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RESUMO:

Essa pesquisa teve como base o problema que sao os transtornos de ansiedade, que hoje chegam
a atingir um terco da populagdo global e que, embora apresente tais dados alarmantes, ainda
nao sdo doencas bem compreendidas pela ciéncia. De modo que tanto o diagnéstico, quanto o
tratamento farmacoldgico desses transtornos sdo dificultados. Nesse sentido, buscou-se, por
meio de uma abordagem computacional, descobrir drogas com potencial para modular um dos
receptores mais importantes do sistema nervoso central, o GABA(A), e que possam apresentar
menos efeitos colaterais que os medicamentos convencionais ja aprovados. Em suma, por meio
de dois modelos farmacoforicos baseados no alinhamento de ligantes, realizou-se a triagem em
trés bancos de dados diferentes, a ancoragem molecular de 1500 moléculas e por fim foram
selecionados os 3 melhores compostos de acordo com todas as andlises. Além disso, foi gerado
um modelo 3D de proteina para o subtipo a2By2, para comparar a interagao dos melhores
ligantes entre dois subtipos do receptor. Assim, o objetivo de buscar potenciais drogas
moduladoras do receptor GABA(A) foi concluido e podemos dizer que os compostos
selecionados tém um potencial de serem drogas ansioliticas e ndo sedativas, mas, em ambos 0s
casos, as analises in vivo e in vitro sdo essenciais para que essas hipoteses sejam validadas de

fato.
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1. INTRODUCAO

1.1. Farmacologia no tratamento dos transtornos de ansiedade

De maneira geral, a ansiedade em si pode ser definida como sendo o estado fisico e mental
que decorre da antecipacdo de ameacas subjetivas e futuras. Juntamente com o medo, ela ¢ um
mecanismo de defesa natural e inerente ao ser humano, porém, quando ambos sdo apresentados
de forma persistente, exagerada ou desproporcional ao estimulo, tornam-se patoldgicos. Nesse
sentido, o conjunto de quadros clinicos conhecidos como transtornos ansiosos podem ser
diagnosticados de acordo com as definigdes mais atuais descritas no Manual Diagnostico e
Estatistico de Transtornos Mentais ou DSM-5™ (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014), e possuem uma grande variedade sintomatica, incluindo fobias,
preocupacao excessiva, evasao social, distirbios no sono e sintomas fisicos relacionados como

dores de cabega, ndusea e vomito (CASTILLO, ANA REGINA GL et al., 2000).

Os transtornos de ansiedade englobam desde patologias caracterizadas por surtos de medo
ou desconforto intenso como a sindrome do panico até condi¢des de ansiedade excessiva e
persistente por periodos longos de tempo como o transtorno de ansiedade generalizado.
Entretanto, devido a complexidade do circuito cerebral, os mesmos transtornos podem ter
origens de mecanismos bioldgicos diferentes. Desse modo, diversas abordagens farmacologicas
para o tratamento dos transtornos ansiosos surgiram, utilizando-se e tendo como foco diferentes

sistemas (RANG; DALE, 2016).

Um dos sistemas mais investigados atualmente € o sistema serotoninérgico, que foi a base
para o descobrimento de duas classes de medicamentos: os inibidores seletivos da recaptacdo
de serotonina (ISRSs) e os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e da noradrenalina
(ISRSNs). Porém, esses farmacos tém uma caracteristica marcante em comum: todos eles s6
apresentam efeitos benéficos no paciente apés um longo periodo de tempo de uso, além de
aumentar o risco de efeitos colaterais nas primeiras semanas de uso, o que pode reduzir a adesao
do paciente ao tratamento (BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND, 2017) (KENT;
MATHEW; GORMAN, 2002).

Nesse sentido, para complementar o tratamento farmacoldgico com ISRSs ou ISRSNS, ¢
comum que os benzodiazepinicos sejam utilizados para controlar a ansiedade antecipatéria e
alivio dos sintomas durante o periodo de laténcia (BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND,

2017). Os benzodiazepinicos, por sua vez, foram descobertos e desenvolvidos como farmacos



de efeito imediato e sd3o amplamente prescritos até hoje como ansioliticos, relaxantes,
anticonvulsivantes e sedativos. Essa classe de drogas tem como alvo o sistema gabaérgico,
tendo o Diazepam como um dos seus representantes mais relevantes na clinica, que foi
introduzido na década de 60 e em 1975 ja atingia um pico de 62 milhdes de doses prescritas

(Institute Of Medicine, 1979) (TALLMAN et al., 1980).

Os benzodiazepinicos sdo potencializadores do receptor endogeno GABA(A) (Fig. 1),
uma proteina multimérica que funciona como um canal de ions cloreto. Ou seja, quando o seu
ligante endogeno, o dcido gama-aminobutirico (GABA) se liga em seu sitio de ligacdo, o canal
passa a permitir a entrada de ions negativos para dentro da membrana celular do neuronio,
causando uma hiperpolarizagdo que impossibilita a condugcdo do impulso nervoso. Nesse
sentido, 0 GABA(A) ¢ o principal receptor inibitério do sistema nervoso central e ¢ um dos

receptores mais abundantes dentro do mesmo.
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Figura 1 - Esquema do receptor GABA(A); na imagem da esquerda estao representados os sitios
de ligagdo e as cinco subunidades e na segunda imagem est4 representado o canal de ions

inserido na membrana celular. Fonte: DA SETTIMO et al., 2007

Visto tudo isso, ¢ importante citar também que o GABA(A) ¢ formado por cinco
subunidades, e todas elas possuem isoformas; proteinas codificadas por genes diferentes ou que
passaram por algum processo de transcricdo alternativo. Diferentes combinacdes dessas
isoformas formam diferentes arranjos pentaméricos, que em outras palavras sdo os diferentes
subtipos desse mesmo receptor. Além disso, como ¢ possivel observar na imagem (Fig. 1), o

GABA(A) ¢ uma proteina grande, apresentando diversos sitios de ligacdo, porém, este estudo



tem um foco especial em drogas que se liguem ao sitio dos benzodiazepinicos, que, como

explicado anteriormente, sdo farmacos de grande importancia na clinica.

Entretanto, ¢ de conhecimento comum que a seda¢dao, o comprometimento cognitivo € o
desenvolvimento de dependéncia sdo efeitos indesejaveis que estdo associados ao uso dos
benzodiazepinicos e que, por muitos anos, aumentou a busca por novos alvos em detrimento do
desenvolvimento dos mesmos (MOHLER, H., 2006). Porém, gracas ao avango das tecnologias
genéticas de DNA recombinante, uma nova abordagem envolvendo o sistema gabaérgico foi
descoberta: surgiram evidéncias de que a modulagdo positiva de diferentes subtipos do receptor
GABA(A) produz efeitos clinicos diferentes. A modulagdo dos subtipos a2By2 e a3py2, por
exemplo, estd relacionada ao efeito ansiolitico dessas drogas (Tabela 1) (LOW et al., 2000).
Em outras palavras, os diferentes efeitos dos benzodiazepinicos foram separados em termos

moleculares (MOHLER, Hanns, 2011) (DA SETTIMO et al., 2007).

Composicao de C , Efeitos
. Distribuicao no encéfalo L .
subunidades farmacolégicos
Cortex
Interneuronios do Sedativo
alPy2 hipocampo Amnésico
Talamo Anticonvulsivante
Cerebelo
Bulbo olfatério
Hipocampo s
a2fy2 pocamp Ansiolitico
3By2 Amigdala Anticonvulsivante
Py Corpo estriado
Medula espinal
Hipotalamo PP L
A .|p o Déficit de memoria e
aSpy2 Neurdnios colinérgicos e o
L cognicdo
monoaminérgicos

Tabela 1. Relagdo entre os subtipos, sua distribui¢do no encéfalo e efeitos farmacologicos.

Fonte: DA SETTIMO et al., 2007.

Com base nisso, surgiu um novo tipo de drogas nao sedativas com efeitos ansioliticos e

que se ligam ao sitio dos benzodiazepinicos surgiu. Sabe-se, entretanto, que existe uma grande




semelhanca estrutural entre os diversos subtipos de GABA(A), que leva a uma dificuldade de
se encontrar ligantes realmente seletivos a somente um subtipo (CLAYTON, 2007). Por isso,
essas novas drogas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de modular positivamente os
subtipos a2By2 e a3By2 ao mesmo tempo em que antagonizam ou nao apresentam eficacia

quando ligadas ao subtipo alfy2 (MOHLER, 2011).

Apesar de que essas drogas foram descritas apenas em testes pré-clinicos e clinicos, a
maioria delas cumpriu com a sua premissa €, de fato, mostraram efeitos ansioliticos in-vivo sem
produzir sedacdo. Um deles, o composto L-838417, forneceu evidéncias de que a modulagao
seletiva de a2 e a3, além de produzir efeito ansiolitico e evitar a sedagdo in vivo, também
apresentou um potencial de abuso menor em relagdo aos benzodiazepinicos convencionais
(ROWLETT et al., 2005). A maioria dessas drogas ndo sdo aprovadas para uso em humanos
devido a varios outros fatores, como a toxicidade in vivo, mas compdem uma base importante

para o estudo dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento de transtornos de ansiedade.

Por conseguinte, utilizando-se da similaridade estrutural dessas drogas por meio de
ferramentas computacionais como a modelagem de farmacoforos e ancoragem molecular, ¢
possivel realizar uma busca em bancos de dados por compostos semelhantes que também
podem ser potenciais ligantes do receptor GABA(A) com o potencial de terem maior
seletividade para o subtipo a2By2 e, consequentemente, menos efeitos colaterais do que os

benzodiazepinicos ja aprovados.

1.2. Modelagem de farmacoéforos

O primeiro e mais simples conceito de farmacoforo existente foi introduzido por Paul
Ehrlich (1906) como uma estrutura molecular que carrega as caracteristicas essenciais
responsaveis pela atividade bioldgica de uma droga. Desde entdo, esse conceito sofreu inimeras
mudangas e melhorias a0 mesmo passo em que inspirou o desenvolvimento de diversos
algoritmos para sua aplicagdo. Nesse sentido e, subsequente ao grande avango tecnologico de
um século de pesquisa, hoje uma extensa gama de softwares e bancos de dados virtuais ja
existem, tornando a modelagem de farmacoforos uma técnica de descobrimento de drogas

(CADD) muito bem estabelecida e suportada (MARKT; SCHUSTER; LANGER, 2011).

Segundo a sua defini¢do oficial mais recente, por Wermuth et al (1998), um farmaco6foro

¢ uma colegdo de caracteristicas estéricas e eletrOnicas necessarias para garantir interacoes



supramoleculares 6timas com um certo alvo biologico, ativando ou bloqueando sua resposta
bioldgica. As caracteristicas mencionadas, em especifico, sdo grupos carregados positiva e
negativamente, doadores de hidrogénio, aceptores de hidrogénio, e regides hidrofobicas. O
modelo de farmacéforo € puramente derivado desse conceito, sendo uma representacao teorica

dessas caracteristicas comuns e respectivas das moléculas alvo (LEACH et al., 2010).

Em razao de tudo isso, o0 modelo pode ser obtido por meio de dois métodos diferentes,
um que € baseado na estrutura e o outro no ligante, que devem ser escolhidos de acordo com a
disponibilidade de informagdes sobre a estrutura 3D da molécula alvo. O método baseado em
estrutura consiste no estudo da estrutura 3D das moléculas, podendo ser derivado somente da
sua macromolécula alvo ou do complexo macromolécula-ligante. Porém, esse método ¢
limitado pela ndo existéncia da estrutura 3D do complexo macromolécula-ligante, que ¢ obtida
experimentalmente. Nesse ultimo caso, a analise pode ser feita exclusivamente com base na

estrutura da macromolécula alvo (MARKT; SCHUSTER; LANGER, 2011).

J4 o método baseado no ligante se utiliza das informagdes obtidas de um unico ligante ou
de um conjunto de ligantes relacionados, sem considerar a estrutura da molécula alvo. Nesse
sentido, o programa vai realizar uma analise das caracteristicas quimicas comuns entre 0s
ligantes, ou criar um modelo baseado em apenas um ligante molde (MARKT; SCHUSTER;
LANGER, 2011). O PharmaGist, por exemplo, ¢ um webserver que utiliza de um conjunto de
ligantes para fazer um alinhamento e dessa forma determinar os pontos farmacoforicos. Em
seguida, o algoritmo gera uma lista de modelos com suas respectivas pontuagdes

(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008).

1.3. Ancoragem molecular

Introduzida por KUNTZ (1982) e colaboradores, a ancoragem molecular € uma
metodologia bem estabelecida e amplamente utilizada no design de farmacos. A técnica se
baseia na ideia de que o reconhecimento molecular entre as moléculas pode ser representado
por meio de modelos tridimensionais tanto do ligante quanto do alvo. Nesse sentido, a
ancoragem, tradicionalmente, prevé o modo de ligagdo de um determinado composto

(farmacos) com um alvo, que sao macromoléculas (DNA/RNA, peptideos).

A ancoragem molecular ¢ uma das abordagens mais comuns usadas para triagem virtual

e que vai testar todos os ligantes de interesse que foram filtrados e obtidos por meio de outros
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métodos. De maneira simplificada, o algoritmo vai simular o posicionamento dos ligantes
dentro de seu respectivo sitio de ligagdo, buscando testar essa interagdo por meio de métodos
computacionais € com o objetivo de obter os compostos com maior atividade biologica em
potencial. O sucesso dessa técnica ¢ bem documentado e sua contribuicdo na industria
farmacéutica ja rendeu a aprovagdo de inimeros medicamentos, porém ela s6 pode ser utilizada
quando a estrutura do alvo ¢ conhecida, seja por cristalografia de raios-X ou predita por

modelagem de homologia (JORGENSEN, 2004).

Essa técnica € responsavel por elucidar, basicamente, duas questdes fundamentais com
relagdo aos modos de interacao entre duas moléculas: Qual a conformacao da interagao formada
entre as mesmas e qual ¢ a orientacdo de um ligante em relagdo ao seu alvo. Para isso, o
algoritmo deve consistir de duas etapas: realizar uma busca conformacional que envolva todos
os graus de liberdade do ligante (translacional, rotacional e conformacional) e uma funcao de
pontuacdo que classifique as provaveis posigdes espaciais para um composto ou varios

provenientes de uma grande biblioteca (ROGNAN, 2011).

1.4. Justificativa

Os transtornos de ansiedade, de fato, causam um grande prejuizo na vida pessoal e social
do individuo e chegam a atingir um ter¢o da populagado global, sdo, desse modo, os mais comuns
dentro do amplo espectro de transtornos mentais (BANDELOW; MICHAELIS, 2015).
Ademais, t€ém uma relacdo comprovada com o aumento das taxas de suicidio, fato que torna
imediata a necessidade de melhores diagnosticos e tratamentos para esse tipo de doenca

(SAREEN et al., 2005).

Do ponto de vista cientifico, entretanto, a falta de compreensao dos aspectos bioquimicos
e fisioldgicos que envolvem essas patologias torna o estabelecimento de medidas efetivas
contra os transtornos de ansiedade, e também contra outras doengas mentais no geral, um dos
problemas mais desafiadores da biomedicina atual. A base biologica para as alteracdes
psiquiatricas ndo ¢ totalmente conhecida, pois o sistema nervoso central ¢ extremamente
complexo, passando por diversos processos adaptativos de longo prazo e dificultando ainda

mais o seu estudo e o subsequente desenvolvimento de drogas (RANG; DALE, 2016).

Portanto, a descoberta de drogas voltadas para a modulacao dos diversos subtipos do
receptor GABA(A), especialmente daqueles que estdo relacionados aos transtornos de

ansiedade, pode elucidar diividas importantes com relagdo aos mecanismos bioldgicos que
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causam essas doencas, além de que diferentes compostos podem ter o potencial de modular
mais de um subtipo de maneiras distintas entre si. Nesse sentido, utilizando-se de bancos de
dados disponiveis e de métodos computacionais para o descobrimento de farmacos, este projeto
visa propor novas moléculas para estudos de desenvolvimento de drogas ansioliticas nao

sedativas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Buscar potenciais moduladores do receptor endégeno humano GABA(A), subtipo alpy2
e subtipo a2Py2, por meio da constru¢do de um modelo farmacofoérico baseado em um conjunto

de ligantes, triagem virtual, ancoragem molecular e modelagem molecular por homologia.

2.2. Objetivos Especificos

* Construir um modelo farmacoforico baseado no alinhamento de ligantes;

* Realizar uma busca farmacoforica por meio de triagem virtual em bibliotecas de

conformeros de pequenos ligantes;
* Avaliar as potenciais propriedades toxicas, in silico, dos compostos selecionados.

* Construir um modelo de proteina para o subtipo a2fBy2 por meio de modelagem

molecular.

* Estudar a interacdo receptor-ligante, entre os dois subtipos diferentes de GABA(A) e

os compostos selecionados na triagem virtual, por meio da técnica de ancoragem molecular;

* Analisar os resultados da ancoragem molecular por meio de funcdes de pontuagdo e

convergéncia dos compostos na interagao entre os dois subtipos de GABA(A).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Geragao do modelo farmacofoérico baseado nos ligantes

Nessa primeira etapa, todas as estruturas 3D de interesse, que foram retiradas do banco
de dados de quimica PubChem (KIM et al., 2021), foram submetidas no webserver Pharmagist
(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008). Os modelos gerados pelo Pharmagist sao
detectados por alinhamento flexivel multiplo dos ligantes submetidos, onde a flexibilidade dos
ligantes ¢ tratada explicitamente e de maneira deterministica no processo de alinhamento. Dessa
forma, o algoritmo gera uma lista de resultados respectivos aos melhores alinhamentos que

foram obtidos a partir dos dados de entrada.

3.2. Geragao de banco de dados de conformeros de ligantes

Para a geracdo de banco de dados de conformeros de ligantes, trés bibliotecas virtuais
foram usadas: o NuBBEDB, um banco de dados do Nucleo de Bioensaios e Ecofisiologia de
Produtos Naturais da Universidade Estadual Paulista, a biblioteca de Druglike do ZINC15
(IRWIN et al., 2012) e o CNS_MPO, um banco de dados da Chembridge Corporation, San

Diego, California.

O NuBBEDB ¢ um banco de dados virtual que contém, atualmente, 2.223 metabolitos
secundarios e compostos derivados da biodiversidade brasileira, além de informagdes
botanicas, quimicas, farmacologicas e toxicoldgicas sobre os mesmos. O webserver conta com
uma ferramenta de filtragem que considera algumas caracteristicas das moléculas como massa
molecular e nimero de violagdes da regra de Lipinski, porém, por se tratar de um banco
relativamente pequeno em questdo de nimero de moléculas, essa ferramenta ndo foi utilizada
e todas as moléculas do banco foram compactadas e baixadas, prosseguindo para a fase de

triagem virtual (VALLI et al., 2005) (PILON et al., 2005).

Semelhantemente, 0 CNS_MPO, representa um subconjunto de compostos com maior
probabilidade de atravessar a Barreira hematoencefalica (BHE) e que foram cuidadosamente
selecionados com base em uma abordagem de optimiza¢do multiparamétrica (Wager TT et al.,
2016). O banco em questdo foi escolhido justamente por alinhar com o objetivo deste trabalho,
que ¢ a descoberta de ligantes especificos para um receptor enddégeno encontrado somente

dentro do sistema nervoso central. Por ultimo, o mais relevante em questao de quantidade de
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compostos incluidos, o banco de dados do ZINC15, que contém um total de 750 milhdes de
moléculas. No entanto, nesse caso, foi usada somente uma biblioteca especifica dentro desse

banco que € uma sele¢ao de compostos do tipo Druglike e que contém 12.244.362 de moléculas.

3.3. Triagem virtual em banco de dados de compostos

Vista como uma tecnologia complementar a triagem de alto desempenho (HTS), a
triagem virtual ¢ um método que vem ganhando relevancia gragas aos sucessos recentes na
predicao de novos ligantes e, em muitos casos, apresentando altas taxas de acertos. Tendo como
base o rastreamento computacional de ligantes em grandes bibliotecas de compostos quimicos,
a técnica surgiu com a ideia de reduzir significativamente o nimero de compostos usados na
triagem e desta forma, diminuir os custos do processo de descobrimento de drogas (LYNE,

2002).

Neste estudo, a triagem virtual foi realizada pelo programa ROCS e consiste em utilizar
o modelo farmacoforico, baseado em forma ou pelo alinhamento de ligantes, para a
sobreposi¢do de moléculas advindas de bancos de dados de conformeros. O ROCS ¢ uma
técnica rapida e realiza a triagem virtual a uma taxa de 600-800 confoérmeros por segundo. Além
disso, para facilitar a compreensdo exata, interpretacdo e comparacdo da triagem virtual, o
ROCS contém métodos de validacao estatistica dos resultados alcangados na triagem. A
pontuacdo gerada pelo programa, chamada de Tanimotocombo, avalia o quanto as moléculas
triadas se encaixaram no modelo e gera uma lista com as 500 moléculas de melhor pontuagao

em ordem decrescente.

3.4. Modelagem, Ancoragem Molecular e Avaliagao

Pararealizar a técnica de ancoragem molecular, o programa GOLD (JONES et al., 1997)
foi utilizado. Esse programa, como sistema de posicionamento, utiliza um algoritmo genético
para calcular a ancoragem flexivel entre as proteinas e os ligantes; o algoritmo busca solucdes
por meio de ancoragem gerando multiplas copias de modelos flexiveis do ligante no sitio ativo
da proteina alvo (receptor), em outras palavras, ele explora toda a flexibilidade conformacional
do ligante com a flexibilidade parcial da proteina. J4 o algoritmo de pontuagdo e ranqueamento

utilizado foi o CHEMPLP.
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Um obstéculo, entretanto, foi a falta da estrutura 3D de um dos subtipos do receptor
GABA(A), o a2By2. Por isso, o SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018) foi utilizado
para gerar o modelo 3D do segundo subtipo por meio de modelagem molecular por homologia.
O SWISS-MODEL ¢ hoje o servidor de modelagem mais amplamente utilizado publicamente
e consiste no alinhamento de sequéncias de aminoacidos similares: uma da proteina alvo e outra

de uma proteina modelo que ¢ selecionada no inicio do processo.

3.5.Andlise de Propriedades toxicas in silico

Por fim, foi realizada a andlise das propriedades biologicas dos compostos selecionados
por meio da plataforma virtual pkCSM - pharmacokinetics (Douglas E. V. Pires) que faz uma
predicdo das caracteristicas ADMET (Absor¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade) de compostos de acordo com um sistema de “signatures” baseado em graficos, esses
que codificam padrdes de distancia entre atomos e sdo usados para representar a molécula
pequena e para treinar modelos preditivos. Esta etapa foi fundamental para comprovar ou nao
se os potenciais inibidores apresentam os parametros adequados para a sele¢do de drogas

visando a administra¢do no organismo humano.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Construcao do modelo farmacoforico baseado no alinhamento de ligantes

O Pharmagist realizou os alinhamentos a partir dos dados de entrada, ou seja, do conjunto
de sete moléculas semelhantes que, de acordo com a bibliografia de referéncia (MOHLER,
Hanns, 2011), sdo moduladores de GABA(A) no sitio dos benzodiazepinicos e podem ser
acessadas dentro do PubChem por meio dos seguintes CIDs: 9908378 (SL-651498), 216456
(Ocinaplon), 16747643 (NS-11394), 9865233 (TPA-023B), 11277418 (ELB-139), 9908880
(L-838417) e 9908684 (TPA-023). Apds a submissao no webserver, o método buscou alinhar
todos os ligantes em diferentes combinagdes e variando também o nimero de moléculas,
buscando os pontos farmacoforicos em comum. Dessa forma, o algoritmo listou e ordenou, de

acordo com um sistema de pontuagao, os melhores modelos gerados.
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Tabela 2. Moléculas que foram alinhadas em cada um dos modelos e seus respectivos PubChem

IDs.

Modelo 1 Modelo 2
9908378 (SL-651498) 16747643 (NS-11394)
216456 (Ocinaplon) 9865233 (TPA-023B)
16747643 (NS-11394) 9908684 (TPA-023)
9865233 (TPA-023B) -

Fonte: autoria propria

o

{ rings rings
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:«‘;:;;agg:ept@@;gs

Figura 2. Imagens do Modelo 1 com somente com os seus pontos farmacoféricos: quatro anéis
e um aceptor (A) e contendo os quatro ligantes que foram alinhados (B). Imagens do Modelo 2
com somente com os seus pontos farmacoforicos: quatro anéis, um aceptor € um cation (C) e

contendo os trés ligantes que foram alinhados (D). Fonte: autoria propria
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Entretanto, para a triagem virtual, apenas um modelo ¢ necessario, dessa forma, o modelo
2 foi escolhido como vai ser explicado na etapa de triagem virtual. Além disso, em estudos
anteriores envolvendo as moléculas TPA-023 e TPA-023B (presentes no modelo 2), foi
observado que ambas sustentaram um efeito ansiolitico em pacientes sem produzir sedagao.
Essas drogas funcionam com base no agonismo parcial de a2fy2 e a3Py2 e eliminacdo da
eficacia em alBy2 e seu desenvolvimento foi interrompido devido a toxicidade pré-clinica
(ATACK; KOHUT, 2008). Nesse sentido, a semelhanca entre essas duas moléculas ¢ outro

ponto positivo do modelo 2, pois mostra que o alinhamento foi coerente.

4.2.Geragao de banco de dados de conformeros de ligantes

Todos os trés bancos escolhidos foram submetidos a uma filtragem mais robusta,
passando pelo programa FILTER do OMEGA 2.5.1.4, OpenEye Scientific Software, Santa Fe,
NM (HAWKINS et al., 2010) e, logo apos, pelo QUACPAC 1.6.3.1, OpenEye Scientific
Software, Santa Fe, NM (http://www.eyesopen.com). O FILTER faz uma sele¢ao de compostos
combinando calculos de propriedades fisicas e o conhecimento de grupos funcionais. Dessa
forma, ele foi usado para remover compostos indesejaveis, como moléculas com funcdes
toxicas, com baixa biodisponibilidade oral, com alta probabilidade de formar ligagdes
covalentes com o alvo proteico e de compostos com probabilidade de interferéncia no ensaio
experimental. J4 o QUACPAC foi utilizado com o intuito de gerar compostos com cargas
precisas ou pelo menos representadas de forma consistente. Para tanto, 0o QUACPAC enumera

o pKa e os tautomeros de cada composto, a fim de obter os estados de protonagao corretos.

Por fim, todos os compostos resultantes dessa filtragem foram submetidos ao programa
OMEGA, que gera bancos de dados de multi-conformeros bioativos de compostos com alta
velocidade e confiabilidade. Essa lltima etapa de geracao de conformeros € um passo essencial
para a triagem virtual que tem como base os modelos farmacoforicos, pois estes dependem de

conformagdes bioativas para alcangar resultados satisfatorios.
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4.3.Triagem virtual

Nesta etapa, os dois modelos farmacoforicos gerados na etapa anterior, foram utilizados
para a triagem virtual contra o banco CNS_MPO, por meio do programa vVROCS. Dessa forma,
as 500 melhores moléculas, que foram listadas pelo programa em ordem decrescente e de
acordo com o sistema de pontuacdo, foram obtidas para cada um dos modelos, totalizando 1000
moléculas triadas. O método para ranqueamento das moléculas teve como base a pontuagao
chamada de TanimotoCombo, que avalia o quanto o ligante se encaixa em um modelo

farmacoforico, tanto em estrutura quanto nos pontos de interacgao.

Para determinar qual dos dois modelos (Modelo 1 e Modelo 2) seguiriam para as
proximas fases, utilizamos a logica de que, por ser um banco de dados mais especifico para
drogas que conseguem atravessar a barreira hemato enceféalica, o0 modelo que conseguisse a
molécula de melhor pontuagdo no TanimotoCombo na triagem contra o banco CNS_MPO seria
selecionado. A melhor molécula da triagem obtida para o Modelo 1 teve uma pontuagdo de
0.87, pelo TanimotoCombo, enquanto a melhor molécula obtida para o Modelo 2 teve uma
pontuagdo de 1.003. Dessa forma, o Modelo 2, contendo os trés ligantes alinhados, foi
selecionado e seguiu para a triagem contra os outros dois bancos de dados: ZINCI15 e
NuBBEDB, totalizando 1500 moléculas triadas resultantes da triagem virtual contra este

mesmo modelo.

4.4.Ancoragem molecular e avaliagao

Para a Ancoragem Molecular, a estrutura 3D de dois subtipos diferentes do receptor
GABA(A) foram utilizadas. O primeiro subtipo (a1py2), teve a estrutura cristalografica do seu
complexo macromolécula-ligante extraida diretamente de um banco de dados de proteinas, o
RSCB PDB (rcsb.org)(BERMAN et al., 2000) juntamente com o composto Diazepam ligado
no sitio dos benzodiazepinicos e podendo ser encontrada dentro do PDB pelo cédigo 6x3x (KIM
et al., 2020). O segundo subtipo (a2py2), que por sua vez contém a subunidade de interesse, foi

obtido por modelagem molecular por homologia.

O receptor GABA-A ¢ uma proteina multimérica, dessa forma, as sequéncias de

aminoacidos de cada subunidade foram retiradas do Uniprot e t€ém os seguintes numeros de


http://www.rcsb.org/
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identificacdo: p47869, p47870 e p18507, que sdo as subunidades a2, B e y2, respectivamente.
A proteina modelo (Template) utilizada pode ser encontrada pelo cédigo 6DWO no PDB
(PHULERA, 2018). Logo em seguida, para obter as coordenadas do sitio de ligagdo, foi feita
uma sobreposi¢ao das estruturas dos dois subtipos no programa Chimera 1.14 (PETTERSEN
et al., 2004), transferindo o ligante (Diazepam) da sua estrutura de origem para o modelo de

proteina 3D obtido no SWISS MODEL.

Dessa forma, duas proteinas alvo diferentes foram utilizadas para a ancoragem
molecular. O subtipo alBy2 foi utilizado para a ancoragem contra as 1500 melhores moléculas
ranqueadas e respectivas aos trés bancos de dados (CNS MPO, Druglike do ZINC e
NuBBEDB). As ancoragens foram feitas por meio do programa GOLD e pontuadas segundo o
algoritmo CHEMPLP. As 5 moléculas de cada banco de dados com melhor pontuagdo
CHEMPLP com redundancia, ou seja, cujo resultado apresentou mais de um conférmero por
ligante, foram selecionadas para a etapa seguinte (Tabelas 4, 5 e 6). Ja o subtipo a2py2, que foi
obtido por modelagem molecular, foi utilizado na ancoragem somente contra a melhor molécula
de cada banco de dados, ou seja, trés moléculas que foram selecionadas na proxima etapa de

avaliagdo, para que, posteriormente, os esquemas de interagdo 2D fossem gerados (Tabela 3).

Tabela 3. Pontuagao das trés melhores moléculas de cada banco na ancoragem contra o receptor
GABA(A) subtipo alBy2 e a2By2 comparadas.

Banco Cédigo do Ligante CHEMPLP CHEMPLP
(alpy2) (a2By2)
NuBBEDB 2162 91.72 88.09
CNS_MPO 252521 105.92 74.02
Druglike 57998629 101.71 75.32

Fonte: autoria propria

Os valores de CHEMPLP na ancoragem contra o receptor GABA(A) subtipo alpy2
variaram de 85.66 até 105.92, sendo que os melhores resultados, como esperado, foram do
banco de dados CNS_MPO (Tabela 4). Ja na ancoragem contra o subtipo a2py2, os valores
variaram de 74.02 até 88.09, ou seja, houve uma diminui¢do relativamente significante da

pontuagdo, exceto no caso do ligante de codigo 2162 do NuBBEDB.
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Tabela 4. Ranking de moléculas com melhor pontuagdo CHEMPLP na ancoragem

molecular do banco de dados CNS MPO contra o receptor GABA(A) subtipo alBy2.

Ranking Cddigo do Ligante CHEMPLP
1. 252521 105.92
2. 198169 103.56
3. 275759 102.27
4. 280262 102.26
5. 437571 103.27

Fonte: autoria propria

Tabela 5. Ranking de moléculas com melhor pontuagio CHEMPLP na ancoragem

molecular do banco de dados Druglike do ZINC contra o receptor GABA(A) subtipo alBy2

Ranking Cédigo do Ligante CHEMPLP
1. 19659841 105.37
2. 21617982 103.37
3. 2080418 102.42
4. 71865156 102.32
5. 57998629 101.71

Fonte: autoria propria
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Tabela 6. Ranking de moléculas com melhor pontuagio CHEMPLP na ancoragem

molecular do banco de dados NuBBEDB contra o receptor GABA(A) subtipo aly2.

Ranking Cédigo do Ligante CHEMPLP
1. 2162 91.72
2. 2166 89.95
3. 566 89.35
4. 1862 86.84
5. 492 85.66

Fonte: autoria propria

4.5.Analise da toxicidade in silico

Por fim, as 15 melhores moléculas originadas da ancoragem molecular foram submetidas
ao webserver pkCSM para que uma analise da toxicidade fosse realizada. Nesta etapa, o melhor
ligante de cada banco foi escolhido com base nos scores obtidos, evidenciando o resultado de
caracteristicas que causam toxicidade elevada em humanos como compostos mutagénicos,
hepatotoxicos e inibidores dos canais de s6dio hERG I e II. A inibi¢do destes canais ¢ um
pardmetro muito importante pois esta associada a sindrome do QT longo (SQTL), na qual
ocorre uma alteracdo da repolarizacdo ventricular que aumenta a vulnerabilidade para o
desenvolvimento de taquiarritmias ventriculares e morte subita, trata-se, portanto, de uma
desordem da conducdo elétrica do miocardio que pode ter origem ou ser adquirida devido ao

uso de medicacdes (MAIOR et al., 2011).

Os resultados dessa andlise estdo nas Tabelas dos ANEXOS A, B e C e a interpretagao de
cada item dessas tabelas estd disponivel em (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/theory). Embora
apresentando pontuagdes menores pelo CHEMPLP, os compostos do banco de dados
NuBBEDB se destacaram, pois nenhum deles foram preditos como mutagénicos, hepatotoxicos
ou inibidores dos canais de sodio, além de terem uma maxima dose tolerada razoavel. Mas,
neste estudo, selecionamos apenas uma molécula, da qual teve os melhores resultados de acordo
com todas as andlises que foi o composto 2162. Além deste, selecionamos o composto
57998629 do banco Druglike do ZINC e o composto 252521 do banco CNS MPO. Desta

forma, todos os trés ligantes foram encaminhados para a proxima fase.


http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/theory
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4.6.Geracao de diagramas da interacdo 2D proteina-ligante

Para a geracao de diagramas da interagdo 2D dos ligantes selecionados com a proteina alvo,
o receptor GABA-A em seus dois subtipos, utilizou-se o programa LigPlot+. Nos diagramas
(Figuras 3, 4 e 5) ¢ possivel visualizar os ligantes (roxo) de cada banco interagindo com o sitio
ativo da proteina alvo, incluindo seus dois subtipos (al1PBy2 e a2py2). As formas circulares em
preto representam os atomos de carbono, as verdes o cloro e o fluor, as vermelhas o oxigénio e
as azuis o nitrogénio. As formas vermelho-tijolo representam residuos de aminoacidos
envolvidos em interagdes hidrofobicas, ao passo que as linhas tracejadas verdes representam

ligacdes de hidrogénio.

+ alfiy2 CNS_MPO

+ a2By2
252521 252521
Figura 3. Interacdo entre o ligante escolhido do banco CNS_MPO com o receptor GABA-A,
subtipo al1By2 (esquema da esquerda) e a2Py2 (esquema da direita). As linhas tracejadas verdes

indicam a ligagao de hidrogénio entre o ligante e o residuo de Serina 232. Fonte: autoria propria.

Neste trabalho e, em teoria, dois tipos de compostos seriam interessantes de se obter
como resultado: ligantes com afinidade similar em diferentes subtipos, mas que retenha sua
eficacia somente em receptores 02y2, a0 mesmo tempo em que antagoniza outros subtipos, ou
ligantes absolutamente seletivos para receptores contendo a subunidade a2. Entretanto, devido
a grande similaridade estrutural entre os diversos subtipos (CLAYTON, 2007), o primeiro tipo

mencionado tem maior probabilidade de existir. O L-838417, um composto que tém afinidade
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semelhante para diferentes subtipos, mas que ¢ um antagonista de subtipos contendo al e
agonista parcial de 02, a3 e a5, ¢ um exemplo real que ilustra essa caracteristica (MCKERNAN,

2000).

NuBBE
+ o 2fvy2

2162 2162

Figura 4. Interagdo entre o ligante escolhido do banco NuBBEDB com o receptor GABA-A,
subtipo a1By2 (esquema da esquerda) e alPBy2 (esquema da direita). As linhas tracejadas verdes
indicam as trés ligacdes de hidrogénio entre o ligante e o residuo de Serina 233. Fonte: autoria

propria.

Nesse sentido, o ligante que mais se destacou foi o0 do NuBBEDB, realizando trés
ligagdes de hidrogénio com os residuos de serina do subtipo alPy2 e duas ligagdes de
hidrogénio com o residuo de serina do subtipo a2py2 (Fig. 4). Além disso, as pontuacdes de
CHEMPLP para as suas duas ancoragens foram semelhantes: 88.09 contra o subtipo a2py2 e
91.72 contra o subtipo alPy2 (Tabela 3.). Esse resultado mostra que o composto tem maior
potencial de interagir com o alvo de forma semelhante e com maior estabilidade para ambos os

subtipos a0 mesmo tempo.

J& os ligantes originados do banco CNS_MPO (Fig. 3) e Druglike do ZINC (Fig. 5)
apresentaram uma e duas ligagdes de hidrogénio, respectivamente. Esses dois bancos obtiveram
moléculas de pontuagdes maiores pelo CHEMPLP, apesar do fato que estabeleceram menos
ligagdes de hidrogénio, que sdo mais fortes, interagindo mais por meio de ligagdes mais fracas

(hidrofobicas), por isso também apresentam uma interagdo relativamente estavel com o alvo,
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embora tenham apresentado resultados discrepantes entre os dois subtipos e, principalmente no

subtipo de interesse, o que ¢ indesejavel (Tabela 3).

+ alfy2 Druglike

+ o232

57998629 57998629

Figura 5. Interacdo entre o ligante escolhido do banco Druglike do ZINC com o receptor
GABA-A, subtipo alPy2 (esquema da esquerda) e alPy2 (esquema da direita). As linhas
tracejadas verdes indicam as duas ligagdes de hidrogénio entre o ligante e os residuos de Serina

205 e Alanina 161. Fonte: autoria propria.

Outro bom candidato resultante foi o composto do banco Druglike do ZINC15, que teve
uma das maiores pontuagdes pelo CHEMPLP (Tabela 5) e interage de formas diferentes com
relacdo aos dois subtipos (Fig. 5). No subtipo a1By2 o ligante formou pontes de hidrogénio com
os residuos de serina e alanina, enquanto no subtipo a2fy2 o mesmo formou ligacdes de
hidrogénio com a treonina. Entretanto, as suas pontuacdes na ancoragem foram
significativamente diferentes (Tabela 3), o que pode desfavorecer a interagdo entre este ligante
e o subtipo a2Py2, que obteve a menor pontuagdo. Do ponto de vista deste estudo, isso €
indesejavel, pois aumenta as chances de interagdo entre esse composto € o subtipo alPy2 em

detrimento da sua interagdo com o subtipo de interesse.
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5. CONCLUSAO

Ao longo de todo o periodo de realizagdo deste estudo e, por meio do modelo farmacoférico
que foi gerado a partir do alinhamento de diferentes ligantes, diversos procedimentos
computacionais foram realizados com sucesso. Em primeiro lugar, foi feita a triagem virtual
em trés bancos de dados, que foram previamente preparados, e as 1500 melhores moléculas
resultantes foram selecionadas para passar pela técnica de ancoragem molecular, para que
pudéssemos analisar a interacdo entre o receptor GABA(A) e seus potenciais ligantes. Apds
essas analises, as cinco melhores moléculas de cada um dos bancos de dados foram

selecionadas.

Em segundo lugar, foi realizada a andlise in silico das possiveis propriedades toxicas,
visando filtrar compostos toxicos e, novamente, fazer uma selecao das melhores moléculas. Ao
final das analises, somente uma molécula de cada banco foi selecionada, obtendo-se como
resultado os compostos de codigo 252521 do CNS_MPO, 2162 do NuBBEDB e 57998629 do
ZINC. Entretanto as moléculas do CNS_MPO e da biblioteca Druglike apresentaram toxicidade

mais elevada do que os ligantes do NuBBE.

Por fim, a estrutura 3D do subtipo alPy2 estava disponivel e foi extraida do PDB e,
utilizando-se de técnicas de modelagem molecular, a estrutura 3D do segundo subtipo de
interesse (02fBy2) também foi obtida com sucesso. Dessa forma, a ancoragem molecular foi
realizada novamente para que os esquemas 2D de interagdo das trés melhores moléculas fossem
gerados e comparados entre si, totalizando seis esquemas (trés para cada subtipo). A molécula
de codigo 2162 se destacou entre as demais por apresentar a pontuacao mais alta dos ligantes
do NuBBE, um resultado da ancoragem mais consistente entre os dois subtipos e também um

menor potencial de ter toxicidade.

O ligante do banco CNS_MPO também se destaca, ja que faz parte de um banco composto
de moléculas com maior probabilidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Mas,
infelizmente, a pontuacao deste ligante no subtipo de interesse foi bem menor do que no subtipo
alBy2. Além disso, os seus resultados da analise de toxicidade ndo foram tao satisfatorios como
os dos ligantes do NuBBE, assim como os resultados do composto da biblioteca Druglike do

ZINCI5S.

Pode-se observar, por meio de uma comparagao entre os esquemas de interagdo 2D, que,

apesar da grande semelhanca estrutural entre os dois subtipos, todas as moléculas interagiram



25

com os dois alvos com estabilidade, mas com modos de interacdo e pontuagdes diferentes,
confirmando a hipdtese inicial de que o sitio de ligacdo dos benzodiazepinicos difere entre os
dois subtipos do receptor GABA(A) e, consequentemente, novas drogas podem modular esse
mesmo receptor de maneiras distintas. Portanto, todas as trés moléculas selecionadas possuem
o potencial de modular positivamente o subtipo a2By2. Embora o composto de cddigo 2162

tenha se destacado pelo mesmo motivo.

Uma outra abordagem alternativa no ambito deste estudo seria realizar todo o procedimento
de triagem virtual, ancoragem e andlise in silico de toxicidade utilizando um modelo
farmacoforico baseado em forma, uma vez que a estrutura 3D do subtipo a2By2 foi obtida
durante o desenvolvimento deste trabalho. Embora a modelagem molecular ndo seja um método
de estudo de estruturas moleculares tdo preciso quanto a cristalografia de raio X, ainda seria de
grande utilidade, visto que a estrutura 3D do subtipo de interesse ainda nao esta disponivel em
nenhum banco de dados. Mas, claramente, uma cristalografia de raio X do subtipo a2py2, de
preferéncia ligado a um ligante seletivo como o L-838417, se faz necessaria e seria de grande

importancia para o desenvolvimento desse tipo de drogas.

Por fim, vale lembrar que este trabalho tinha como objetivo buscar potenciais drogas
moduladoras do receptor GABA(A), tendo em mente as descobertas mais recentes sobre as
diferengas genéticas e de funcdo bioldgica dos diferentes subtipos do mesmo (MOHLER, H.
2011). Podemos dizer que esse objetivo foi concluido, porém, as andlises in vitro e in vivo sao
necessarias para que essas moléculas sejam de fato validadas como potenciais drogas
moduladoras. Além disso, somente com essas analises € possivel testar se, de fato, os ligantes
apresentam algum tipo de seletividade para receptores do subtipo a2fy2, também, se tém o

potencial para se tornarem farmacos ansioliticos ndo sedativos.
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ANEXOS



ANEXO A - ANALISE DE TOXICIDADE DOS LIGANTES DO CNS_MPO

Cédigo do ligante 198169 252521 275759 280262 437571
MOL_WEIGHT 344,418 358,445 353,491 385,471 381,314
LOGP 3,39202 4,07996 4,4593 3,758 1,0912
#ROTATABLE_BONDS 4 3 6 6 3
#ACCEPTORS 4 4 4 5 7
#DONORS 0 0 0 0 1
SURFACE_AREA 151,474 157,839 151,649 168,943 149,024

AMES toxicity

Max. tolerated dose (human)
hERG | inhibitor

hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation
<i>T.Pyriformis</i> toxicity
Minnow toxicity




ANEXO B - ANALISE DE TOXICIDADE DOS LIGANTES DO NUBBE

Cédigo do ligante 492 556 1862 2162 2166
MOL_WEIGHT 581,061 314,381 328,452 354,49 396,527
LOGP 5,91529 2,6297 4,4103 6,0341 6,2538
#ROTATABLE_BONDS 10 7 10 12 13
#ACCEPTORS 7 4 3 3 4
#DONORS 0 2 1 2 1
SURFACE_AREA 243,856 135,965 144,794 156,253 173,464
AMES toxicity No No No No No
Max. tolerated dose (human) 0,588 0,744 0,787 0,656 0,273
hERG Il inhibitor No No No No No
hERG Il inhibitor No No

Oral Rat Acute Toxicity (LD50) 3,092 2,019 1,956 1,813 1,556
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 1,635 2,099 1,794 2,785 1,839
Hepatotoxicity No No No No No
Skin Sensitisation No No No No No
<i>T.Pyriformis</i> toxicity 0,292 0,985 0,86 0,46 0,405
Minnow toxicity 0,416




ANEXO C - ANALISE DE TOXICIDADE DOS LIGANTES DA BIBLIOTECA DE DRUGLIKE DO ZINC15

Cadigo do ligante 19659841 21617982 42080418 57998629 71865156
MOL_WEIGHT 375,394 376,46 319,408 345,805 375,444
LOGP 5,2054 4,80784 4,45252 4,4181 5,12454
#ROTATABLE_BONDS 6 6 5 6 6
#ACCEPTORS 3 4 3 3 4
#DONORS 1 2 1 1 1
SURFACE_AREA 154,55 163,467 141,047 143,792 154,142
AMES toxicity No

Max. tolerated dose (human) 0,665 0,309

hERG | inhibitor No No No
hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50) 2,721 2,67 2,607 2,386 2,753
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 1,276 0,95 0,664
Hepatotoxicity No No
Skin Sensitisation No No No No No
<i>T.Pyriformis</i> toxicity 0,285 0,285 0,285 0,285 0,285
Minnow toxicity -0,386 -0,505




