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RESUMO

O consumo de cocaina tem aumentado no Brasil e no mundo. A auséncia de um
tratamento efetivo e evidéncias de estudos pré-clinicos e clinicos encorajam a
investigacdo de possiveis ligantes do receptor 5-HT1B como alvo molecular para um
futuro tratamento para dependéncia a cocaina. Portanto, a partir de trés modelos
farmacoforicos 3D baseados nas interacdes do alvo molecular e a ergotamina, um
conhecido agonista desse receptor, utilizando a plataforma Pharmit, obteve-se, em
diferentes bibliotecas comercialmente disponiveis um total de 88739 candidatas. Um
filtro que seleciona apenas ligantes com caracteristicas favoraveis a atingirem o SNC
foi utilizado por meio da plataforma FAFdrugs, reduzindo para 590 candidatas a serem
submetidas as simulacdes de docking. Esta avaliacdo, que foi realizada tanto pelo
software Autodock 4.2 quanto pelo Vina, prediz a energia livre de ligacdo de cada
ligante das bibliotecas analisadas e o receptor 5-HT1B de acordo com um protocolo
estabelecido neste estudo. Com o propdésito de avaliar a preferéncia de interacao das
candidatas que ocuparam as primeiras posicdées no ranking das metodologias
propostas, realizou-se a simulacdo de docking destas com outros receptores
serotoninérgicos. Além disso, foi avaliada a energia de ligacdo de dois antagonistas
do receptor 5-HT1B com esse alvo, projetando simulagcbes de competicdo pela
interacdo. Foram analisadas, utilizando o PKCsm as propriedades ADMETox das
candidatas com as mais baixas energias de ligacdo com o receptor 5-HT1B. Com
estas analises foi possivel verificar que ambas as metodologias de docking utilizadas
apresentaram resultados equivalentes e que foi possivel eleger cinco candidatas a
ligantes que apresentam energia de ligacdo competitivas a da ergotamina, enquanto
gue os ligantes antagonistas apresentaram energia de ligacdo significativamente mais
alta, indicando a preferéncia de interacdo das candidatas estudadas em face dos
antagonistas. Também se observou que h& maior possibilidade de interacdo das
candidatas eleitas ao receptor 5-HT1B do que aos demais receptores serotoninérgicos
testados.

Palavras-chave: Receptor 5-HT1B. Modelo Farmacoférico. Triagem virtual.

Dependéncia a cocaina.



ABSTRACT

Cocaine use has increased in Brazil and worldwide. The absence of an effective
treatment and evidence from preclinical and clinical studies encourage the
investigation of possible 5-HT1B receptor ligands as a molecular target for a future
treatment for cocaine addiction. Therefore, from three 3D pharmacophoric models
based on the interactions of the molecular target and ergotamine, a known agonist of
this receptor, using the Pharmit platform, a total of 88739 candidates were obtained in
different commercially available libraries. A filter that selects only ligands with favorable
characteristics to reach the CNS was used through the FAFdrugs platform, reducing
to 590 candidates to be submitted to docking simulations. This evaluation, which was
performed both by Autodock 4.2 and by Vina software predicts the free energy of
binding of each ligand in the analyzed libraries and the 5- HT1B receptor according to
a protocol established in this study. With the purpose of evaluating the interaction
preference of the candidates that occupied the first positions in the ranking of the
proposed methodologies, a simulation of their docking with other serotonergic
receptors was carried out. Furthermore, the binding energy of two 5-HT1B receptor
antagonists with this target was evaluated, designing simulations of competition for the
interaction. Using PKCsm the ADMETox properties of the candidates with the lowest
binding energies to the 5-HT1B receptor were analyzed. With these analyzes it was
possible to verify that both docking methodologies used presented equivalent results
and that it was possible to elect five candidates for ligands that have binding energy
competitive to ergotamine, while the antagonist ligands presented binding energy,
significantly higher, indicating the interaction preference of the studied candidates over
antagonists. It was also observed that there is a greater possibility of interaction of the
selected candidates to the 5-HT1B receptor than to the other tested serotonergic
receptors.

Keywords: 5-HT1B receptor. Pharmacophoric model. Virtual Screening. Cocaine

addiction.
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1 INTRODUCAO

O terceiro levantamento nacional sobre uso de drogas na populagéo brasileira,
realizado em 2015 com 16.273 voluntarios, aponta a cocaina como segunda
substéancia ilicita mais utilizada, sendo indicada como a0 menos um uso na vida por
3,1% dos entrevistados. E importante ressaltar que este estudo segregou as formas
de consumo entre cocaina em po e crack ou outras formas fumaveis de cocaina, que
representou 0,9% dos relatos de uso de drogas. (BASTOS et al., 2017)

O escritorio das Nacgdes Unidas sobre Drogas e Crime (UNODC) apontou que
em 2018 ao redor do mundo 19 milhfes de pessoas utilizaram cocaina, representando
0,4 % da populagcdo mundial. Este dado, quando avaliado em determinadas regides,
mostra-se ainda mais alarmante, como na Australia e Nova Zelandia, paises nos quais
o indice chega a 2,2 % da populacdo. Além disso, estima-se que a producdo de
cocaina tenha dobrado de volume desde 2013, chegando a quantidades recordes
desde 1998.(UNODOC, 2020)

1.1 RELACAO DO RECEPTOR COM A DEPENDENCIA A COCAINA

O efeito agudo da cocaina implica, principalmente, no bloqueio da recaptacao
da dopamina (DA), mas também da serotonina (HT), da epinefrina e norepinefrina nos
terminais pré-sinapticos, proporcionando o aumento do tempo de disponibilizacdo
destes neurotransmissores na fenda sinaptica especialmente nas regiées do sistema
limbico. Sistema este que modula as emocfes e comportamento. O uso crénico esta
relacionado ao desenvolvimento de tolerancia e dificuldade de abster-se da
substancia devido ao aparecimento de quadros de fissura, caracteristicos da
dependéncia a cocaina (KATZUNG; TREVOR, 2017; KUMAR et al., 2010). Devido a
acao dos psicoestimulantes e ativacdo do sistema simpatico o uso da cocaina provoca
alteracdes em outros sistemas correlacionados, como aumento da pressao arterial,
da frequéncia cardiaca e respiratéria, estado de alerta e aumento da atividade motora
(KUMAR et al., 2010).

Estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado relagédo do receptor 5-HT1B
com a dependéncia a cocaina e, portanto, indicam esse como alvo molecular para o

desenvolvimento de tratamentos especificos (MATUSKEY, D. et al, 2014
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PENTKOWSKI, N.S. et al.,, 2012; BAROT SK, FERGUSON SM, NEUMAIER J.F.
2007).

Foi observada, em um estudo utilizando tomografia com emisséao de pdsitrons
especificos para o receptor 5-HT1B e ressonancia magnética estrutural, a diminui¢cao
da disponibilidade de receptores 5-HT1B em 14 individuos dependentes de cocaina,
quando analisadas as regides do hipotalamo, cingulado anterior e no cértex pré-frontal
(MATUSKEY, D. et al., 2014). Entretanto € importante observar que os individuos
foram submetidos, anteriormente ao estudo, a um periodo minimo de 6 dias de
abstinéncia. Portanto acredita-se que esta reducao seja devido ao efeito da parada da
utilizacdo da substancia, caracterizado como abstinéncia, e ndo de uso abusivo a
cocaina, que pode ocorrer no periodo de 15 dias a 3 meses ap0s a cessacao do uso.
(NEISEWANDER J. L et al., 2014)

Estudos pré-clinicos tém abordado a relacdo do uso da cocaina com o0s
receptores 5-HT1B, sendo estes de similaridade estrutural e de funcdo idénticas,
portanto, sendo homaélogos e Uteis para mimetizacao desses receptores em humanos
(HARTING, P.R. et al., 1996). Acredita-se que, por consideracdes éticas o estudo do
uso da cocaina ocorra em namero significativamente maior em animais ndo-humanos
pois sobre estes pode-se ter maior controle da utilizacdo de outras drogas, tempo e
frequéncia de uso, assim como outros fatores que influenciam na caracterizagéo dos
sistemas envolvidos no uso da cocaina.

Um estudo pré-clinico, utilizando a microinfusdo de vetores virais no nucleo
accumbens e area tegmental ventral a fim de aumentar a expressdo receptores 5-
HT1B, knockin, reforca a hipétese de que esta alteracdo modula o comportamento
relacionado ao abuso a cocaina de acordo com a fase da dependéncia, de uso,
abstinéncia ou recaida. Isto porque durante a fase de autoadministracdo de cocaina
foi apresentado um efeito reforcador do consumo, entretanto apds um tempo maior de
abstinéncia, observa-se a diminuicdo do comportamento de recaida (PENTKOWSKI,
N.S. et al.,, 2012). Estes resultados corroboram com os obtidos por Barot e seu
colaboradores (2007), utilizando a mesma técnica de knockin especificamente no
ndcleo accumbens. Neste estudo se verificou a altera¢éo da resposta de acordo com
a fase de dependéncia e tipo de comportamento. O experimento indica que o aumento
dos receptores intensifica o processo de gratificacédo e efeitos negativos relacionados

a cocaina. Desta forma conclui que um agonista dos receptores poderia ser utilizado
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no processo de dependéncia a cocaina. Considerando resultados como esses,
algumas moléculas agonistas dos receptores 5-HT1B vem sendo propostas e
aplicadas em estudos pré-clinicos como o apresentando por Acosta (2005) que
propde que um determinado agonista ainda em fase de desenvolvimento diminui a
motivacdo e procura por cocaina em ratos submetidos a teste de extingdo e
restabelecimento da autoadministracéo a cocaina.

Por meio da utilizac&o de ratos knockout para o receptor 5-HT1B e avaliando a
administracdo de diferentes concentracfes de cocaina, um estudo demonstrou as
funcdes dos receptores 5-HT1B pré-sinapticos tanto como um auto-receptor para inibir
a liberagéo de serotonina no nucleo dorsal da rafe como um heteroreceptor para inibir
a liberacdo de GABA e glutamato no mesencéfalo ventral e no nucleo accumbens,
respectivamente (MORIKAWA, H. et al., 2000). Possibilitando a melhor compreenséao
do comportamento de ansiedade e depressao apresentado em determinadas fases
da dependéncia a cocaina.

Além disso estudos relacionados a comportamentos de impulsividade, que é
frequentemente observado em dependentes a cocaina, tém indicado o
desenvolvimento de agonistas dos receptores 5-HT1B como potenciais focos de
estudo para o desenvolvimento de novas terapias (NAKAZATO, 2019). Com relacao
ao impacto na neurobiologia e comportamento da ansiedade relacionados ao uso de
cocaina, Klein e colaboradores tém sugerido, em seus estudos com modelos animais,
a influéncia de agonistas do receptor 5-HT1B como atenuadores dos efeitos
ansiogénicos relacionados ao uso de cocaina em ratos (KLEIN et al., 2017; KLEIN et
al., 2019)

Neste contexto acredita-se que a adequada modulacdo da expressédo ou da
atividade dos receptores 5-HT1B pode ser uma nova terapia no processo de
dependéncia a cocaina. Portanto pretende-se a partir da utilizagdo de modelos
farmacoforicos 3D baseados na interacdo da ergotamina, identificar moléculas que

modulem o receptor 5-HT1B.

1.2 CARACTERIZACAO DO RECEPTOR 5-HT1B

O receptor 5-HT1B é pertencente a familia dos receptores serotoninérgicos, é

metabotropico inibitério acoplado a proteina G. Localizado tanto nos neurbnios pré-
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sinapticos de serotonina, como auto-receptor quanto como hetero-receptor em
neurdnios do acido gama-aminobutirico (GABA) (O'DELL; PARSONS 2004).

Este receptor possui a sua estrutura 3D resolvida, com a ergotamina acoplada,
pela técnica de difracdo de raios X (WANG ET AL., 2013). A cristalografia resolvida
com este ligante reporta informacgdes especificas das interagcdes naquela pose do
ligante, assim como seus impactos na estrutura da proteina, portanto favorecendo o
desenvolvimento de outros ligantes com atividades semelhantes. A ergotamina é um
agonista bem estabelecido do receptor 5-HT1B primariamente utilizado para o
tratamento sintomatico da enxaqueca (WANG ET AL., 2013; SINCLAIR ET AL., 2015).
A estrutura do receptor (Figura 1) possui 401 aminoacidos e é composta por sete
hélices transmembrana, na qual encontra-se o sitio de interacdo deste receptor com
ergotamina e quatro regides fora da membrana e sobre as quais ainda ndo estéao
elucidadas as atividades (PALCZEWSKI; ORBAN, 2013).

Figura 1 - Receptor 5-HT1B em representacgéo de fitas evidenciando as sete hélices
transmembrana, que estdo entre o folheto extracelular, em azul e o folheto

citoplasmatico, em vermelho, no qual encontram-se outras quatro regides.

Fonte: Autora, 2021, com base no PDB ID 4IAR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar novas moléculas que atuem no receptor 5-HT1B.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Propor trés modelos farmacofoéricos 3D baseados na interagdo da ergotamina
com o receptor 5-HT1B.

Construir biblioteca de pequenas moléculas que satisfacam os modelos
farmacofdricos 3D obtidos.

Realizar a triagem virtual de pequenas moléculas;

Determinar computacionalmente as propriedades ADMETox das moléculas

selecionadas na triagem virtual.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS

As simulacdes requeridas foram realizadas em computador Dell XPS 8700 (4th
Generation Intel® Core™ i7-4770 Processor (8MB Cache, 3.4 GHz), 12GB RAM Dual
Channel DDR3 1600MHz — 4DIMMs, 1TB 7200 RPM SATA; NVIDIA® GeForce® GTX
645 1.0GB GDDRS5 Hard Drive 6.0 Gb/s) utilizando sistema operacional Linux.

3.2 PROGRAMAS DE VISUALIZACAO E MANIPULACAO

Para a adequada compreensao das estruturas a serem utilizadas é necessario
gue sejam utilizadas ferramentas computacionais para visualizacdo, manipulacéo das
estruturas, analise de dados obtidos e geracdo produtos. Portanto foram utilizados
programas computacionais graficos como o SwissPdbViewer v.4.1 (GUEX; PEITSCH,
1997), PyMol v.1.7.0.0 (DELANO et al., 2002) e Modeller v. 10.1 (FISER, A; DO, R. K.
G; SALI, A. 2000).

3.3 MODELO ESTRUTURAL DO RECEPTOR

No presente estudo foi utilizado como alvo molecular o receptor 5-HT1B e
outras estruturas proteicas oriundas da familia dos receptores serotoninérgicos, para
comparacao de afinidade de ligacéo das candidatas aos diferentes receptores. Todas
as estruturas foram obtidas na base de dados de acesso gratuita chamada Protein
Data Bank (PDB), disponivel em http://www.rcsbh.org (BERMAN et al., 2000;
BERNSTEIN et al., 1978), cujos detalhes estdo disponiveis na tabela 1 e as
respectivas estruturas moleculares, exceto receptor 5-HT1B previamente

apresentado, estdo disponiveis na figura 2.
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Tabela 1 - Identificacdo dos receptores serotoninérgicos utilizados para comparacao
com o 5-HT1B.

'gznrtiz:f::’ ID PDB Res;’ﬁga“ Autor
5.HT1B  4IAR 2,70 WANG et al, 2013
5.HT2AR  BA93 3,00 KIMURA et al, 2019
5.HT2C  6BQG 3,00 PENG et al, 2018
5.HT28  BDRY 292  MCCORVY etal, 2018
5.HTID  7E32 2,90 XU et al, 2021
5-HT1A  7E2X 3,00 XU et al, 2021

Fonte: Autora, 2021.

Figura 2 - Estruturas dos receptores serotoninérgicos (5-HT) utilizados para
comparacao de energia de afinidade com o receptor 5-HT1B.

T2AR (6A93) 5-HT1D (7E32) 5-HT1A (7E2X)

¢
5-HT2B ( 6DRY) 5-HT2C (6BQG) 5-

b o

Fonte: Autora, 2021.
3.4 AVALIA(;AO DE SIMILARIDADE SEQUENCIAL

Para verificar a comparabilidade entre as estruturas proteicas da familia de
receptores serotoninérgicos e para buscar dados para modelar regides ausentes no
alvo molecular utilizou-se a plataforma Basic Local Aligment search tool (BLAST)
disponivel em < https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi > (CAMACHO at al, 2009).
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3.5 CONSTRUCAO DO MODELO FARMACOFORICO 3D

Neste estudo optou-se pelo modelo farmacoforico que é uma abordagem bem
estabelecida para pesquisar novas moléculas. Este € um método desenvolvido por
Carlson, H. A. e colaboradores (2000) e foi aplicado com sucesso a sistemas como 0
HIV-1 integrase.

Utilizou-se o programa Pharmit Pipeline para a constru¢cdo do modelo
farmacoforico 3D disponivel em <http://pharmit.csb.pitt.edu/>. O Pharmit é uma
interface online para a busca de compostos em bancos de dados (Sunseri & Koes,
2016) utilizando modelos farmacoféricos. Esta ferramenta é utlizada para a
construcéo e refinamento da hipétese farmacoférica direta da estrutura molecular do
composto, analisando as suas intera¢des ja previamente elucidadas a partir de alguns
ligantes, neste caso da ergotamina e do receptor 5-HT1B. Com o propdsito de explorar
diferentes possibilidades de hipoteses farmacoforicas, alguns destes pontos de

interacdo foram selecionados e trés modelos farmacoforicos.

3.6 PREDICAO DE COMPOSTOS QUE ATINGEM O SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

O estudo de um possivel tratamento para a dependéncia a drogas de abuso
baseia-se na avaliacdo de contexto de medicamentos que atinjam o sistema nervoso
central (SNC). Deste modo considera-se um importante ponto de partida, visando a
otimizacdo do custo computacional, a triagem utilizando o filtro de sistema nervoso
central desenvolvido por Jeffrey P & Summerfield S, em 2010 e que esta
disponibilizado na plataforma FAFdrugs 4 (MITEVA, M. A. et al., 2006).

Os critérios avaliados para aprovacao neste filtro de SNC, de acordo com os
autores sdo: Massa molecular entre 135 e 582 Daltons (Da), Coeficiente de particao
agua -n-octanol (LogP) entre -0,2 e 6,1, aceptores de hidrogénio devem ser em
namero total menor ou igual a 5 e doadores de hidrogénio em numero total menor ou
igual a 3, area de superficie polar topoldgica entre 3,0 e 118,0 A2 (JEFFREY &
SUMMERFIELD, 2010)
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3.7 PROTOCOLO DE SIMULACAO DE DOCAGEM MOLECULAR, TRIAGEM
VIRTUAL E CROSS-DOCKING

A simulacdo de triagem virtual, neste estudo realizada por Autodock 4.2 e
Autodock Vina, é utilizada com o propdsito de avaliar e categorizar a interacdo das
moléculas candidatas com o receptor 5-HT1B.

Com a finalidade de avaliar se h& especificidade de interacdo ao receptor 5-
HT1B frente aos demais receptores serotoninérgicos, a simulacdo de cross-docking
foi realizada entre os ligantes eleitos como melhores candidatos e os receptores
serotoninérgicos cuja estrutura, resolvida por cristalografia de raios X ou microscopia
eletrdnica e com origem em homo sapiens, esté disponivel no PDB conforme descrito
na tabela 1. Este cross-docking foi realizado apenas utilizando a plataforma Vina.
Além disso, a simulac¢do docking de também foi realizada com dois antagonistas do
receptor 5-HT1B, Isomaltano (NCBI,2021a), e Aripriprazol (NCBI,2021b), e com

carater exploratorio.

3.7.1 AutoDock 4.2

Um protocolo de docagem estabelecido foi utilizado, assim como o receptor 5-
HT1B ligado a ergotamina para a realizacdo da simulagdo com a biblioteca de
moléculas obtida previamente. Para tanto, os célculos de docagem molecular foram
realizados pelo programa AutoDock v.4.2 (MORRIS et al., 2009). O protocolo de
algoritmo genético lamarkciano (AGL), baseado em um modelo evolutivo, foi utilizado
para a busca de geometrias otimizadas sendo atribuidas cargas Gasteiger aos atomos
dos ligantes da biblioteca e do modelo do receptor. Cada simulacdo de docagem
molecular AGL consistiu em 10 corridas independentes, sendo escolhido 10 000 o
namero de geracdes em cada corrida. O nUmero maximo de avaliagdes de energia foi
fixado em 100 000 000. O elitismo foi fixado em 1, a taxa de mutacdo em 0,02 e a taxa
de crossover em 0,80. Os parametros de grid utilizados foram resolucéo de 0,375 A,
grid 43 X 40 X 37 pontos e com centro delimitado como X: -11,4079964508 Y: -
17,3929363851 Z: 20,7727609303.

A triagem virtual segue os mesmos parametros do protocolo realizado. Esta

resulta em um ranking dos compostos organizado com base na energia livre de
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ligacdo. Esta é predita através de um algoritmo que correlaciona energia
intermolecular, energia interna, energia torsional e energia néo ligada, sendo o seu
propdsito avaliar o grau de afinidade entre o receptor e o ligante, naquele
posicionamento (pose) especifico que o ligante se encontra, sendo esta de carater
inversamente proporcional, quanto menor for o seu resultado, maior € a tendéncia a

manterem-se em interacéo.

3.7.2 Autodock Vina

A triagem utilizando a ferramenta Autodock Vina utiliza o algoritmo de Broyden-
Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) e possui parametrizagcbes fechadas para a
realizacdo do screening, permitindo apenas 0s ajustes inerentes ao grid que sera
utilizado para a triagem, detalhado a tabela 2 para todos os receptores nos quais a
metodologia foi aplicada (TROTT, O; OLSON, A. J; 2010).

No caso do cross-docking as candidatas mais bem posicionadas no ranking
foram submetidas a uma simulacdo de docking com as demais estruturas existentes
da familia dos receptores serotoninérgicos, portanto utilizou-se parametros de grid que
contemplavam a cobertura de toda a estrutura proteica do receptor, conforme consta
natabela 2, uma vez que as informacdes a respeito da regiao farmacoforica para cada

receptor seria um estudo a parte.
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Tabela 2 - Parametros de grid utilizados no Autodock Vina.

Centro do Grid Espagamento do Grid

Receptor X Y z X Y Z
?ﬂ;‘? 1141 1739 207,73 1596 1487 1420
fﬁ';g; 3814 1466 3504 12307 8592 12254
fﬁ"E'EE] 2878 -1530 -1234 7696 6482 12167
5{';1%‘;‘? 4279 098 3943 11096 5432 10579
5[?";12? 10518 8934 8274 126,16 11649 11573
??HE?K‘? 9179 8664 8040 8576 110,77 107,55

Fonte: Autora, 2021.

Complementarmente foi realizada uma triagem com dois ligantes antagonistas
conhecidos para o receptor 5-HT1B, deste modo € possivel predizer a interacao frente
a uma situacdo de competicdo pelo sitio de ligacdo. Os ligantes foram simulados
utilizando as coordenadas de centro do grid X 20,488 Y -17,473 e Z 20,206 e numero
de pontos X 103,853, Y 55,429 e Z 58,845.

3.8 PREDICAO DAS PROPRIEDADES ADMETOX

A partir do ranking obtido pela triagem virtual foram selecionados os menores
valores de energia livre nas duas metodologias de triagem virtual aplicadas. Estas
foram submetidas ao programa pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015), uma
plataforma on line gratuita a qual foi utilizada como um filtro por meio da analise das
propriedades fisico-quimicas dos ligantes, a fim de avaliar a biodisponibilidade oral de
um composto nos estagios iniciais do desenvolvimento de farmacos, além de auxiliar
no processo de predicdo das propriedades ADMETox (absorcao, distribuigcéo,
metabolismo, excrecao e toxicidade) (LESNEY M.S. 2004) das moléculas propostas,

assim como comparar os resultados a ergotamina e a cocaina.
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3.9 INTERACAO COM O RECEPTOR

A fim de compreender a natureza das possiveis interagdes entre os residuos
da proteina do receptor 5-HT1B com os atomos da ergotamina e de cada uma das
candidatas selecionadas, de modo detalhado, por interacdes de hidrogénio e
interagcfes hidrofobicas, utilizou-se o programa LigPlot* v.2.2.4 (LASKOWSKI &
SWINDELLS, 2011).
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4 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho n&o utilizou recursos provenientes de humanos e suas amostras,
deste modo fica dispensada a sua submissdo o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEP-UFCSPA). Também ndo sao utilizados animais ou suas
amostras neste projeto, por isso é desnecessario a submissdo a Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UFCSPA). Porém, por ser um projeto desenvolvido
completamente por meio de recursos computacionais e a utilizagdo de bancos de
dados publicos e nas dependéncias da Universidade Federal da Ciéncias da Saude
de Porto Alegre (UFCSPA), € necessario a submissao e autorizacdo da Comissao de
Pesquisa da UFCSPA (ComPesq).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MODELOS FARMACOFORICOS

O Pharmit apresentou uma hipotese farmacoférica para as interacdes entre o
receptor 5-HT1B e a ergotamina, figura 3. Com o propdésito de explorar diferentes
possibilidades de hipéteses farmacoféricas, alguns destes pontos de interacao foram
selecionados e trés modelos farmacoféricos (M1, M2 e M3) foram construidos. Estas
hipéteses farmacoforicas, figuras 4-6, tém, juntamente com a sua figura, a descri¢ao
de suas coordenadas tridimensionais (X, Y e Z) assim como o raio que limita a area
que abrange cada grupamento ou interacdo. Estdo presentes, representados em
amarelo a classe de aceptor de Hidrogénio (A), em verde a hidrofébica (H), em lilas
aromatico (Ar) e em branco os doadores de hidrogénio (D). Estes trés modelos foram
submetidos a bancos de dados de moléculas comercialmente disponiveis que foram

posteriormente submetidas a triagem virtual.

Figura 3 - Modelo Farmacoférico 3D baseado na molécula da ergotamina e no
receptor 5-HT1B.

Hidrofobico <%’  Aromético

Fonte: Autora 2021.



29

Figura 4 - Modelo 1 - Modelo Farmacofdrico 3D proposto para este estudo, produzidos

com base na molécula da ergotamina e no receptor 5-HT1B.

X Y £ Raio
M1A1 1784 1460 2044 0,50
M1H1 1416 -1757 2353 1,00
M1A2 -1515 -1888 2353 1,00
M1A3 -1,72 18,07 19,49 0,50
M1H2 756 1943 2208 1,00

SN |

A/

Doador de hidrogénio Aromatico

Fonte: Autora, 2021.
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Figura 5 - Modelo 2 - Modelo Farmacofdrico 3D proposto para este estudo, produzidos

com base na molécula da ergotamina e no receptor 5-HT1B.

X Y z

M2H1 1815 1323 17,37
M2Ar1  -1416 1757 2353
M2A1 1350 -1490 1917
M2H2 687 -1692 1909
M2A2 577 21,03 2442

OO |

b ®
KN/

Doador de hidrogénio =

Fonte: Autora, 2021.

Faio
1,00
1.10
0,50
1.00
0,50

Aromatico
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Figura 6 - Modelo 3 - Modelo Farmacofdrico 3D proposto para este estudo, produzidos

com base na molécula da ergotamina e no receptor 5-HT1B.

M3D1
M3A1
M3AZ2
M3H1
M3H1

OO |

b
N/

Fonte: Autora, 2021.

X
13,50
13,76
11,84
1427
840

Y
14,90
16,64
-16,86
18,98
20,25

Doador de hidrogénio Aceptor de hidrogénio

Raio
0,50
0,50
0,50
1,00
1,00

Os modelos farmacoforicos propostos apresentados nas figuras 4-6 foram

submetidos a diferentes bibliotecas de moléculas disponiveis comercialmente. Cada

modelo apresentou uma composicao final diferente, variando as suas quantidades de

1.193 a 78.511 ligantes, sendo que alguns s&o encontrados repetidos, ou seja, 0
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mesmo ligante atende a necessidade de mais de um modelo farmacoforico, conforme
disponivel na tabela 3.

Tabela 3 - Composicao por biblioteca de origem.

Biblioteca de Modelo Modelo Modelo
origem Farmacoférico1  Farmacoférico 2 Farmacoférico 3
Chembl25 N/A 230 N/A
Chemdiv N/A 99 4274
ChemSpace 2668 29 15537
Labnetwork 435 68 4304
Mcule 2263 187 24427
Molport NIA 208 N/A
Nciopen 42 8 177
Zinc 3427 364 29792
Total 9035 1193 78511

Fonte: Autora, 2021.

5.2 TRIAGEM POR FILTRO DE MOLECULAS QUE ATINGEM O SNC

O estudo de um possivel tratamento para a dependéncia a drogas de abuso
baseia-se na avaliacdo de contexto de medicamentos que atinjam o sistema nervoso
central (SNC). Neste estudo com uso do FAF-drugs 4 (MITEVA, M. A. et al., 2006),
por meio de um filtro de moléculas que sdo capazes de permear a barreira
hematoencefélica e atingir o SNC (JEFFREY & SUMMERFIELD 2010) foi possivel
reduzir de 88 739 compostos que seriam considerados para estudos posteriores, para
apenas 590 moléculas. A nova biblioteca corresponde a 0,66% do conjunto de anélise

inicial.

5.3 TRIAGEM VIRTUAL

A avaliacdo de docking ocorreu com as mesmas bibliotecas em duas
plataformas que estimam, por diferentes metodologias, a energia de ligacéo entre o
receptor 5-HT1B e cada composto presente nas bibliotecas triadas. Para fins de

comparacao, avaliaram-se as moléculas que obtiveram a energia de ligagdo mais
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baixa resultantes de ambas as metodologias. Ou seja, se algum ligante apresenta
menor energia, ou primeira posi¢cao, pelo Autodock 4.2, mas se encontra na 202
posi¢cdo no Autodock Vina, este é excluido. A partir desta analise elegeram-se as
moléculas que compdem o top 5 de energia de ligagdo. Observou-se na tabela 4 os
resultados de energia de ligacdo estimada por meio das duas metodologias foram
préximos, com variagdo maxima de 1,15 kcal/mol entre os resultados da candidata 3,
que é menor do que o erro padrdo da metodologia, registrado como 2—3 kcal/mol para
AutoDock4 (MORRIS et al.,, 2009) e 2,75 kcal/mol na metodologia Vina (TROTT,;
OLSON, 2010). Deste modo pode-se presumir que, para esse conjunto, ambas as
metodologias apresentaram resultados semelhantes. Ainda assim, a ergotamina,
utilizada como comparador, possui a mais baixa energia de ligacdo, destacando-se o
resultado obtido pela metodologia Autodock 4.2, mas ainda assim encontram-se
dentro dos limites de erro padrao sugerido por Morris e colaboradores.

Os resultados obtidos nesta secéo predizem quais os ligantes possuem maior
afinidade pelo receptor estudado. Frente ao conjunto inicial, considera-se que a
metodologia oportunizou a otimizagcdo das opc¢des sugeridas a partir do modelo
farmacoforico e assim viabilizando a conducéo de estudos posteriores.
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Identificagdo proveniente da
biblioteca

Energia de ligagédo
Autodock 4.2 (Kcal/mol)

Energia de ligagao
Vina (Kcal/mol)

Ergotamina

-14,51

-13,80

MCULE-9353787670_ChemDiv-
K937-0762_MolPort-007-952-
433 PubChem-
4571839_ZINC000002938093

11,89

11,60

MCULE-1958339433_PubChem-
945394 /INC00543618

11,73

12,70

MCULE-5959165261_MolPort-002-
880-875_PubChem-
3740916_ZINCO00002576497_ZINC
02576497

11,55

12,70

MCULE-

9271493667 _CHEMBL2430411_LN
00496542_MolPort-002-194-
036_PubChem-
1260100_ZINC0O00001072036_ZINC
01072036

-11,58

-11,90

ZINC000001189057_ZINC01189057
_ChemDiv-4477-1464_MCULE-
1900979286_MolPort-002-173-
117_PubChem-631996

11,58

12,00

Fonte: Autora, 2021.

Conforme consta na tabela 4, as candidatas sdo apresentadas com a

identificacdo de diferentes bibliotecas, como Mcule, ChemDiv, Pubchem, isso se deve

a presenca das mesmas depositadas em mais de um local, o que pode ser um agente

de confusdo no estudo das mesmas. Deste modo uma nova identificagdo foi atribuida

as candidatas avaliadas como Top 5 com o propésito de facilitar a referéncia a estas,

como pode ser observado na tabela 5, assim como esta disponivel o respectivo codigo

SMILES, a fim de garantir a rastreabilidade das informacdes de cada candidata.
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Tabela 5 - Nova identificacdo das candidatas e seus codigos SMILES.

Nov.a identifcagdo Id.er.ltlﬁca;ao proveniente da Codigo SMILES

do ligante biblioteca
MCULE-9353787670_ChemDiv-K937- Cclcce(cc1C)-

Candidata 1 0762_MolPort-007-952-433 PubChem- n1cc{C{=0)Nc2nc3c(Clceee3s2)c2ececc2el=
4571839 _7INC000002938093 0]

Candidata 2 MCULE-1958339433_PubChem- Cclce2ne(Ne3nc(C)c4CCCCedn3)nc
945394 _7INC00543618 (C)c2ccl1C
MCULE-5959165261_MolPort-002-

Candidata 3 880-875_PubChem- Cclccee(N2CCN(CC2)c2ec(Sc3cecd
3740916_7INC000002576497_ZINCO cccecde3)nc(Nin2)c1C
2576497
MCULE-

9271493667 _CHEMBL2430411_LNOO
. 496542 MolPort-002-194- Cclce(C)e2ne(Ne3nc(C)ee(n3)-c3

e 036_PubChem- cecee3)ne(C)e2c
1260100_ZINC000001072036_ZINCO
1072036
ZINCO00001189057_ZINC01189057_

Candidata 5 ChemDiv-4477-1464_MCULE- Cclce(nc{Nc2nc(C)c3ec(C)o(C)eec3n2)n1)-
1900979286_MolPort-002-173- clcceect
117_PubChem-631996

Fonte: Autora, 2021.

Com a finalidade de explorar a energia de interacdo de ligantes antagonistas,

realizou-se a simulacdo de interacdo do receptor 5-HT1B com dois antagonistas
conhecidos Aripriprazol (NCBI,2021a) e Isomaltano (NCBI,2021a) e ambos

apresentaram energia de ligacao nao favoravel quando comparada as candidatas e a

ergotamina, como disposto na tabela 6. Deste modo, em caso de competicao entre

estes antagonistas e as candidatas propostas, possivelmente a interagdo ocorreria

com as candidatas propostas.

Tabela 6 - Comparacéo da energia de ligacdo estimada entre agonista, candidatas 1

e 2 e antagonistas do receptor 5-HT1B.

Energia de ligagdo estimada Kcal/mol

Ergotamina Candidata1 Candidata2 Aripriprazol Isamoltano

5-HT1B
(41AR)

-13.8 12,7 12,7

6.6 -9.0

Fonte: Autora, 2021.
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5.4 AVALIACAO DE SIMILARIDADE SEQUENCIAL E SIMULACAO DE DOCKING
COM OUTROS RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Dada a complexidade do SNC é possivel que um ligante, cuja interagdo com o
receptor € simulada de modo exclusivo e direcionado, quando em um meio com outros
receptores disponiveis para interacdo possa nao reproduzir os resultados in silico.
Portanto, com a finalidade de conhecer estas possibilidades realizamos uma
simulagdo com as demais estruturas proteicas da familia dos receptores
serotoninérgicos, cuja similaridade das sequencias de aminoacidos foi analisa. A
simulacdo de docking molecular entre as candidatas 1-5 demonstrou que todas elas
possuem algum potencial de interacdo com 0s receptores serotoninérgicos testados,
porém as mais baixas energias de ligacdo sao encontradas nas simulagdes com o
alvo molecular deste estudo, o 5-HT1B, conforme pode ser observado na tabela 6.
Neste resultado constata-se que as diferencas de energia de interacdo avaliadas com
o0 5-HT1B quando comparadas aos outros receptores sdo em grande parte, maiores
do que o desvio padrdo conhecido para esta técnica (MORRIS et al., 2009; TROTT
& OLSON, 2010).

A avaliacdo da similaridade da sequéncia de aminoacidos dos receptores 5-
HT2AR, 5-HT2B, 5-HT2C, 5-HT1D e 5-HT1A, estruturas apresentadas na figura 2,
comparadas ao receptor 5-HT1B utilizado como alvo molecular neste estudo,
demonstrou que todos possuem relevante similaridade de sequéncia de aminoéacidos,
conforme tabela 7. Esta avaliacdo demonstrou que ha alta identidade entre as
proteinas, pois os valores foram entre 41,06% e 54,77%.

Estes dados demonstram que, nas condi¢des analisadas, as cinco candidatas
possuem preferéncia de interacdo com o receptor 5-HT1B mesmo quando

comparados a receptores com alta similaridade de sequéncia de aminoacidos.
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Tabela 7 - Simulacéo de docking entre as candidatas de 1 a 5 e diferentes receptores

serotoninérgicos e similaridade sequencial com o receptor 5-HT1B.

Energia de liga¢ao estimada Kcal/mol

5-HT1B 5-HT2C 5-HT2B 5-HT2AR 5-HT1D 5-HT1A

dentificagdo  yAR) (6BQG) (6DRY) (6A93) (7E32) (7E2X)
Ergotamina 138 84 106 100 104 110
Candidata 1 116 105 104 101 93 97
Candidata 2 127 77 89 o1 90 86
Candidata 3 127 89 91 107 87 106
Candidata 4 119 79 88 102 79 84
Candidata 5 120 76 92 104 92 89

Percentual de

identidade BLAST  100,0 24,8 496 45,6 25,0 41,1
com SHT1B (%)

Fonte: Autora, 2021.

5.5 PREDICAO DE PROPRIEDADES ADMETox

A ferramenta pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015) foi utilizada para
predizer caracteristicas ADMETox das candidatas e auxiliar na conducédo de estudos
in vitro posteriores. Neste estudo percebeu-se, conforme os dados disponiveis na
tabela 8, consideravel homogeneidade nos resultados das cinco candidatas avaliadas.
Paralelamente a andlise das candidatas, avaliou-se a ergotamina e a cocaina, com o
propésito de discutir os resultados com ligantes com acdo conhecida no receptor 5-
HT1B e no SNC.

5.5.1 Absorcéo

Alguns pontos merecem ser destacados nas andlises relacionadas a absor¢ao.
A (glicoproteina P que é um transportador de efluxo de farmacos e agentes
xenobidticos presente no figado, rins, cérebro e trato gastrintestinal, assim como em
células tumorais. Neste contexto, a atividade desta glicoproteina pode alterar a acdo
de um farmaco no SNC. Portanto, a presenca de moléculas que sejam inibidoras

dessa glicoproteina pode impactar no processo de distribuicdo das mesmas e
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precisam ser consideradas em estudos posteriores (URQUHART; KIM 2009). Em
Nosso conjunto, todas as moléculas sédo inibidoras da glicoproteina P isoformas | e I,
diferente da ergotamina, que nao apresenta 0 mesmo resultado para a isoforma Il e
da cocaina, que ndo apresenta esta caracteristica. Na analise das candidatas como
possiveis substratos para glicoproteina P, apenas a candidata 4 ndo apresenta esta
atividade. Esta caracteristica pode indicar que a candidata tenha maior sucesso na
permanéncia no SNC, assim como a cocaina. Além disso, todas as candidatas
também apresentaram resultados satisfatérios na analise de predicdo de
permeabilidade através das células CaCo2. Este € um método in vitro que utiliza
células de adenocarcinoma de colon humano e o seu resultado auxilia a predizer o
comportamento de permeabilidade da molécula no intestino. Considera-se alta
permeabilidade resultados com valores para o coeficiente de permeabilidade aparente
Log Papp maiores do que 0,90. Do mesmo modo, as candidatas apresentaram alta
predicdo para permeabilidade intestinal humana (PIRES; BLUNDELL; ASCHER,
2015).

5.5.2 Distribuicao

O volume de distribuicdo prediz o volume necessario para conter a quantidade
de farmaco absorvido no corpo para que esta seja equivalente a concentracdo do
farmaco no plasma em equilibrio. Deste modo, quanto maior a fragdo de farmaco nos
orgaos e tecidos, maior € o volume de distribuicdo (GOLAN, 2009). Nesta andlise
todas as candidatas apresentaram baixo volume de distribuicdo. Pode-se considerar
um volume baixo quando log VDss menor que -0,15 e alto quando log VDss maior que
0,45 (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

No contexto do desenvolvimento de um possivel medicamento que atue no
SNC outros dois fatores tém especial relevancia: a permeabilidade a barreira
hematoencefalica (BHE) e a permeabilidade no SNC. Idealmente resultados maiores
do que 0,30 levariam a moléculas que facilmente estariam distribuidas pela BHE e
resultados menores do que -1,00 apresentariam dificuldades para tal distribuigéo. Do
mesmo modo que resultados de logPS maior que -2 indicam maior possibilidade de
penetrar no SNC e logPS menor que -3 indicam auséncia desta caracteristica (PIRES;
BLUNDELL; ASCHER, 2015). Todas as candidatas analisadas possuem resultados
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favoraveis para a permeabilidade a BHE, em especial as candidatas 2 e 5 que
apresentam resultados maiores do que 0,30. O resultado de logPS corrobora com o
resultado para todas as candidatas. Os resultados obtidos para a ergotamina, utilizada
como referéncia e da cocaina, que tem acdo no SNC conhecida, ndo foram tédo
favoraveis como os das candidatas. Sendo assim, acredita-se que o desempenho
destas candidatas a futuros medicamentos nao presentem dificuldades de distribuicéo

para o alvo molecular no SNC.

5.5.3 Metabolismo

O metabolismo de xenobibticos € um processo de biotransformacédo destas
moléculas no organismo humano em outras menos complexas e que sejam mais
facilmente depuradas. De acordo com as caracteristicas iniciais destas, séo
necessarios alguns processos que sao realizados por diferentes complexos
enzimaticos presentes no organismo. Um importante complexo enzimatico abordado
em nosso estudo é o citocromo P-450 (CYP), uma grande familia de hemeoxigenases
responsavel pela biotransformacdo de compostos lipofilicos em compostos mais
hidrofilicos que possam ser mais facilmente eliminadas pelo corpo humano
(BARREIRO; FRAGA, 2015). A superfamilia da CYP é subdividida em familias,
subfamilias, isoenzimas, neste estudo foram analisados 0s possiveis substratos da
CYP2D6 e CYP3A4 e possiveis inibidores das CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e
CYP2D6. Observou-se que todas as candidatas e a ergotamina sao substratos da
CYP3A4, assim como todas séo inibidoras das CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9,
diferente da ergotamina.

A CYP3A4 é um importante complexo enzimatico responsavel pelo
metabolismo de xenobidticos tanto hepatico quanto intestinal, sendo responsavel por
50% do metabolismo oxidativo de farmacos (GOLAN, 2009). Deste modo € um
importante apontamento de interagdo medicamentosa com outras moléculas que
sejam metabolizadas por esta CYP. Neste contexto a principal interacao que deve ser
foco dos estudos posteriores € com a cocaina, que também pode ser metabolizada
por esta isoenzima (KATZUNG; TREVOR, 2017). Estudos apontam que a CYP3A4
participa da biotransformacéo de praticamente todos metabolitos primarios ou, em

maior parte, secundarios da cocaina, inclusive daqueles gerados pelo consumo
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concomitante da cocaina e alcool. Ainda que outras enzimas, como a carboxilesterase
tipos 1 e 2 por exemplo, tenham maior destaque neste processo, esta interacao deve
ser considerada (VALENTE, et al., 2012). Dentre as possibilidades de interacdes
medicamentosas, deve-se salientar o uso concomitante de benzodiazepinicos, classe
que também é majoritariamente metabolizada pela CYP3A4 (KATZUNG; TREVOR,
2017).

Dentre as possiveis inibicdes das CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 é relevante
ressaltar a inibicdo da CYP2C19. A quantidade de farmacos conhecidos que tem o
seu metabolismo alterado por esta atividade ndo € expressiva, no entanto alguns
antidepressivos triciclicos, o Diazepam, entre outros medicamentos que
possivelmente sejam administrados em pacientes em tratamento para a dependéncia
a cocaina, sdo metabolizados por esta CYP. Portanto, destaca-se a relevancia da
avaliacdo desta interacdo para a exclusdo deste viés em casos de futuros estudos
clinicos (KATZUNG; TREVOR, 2017).

5.5.4 Excrecao

A predicdo de cleareance total, que soma a depuracédo renal e hepética da
molécula, apresentada como Log (mL/min/Kg). Esta avaliacdo, além de predizer a
proporcao de eliminacdo de determinada substancia do organismo, pode auxiliar a
predizer informacdes que resultam no tempo de meia-vida destas moléculas e deve
ser utilizado nos estudos futuros. Entre os resultados ndo foi encontrada
homogeneidade.

Nenhuma das candidatas, assim como a Ergotamina apresentam
caracteristicas para serem substratos do transportador de cations organicos 2 (OCT2),
gue sdo responsaveis por facilitar a passagem da molécula do sangue para os tubulos
renais (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

5.5.5 Toxicidade

O teste de AMES é um método utilizado para avaliar um potencial mutagénico
de compostos usando bactérias (KLAASSEN; WATKINS, 2015). Seu resultado

positivo indica que a molécula é mutagénica e pode atuar como carcinogénica (PIRES;
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BLUNDELL; ASCHER, 2015). Observou-se que apenas a candidata 3 e a ergotamina
apresentaram resultado positivo que demanda atencéo para os estudos posteriores.

A dose maxima tolerada em humanos é um importante preditor pois auxilia no
delineamento de estudos complementares. Os resultados séo apresentados em log
mg/Kg/dia, sendo considerada uma dose maxima baixa com valores menores do que
0,477 mg/Kg/dia e elevado quando maior do que esse valor (PIRES; BLUNDELL,;
ASCHER, 2015). Nesta analise observou-se que as moléculas 2, 3 e 4 possuem um
valor baixo e as demais um valor um pouco maior. Em contrapartida a Ergotamina
apresentou um resultado de -1.161 mg/Kg/dia, e a cocaina, um resultado de -0,144
mg/Kg/dia, expressivamente mais baixo do que as demais, sugerindo que ambas
possuem um potencial toxico maiores do que as candidatas em doses menores.

A predicdo de compostos inibidores dos canais de potassio codificados pelo
gene hERG (human Ether-a-go-go) | e Il é de extrema importancia toxicolégica pois
estes sdo potentes causadores de sindrome de QT longo causando arritmias
cardiacas. Este efeito, especialmente em pacientes em tratamento da dependéncia a
cocaina, que podem apresentar um estado geral de saude fragilizado, € de grande
relevancia. Neste estudo todas as candidatas séo inibidoras de hERG Il resultado que
reforca a importancia desta avaliacdo in silico e confirmacéo desta informacéo in vitro,
uma vez gque se trata de um resultado que impacta na seguranca destas candidatas
como medicamento. Embora este indicador seja um ponto de atencdo, muitos dos
medicamentos comercialmente disponiveis apresentam-se seguros, mesmo com
resultados semelhantes aos obtidos nesta analise (MARTINS, 2015).

As andlises de LD50 em ratos e toxicidade em Minnow, dose letal para 50%
dos animais submetidos ao teste LOAEL (do inglés Lowest observed adverse effect
level), menor dose que resulta em efeito adverso observado, sdo anéalises que devem
ser consideradas ao desenhar futuros estudos pré-clinicos, promovendo 0 uso
racional de modelos animais e fornecendo maior assertividade nas analises. Da
mesma maneira, a analise de toxicidade ao protozoario T.pyriformis, indica um
potencial de toxicidade para todas as candidatas e a ergotamina analisadas neste
estudo. Este resultado de seguranca possui relevancia no desenho e conducao dos
proximos estudos, porém nao é exclusivo ou determinante para a sua conducao.

Todas as candidatas, a ergotamina e a cocaina apresentaram um potencial

hepatotoxico. Este dado, embora relevante para a necessidade de estudos posteriores
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e a longo prazo, com acompanhamento do impacto do tratamento nas enzimas e
marcadores de dano hepatico, deve ser considerado com cautela, uma vez que um
farmaco ja aprovado e considerado seguro, a ergotamina, também apresenta este
resultado. Ao mesmo tempo, nenhuma destas candidatas apresentou poténcia de

sensibilizacao cutanea.



Tabela 8 - Resultados AMETox para as candidatas 1 a 5 e Ergotamina.

Propriedade Analise Unidade Ergotamina Candidata1 Candidata2 Candidata3  Candidata 4 Candidata 3 Cocaina
Solubilidade (log maliL) 4679 4.869 4137 5,935 3.744 -3.886 2,517
Caco2 permeabilidade (log Papp 10-6 cmys) 0,931 1,060 1,333 1,175 1,002 1,277 1,292
Absorco intestinal Humana (% absanida) 100 95 o4 o4 a5 95 o5
Permeabilidade na pele (log Kp) 2,874 273 2,806 2781 2737 2,714 2,675
Substrato P-glicoproteina (sim/ndo) sim sim sim sim nao sim nao
P-glicoproteina inibidor | (sim/ndio) sim sim sim sim sim sim nao
P-glicoproteina inibidor 1l (sim/ndio) nao sim sim sim sim sim nao
VDss (humana) (log L/kg) 0,164 -0,094 0,268 0,292 0,282 0,156 0,405
Fracdo Mo Ligada( humana) (Fu) 0,268 0,219 0,088 0,069 0,216 0,201 0,404
BHE Permeabilidade (log BB) 0,684 0,193 0,344 0,201 0,263 0,529 0,152
SNC Permeabilidade (log PS) 3,118 1,367 1,768 1,503 1,744 1,644 2,893
CYP2D6 Substrato (sim/ndo) nao nao nao nao nao nao nao
CYP3A4 Substrato (sim/ndio) sim sim sim sim sim sim nao
CYP1AZ inibidor (sim/ndo) nao sim sim sim sim sim nao
CYP2C19 inibidor (sim/ndo) nao sim sim sim sim sim nao
CYP2CY inibidor (sim/ndo) nao sim sim sim sim sim nao
CYP2D6 inibidor (sim/néo) néo néo néo ndo néo néo néo
CYP3A4 inibidor (sim/n&o) nao sim sim sim sim sim nao
Total Clearance {log mi/min/kg) 0,273 0,190 0,932 0,133 0,517 0,494 0,762
Renal OCT2 substrato (sim/ndio) nao nao nao nao nao nao nao

dade AMES toxicidade (sim/ndo) sim nao nao sim nao nao nao
Eﬂiﬁa':f:;ma tolerada (log mg/kg/dia) 1,161 0,681 0,030 0,245 0,401 0,563 0,144

Toxicidade hERG | inibidor (sim/ndo) nao nao nao nao nao a a

hERG Il inibidor (simno) ndo sim sim sim sim sim nao
To

Toxicidade oral aguda em
ratos (LD50) (mol/kg) 2,544 3,005 2,437 2,812 3,042 2,950 2,284

rT:t’;i:iE’Lac‘:;éﬁ' crénica em (log ma/kg/dia) 1,514 0,606 1,698 1,338 1,296 1,252 2,101
Hepatotoxicidade (sim/ndo) sim sim sim sim sim sim sim

Sensihilizagéo da pele (sim/néo) nao nao nao nao nao nao nao
T Pyriformis toxicity (Iog ugiL) 0,286 0,286 0,398 0,308 0,294 0,291 0,283
Toxicidade em Minnow {log mM) 2,074 0,881 1,688 0,539 0,344 3,054 1,735

Fonte: Autora, 2021.
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5.6 INTERACAO RECEPTOR 5-HT1B COM A ERGOTAMINA E COM AS
CANDIDATAS 1 A5

A avaliacdo das interacdes dos ligantes com os residuos de aminoacidos do
receptor 5-HT1B foi determinado pelo programa LigPlot+ v.2.2.4. Esta ferramenta
identifica as intera¢des dos ligantes com o receptor, demonstrando as interagdes de
hidrogénio e as interacdes de Van der Walls, por meio de interacdes hidrofébicas
(LASKOWSKI & SWINDELLS, 2011).

Como pode-se observar na figura 7, a ergotamina tem as suas interagcdes com
o receptor 5-HT1B apresentadas. Esta possui um ponto ligacdo de hidrogénio com o
residuo de aminoéacido treonina com uma distancia de 2,95 A, residuo que também
esta presente com interacdes hidrofébicas com as candidatas 2, 4 e 5. Outro ponto
de ligacdo de hidrogénio, mas com o residuo de aminoé&cido Valina, com distancia de
3,21 A, pode ser observado. Este residuo, também esta presente nas interagdes com
as candidatas 1, 3, 4 e 5, sugerindo intera¢des hidrofébicas. No modelo apresentado
para a ergotamina também estéo presentes diversas interacdes hidrofobicas. Nesta
mesma figura encontra-se a candidata 1 na qual devem ser destacadas as diversas
interacdes hidrofdbicas, dentre elas uma interacdo entre o hidrogénio 02 e o
aminoéacido Valina. Ao lado, a candidata 2 esta sendo apresentada com uma regiao
com algumas interacBes importantes, com trés interaces de hidrogénio com o
Aspartato, com distancias de 2,48 A, 2,42 A, 2,77 A, respectivamente. Nesta mesma
regido, um dos nitrogénios que proporciona a interacdo hidrofébica citada
anteriormente, também apresenta interacdo com um residuo de Tirosina com 2,85 A
de distancia.

A candidata 3, apresentada na figura 8, realiza uma interacdo de hidrogénio
com um residuo de aminoécido de Treonina, com distancia de 2,95 A e outra interagéo
entre um oxigénio e um residuo de aminoacido Valina com distancia de 3,21 A. Nesta
mesma imagem, a candidata 4 é apresentada com diversas intera¢des hidrofébicas,
entre elas uma interacdo do nitrogénio 1 com a Tirosina, com distancia 3,05 A de e do
nitrogénio 2 com o Aspartato, com distancia de 3,22 A. Por Gltimo temos a candidata
5 apresentando uma interacdo entre o seu nitrogénio 2 e um aspartato, com distancia
de 3,23 A, e do nitrogénio 3 com a Tirosina, com distancia de 3,02 A, além de diversas

interacdes hidrofobicas.
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Observou-se que as candidatas 2, 4 e 5 apresentam ligacoes de hidrogénio
com o residuo de aminoacido Aspartato na posicdo 129. Do mesmo modo, estas
candidatas apresentam ligacdes de hidrogénio com o residuo de Tirosina na posi¢ao
359. Estes residuos também se encontram no modelo de interagfes apresentado para
as demais candidatas, mas com a sugestdo de interacfes hidrofobicas. Isto pode
indicar uma regido da proteina com maior afinidade de interagcdes como as analisadas,
possibilitando estudos posteriores com foco nestas posicbes dos residuos de

aminoacidos.



Figura 7 - Interacdo do receptor 5-HT1B com a Ergotamina e com as Candidatas 1 e 2.
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Fonte: Autora, 2021.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os modelos farmacoféricos propostos possibilitaram uma grande quantidade
de ligantes a serem analisados, atendendo satisfatoriamente o seu propdsito como

ferramenta para geracao de biblioteca de compostos com caracteristicas similares.

O filtro de predicdo de acesso ao SNC demonstrou eficiente selecdo de
possiveis candidatas a ligantes do receptor 5-HT1B, posteriormente reiterados por

meio dos resultados da andlise do perfil ADMEToxX.

A predicdo de docking com Autodock 4.2 e Vina apresentaram ranking de
energia de interacdo equiparavel e proximas a da Ergotamina. Os resultados de
docking com o0s receptores serotoninérgicos ndo-alvo sugerem a preferéncia de
interacdo das candidatas com o receptor alvo, o 5-HT1B. A energia de ligacdo dos
antagonistas do receptor 5-HT1B demonstra menor afinidade do que as candidatas
apresentadas neste estudo, sugerindo a preferéncia de interacdo das candidatas em

detrimento das antagonistas.

Os resultados ADMETox sugerem que as candidatas tém potencial de atingir o
SNC de modo eficiente, de acordo com os valores de referéncia das metodologias e
também ao serem comparadas com a cocaina e com a Ergotamina, substancias que
tem acédo sobre o receptor estudado. Além disso, as candidatas apresentam um perfil
moderado de seguranca nas andlises de perfil toxicidade, dado que também foi
comparado as informacbes de um farmaco comercialmente disponivel, portanto
considerado seguro, e para uma substancia de abuso, a cocaina. Estes dados devem

ser considerados em estudos posteriores em testes in vitro e in vivo.

A analise das possiveis interagbes das candidatas com os residuos de
aminoacidos do 5-HT1B foram capazes de sugerir uma regido com potencial acao dos

ligantes para estudos futuros.

As candidatas apresentaram um perfii homogéneo, n&o oportunizando
preferéncia pela conducéao de estudos com uma ou outra candidata. Sugere-se que
estudos de dinamica molecular e relacdo estrutura-atividade sejam realizados para

fortalecer os dados apresentados em relagéo a atividade das candidatas propostas.
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