmacos e adentrar o
mercado farmacéutico (ALONSO, H.; BLIZNYUK, A, A.; GREADY, J. E; 2006 ;
TALEVI, A.; BRUNO-BLANCH, L. E.; 2009).

Uma das principais técnicas utilizadas na busca e descoberta de compostos
de partida é a triagem virtual (KLEBE, G. 2004 & KROEMER, R.T. 2007, & VYAS, V;
et al.; 2008). As técnicas de triagem virtual, através da utilizacdo de métodos
computacionais, também conhecidos pelo termo “in silico “, auxiliam na selecdo de
compostos organicos promissores como ligantes de alvos terapéuticos de interesse,
sejam eles agonistas ou antagonistas de receptores, ou ainda inibidores enzimaticos
(IRWIN, J. J.; SCHOICHET, B. K, 2005).

Normalmente, a estrutura quimica de possiveis ligantes advém de bases de
dados que contém milhares de compostos com propriedades fisico-quimicas
semelhantes as exibidas por farmacos reconhecidos na pratica clinica, além de
grande diversidade quimica e, portanto, preenchendo os requisitos basicos para
garantir ampla gama de possiveis interagdes intermoleculares com os mais diversos
alvos moleculares (IRWIN, J. J.; SCHOICHET, B. K, 2005).

2.5.1 PIRAZOLINAS

Compostos heterociclicos sintéticos sdo de grande importancia para a
quimica moderna devido a sua ampla aplicabilidade em diversos campos, incluindo a
quimica medicinal. De fato, cerca de 85 % dos farmacos disponiveis hoje sdo de
origem sintética. Desses, 62 % s&o compostos com estruturas heterociclicas e, além
disso, 91 % dos farmacos heterociclicos disponiveis na atualidade contém nitrogénio
no seu nucleo base (BARREIRO; FRAGA, 2015).

As pirazolinas sao exemplos importantes de compostos sintéticos
heterociclicos que contém um anel de cinco membros extremamente estavel,
composto por um atomo de nitrogénio na posicao 1, um atomo de nitrogénio na

posi¢ao 2 e uma ligagao dupla entre o nitrogénio 2 e o carbono 3 (Figura 7).
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Figura 8. Estrutura geral das pirazolinas.

Fonte: Elaborado pela autora.

A sintese desses compostos ocorre a partir da ciclizacdo de chalconas
(cetonas aromaticas a,B-insaturadas) por diferentes métodos, dentre eles, a reagao
de chalconas com hidrazinas em refluxo com acido acético (KUMAR et al., 2011). Os
derivados pirazolinicos resultantes dessa rota de sintese tem sido extensivamente
explorado na area da quimica medicinal como moléculas candidatas a estudos de
relacdo estrutura-atividade com potencial utilidade terapéutica (TOTH et al., 1989;
SZOLLOSY et al. 1991; LEVAI 1998; LEVAI et al. 2002; LEVAI et al., 2004; LEVAI,
2005; LEVAI; JEKO, 2005).

Frequentemente as pirazolinas sao obtidas por meio de chalconas em refluxo
de acido acético, o que leva a acetilacdo da pirazolina em tempos reacionais
consideravelmente elevados (SWARNKAR, D. E. A.; 2014). Também é reportado na
literatura a sintese de pirazolinas sob irradiagdo de micro-ondas, levando a diminuicéo
do tempo de reagado, porém, acetilando o produto final (SWARNKAR, D. E, 2014).

Derivados de pirazolinas vém atraindo atengdo na quimica medicinal pois
estdo associadas a diversas atividades biologicas, dentre estas atividades podemos
citar a antimicrobiana (KARTHIKEYAN, M. S.; HOLLA, B.S.; KUMARI, N.S.; 2007, &
OZDEMIR, A.E.A.; 2007) anti-inflamatéria (CHANDRA, T.E.A.; 2010). A classe
quimica das pirazolinas representa uma alternativa terapéutica frente a DA e estudos
que investiguem sua agao sao necessarios (KARTHIKEYAN, M. S.; HOLLA, B.S;
KUMARI, N.S.; 2007 & NEUENFELDT, P.D.; 2015).

2.6 QUIMIO INFORMATICA E ABORDAGEM RACIONAL
Varios programas de “docagem” que usam diferentes filosofias metodoldgicas

estdo disponiveis. Um dos programas mais utilizados na atualidade incluem como
exemplos o GOLD (VERDONK, M.L., et. al.; 2003), GLIDE (FRIESNER, R.A.; et.al,;
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2004; & HALGREN, T.A,; et.al.; 2004) e AutoDock (RODRIGUES, R.P.; et.al.; 2012),
estes tém a vantagem adicional de serem gratuitos para instituigbes académicas.

A técnica de docagem molecular € popular justamente pelo seu potencial de
identificacdo de compostos com caracteristicas quimicas e estruturais distintas de
ligantes usuais e conhecidos para um alvo molecular especifico (WASZKOWYCZ, B.
2008), principalmente quando a base de dados utilizada garante elevado grau de
diversidade e representatividade molecular, permitindo, assim, explorar ao maximo o
grau de variabilidade quimica requerido para interacdo de possiveis ligantes em um
alvo molecular através da complementaridade com o sitio receptor. Os protocolos de
docagem sao formados, de maneira geral, por dois componentes: o algoritmo de
busca e a fungdo de escore. O algoritmo € utilizado na busca sistematica de
orientagcdes e conformagdes do ligante no sitio receptor e a fungdo de escore é
aplicada aos possiveis modos de ligagao propostos pelo algoritmo, com o proposito
de classifica-los por afinidade de acordo com suas interagdes com os residuos de
aminoacidos do sitio receptor (DIAS, R.; AZEVEDO, W.F; 2008).

O planejamento de novos farmacos auxiliado por computador (Computer-
Aided Drug Design, CADD) pode ser empregado para melhorar a eficiéncia do
processo de descoberta, podendo reduzir em até 50% o custo da pesquisa por um
novo agente terapéutico (GELDENHUYS et al., 2006).

2.6.1 ESTRATEGIAS COMUMENTE UTILIZADAS EM
QUIMIOINFORMATICA (SBDD E LBDD)

Estas estratégias computacionais podem ser aplicadas de forma “indireta” e
"direta". O primeiro ndo depende da estrutura 3D do receptor e é denominado,
também, como "planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante" (LBDD,
do inglés “Ligand-Based Drug Design”) (SODERO, 2011). O segundo depende da
estrutura 3D do complexo ligante-receptor € conhecido, também, como "planejamento
de farmacos baseado na estrutura do receptor" (SBDD, do inglés “Structure-Based
Drug Design”) (KONTOYIANNI, MCCLELLAN & SOKOL, 2004). A escolha da melhor
estratégia depende das informagdes disponiveis relacionadas ao conhecimento das
estruturas dos ligantes e do alvo (OMS, 2000).
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Os métodos de SBDD baseando-se no conhecimento do arranjo topolégico
de alvos bioldgicos, logo, utilizam como pré-requisito dados 3D detalhados da
macromolécula em estudo. Essa informacéo pode ser obtida mediante a analise de

28 estruturas cristalograficas, de RMN ou de modelagem por homologia
(ANDRICOPULO et. al., 2009). A docagem molecular € uma das principais estratégias
de SBDD, que consiste na predicdo da conformagado bioativa de uma pequena
molécula (ligante) no sitio de ligagdo de uma macromolécula (proteina-alvo), seguido
da avaliacdo (pontuagdo) e classificagdo do modo de ligagdo proposto
(ANDRICOPULO et. al., 2009).

O reconhecimento molecular de um ligante no sitio receptor de um alvo ocorre
por complementaridade quimica entre as estruturas em estudo. Este € um processo
que envolve fatores entalpicos e entropicos considerando a flexibilidade do ligante e
da proteina, o efeito do ambiente protéico na distribuicdo de cargas do ligante, e
possiveis interagcbes com moléculas de agua presentes no meio (ALONSO,
BLIZNYUK & GREADY, 2006).

Os programas de docagem molecular geralmente sdo formados por uma
combinagao de dois componentes: um algoritmo de busca (orientagcao e conformagao)
e uma funcdo de pontuacdo (VERDONK et al., 2003). O algoritmo de busca é
empregado na pesquisa de possiveis modos de ligagcao entre o ligante e a proteina, a
fim de se alcancar uma complementaridade estérica e eletrostatica. O algoritmo de
busca deve pesquisar detalhadamente a energia potencial para que se obtenha o
minimo global. A fungcdo de pontuacao é aplicada para eleger os modos de ligacao
teoricamente mais proximos do modo de ligagao “real”, dentre os modos de ligagao
explorados pelo algoritmo de busca, classificando-os de acordo com as energias de
interagcdo (VERDONK et al., 2003). Neste trabalho foi empregado o programa de
docagem molecular GOLD.

Os custos sempre crescentes da descoberta de farmacos resultaram no
desenvolvimento de muitas técnicas para screening virtual. Uma das técnicas mais
simples e mais amplamente utilizada é as buscas por similaridade em que uma
conhecida estrutura bioativa de referéncia é procurada em uma base de dados para
identificar as moléculas mais similares, uma vez que essas sao as mais provaveis de
exibir bioatividade de interesse (HOLLIDAY, J. D. et al., 2011).

O avanco da quimica combinatéria e o aumento de informagdes estruturais e

genbmicas de potenciais alvos bioldgicos para acado farmacolégica permitiu o
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surgimento de uma abordagem menos dependente do acaso no desenvolvimento de
novos farmacos. Em especial, avangos na biologia molecular e estrutural, bem como
nas ciéncias da computagdo, permitiram um grande aumento na determinacdo de
estruturas tridimensionais de varios alvos moleculares com alta resolu¢do. De uma
maneira simples, os cientistas usam a quimica combinatéria para criar enormes
populagdes (colegbes) de moléculas - ou bibliotecas, que podem ser ensaiadas
eficientemente em massa. Pela producdo de compostos diversos em bibliotecas, ha
um aumento da probabilidade de encontrar novos compostos de valor terapéutico e
comercial. Este campo representa a convergéncia da quimica e biologia (LEITAO, A,;
MONTANARI, C.A.; DONNICI, C.L.; 2000).

Uma das principais técnicas utilizadas atualmente na busca e descoberta de
compostos de partida é a triagem virtual (KLEBE, G. 2004 & KROEMER, R. T, 2007
& VYAS, V.; 2008 et al.; 2008).

As estratégias de triagem virtual compreendem, basicamente, duas
abordagens principais: a triagem baseada na estrutura do alvo molecular e a triagem
baseada em ligantes. As técnicas baseadas na estrutura do alvo molecular
consideram a estrutura tridimensional (3D) do alvo terapéutico, utilizando como
estratégia principal os calculos de docagem para selecéo de ligantes potenciais, com
caracteristicas quimicas, eletrénicas e estruturais que favorecem interacées com o
sitio ligante do alvo molecular. O planejamento de substancias bioativas com base na
estrutura do alvo molecular é uma das estratégias mais robustas de identificacdo de
novos ligantes, capaz de contribuir em todo o processo, desde a analise da estrutura
3D do alvo terapéutico até a otimizacao das interagdes moleculares e propriedades
farmacocinéticas de compostos candidatos a ensaios clinicos (ANDERSON, A.C,
2003 & TAFT, C. A.A; DA SILVA, C.H.T.P.; 2008).

O programa GOLD, por exemplo, utiliza uma variagao desse algoritmo, com
modificagdes de diedros dos ligantes, geometria de anéis e modificagdes na posicao
do ligante no sitio ativo do alvo molecular (RICARDO P. R et al.; 2012).

Nos ultimos anos, grande énfase tem sido direcionada a caracterizagdo de
propriedades “drug like”, incluindo a regra dos Cinco, de Lipinski (LINPINSKI, C.A. et
al.; 2001), com o intuito de minimizar o risco de sele¢cdo de moléculas com a atividade
biolégica desejada, mas que sado inadequadas do ponto de vista de propriedades
muito importantes em farmacoterapia, tais como: biodisponibilidade, permeabilidade,

absorcao, metabolismo, excrecao e toxicidade. A escolha de uma biblioteca virtual de
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compostos com propriedades consistentes com o conceito “drug like” pode reduzir o
tempo do ciclo de desenvolvimento e minimizar a inviabilidade de aplicagao
terapéutica de moléculas Dbioativas por inadequacdo de propriedades
farmacocinéticas e/ou toxicidade acentuada (LUMLEY, J.A, 2005 & BRENK, R.; et al.;
2008), propriedades estas que representam o principal gargalo no insucesso de
candidatos a farmacos (EDDERSHAW, P. J.; BERESFORD, A. P.; BAYLISS, M.K,;
2000 & SHEPPARD, G.S.; BOUSKA, J.J. 2005).

No desenvolvimento de novos compostos, o desenvolvimento baseado na
estrutura, como a docagem molecular, pode ser aplicado baseado na estrutura
cristalografica disponivel da AChE em complexo com inibidores. Simulagcbes de
docagem molecular tém sido utilizadas com sucesso em muitos projetos de quimica
medicinal fazendo delas ferramentas valiosas na descoberta de potenciais farmacos
(BERG, L. et al., 2011).

2.6.2 QUIMICA QUANTICA

Devido aos recentes progressos na area computacional e no desenvolvimento
de eficientes algoritmos de calculos, um grande avanco também foi verificado no
desenvolvimento dos calculos quimico-quanticos. Métodos ab initio e semiempiricos
fornecem parametros quimico-quanticos moleculares realisticos em um curto periodo
de tempo. Caélculos quimico-quanticos sdo, entdo, uma grande fonte de descritores
moleculares que podem, em principio, expressar muitas propriedades geomeétricas e
eletrébnicas das moléculas e suas interagdes. De fato, varios estudos recentes sobre
QSAR/QSPR empregam descritores quimico-quanticos isoladamente ou combinados
com descritores convencionais (WEBER, K. C.; et al., 2006 & FERNADEZ, M.
CABALLERO, J. J.; 2007). A Quimica Quantica fornece uma descricao mais acurada
e detalhada dos efeitos eletrbnicos quando comparada aos métodos empiricos.

Métodos de Quimica Quantica e técnicas de modelagem molecular permitem
a definicdo de um grande numero de propriedades atdmicas e moleculares
caracterizando propriedades relacionadas a reatividade, forma e modo de ligacao de
fragmentos e substituintes moleculares. Devido ao grande conteudo de informacgdes
contidas em muitos descritores moleculares, a utilizacdo dos descritores quimicos-
quanticos em estudos de QSAR apresenta duas vantagens principais: os compostos

e seus varios fragmentos e substituintes podem ser diretamente caracterizados com
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base somente em suas estruturas moleculares; o mecanismo de agao proposto pode
ser diretamente justificado em termos da reatividade quimica dos compostos em
estudo. Consequentemente, os modelos de QSAR obtidos incluirdo informagdes
sobre a natureza das forgas intermoleculares envolvidas na determinagao da atividade
biolégica dos compostos em estudo. Descritores quimico-quanticos séao
fundamentalmente diferentes das medidas obtidas experimentalmente, embora exista
alguma sobreposigao natural (ARROIO, A.; HONORIO, K.M.; SILVA, A. B. F, 2010).

Uma outra categoria de descritores quimico-quanticos muito utilizados em
estudos SAR/QSAR estéa relacionada a energia dos orbitais de fronteira. Em geral,
sao utilizadas as energias do orbital molecular mais alto ocupado (Highest Occupied
Molecular Orbital, HOMO) e do orbital molecular mais baixo desocupado (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital, LUMO). A razdo para isto esta relacionada ao fato
destas propriedades fornecerem informagdes sobre o carater elétron-doador e/ou
elétron-aceitador de um composto e, consequentemente, a formagao de um complexo
de transferéncia de carga (CTC) (HONORIO, K. M.; DA SILVA, A. B. F.; 2003).

A energia do HOMO mede o carater elétron-doador de um composto e a
energia do LUMO mede o carater elétron-aceitador. Destas definicbes, duas
caracteristicas importantes podem ser observadas: quanto maior a energia do HOMO,
maior a capacidade elétron-doadora e, quanto menor a energia do LUMO menor sera
a resisténcia para aceitar elétrons. As energias do HOMO e do LUMO tém sido usadas
ha algumas décadas como indices de reatividade quimica e sdo comumente
correlacionadas com outros indices, tais como afinidade eletrénica e potencial de
ionizagdo (CONTRETAS, R, et al.; 1999 & HEATON, C.A.; MILLER, A. K.; POWELL,
R.L.; 2001).

2.6.3 TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE- DFT

Em muitos campos da ciéncia a chave para o progresso cientifico e
tecnolégico é o entendimento e o controle das propriedades da matéria em nivel
atdbmico e pequenas moléculas. A teoria do funcional da densidade é uma abordagem
bem sucedida para encontrar solugdes para a equacao fundamental que descreve o
comportamento quantico de atomos e moléculas, a equagao de Schrodinger.

Essa abordagem se transformou rapidamente de uma arte especializada,

praticada por um pequeno numero de fisicos e quimicos na vanguarda da teoria da
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mecanica quantica, para uma ferramenta que é usada regularmente por um grande
numero de pesquisadores em quimica, fisica, ciéncia dos materiais, engenharia
quimica, geologia e outras disciplinas (SHOLL; STECKEL, 2009a).

A teoria do funcional da densidade (DFT - Density Functional Theory) usa a
densidade eletronica como variavel fundamental, no lugar da fungcédo de onda. A DFT
€ a base de uma nova classe de métodos de calculo de estrutura eletronica em
expansdo e com grande potencial. Esse método surgiu como uma alternativa aos
tradicionais métodos semi-empiricos e ab initio, no estudo de propriedades do estado
fundamental de sistemas moleculares. Além disso, tem apresentado boa
concordancia com os dados experimentais disponiveis (SHOLL; STECKEL, 2009).

O método DFT inclui de forma implicita a correlagao eletrénica nos calculos,
muito explorado, pois permite o estudo de sistemas com grande numero de atomos e
apresenta um custo computacional menor em relagdo aos métodos ab initio. Devido
ao fato de que, ao usar a densidade eletrénica, a integral para repulsdo de Coulomb
necessita ser feita somente sobre a densidade eletronica, que é uma funcao
tridimensional, como N3, em que N é o numero de fungdes de bases, enquanto os
métodos ab initio escalam acima de N4 (KOCH; HOLTHAUSEN, 2001).

Os calculos realizados pelo método DFT sao todos baseados em fungao da
densidade eletrbnica ou na densidade de probabilidade eletronica do sistema em
questao, essa fungao é habitualmente chamada de densidade eletronica ou densidade
de carga, é representada por p(x, y, z). Assim, para se obter a energia para a
densidade eletrénica é utilizado um funcional de densidade, e a minimizagao desse
funcional é obtido a energia do estado fundamental do sistema.

Deve-se lembrar também que, um funcional é uma funcdo de uma funcéo,
neste caso, essa funcao € a densidade eletrbnica. Nao é possivel se obter resultados
exatos para um funcional de densidade. Podem ser encontrados diversos funcionais
que apresentam vantagens e desvantagens para descrever um sistema multi
eletronico (ROCHA, 2013).

2.7 METABOLISMO DOS FARMACOS

A absorgao do farmaco no trato gastrointestinal (TGl), é complexa e pode ser

influenciada por varios fatores, os quais tém impacto sobre a dissolugao/solubilidade
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e permeabilidade do farmaco. Estes podem ser resumidos em fatores fisiolégicos,
fisico-quimicos e farmacéuticos (SHARGEL et al., 2005). Fatores fisiologicos estao
relacionados as caracteristicas anatémicas e fisioldégicas do local de administragao
como, por exemplo, tempo de esvaziamento gastrico, motilidade intestinal, pH
intestinal, mecanismos envolvidos no transporte de farmacos através das membranas
dos enterdcitos, metabolismo pré-sistémico, fluxo de sangue no intestino, conteudo
luminal, composic¢ao dos fluidos intestinais e estados patologicos do paciente (YU et
al.,1996; BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000).

A absorcao de farmacos tem um papel essencial na determinagao da sua
biodisponibilidade (F), uma vez que contribui ativamente com o tempo e extensdo em
que um farmaco é exposto ao seu sitio de agdo farmacoldgico in vivo (SUN et al.,
2004).

A dissolucao do farmaco nos liquidos do TGI e a sua permeabilidade através
da membrana plasmatica sao os requisitos para que este atinja a circulagao sistémica
e esteja biodisponivel. As propriedades moleculares do farmaco sao determinantes
tanto para a solubilidade aquosa do mesmo, quanto para a permeabilidade através da
bicamada fosfolipidica da membrana biolégica (SHARGEL et al., 2005).

Assim, um farmaco devera apresentar caracteristicas hidrofilicas suficientes
que permitam sua dissolugcédo nos liquidos corporais, ja que estes tém a agua como
principal componente. Por outro lado, as moléculas devem ter caracteristicas
hidrofébicas que as possibilite atravessar a bicamada fosfolipidica da membrana da
célula. E importante ressaltar que a maioria dessas propriedades sdo dependentes
umas das outras (AVDEEF, 2012).

Ha fatores importantes que devem ser avaliado no estudo de permeabilidade
de farmacos, como a lipofilicidade (logP), O logP é calculado pela razdo entre a
solubilidade do farmaco em um solvente apolar (por exemplo, octanol) e sua
solubilidade em um solvente polar, a agua. Quanto maior o valor de log P, maior a
afinidade pela estrutura lipidica da membrana plasmatica e consequentemente maior
taxa de particao e absorcdo. Entretanto, varios estudos tém indicado que farmacos
muito hidrofilicos (log P < - 3) e muito hidrofébicos (log P > 6) estdo sempre associados
a uma absorcao in vivo incompleta (UNGELL; ABRAHAMSSON, 2009).

Numa correlagao entre a permeabilidade e o logP geralmente uma relagao
sigmoidal é obtida. A medida que o logP de uma molécula aumenta, também o faz a

sua capacidade de penetrar na membrana celular, resultando no aumento da
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permeabilidade até que um platé, referente a limitagado gerada pela CAE adjacente a
membrana, seja atingido (AMIDON; LEE; TOPP, 2000).

Outro fator € a constante de dissociagao (pKa), inter-relaciona o pH do meio
e o estado de carga. Conceitualmente, o valor de pKa € aquele onde uma molécula
esta 50% ionizada e 50% na forma nao-ionizada. Conforme a teoria da particdo em
pH, os farmacos sao transportados atravésde barreiras bioldgicas primariamente
quando estdo na forma ndo-ionizada, sendo que seu pKa é responsavel por direcionar
seu local de absor¢ao no trato gastrointestinal (HOGBEN et al., 1959; REIS, 2013).
Por esta razao, esta teoria prevé que condi¢gdes de pH que favorecam a forma nao-
ionizada de um farmaco possibilitem maiores valores de permeabilidade.

O peso molecular que pode atuar como uma limitagao fisica ao transporte de
alguns farmacos, principalmente quando a via passiva celular é considerada. Atribui-
se o valor de 200 Da para o peso molecular de um farmaco, para que este possa
atravessar as jungdes coesas presentes entre as células endoteliaise, assim, permear
pela via passiva (FUGIKAWA et al., 2005). A partir de uma projegéo grafica entre PM
e logP, Ritchie e colaboradores (2011) demonstraram que, numa sele¢cao de 178
farmacos, o maximo valor de permeabilidade é apresentado por farmacos com PM
entre 150-350 Da e logP entre 0 e 3,5 (RITCHIE; ERTL; LEWIS, 2011).

Outro fator é a area de superficie polar, ou “Polar Surface Area” (PSA) é
definida como a soma da area de superficie de todos os atomos polares de uma
molécula, usualmente oxigénio, nitrogénio e hidrogénio (ERTL; ROHDE; SELZER,
2000). De maneira geral, os parametros de PSA sao calculados de forma mais
fidedigna quando o numero de ligagdes de hidrogénio é avaliado a partir da estrutura
3D da molécula (BOHETS et al., 2001).

Conforme descrito na literatura, valores de PSA abaixo de 120 angstrons
quadrados (A2) s&o indicados para garantir boa absorcdo de farmacos administrados
por via oral e transportados passivamente (FLATEN et al., 2006; BOHETS et al., 2001;
ZHU et al., 2002). Por outro lado, para que os farmacos atravessem a barreira
hematoencefalica, o valor de PSA ndo deve exceder 60 A2 (ERTL; Rohde; Selzer,
2000). Estudos que avaliaram a correlagao entre as propriedades de PSA e o logP,
demonstraram que os farmacos que apresentam valores de PSA fora da faixa de 10
a 125 A2 e logP entre -1 e 6 demonstraram problemas de biodisponibilidade (RITCHIE;
ERTL; LEWIS, 2011).
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O numero de doadores de ligagao de hidrogénio também deve ser observado,
pois camadas lipidicas ordenadas apresentam uma quantidade finita de grupamentos
com ligacao de hidrogénio. Estes grupamentos estéo localizados exclusivamente nas
cabecas polares dos fosfolipidios. Para que tenham afinidade as cadeias de
hidrocarbonetos da camada lipidica, os farmacos devem ser suficientemente lipofilicos
para superarem a perda de energia gerada na quebra das ligagdes de hidrogénio com
as cabecas polares dos fosfolipidios. Este fator representa, portanto, uma barreira
energética consideravel para farmacos que possuam tendéncias a fortes ligagdes
doadoras de hidrogénio (MALKIA et al., 2004).

A capacidade de um farmaco formar ligacbes de hidrogénio tem sido
reportada na literatura como marcadamente interferente na sua permeabilidade
(TAYAR et al., 1991; CONRADI et al., 1991; REIS, 2013).

2.8 REGRA DE LIPINSKI

A regra dos 5 introduzida por Lipinski ainda € o modelo mais usado na
aplicacao de propriedades fisico-quimicas para a predicdo da permeabilidadede
farmacos. O modelo, baseado em um estudo de aproximadamente 2290 farmacos,
prevé valores altos de absorcao para farmacos que se enquadremem ao menos duas
das seguintes caracteristicas: grau de lipofilicidade (logP)de até de 5, PM de até 500
e HBD inferior a 5 (LIPINKSI et al., 2001).

Lipinski et al., em 1997, analisaram 2.245 compostos provenientes do banco
de dados do World Drugs Index e identificaram propriedades farmaco-similar (do
inglés drug-like) entre os farmacos disponiveis por via oral. Esse trabalho analisou
quatro propriedades fisico-quimicas entre medicamentos orais e candidatos a
farmacos, definindo pontos de cortes comuns a 90% das substancias analisadas.
Essas informagdes foram traduzidas em um conjunto de regras chamado de Regra
dos 5 ou RO5 (do inglés Rule of five), pois os fatores descritos envolviam numeros
multiplos de cinco: (PATRICK, G.L.; 2013 & WALTERS, W.P.; 2012).

. Peso molecular (PM) < 500 Da;

. Grupos doadores de ligagao de hidrogénio < 5;

. Grupos aceptores de ligagao de hidrogénio < 10;

. Coeficiente de lipofilicidade (LogP) < 5.6
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Considerando que a maioria dos farmacos administrados por via oral séo
transportados passivamente, (BARREIRO, E.J.; FRAGA, C.A.M; 2015) o aumento do
PM pode impedir a difusdo passiva através das cadeias laterais alifaticas
compactadas na bicamada lipidica das membranas biolégicas. Além disso, a medida
que o PM aumenta, uma cavidade maior deve ser formada em agua para solubilizar o
composto, o que pode diminuir a solubilidade. O aumento do peso molecular também
reduz a concentragdo de composto na superficie do epitélio intestinal, em
consequéncia, a absor¢ado também pode ser reduzida (DI, L.; KERNS, E.H.; 2015).

A lipofilicidade de um composto € avaliada pelo coeficiente de particdo (LogP)
que, por sua vez, é a razao entre a concentragao da substancia na fase organica e
sua concentragdo na fase aquosa em um sistema de dois compartimentos em
equilibrio. Experimentalmente, essa propriedade é determinada através do método de
shake flask com o emprego de n-octanol na fase orgéanica, devido a sua similaridade
fisico-quimica com a bicamada de lipideos das membranas celulares (KUBINYI, H.;
1997).

Farmacos mais lipossoluveis sdao melhores absorvidos, entretanto, um
incremento na lipossolubilidade pode reduzir a absorgdo, pois a redugdo da
hidrossolubilidade dificulta etapas anteriores, como dissolugcéo e solubilizagdo do
farmaco na fase aquosa (BARREIRO, E.J.; FRAGA, C.A.M; 2015; DI, L.; KERNS, E.

H.; 2015). Desse modo, o perfil de lipossolubilidade é descrito como um
modelo em parabola bilinear, o qual compreende valores 6timos de LogP na faixa de
1 a 3, capazes de expressar propriedades farmacocinéticas ideais, com prejuizo se
houver o aumento progressivo do LogP, uma vez que o balango hidrofilico-lipofilico é
necessario para a absor¢cado (BARREIRO, E.J.; FRAGA, C.A.M; 2015).

2.9 MODELOS DE AVALIACAO DA ABSORCAO INTESTINAL DOS FARMACOS

A permeabilidade intestinal é a capacidade que o composto tem de atravessar
a barreira bioldgica e pode variar conforme sua localizagdo no trato gastrintestinal
(GRASS, 1997 & REIS., 2013). Considera-se um farmaco altamente permeavel
aquele cuja extensao de absorcdo em seres humanos for igual ou superior a 85% ou
a 90%, dependendo da agéncia regulatéria (UNITED STATES, 2000; YU et al., 2002;
LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004; CHEN; YU, 2009).
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Considera-se um farmaco altamente permeavel aquele cuja extensédo de
absorcéo em seres humanos for igual ou superior a 85% ou a 90%, dependendo da
agéncia regulatéria (UNITED STATES, 2000; LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN,
2004; CHEN; YU, 2009).

O conhecimento da permeabilidade de um farmaco e dos mecanismos
relacionados a este processo constitui etapa crucial no desenvolvimento das
moléculas candidatas a farmacos, na determinacdo do local de administragdo de um
farmaco e no desenvolvimento de formulagao farmacéutica. Por este motivo, ha uma
grande necessidade da implementagcao de modelos de alta capacidade, baixo custo e
que tenham uma grande correlacdo com as caracteristicas de permeabilidade e
absorcao in vivo (AVDEEF; TESTA, 2002; FUGIKAWA et al., 2005; PRAVEEN,;
CHONG, 2005; CAO et al., 2006; CHEN et al., 2007; DAHAN; HOFFMAN, 2007;
FISCHER et al., 2007).

Com afinalidade de avaliar a permeabilidade de farmacos, diferentes métodos
foram desenvolvidos. Atualmente, um dos métodos amplamente utilizados para a
caracterizagao da permeabilidade dos farmacos sdo métodos in vitro baseados em
sistemas artificiais compostos por lipideos, exemplificados pelo ensaio de
Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela (PAMPA).

E métodos in silico que empregam programas computacionais para a previsao
da permeabilidade dos farmacos. Assim, a utilizacdo de um destes métodos e mesmo
a combinagédo entre eles tém sido o objeto de publicagdes recentes na area da
biofarmacia (STENBERG, 2001; SUGANO, 2003; AVDEEF, 2005; PRAVEEN;
CHONG, 2005; OBATA, 2005; MASAOKA et al., 2006; SHAH,2006; CHEN, 2007;
VOLPE, 2007).

2.10 INVESTIGAGAO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Para racionalizar estudos experimentais, os compostos podem ser estudados
estruturalmente através de suas propriedades fisico-quimicas pela plataforma
SwissADME (http://www.swissadme.ch), que consiste em uma ferramenta de
correlagdo quantitativa simples. Dentre as aplicagdes praticas da Quimica
Farmacéutica e Medicinal que despertam o interesse da industria farmacéutica estao
aquelas que influenciam a etapa farmacocinética. O estudo das propriedades fisico-

quimicas durante o planejamento de farmacos € uma etapa muito relevante para a
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predicdo da biodisponibilidade oral de moléculas promissoras (BARREIRO, E.J,;
FRAGA, C.A.M; 2015).

Quando pensamos em vias de administracdo de medicamentos, a via oral € a
via mais utilizada e a que obtém os maiores niveis de aceitacdo dos pacientes. Isto se
da, por conta da sua melhor prevengao de dores, por sua eficacia, redugao do risco
de infecgdo cruzada, reducdo de lesdes por picada de agulha e também pela
praticidade (CHENTHAMARA et al., 2019).

Considerando que a biodisponibilidade de farmacos administrados pela via
oral depende da permeabilidade pelas membranas celulares, solubilizagao nos fluidos
estomacais e absor¢cdo pela mucosa intestinal, € necessario compreender os
descritores moleculares capazes de prever as propriedades farmacocinéticas ideais e
fornecer informacbes relevantes para propor modificagcbes quimicas racionais
BARREIROS, E.J,; FRAGA, C.A.M; 2015; AMARAL, A.T.; MONTANARI, C.A.; 2002).

Na tentativa de facilitar o processo de tomada de decisdo e aumentar a
probabilidade de encontrar e desenvolver compostos viaveis farmacologicamente em
seres humanos, foram desenvolvidos varios métodos multiparamétricos chamados de
regras ou filtros (MIGNANI, S. et al, 2018).

As propriedades fisico-quimicas dos grupos funcionais sdo essenciais na fase
farmacodindmica da acado dos farmacos. Tais grupos influenciam diretamente o
reconhecimento molecular, pois a afinidade de um farmaco, isso €, “a tendéncia de
um farmaco se ligar ao seu receptor”, € dependente do somatorio das for¢cas de
interacdo dos grupos farmacofdéricos aos sitios complementares da macromolécula
(RANG, R.; et al. 2015).

Essas propriedades também exercem influéncia no comportamento
farmacocinético (absorgéo, distribuicdo, metabolismo e excreg¢ao), especialmente, nos
medicamentos administrados pela via oral, que € a via de administragdo mais comum.
Essa via, em comparagdo com a parenteral (intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intradérmica), apresenta como vantagens a facilidade na administracdo, maior
segurancga e adeséao do paciente, menor custo, além de ser menos invasiva (ALLEN,
J.R.; etal.; 2013).

Em contrapartida, a fase farmacocinética € uma das principais causas de
descontinuidade da pesquisa de candidatos a farmacos orais nos estagios iniciais dos
estudos clinicos. As propriedades fisico-quimicas altamente variaveis repercutem

diretamente na absorgéo (passagem do farmaco de seu local de administragcao para
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o plasma) e na biodisponibilidade (fragdo de uma dose oral que chega a circulagao
sistémica na forma de farmaco intacto) de farmacos na biofase (RANG, R.; et al.
2015).

A ferramenta web SwissADME (Figura 9) é gratuita e oferece acesso a uma
variedade de modelos preditivos rapidos e robustos para propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas, semelhanga de medicamentos e radar de
biodisponibilidade. Além disso, apresenta como vantagem diferentes métodos de
entrada (.sdf, .mol, SMILES, por exemplo), calculo de varias moléculas
simultaneamente e possibilidade de exibir, salvar e compartilhar resultados por cada
molécula ou através de graficos que demonstram se os farmacos sao capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica, possuem boa absorcdo oral e se sao
substratos ou inibidores da glicoproteina-P (DAIANA, A.; MICHIELIN, O.; ZOETE, V;
2017).

Figura 9: Pagina principal do SwissADME
" Sia] SwissADME

Swiss Institute of
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Este site permite que vocé calcule descritores fisico-quimicos, bem como prever pardmetros ADME, propriedades farmacocinéticas,
nalgreza semelhante a drogas e compatibilidade quimica medicinal de uma ou varias moléculas pequenas para apoiar a descoberta de
medicamentos,

O artigo principal que descreve o servico web e suas metodologias subjacentes é SwissADME: uma ferramenta web gratuita para
avaliar farmacocinética, semelhanca de drogas e compatibilidade quimica medicinal de pequenas moléculas. Sci. Rep. (2017) 7:42717.
Para obter detalhes sobre o desenvolvimento e validacdo do iLOG, consulte este artigo: iLOGP: uma descricdo simples, robusta e
eficiente do coeficiente de particio n-octanollagua para o projeto de medicamentos usando a abordagem GB/SA. J. Chem. Inf. Modelo.
(2014) 54(12):3284-3301.

Para obter detalhes sobre o desenvolvimento e validacdo do BOILED-Egg, consulte este artigo: ABOILED-Egg para prever a absorcdo
gasfrointestinal e a penetracdo cerebral de pequenas moléculas. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121.
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2.11 PERMEABILIDADE EM MEMBRANA ARTIFICIAL PARALELA (PAMPA)

A técnica de PAMPA ¢é capaz de prever ndo apenas a particdo
agua/membrana de farmacos, mas também sua solubilidade e estado de carga em
diferentes valores de pH. Desta forma, apresenta vantagens competitivas importantes
quando em comparagao a IAM (BOHETS et al., 2001; AVDEEF et. al., 2007).

No ensaio de PAMPA, um “sanduiche” é formado por duas placas de 96
pocos, sendo que a placa inferior € denominada compartimento doador, onde os
farmacos a serem avaliados estado diluidos em uma solugao tampao. A placa superior
compde o compartimento receptor, e apresenta membranas sintéticas de PVDF
impregnadas com solugdo lipidica, formando uma barreira através da qual os
farmacos migram por difuséo.

E importante salientar que existem diversos parametros que podem afetar os
resultados de permeabilidade obtidos pelo ensaio com a técnica PAMPA, destacam-
se: composicdo das membranas artificiais; pH e composicdo do meio dos
compartimentos doador e receptor; e presenga ou auséncia de agitagdo das placas,

relacionada ao efeito da camada de agua estacionaria (CAE).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Todos os resultados apresentados nas se¢des a seguir foram previamente
publicados na revista RCS Medicinal Chemistry (MACHADO et al.; 2022).

3.1 SINTESE

Como nessa dissertagcao o objetivo é discutir as atividades bioldgicas, serao
suprimidos os dados relativos a sintese e carcaterizagado das pirazolinas. A sintese
das pirazolinas 1a-i e 2a-i (Tabela 2) foi realizada em duas etapas conforme tabela 2,

e esta etapa do projeto foi desenvolvida em colaboragéo.
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Tabela 2: Estruturas quimica das pirazolinas 1a-i e 2a-i

0] (0]
e e
/ —R' R" / )
U e
® O
la-i 2a-i
Composto R’ Compsto R"

1a Ph 2a 4-CHs-Ph
1b 2-NO2-Ph 2b 2-NO2-Ph
1c 3-NO2-Ph 2c 4-Br-Ph
1d 4-NO2-Ph 2d 3,4,5-triOCH3-Ph
1e 4-COOH-Ph 2e 2,4-diOCHs-Ph
1f 2,5-diOCH3s-Ph 2f 2,5-diOCH3-Ph
19 3,4-diOCHs-Ph 2g 3,4-OCH20-Ph
1h 3,4-OCH20-Ph 2h 1-naftil
1i 2-naftil 2i 2-naftil

As pirazolinas foram obtidas em 20-89% de rendimento e foram
caracterizadas de acordo com seu ponto de fusdo, 'H e '3C NMR, e espectros de
massas de alta resolucéo.

Na etapa de calculos das propriedades fisico-quimicas estudadas, utilizou-se
a plataforma online SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) para calcular
as propriedades fisico-quimicas dos farmacos estudados (RODRIGUES, G. et al.
2021).

3.2 EFEITO INIBIDOR DAS PIRAZOLINAS E ESTUDOS DE
RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

A inibicdo da enzima AChE foi verificada a partir da funcdo de pontuacao

ChemPLP e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.
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Todos os compostos testados mostraram efeitos inibitérios contra a AChE
com valores de IC50 variando entre 0,052 e 1,947 uM. Em comparagdo com o
medicamento padrédo mais ativo, a donepezila (ICso valor de 0,087 pM), dois
compostos (2b e 2i) da série, mostraram um efeito inibitério maior com valores de ICso0
de 0,052 e 0,068 pM, respectivamente. Todas as pirazolinas da série se mostraram
mais potentes do que um dos medicamentos hoje disponivel no mercado

farmacéutico, a galantamina.

Tabela 3: Comparacéo entre os valores de ICso dos compostos relacionados com a

inibicdo da AChE e as respectivas pontuagdes obtidas através da funcéo de

pontuacdo ChemPLP.

Composto inibigétl)cdsg AChE Pontuagao
mol L'
1a 1,328 82.422
1b 0,640 87.822
1c 1,028 84.851
1d 1,556 79.831
1e 1,541 80.692
1f 1,421 81.686
19 1,426 81.599
1h 0,988 85.133
1i 0,799 86.394
22 0,845 86.924
2b 0,052 92.519
2c 0,903 85.943
2d 1,947 77.492
2e 1,128 84.523
2f 1,705 79.426
2g 0,913 85.720
2h 1,015 84.949

2i 0,068 91.242
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Donepezila 0,087 90.608
Galantamina 17,250 60.244
Fisiostigmina 0,190 63.616

Tacrina 0,178 62.143

Fonte: Elaborado pela autora.

ICs0: concentracdo dos compostos testados que inibiram a hidrolise do

substrato em 50%; AChE: acetilcolinesterase.

Estudos de docagem molecular foram realizados para compreender melhor
os resultados do ICso e para conduzir adequadamente as discussdes sobre a relagao
estrutura-atividade. Quatro diferentes fun¢des de pontuagdo do programa GOLD
(JONES, G. et al. 1997) foram utilizados: GoldScore, ChemScore, ChemPLP e ASP.
Através da analise dos resultados do calculo da interacéao, ficou evidente que a fungao
ChemPLP (Tabela 3) representa melhor os resultados experimentais, e por este
motivo, esta fungao foi selecionada para as respectivas analises. Foram considerados
na escolha da funcao o resultado do redocking (Figura 10), e as correlagdes entre os

resultados experimentais e computacionais (r?= 0,9901) (Figura 11).

Figura 10. Sobreposi¢des de resultados de calculo de acoplamento

molecular para o ligante co- cristalizado (1YL604).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na pose de redocking (Figura 10), trés estruturas do ligante co-cristalizado
(1YL604) estado presentes: em bege € o unico proveniente da imagem cristalografica,
em violeta a estrutura proveniente do calculo da série 1a-1i em fucsia a estrutura
derivada do célculo da série 2a-2i. O alinhamento entre estas estruturas é evidente.
A sobreposigao de ambas as estruturas se apresenta praticamente igual.

Indicando e ajudando a compreender o qudo bem o0s resultados

computacionais representam os resultados experimentais.

Figura 11. Correlacao entre os resultados experimentais (ICso) e

computacionais (Pontuagéo).

100- CHEMPLP Fitness = -7.772*IC5AChE + 92,73

R?= 0.9901

951 N= 18

90+
85+

804

CHEMPLP Fitness

754

70 T T 1 T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Inhibition of AChE
IC50(HM)

Fonte: Elaborado pela autora.

Através da andlise do diagrama de interacédo 2D (Figura 12), é possivel
observar que, além das interagbes da ligagcao de hidrogénio, uma série de estruturas
aromaticas e cadeias laterais hidrofébicas estdo presentes na cavidade enzimatica.
Sobre tudo, é importante mencionar as interagdes 1T-T que ocorrem entre a estrutura
do residuo Trp 286 e a porgao aromatica do ligante co-cristalizado.

De acordo com os resultados computacionais (Tabela 3), os compostos que
apresentaram as melhores pontuagdes, de ambas as séries, sao: 1b (Figura 13) e 2b
(Figura 14). E interessante notar a semelhanca entre as interagbes de ambos os
compostos (1b e 2b) quanto as interagdes no sitio ativo da proteina. Para ambos,

ocorrem duas interagdes 1T-1T com 0s mesmos residuos Trp 286 e Tyr 341.
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Figura 12: Diagrama 2D da interagao entre o co-fator (1YL604) e a cavidade

enzimatica da proteina 4MOE.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Além disso, cada um desses compostos realiza uma interagao de ligagao de
hidrogénio e, em ambos os casos, utiliza a porgdo do grupo nitro. No entanto, para o
composto 1b, o residuo Tyr 72 foi utilizado nesta interagéo e, no caso do composto

2b, o residuo utilizado foi o Ser 293.
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Figura 13. Interacdes intermoleculares do composto 1b na cavidade enzimatica da
enzima AChE.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 14. Interagdes intermoleculares do composto 2b na cavidade

enzimatica da enzima AChE.

Fonte: Elaborado pela autora.

Com base nas analises preliminares realizadas nos diagramas de interagao

2D e no fato de que todos os compostos tém o mesmo esqueleto, foi evidenciado um
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padrao de interagdo no qual pelo menos uma interagdo -1 € estabelecida. Esta
premissa pode ser verificada observando a interacdo do composto menos ativo das
duas séries, 2d. Vale a pena mencionar que o padrao de interagdo mencionado
acontece preferencialmente com a porgcdo aromatica do residuo Trp 286.

Para racionalizar os dados obtidos experimentalmente, os compostos foram
estudados estruturalmente através de suas propriedades fisico-quimicas pela
plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch), que consiste em uma ferramenta
de correlagao quantitativa e livre. As propriedades fisico-quimicas sdo fundamentais
no desenvolvimento de novos farmacos, pois a partir destes dados € possivel prever
o comportamento e possiveis dificuldades do farmaco em ser metabolizado e se ligar
a um receptor.

Os farmacos de administragdo oral com bom perfil farmacolégico geralmente
obedecem as regras de Lipinski (BARRET, R., 2018).

De acordo com Veber et al (2002), as caracteristicas de um bom candidato a
medicamento seriam: Numero de ligagcdes giratérias (nRotb) < 10, (vi) Area de
superficie polar (PSA) < 140 A2 Algumas dessas propriedades fisico-quimicas dos
compostos sdo mostradas nas Tabelas 3 e 4. Para correlacionar as propriedades
fisico-quimicas obtidas pela plataforma SwissADME, como peso molecular, nUmero
de atomos pesados, média do LogP, numero de aromaticos pesados e fracao de
carbonos sp3, foram utilizados mapas de densidade de kernel.

Em Estatistica, estimativa de densidade por Kernel (EDK) é uma forma n&o-
paramétrica para estimar a fungao densidade de probabilidade (FDP) de uma variavel
aleatdria. Estimativa EDK é um problema fundamental de suavizagao de dados em
que inferéncias sobre a populacdo sio feitas com base em uma amostra de dados
finita. Os mapas de densidade de Kernel sdo utilizados para estimar a densidade de
probabilidade em um conjunto de dados de forma nao parametrizada e segue a

seguinte férmula:

f.l.[-rj_ —J",-]' = .

1 = l - T—T
SN K (x — r( )
n.l{"'l uhl'lL h )

(1)
Em que K é um kernel qualquer, como por exemplo a Fungao de Gauss, e h
> 0 é um parametro de distadncia chamado de largura de banda, que controla a

influéncia dos vizinhos em um kernel. Um kernel com indice h é um kernel que ja foi
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escalonado pela largura de banda, e definido como Kh(x) = 1/h K(x/h). Intuitivamente
procura-se escolher o menor valor de h possivel quanto a distribuigdo dos dados em
uma amostra permite, no entanto, ha sempre um compromisso entre o viés da

estimativa e sua variancia.

Tabela 4: Primeiro conjunto de propriedades fisico-quimicas das pirazolinas (1a-1i e

2a-2i) e dos medicamentos anticolinesterasicos.

Num. atomos

Composto Peso Num. Atomos o Num.
Mol (g mol-1) Pesados LT Fragio Csp® Rotativas
esados obrigagées
12 340.42 26 18 0.13 4
1b 385.42 29 18 0.13 5
1c 385.42 29 18 0.13 5
1d 385.42 29 18 0.13 5
1e 384.43 29 18 0.12 5
1f 400.47 30 18 0.20 6
19 400.47 30 18 0.20 6
1h 384.43 29 18 0.17 4
1i 390.48 30 22 0.11
22 354.44 27 18 0.17
2b 385.42 29 18 0.13 5
2c 419.31 27 18 0.13 4
2d 430.50 32 18 0.23 7
2e 400.47 30 18 0.20 6
2f 400.47 30 18 0.20 6
29 384.43 29 18 0.17 4
2h 390.48 30 22 0.11 4
2i 390.48 30 22 0.11 4
Donepezila 379.49 28 12 0.46 6

Galantamina 287.35 21 6 0.53 1
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Risvastgmina 276.35 20 6 0.53

Tacrina 276.35 20 6 0.53 3
Fonte: Elaborado pela autora.

A abreviacdo (Num) na tabela acima, foi usada para substituir a palavra
numero.

A maioria das pequenas moléculas aprovadas como farmacos CNS tem 27 a
37 atomos pesados (WANG, Y. MICHAEL. S. HUANG, R. et al.; 2021), e entre todos
os farmacos orais desenvolvidos p6s-1950, 44% tém peso molecular < 400 (LEESON,
P.; 2012). A grande maioria das pirazolinas investigadas neste trabalho tem peso
molecular e numero de atomos pesados nessa faixa. Neste sentido, ao analisar a
Figura 15, é possivel observar que as pirazolinas investigadas neste trabalho tem em

sua maioria entre 29-30 atomos pesados e 18 atomos aromaticos pesados.

Figura 15: Densidade de Kernel de propriedades numero de atomos

pesados aromaticos e numero de atomos pesados
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Fonte: Elaborado pela autora.

Um bom candidato para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase para o
tratamento da DA deve incluir valores logP entre 480,8 e 4,9, area de superficie polar
entre 30,0 e 60,0 A2, ser de preferéncia um sistema aromatico e ter aceitadores de
hidrogénio e uma pequena quantidade de doadores de hidrogénio (NASCIMENTO
E.C.M, MARTINS, J.B.L.; 2011). Os compostos tém entre 0 e 2 doadores de



43

hidrogénio, entre 2-5 aceptores, 3,28-5,08 para consenso Log P e entre 5132,67-78,49
Az de area de topologia polar (TPSA) (Tabela 5). Na série de pirazolinas investigadas,

os compostos estdo muito proximos a esta idealidade.

Tabela 5: Segundo conjunto de propriedades fisico-quimicas das pirazolinas (1a-1i

e2a-2i) e dos medicamentos anticolinesterasico.

Composto Num.de Num.de Refratividade TPSA(A?) Consenso
receptores doadores de Molar delLog
ligagdo H Po/w
deligacdo de H
12 2 0 112,7 32.67 4.19
1b 4 0 121.9 78.49 3.46
1c 4 0 121.29 78.49 3.44
1d 4 0 121.29 78.49 3.43
1e 4 1 119.43 69.97 3.74
1f 4 0 125.45 51.13 4.17
1a 4 0 125.45 51.13 4.14
1h 4 0 118.53 51.13 4.01
1i 2 0 129.97 32.67 5.07
2° 2 0 117.43 32.67 4.52
2b 4 0 121.29 78.49 3.28
2c 2 0 120.17 32.67 4.79
2d 5 0 131.94 60.36 4.12
2e 4 0 125.45 51.13 4.14
2f 4 0 125.45 51.13 4.17
2q 4 0 118.53 51.13 4.02
2h 2 0 129.97 32.67 5.06
2i 2 0 129.97 32.67 5.08
Donepezila 4 0 115.31 38.77 4.00
Galantamina 4 1 84.05 41.93 1.92
Rivastigmina 2 2 85.90 46.01 0.64
Tacrina 2 2 85.90 46.01 0.64

Fonte: Elaborado pela autora.

A abreviagdo (Num) na tabela acima, foi usada para substituir a palavra nimero.
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Todos os compostos neste trabalho tém 0 alertas para Pains (interferentes em
ensaios bioldgicos) e os compostos 1a-1h, 2b, 2d-2g respeitam todas as regras de
Lipinski (Regra de cinco). Todos os compostos atendem aos critérios de Veber quanto
ao numero de ligagdes giratorias e restricbes de area topoldgica (<140 A?).Outra
caracteristica comum dos inibidores de acetilcolinesterase é ter uma energia orbital
HOMO-1 entre -8,60 e -6,00 eV (NASCIMENTO E.C.M, MARTINS J.B.L.; 2011).

Para as pirazolinas em analise, os dados para o orbital HOMO-1, obtidos
através do B3LYP/6-31+G(d,p), (Figura 16), estdo de acordo com os valores
observados na literatura, os compostos 1b, 2b e 2i (Figura 17), que mostraram maior
atividade de inibicdo de AChE e valores para HOMO-1 na faixa descrita por

Nascimento et al. 2011.

Figura 16. Superficie HOMO-1 e energias para 1a-1i. Aqua representa contribuicdes

positivas e fucsia representa contribuigdes negativas.

la Homo -1= -9,918 eV 1b Homo -1= -7.342 eV

le Homo -1= -9.900 eV
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[ ﬁ‘ "
-3 -y -
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L
1g Homo -1=-9.901 eV 1h Homo -1=-9.099 eV li Homo -1= -9.156 eV

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17. Superficie HOMO-1 e energias para 2a-2i. Aqua representa contribuicdes

positivas e fucsia representa contribuigdes negativas.

2a Homo -1=-9,909 eV

oNe¥

2d Homo -1= -9.875 eV

[ L SR .

2g Homo -1= -9.886 eV 2h Homo -1= -9.708 eV 2i Homo -1= -7.708 eV

Fonte: Elaborado pela autora.

Podemos observar que a superficie que contribui na atividade é a superficie
que acontece a substituigdo nos compostos. Quanto maior for a energia do Homo,
mais sera sua capacidade de doar elétrons.

A capacidade dos compostos sintetizados de atravessar as membranas
gastrointestinais foi avaliada em um modelo PAMPA (Tabela 6).

A pirazolina 2b apresentou o melhor resultado de permeabilidade, com uma
permeabilidade aparente (Papp) de 1,22 x 10-5 cm s-1 e um retengdo de membrana
(MR) de 6,6%, seguido pelo composto 2e (Papp de 301,00 x 10-5 cm s e MR de
18,4%). O composto 2e (miLogP de 4,76) era mais lipofilico do que o composto 2b
(miLogP de 4,63), sugerindo que ela tem uma chance maior de ser retida na

membrana.
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Tabela 6: Permeabilidade aparente (Papp) e retengdo de membrana (MR) de
pirazolinas 1a-i e 2a-i em uma membrana artificial paralela modelo de

permeabilidade do ensaio de permeabilidade-gastrointestinal do trato.

Papp (cm s™)

1a 9.15 x 106 30.7
1b 6.90 x 10-6 47.6
1c 9.42 x 106 27.7
1d 7.85x 1070 32.6
1e 213x1078 15.0
1f 6.94 x 10-6 38.3
19 9.02 x 1076 9.2

1h 8.75 x 10~ 337
1i 336 x 10-6 59.7
2 427 x 1076 44.3
2b 122 x 10°5 6.6

2c 490 x 10-6 49.0
2d 7.89 x 1076 9.5

2e 1.00 x 1075 18.4
2f 6.87 x 106 36.2
2g 8.44 x 10~ 17.0
2h 547 x 10-6 35.8
2i 4.43x 1076 56.9

Fonte: Elaborado pela autora.

A presencga de um substituinte elétron retirador (grupo nitro) na pirazolina 2b
€ provavelmente associada a sua maior permeabilidade em comparagdo com o de
outros compostos com substitutos doadores de elétrons, tais como 2a e 2d-f contendo
grupos metil e metoxi. Os resultados da permeabilidade das pirazolinas 2d (Papp de
7,89 x 106 cm s), 2e (Papp de 1,00 x 10-° cm s'), e 2f (Papp de 6,87 x 10° cm s)
mostram que o numero e a posi¢ao dos grupos metoxil no anel aromatico também
influenciam a permeabilidade. Embora os compostos 2e e 2f apresentam o mesmo
valor de miLogP (4,76), 2e mostrou melhor permeabilidade e menor retengdo de
membrana.

As pirazolinas 2h e 2i sdo compostos por substiutintes naftila e seus valores
de Papp foram mais baixos do que as de 2b. Tais resultados podem ser atribuidos a
maior lipofilicidade do 2h e do 2i. Como o observado para as pirazolinas 2a-i, entre os
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compostos 1a-i, 1¢ (que contém um grupo nitro) teve o maior valor de permeabilidade
(Papp de 9,42 x 10 cm s™'). Entretanto, é possivel observar que a posigao do grupo
nitro influenciou a permeabilidade, ja que os compostos 1b e 1d ndo mostram a
mesma permeabilidade que o composto 1¢. O composto 1a mostrou o segundo maior
valor de permeabilidade (Papp de 9,15 x 106 cm 6s™1). A pirazolina 1g (Papp de 9,02x
106 cm s') também mostrou boa permeabilidade, e, por causa das posigbes dos
grupos metoxi, tinha uma permeabilidade melhor do que o composto 1f (Papp de
6,94x 106 cm s™).

De todos os compostos testados, pirazolina 1e (Papp de 2,13 x 108 cm s™)
tinha a menor permeabilidade, que pode estar relacionada com a presenga de um
grupo carboxil.

Além dos testes mencionados anteriormente, foi realizado um estudo
comparativo com o perfii ADMET do composto mais ativo (2b) e a donepezila, o
farmaco de referéncia para o tratamento da DA, para os quais os resultados podem

ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7: Parametros farmacocinéticos para 2b e donepezila.

Propriedade Nome modelo 2b Donepezila

Solubilidade em agua (log mol/L)

-6.521 -4.495
Permeabilidade Caco-2 (log Papp em 1076 cm/s) 0.336 1.584
Absor¢ao Intestinal — humana (%Absorvida)
93.487 94.775
bpermeabilidade da pele (logK|
Absorcao P pele (logkp) -2.731 -2.9
Substrato de glicoproteina-P Sim Sim
Inibidor de glicoproteina-P | Sim Sim
Inibidor glicoproteina-P Il Sim Sim
VSVD Humana (log L/kg) 0.043 0.938
Distribuicao Permeabilidade da barreira hematoencefalica (logBB) -0.453 0.428
Permeabilidade do sistema nernovo central SNC (log PS)
-1.646 -1.466
substrato CYP2D6 Nao Nao

substrato CYP3A4 Sim Sim



Metabolismo

Inibidor CYP1A2

Inibidor CYP2C19

Inibidor CYP2C9

Inibidor CYP3A4

Total Clearance (log
mL/min/kg)
Excrecao

Substrato renal OCT2

Toxicidade AMES

Dose humana maxima tolerada (log mg/kg/dia)
Inibidor hERG |

Inibidor hERG I

LD50 toxicidade Oral crénica de ratos LD50 (mol/kg)
Toxicidade

Toxicidade Cronica de Rato

Oral (log mg/kg pb/dia)
Hepatotoxicidade

Sensibilizagao da pele
Toxicidade T pyriformis (log pg/L)

Toxicidade de minhocas (log mM)

Fonte: Elaborado pela autora.

Sim

Sim

Sim

Sim

0.671

Sim

0.386
Nao

Sim

2.722

0.808

Sim

0.323

-2.027
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1.008

Sim

Sim

2.999

1.514

0.526

-2.194

Os dois compostos tém algumas propriedades em comum, por exemplo, sao

provavelmente substratos de glicoproteina P, um importante barreira biolégica contra

toxinas e xenobidticos nas células, e inibidores de glicoproteina P | e Il, ou seja, eles

podem ser transportados por ela.

Ambos tém alta permeabilidade a CaCOz2 (log Papp > 0,90), o que significa que

o potencial de absor¢ao desses dois compostos por via oral é alto. Além disso, ambos

tém permeabilidade relativamente baixa da pele, o que ocorre quando o log Kp > -2,5.

Donepezil tem um alto volume de distribuicdo em estado estavel (DVss) (log

DVss > 0,45), enquanto 2b é intermediario (log DVss entre -0,15 e 0,45). O composto

2b, assim como a donepezila, pode penetrar no sistema nervoso central, ja que ambos

tém um logPS > -2.
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Ambos os compostos podem atuar como substrato e ser metabolizados pelas
isoformas CYP2D5 e CYP3A4 do citocromo P450, porém, diferem em termos de
inibicdo ou ndo das 5 isoformas deste citocromo, o que pode influenciar os parametros
de interacao e toxicidade.

Em referéncia aos parametros de excregao, € improvavel que 2b seja um
substrato renal OCT2. O composto 2b tem uma liberagédo de droga ou Clarence total
inferior a referéncia, o que indica que o composto 2b permanece no corpo por um
tempo mais longo. Com relagdo a toxicidade, o 2b mostra sinal positivo para o teste
AMES, o que indica o potencial mutagénico e consequentemente carcinogénico.

Todavia, o mesmo composto tem uma dose maxima tolerada mais alta
recomendada. Apesar de seu potencial promissor resultado de atividade enzimatica,
o0 composto 2b precisa de ajustes estruturais que permitam a otimizagdo de seus

parametros farmacocinéticos.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS PIRAZOLINAS 1a-i e 2a-i

Todos os reagentes foram obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich), e todos os
solventes foram de qualidade analitica e utilizados sem purificagdo. Para obter
pirazolinas, primeiramente foram sintetizadas as chalconas precursoras por
condensagdao de Claisen- Schmidt de diferentes benzaldeidos com p-
fenillacetofenona. Acetofenona (5 mmol) e benzaldeido (5 mmol) foram adicionados a
um baldo reacional de fundo redondo contendo 20 mL de etanol. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética e 20 a 30 gotas de 50% (p/v) hidroxido de sodio foram
adicionados.

Em seguida, a reagao foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por 24
h. Apds este periodo, a mistura da reacdo foi despejada em agua destilada e
neutralizada com 10% (v/v) de acido cloridrico. A chalcona foi recuperada como um
precipitado por filtragem a vacuo (BORCHHARDT, D. M.; MASCARELLO, A.
CHIARADIA, L .D.; et al.; 2010).

Para isto, a um baldo contendo acido acético (1mmol), foram adiconados a
chalcona (1 mmol) e hidrazina (3 mmol) e a mistura ficou sob refluxo por 6h. Apos

esse periodo, a reacao foi derramada no gelo, e o precipitado foi filtrado em vacuo. O
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produto foi purificado por recristalizagao usando o etanol como solvente (NEPALI, K.;
KADIAN, K.; OJHA. R. et al.; 2012).

Figura 18. Sintese de chalconas intermediarios e pirazolinas 1a-i e 2a-i.

Reagentes e condicdes: (i) etanol, hidréxido de sddio, r.t.; (ii) hidrazina, acido

acético, refluxo.

Fonte: Elaborado pela autora.

As reagdes foram acompanhadas por cromatografia de camada fina utilizando
placas de aluminio revestidas com silica gel. Todos os compostos sintetizados foram
caracterizados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR)'H e'3C
e determinou-se o ponto de fusdo. Os pontos de fusao foram determinados em um
aparelho Microquimica MGAPF-301. Os espectros de 'H e '3C NMR foram registrados
em um espectréometro Bruker Ac-200F (operando em 200 MHz para 'H e 50 MHz para
13C) ou em um espectrometro Bruker Avance DRX 400 (operando em 400 MHz para
1H e 100 MHz para '3C) usando tetrametilsilano como padréo interno. As estruturas
foram confirmadas por espectrometria de massa. Os espectros de massa de alta
resolugdo (HRMS) foram registrados em um espectrdbmetro de massa micrOTOF-QlI
(Bruker Daltonics), equipado com uma bomba de seringa automatica (KD Scientific)
para injegdo de amostras (fluxo constante de 3 yL min') em modo positivo de
ionizagao de eletroospray (ESI) (4,5 kV e 180 °C) usando como solvente acetonitrila..

O instrumento foi calibrado na faixa m/z de 50 a 3000 usando uma solugao de
mistura de ajuste de baixa concentragao (Agilent Technologies). Os dados foram
processados utilizando o software Bruker Data Analysis versdo 4.0. Quando as



51

massas calculadas e experimentais foram comparadas, o erro estava dentro de 2

ppm.

4.2  ATIVIDADE INIBITORIA DA ACETILCOLINESTERASE

A inibicdo enzimatica foi medida usando o método descrito anteriormente
(OLIVEIRA, A.S; et al.; 2019). Resumidamente, 90 uL de 50 mmol L~' tamp&o Tris-
HCI pH 8,0, 30 yL de uma solugdo tampao contendo o composto (0,1 mg mL™)
dissolvido em MeOH e 15 pL de uma solugao AChE contendo 0,25 U mL-1 , dissolvido
em 50 mmol L™! tamp&o Tris-HCI pH 8, contendo 0,1% de albumina de soro bovino
foram incubados por 15 min. Em seguida, 25 pL de uma solugdo de iodeto de
acetiltiocolina (15 mmol em agua) e 140 pL de reagente de Ellman (3 mmol L™' em
tampéao Tris-HCI pH 8,0 contendo 0,1 mol L™' NaCl e 0,02 mol L™" MgCl2 ) foram
adicionados, e a mistura final foi incubada por mais 30 min a 28 C. A absorvancia da
mistura foi medida a 405 nm. O mesmo solvente no qual a amostra foi dissolvida,
considerado 100% de atividade AChE, foi utilizado como controle negativo. A inibicao
(%) foi calculada da aplicagéo da equacgdo 2, na qual Asample é a absorvancia da
amostra e Acontrol é€ a absorvancia sem a amostra: | (%) = (100-

Amostra/controle).100 (Equacéo 2)

43  ENSAIOS DE PERMEABILIDADE DE MEMBRANA ARTIFICIAL PARALELA
(PAMPA)

O PAMPA foi realizado de acordo com um método previamente descrito
(VENZKE, D.; CARVALHO, F.K.; RUANI, A.P. et al.; 2013). Os filtros de uma placa
filtrante de 96 pogos foram revestidos com 10 pL de uma solugao de 1% (p/v) de
dodecano de fosfatidilcolina para imitar a permeacéao através do trato gastrointestinal.
Solugdes doadoras de compostos 1a-i e 2a-i foram preparados diluindo as solugdes
de estoque de DMSO (1000 ppm) em 50% (v/v) de solugdo tampao fosfato salina e
agitando da noite para o dia.

Em seguida, 150 pyL de solugdo doadora foram adicionados aos pogos das
placas filtrantes e 300 uL de solugéo aceitante (50% DMSO em tampéao fosfato salino)
foi adicionado aos pogos da placa receptora. A placa de filtro foi acoplada a placa

receptora, e as amostras foram incubados no escuro por 5 h sob agitagcao e depois
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por mais 20 min a temperatura ambiente. Enquanto isso, 150 yL de solugdo doadora
foi adicionado a 300 pL de solugédo aceitante para obter as respectivas solugdes de
equilibrio. Apds a incubacéo, a placa filtrante, o receptor e as solugdes de equilibrio
foram analisados por cromatografia liquida de alto desempenho com detecgéo de
matriz de diodos. As experiéncias foram realizadas em quadruplicata.

A permeabilidade aparente (Papp ) foi calculada usando Eq. (3) (WOHNSLANF,
F. FALLER, B. 2001).

Vdx Va
P app= - (Vd+Va)yxAxt xIn(1-7r) (3)

Onde Vd é o volume do pogo doador (cm?), Va é o volume do pogo doador
(cm3), A é a area da membrana (cm?), t € o tempo de incubacgio (s), e r é a raz&o entre
a concentragcdo da solucdo doador e a concentracdo da solugcdo de equilibrio. A

retencdo de membranas (MR) foi calculada pela seguinte equagéo (Eq. 4):

(Ce-Ca+Cd)MR=
Ce x 100

(4)
Onde Ce é a concentracdo composta na solugdo de equilibrio, Ca é a
concentracdo composta no po¢o do aceitador, e Cd é a concentracdo composta no

poco doador.

44 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

441 DOCAGEM MOLECULAR

Simulagdes de ancoragem molecular foram realizadas com GOLD (JONES, G;
et al. 1997) v.2020.2.0 e a fungéo escolhida foi ChemPLP (KORB O , STUTZLE T,
EXNER T.E; 2009). Foi utilizada a acetilcolinesterase humana (PDB 4MOE, 2,00 A)
(CHEUNG, J. et al.; 2013). A partir de entdo, os componentes foram tratados como
rigidos, e os compostos foram tratados como totalmente flexiveis. A preparagao dos

receptores foi feita dentro da suite GOLD. Nenhuma molécula de agua cristalografica
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foi considerada. O local de ligacao foi definido como todos os atomos receptores até
6 A do inibidor cristalogréafico de referéncia.

Pelo menos 10 poses foram geradas para cada ligante, usando os parédmetros
padrao do algoritmo genético. Para analise, foram selecionadas as conformagdes de
pontuagdo maxima dos conjuntos de postes/ligandos mais populosos.

As cargas atémicas foram atribuidas com Ammp-Mom no VEGAS (PEDRETTI,
A.; VILLA, L.; VISTOLI, G;. 2004) ZZ v.3.2. Os mapas de propensdo foram gerados
com superstar, um médulo para geragao de farmacoéforos baseados no conhecimento
e previsao das interagdes intermoleculares disponiveis dentro da suite GOLD.

Trabalhamos com os paréametros padrdao para detec¢cao de cavidades e os
dados PDB, permitindo a rotagdo R-H e [O, N, S]-H. A figura do mapa de propenséao
foi gerada com Hermes v.1.10.5 (também disponivel dentro da suite GOLD). As figuras
do receptor-ligante foram geradas com PyMOL (DELANO, W.L.; 2002) v.1.8.

4.4.2 ESTUDOS QUANTICOS

Otimizacéao da estrutura molecular e frequéncias harménicas vibracionais foram
calculadas usando o DFT no pacote do programa Gaussian v.09 com nivel B3LYP e
conjuntos de base 6-311++G(d,p) (NAGESWARI, G.; et al. 2018).

4.4.3 DENSIDADE DE KERNEL

Os mapas de densidade de Kernel foram obtidos a partir do programa ORIGIN
(ORIGIN, 2020) 2021b.

4.4.4 PREVISAO DA IN SILICO DO PERFIL FARMACOCINETICO

A estrutura dos compostos foi desenhada usando o software ChemDraw
(verséo Ultra 12.0, PerkinElmer Informatics, Waltham, MA, EUA) e foi convertida em
um unico arquivo de banco de dados SMILES. A previsao in silico dos dados de
farmacocinética foi feita utilizando o SwissADME (DAIANA A., MICHIELIN O, ZOETE
V.; 2017).
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4.5 ANALISE ESTATISCTICA

Os dados do ICso foram obtidos a partir de uma curva de ajuste de regressao
nao-linear de log de concentragdo versus resposta normalizada. Os valores foram
expressos como média £ S.D. As analises foram realizadas com o software GraphPad
Prism® versao 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), e as diferencas
foram consideradas significativas quando p < 0,05 por analise de variancia
unidirecional (ANOVA) e teste Mann-Whitney.

5 PERSPECTIVAS FUTURAS

O composto 2b apresentou uma alta taxa de inibicdo de AChE e um bom perfil
farmacocinético. Estudos complementares envolvendo alteragdes no esqueleto
carbOnico para manter a atividade inibitéria e diminuir possiveis efeitos toxicos serao

realizados.

6 CONCLUSAO

Nessa dissertagao, relatamos uma série de pirazolinas como uma nova classe
de inibidores da AChE, um alvo validado para obtencdo de possiveis candidatos ao
tratamento quimioterapico da DA. Apds estudos abrangentes de design de farmacos
com base na estrutura e estudos de relacdo estrutura-atividade, uma série de
pirazolinas foi identificada como novos inibidores da AChE. Ficou evidente que o
composto 2b € um bom candidato para inibicdo da AchE e apresenta parametros
promissores para persistir na sua investigagao. Estes compostos faceis de sintetizar
representam novos quimiotipos para a concepg¢ao de novos compostos para a terapia
da DA. Os resultados obtidos nos testes in vitro foram racionalizados por docagem
molecular, estudos DFT e analises ADMET. Por fim, esses resultados avangam nosso
conhecimento sobre o modo nao covalente de inibicdo desse alvo molecular
terapeuticamente relevante, construindo bases solidas para a descoberta de
medicamentos e abrindo novas oportunidades de pesquisa nessa area sensivel da

saude humana.
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