W UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

'\\. CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E PgPNSB
SINTETICOS BIOATIVOS

ERIKA PAIVA DE MOURA

ESTUDO IN SILICO DE FLAVONOIDES E COMPOSTOS
ANALOGOS PERTENCENTES A FAMILIA
ASTERACEAE CONTRA A DOENCA DE ALZHEIMER

Jodo Pessoa — PB

2021



ERIKA PAIVA DE MOURA

ESTUDO IN SILICO DE FLAVONOIDES E COMPOSTOS
ANALOGOS PERTENCENTES A FAMILIA ASTERACEAE
CONTRA A DOENCA DE ALZHEIMER

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Centro de Ciéncias da Salde, da
Universidade  Federal da  Paraiba, em
cumprimento as exigéncias para a obtencdo do
titulo de Mestre em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos. Area de Concentracao:

Farmacoquimica.

Orientadora: Prof2. Dr2. Luciana Scotti

Jodo Pessoa — PB
2021



FICHA CATALOGRAFICA

Catalogagdo na publicagéo
Segdo de Catalogagdo e classificagéo

M929e Moura, Erika Paiva de.

Estudo in silico de flavonoides e compostos analogos
pertencentes a familia Asteraceae contra a doencga de
Alzheimer / Erika Paiva de Moura. - Jodo Pessoa, 2021.

114 £.

Orientacdo: Luciana Scotti.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCS.

1. Doenga de Alzheimer. 2. Flavonoides. 3. Docking
molecular. 4. Dindmica molecular. I. Scotti, Luciana.
IT. Titulo.

UFPB/BC CDU 616.894 (043)




FOLHA DE APROVACAO

Erika Paiva de Moura

Estudo in silico de flavonoides e compostos analogos pertencentes a familia Asteraceae
contra a doenca de Alzheimer

Aprovada em: 30/08/2021

Banca examinadora

‘Li(i’fv‘mb Sl
Profa. Dra. Luciana Scotti

Presidente da banca
(Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, UFPB)

_-(mogw *Cqm B. Ao Aow e ,} .
Prof. Dr. Francisco Jaime Bezerra Mendonca Junior
Examinador interno
(P6s-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, UFPB)

/j( / .,// / - /”' / / /'.
f/(/ C 4‘( = / e
viof Dr. socrates Golzio dos Santos
Examinador externo

(Professor do magistério superior da UFPB)




Dedico, com muito amor, este trabalho ao meu
noivo Natan Dias por todos os momentos de
incentivo, atencdo, carinho e por sempre estar ao
meu lado quando precisei.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por seu amor, cuidado, pelo dom da vida e por permitir a realizacéo
deste trabalho mesmo durante a pandemia da COVID-19. Obrigada por me dar forcas, coragem
e esperanca nesse momento tdo dificil.

A minha familia, por desejar o melhor pra mim e me apoiar nos meus estudos. Agradeco
especialmente & minha mée Heralda e minha vo Geralda, por toda dedica¢do que demonstraram
para mim durante minha vida. Agradeco aos meus irmaos Jéssica e Renan, por todos 0s
momentos alegres vividos juntos. Também agradeco ao meu pai Elit, que mesmo distante
sempre se preocupou com meu bem-estar e nunca deixou de me ajudar.

Ao meu noivo Natan, que é minha fonte de alegria desde que nos conhecemos. Sou
grata por sua amizade, companheirismo, paciéncia e amor.

A minha querida amiga Vitdria, por todas as conversas e por sua amizade desde o curso
de graduacdo em Farmécia.

Aos meus colegas do laboratério de quimioinformatica Gabriela, Natélia e Alex por
suas contribuicdes cientificas para o0 desenvolvimento desta pesquisa. Agradeco
particularmente a Mayara, por todas as vezes que me auxiliou durante as analises, por responder
minhas ddvidas e pela sua atencéo.

A todos do grupo de farmacoquimica do mestrado: Joice, Carlos, Jociano, Kimberly,
Neves, Thiago e Severino. Sou grata pelas conversas, estudos e pela ajuda cientifica.

A minha orientadora Luciana Scotti, pelos conselhos, orientacéo e disponibilidade.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio
financeiro e a Universidade Federal da Paraiba pelo apoio institucional.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.



“Nao importa quantos erros vocé cometa ou quao
devagar é seu progresso, Vocé ainda estara a frente
daqueles que ndo estdo tentando.”

Tony Robbins



RESUMO

A doenca de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa que afeta mais de 20 milhdes de
pessoas no mundo. Atualmente, os farmacos disponiveis para o tratamento apresentam diversos
efeitos colaterais e apenas reduzem as manifestac@es clinicas da doenca, ndo sendo capazes de
evitar que ela progrida. Assim, a pesquisa de novas alternativas terapéuticas que retardem o
desenvolvimento da desordem €é essencial. Uma das estratégias utilizadas no processo de
descoberta de farmacos contra a doenca de Alzheimer é a realizacdo de um estudo in silico.
Dessa forma, é possivel prever as atividades biologicas e as propriedades fisico-quimicas de
moléculas e contribuir para a reducdo do tempo e dos custos financeiros da pesquisa de
medicamentos. Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios de plantas que apresentam efeitos
benéficos na prevencado de doencas, incluindo as doencas neurodegenerativas. Com base nisso,
0 objetivo deste trabalho foi desenvolver andlises in silico e realizar uma triagem virtual de
flavonoides e analogos da familia Asteraceae contra os alvos da doenca de Alzheimer. Neste
estudo, foram selecionados 886 flavonoides para iniciar a triagem virtual e os seguintes
métodos computacionais foram utilizados: construcdo de modelos de QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationship), analise dos riscos de citotoxicidade, anélise das violagcbes a
regra dos cinco de Lipinski, calculos de parametros fisico-quimicos relacionados a atividade
antioxidante, analise do componente principal por consenso (CPCA), analise do componente
principal (PCA), docking molecular e simula¢c6es de dindmica molecular. Os modelos de QSAR
exibiram parametros estatisticos satisfatorios e indicaram moléculas possivelmente ativas
contra acetilcolinesterase (AChE), peptideo B-amildide (AP) e glicogénio sintase quinase-3p3
(GSK-3p) que provavelmente atravessam a barreira hematoencefalica. Essas moléculas foram
submetidas a analise dos riscos de citotoxicidade e entre aquelas que ndo apresentaram riscos,
selecionou-se os flavonoides com provavel atividade multialvo, obtendo-se: FL319, FL339,
FL466, FL511, FL775 e FL807. Os metabdlitos preditos para esses flavonoides também néo
demonstraram riscos de citotoxicidade, com excecdo de apenas um metabolito proveniente da
interacdo de FL511 com CYP2D6. Os seis flavonoides analisados mostraram no maximo 1
violacdo a regra dos cinco de Lipinski, demonstrando propriedades fisico-quimicas favoraveis
a biodisponibilidade por via oral. Além disso, todos os flavonoides foram mais reativos e
apresentaram maior capacidade de perder um elétron e neutralizar radicais livres em
comparagdo com o antioxidante &cido ascorbico, sugerindo que eles possuem propriedades
antioxidantes. Os resultados da CPCA e da PCA revelaram que todos os flavonoides, com
excecgdo do FL319, formam interagdes hidrofdbicas altamente favoraveis com outras moléculas,
e que FL466 e FL511 possuem um melhor perfil de solubilidade. Também foi observado que
os flavonoides estudados tém regides hidrofobicas, hidrofilicas, grupos aceptores de ligacdo de
hidrogénio e grupos doadores de ligacdo de hidrogénio. Os procedimentos de docking
molecular forneceram dados sobre os possiveis mecanismos de acao dos flavonoides, nos quais
notou-se que FL466, FL511, FL775 e FL807 interagiram com todos os residuos de aminoacidos
do sitio anidnico periférico da AChE. Os seis flavonoides formaram interagcdes com os residuos
fundamentais para a agregacdo de AP, que sdo os residuos do nucleo hidrofébico central do
peptideo. FL319, FL339 e FL775 também participaram de interagdes com os residuos do sitio
de ligacdo do trifosfato de adenosina (ATP) de GSK-3B. Nas simulacbes de dindmica
molecular, os flavonoides conseguiram estabilizar os alvos durante alguns nanosegundos.
Portanto, acredita-se que os flavonoides investigados neste estudo s@o promissores contra 0s
alvos da doenca de Alzheimer e tém potencial para serem testados experimentalmente.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Flavonoides, Docking molecular, Dindmica molecular.



ABSTRACT

Alzheimer's disease is a neurodegenerative disorder that affects more than 20 million people
worldwide. Currently, the drugs available for the treatment have several side effects and only
reduce the clinical manifestations of the disease, not being able to prevent it from progressing.
Hence, the search for new therapeutic alternatives that delay the development of the disorder is
essential. One of the strategies used in the drug discovery process against Alzheimer's disease
is to carry out an in silico study. Thus, it is possible to predict the biological activities and
physicochemical properties of molecules and contribute to reducing the time and financial costs
of drug research. Flavonoids are plant secondary metabolites that have beneficial effects in
preventing diseases, including neurodegenerative diseases. Based on this, the aim of this work
was to develop in silico analyzes and perform a virtual screening of flavonoids and analogues
of the Asteraceae family against Alzheimer's disease targets. In this study, 886 flavonoids were
selected to initiate the virtual screening and the following computational methods were used:
construction of QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) models, analysis of
cytotoxicity risks, analysis of violations of Lipinski's rule of five, calculations of
physicochemical parameters related to antioxidant activity, consensus principal component
analysis (CPCA), principal component analysis (PCA), molecular docking and molecular
dynamics simulations. The QSAR models exhibited satisfactory statistical parameters and
indicated molecules possibly active against acetylcholinesterase (AChE), amyloid B peptide
(Ap) and glycogen synthase kinase-3p (GSK-3p), which probably cross the blood-brain barrier.
These molecules were submitted to cytotoxicity risk analysis and among those that did not
present risks, flavonoids with probable multitarget activity were selected, obtaining: FL319,
FL339, FL466, FL511, FL775 and FL807. Predicted metabolites for these flavonoids also
showed no cytotoxicity risks, with the exception of only one metabolite formed by the
interaction of FL511 with CYP2D6. The six flavonoids analyzed showed at most 1 violation of
Lipinski's rule of five, demonstrating physicochemical properties favorable to oral
bioavailability. Furthermore, all flavonoids were more reactive and had a greater ability to lose
an electron and neutralize free radicals compared to the antioxidant ascorbic acid, suggesting
that they have antioxidant properties. The CPCA and PCA results revealed that all flavonoids,
with the exception of FL319, form highly favorable hydrophobic interactions with other
molecules, and that FL466 and FL511 have a better solubility profile. It was also observed that
the studied flavonoids have hydrophobic and hydrophilic regions, hydrogen bond acceptor
groups and hydrogen bond donor groups. Molecular docking procedures provided data on the
possible mechanisms of action of flavonoids, in which it was noted that FL466, FL511, FL775
and FL807 interacted with all amino acid residues from the peripheral anionic site of AChE.
The six flavonoids formed interactions with the fundamental residues for the aggregation of
AP, which are the residues of the central hydrophobic core of the peptide. FL319, FL339 and
FL775 also participated in interactions with the residues in the adenosine triphosphate (ATP)
binding site of GSK-3B. In molecular dynamics simulations, the flavonoids were able to
stabilize the targets for a few nanoseconds. Therefore, it is believed that the flavonoids
investigated in this study are promising molecules against the targets of Alzheimer's disease
and have the potential to be tested experimentally.

Keywords: Alzheimer's disease, Flavonoids, Molecular docking, Molecular dynamics.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa e a forma mais
comum de deméncia, sendo responsavel por 70% de todos os casos observados (CROUS-BOU
etal., 2017). Atualmente, mais de 20 milhdes de pessoas tém a DA e estima-se que uma pessoa
a cada 85 poderd apresentar essa doenca no ano de 2050 (CUMMINGS et al., 2018; JIN, Y.;
TU; LIU, 2018). Existem diversos fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da
desordem, incluindo hipertensdo, diabetes, obesidade, tabagismo e idade. Dentre eles, 0 mais
importante é a idade, pois é relatado que pessoas com mais de 65 anos tém alto risco de
desenvolver a DA (BURKE et al., 2018; FAROOQ et al., 2017).

A DA ¢ caracterizada principalmente pela formacéo de placas extracelulares no cérebro
constituidas por peptideos B-amildide (AP), além da presenca de emaranhados neurofibrilares
da proteina tau hiperfosforilada e da neurodegeneragdo (HONIG et al., 2018). Relata-se que a
clivagem da proteina precursora amiloide pelas enzimas p-secretase e y-secretase gera as duas
principais formas de AB: AB40, a isoforma mais comum em condic¢des fisiologicas normais; e
AP42, a isoforma mais abundante na DA e com a maior capacidade de se agregar. Assim, a
agregacao de Ap produz estruturas conhecidas como oligdmeros, que sdo espécies neurotoxicas
capazes de causar disfungdes sinépticas e ocasionar as consequéncias fisiopatoldgicas da DA
(FAUCHER et al., 2016; GUIVERNAU et al., 2016). Com relacdo ao desenvolvimento de
emaranhados neurofibrilares, esse processo esta relacionado a hiperfosforilacdo da proteina tau
por quinases, principalmente pela glicogénio sintase quinase-3p (TORAL-RIOS et al., 2020).
Dessa forma, ocorre uma diminuicdo dos niveis soltveis e funcionais de tau, que reduz o
funcionamento adequado do transporte axonal e causa a degeneracéo de neurdnios (GAO et al.,
2018).

A fisiopatologia da DA também estd associada aos niveis diminuidos do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) e ao estresse oxidativo. A regulagdo dos niveis de ACh
ocorre por meio de duas colinesterases: acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BuChE). Essas duas enzimas hidrolisam a ACh mas geralmente a AChE é a principal
responsavel pela degradacdo do neurotransmissor, logo, BUChE desempenha um papel
secundario (LIU, S. et al., 2020). No entanto, durante a evolucdo da doenca, acredita-se que a
atividade da AChE diminui enquanto que a atividade da BuChE pode aumentar em até 165%
em relacdo aos niveis normais (MARUCCI et al., 2021). O processo de hidrolise de ACh pelas

colinesterases pode ocasionar o déficit desse neurotransmissor e consequentemente provocar o
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declinio cognitivo e a perda de memoria observados na DA (XIE, S. S. et al., 2015). No que se
refere ao estresse oxidativo, ele é caracterizado pelo desequilibrio entre a producédo de espécies
reativas de oxigénio e a defesa antioxidante do organismo (GELLA; DURANY, 2009). Como
0 cérebro é o0 6rgdo do organismo humano mais vulneravel ao estresse oxidativo, a oxidacao de
lipideos, proteinas e &cidos nucleicos em neurdnios € uma caracteristica comum da DA (CHEN,
Zhichun; ZHONG, 2014).

Nota-se que a patogénese da DA envolve varios alvos e processos, tornando-a complexa
e aumentando a dificuldade de desenvolver compostos contra a doenga, em razao disso, diversas
moléculas tém falhado durante ensaios clinicos (ZHANG, P. et al., 2019). Atualmente, as
opcdes terapéuticas para pacientes com a DA incluem os inibidores de colinesterases
donepezila, galantamina e rivastigmina e o antagonista do receptor N-metil-D-aspartato
memantina (KABIR et al., 2019). Esses farmacos apenas reduzem as manifestacdes clinicas da
desordem e ndo afetam os mecanismos relacionados a sua progressdo, portanto, a pesquisa de
terapias eficazes contra a DA € essencial (COIMBRA et al., 2018; PITON et al., 2018).

O planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD - Computer-Aided Drug
Design) envolve todas as técnicas empregadas em um computador para descobrir e otimizar
moléculas com estruturas e propriedades desejadas (CERQUEIRA et al., 2015). A triagem
virtual € uma ferramenta comum de CADD usada para identificar moléculas promissoras a
partir de bibliotecas de compostos no estagio inicial do processo de desenvolvimento de drogas
(WANG, Shuai et al., 2020). Essa ferramenta pode ser dividida em duas categorias: triagem
virtual baseada no ligante (LBVS - Ligand-Based Virtual Screening) e triagem virtual baseada
na estrutura do alvo bioldgico (SBVS - Structure-Based Virtual Screening) (SHIN et al., 2016).
Enquanto que a abordagem LBVS utiliza moléculas de atividade conhecida para selecionar
compostos de interesse em um banco de dados atraves de medidas de similaridade ou pesquisa
de farmacoforos, a abordagem SBVS inclui a ancoragem de compostos com o alvo biol6gico
usando algoritmos computacionais (CLARK, D. E., 2008).

Observa-se que a triagem virtual esta se tornando mais popular na area de descoberta
de farmacos devido ao surgimento e aprimoramento de diversas técnicas in silico, ao aumento
do ndmero de programas disponiveis e ao sucesso de estudos que identificaram moléculas
bioativas utilizando tecnologias virtuais (DA SILVA ROCHA et al., 2019). Além disso, a
utilizacdo dessa estratégia permite o processamento de milhares de compostos em algumas
horas e diminui a quantidade de moléculas sintetizadas e testadas, dessa forma, pode-se reduzir

o0 tempo e o custo da pesquisa de farmacos (GIMENO et al., 2019).
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Produtos naturais sdo moléculas com diversidade estrutural que tém um papel
fundamental na descoberta e desenvolvimento de drogas (BANERJEE, P. et al., 2015). Os
flavonoides sdo uma importante classe de compostos naturais amplamente encontrados nas
folhas, sementes, cascas e flores das plantas, como também em chés, tomates, cebolas, macas
e vinho vermelho. Esses compostos sdo caracterizados por um esqueleto de 15 atomos de
carbono contendo dois anéis fendlicos ligados a uma cadeia de 3 carbonos, sendo relatada na
literatura a existéncia de mais de 9000 flavonoides (TREML; SMEJKAL, 2016; WANG, T.
yang; LI; BI, 2018; ZHANG, Z. et al., 2019). Estudos tém demonstrado os efeitos protetores
de flavonoides contra o céncer, doencas cardiovasculares, alteragcdes gastrointestinais e
sindromes relacionadas com o sistema nervoso como a epilepsia e a DA (PEREZ-CANO;
CASTELL, 2016). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver anélises in silico e
realizar uma triagem virtual de flavonoides e andlogos da familia Asteraceae contra alvos

especificos da DA.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 A doenga de Alzheimer

2.1.1 Historico e prevaléncia

A doenca de Alzheimer foi descrita primeiramente na 372 conferéncia de psiquiatria do
sudoeste da Alemanha realizada em Tubingen no ano de 1906, pelo médico alemdo Alois
Alzheimer, ao relatar os sintomas e os resultados da bidpsia cerebral da sua paciente Auguste
Deter (YANG, H. D. et al., 2016). Os sintomas de Auguste surgiram em 1901 quando ela tinha
51 anos e estes envolviam mudancas progressivas de personalidade, sensacao de ser perseguida
pelos vizinhos, incapacidade de realizar tarefas de casa, delirio, esquecimento, entre outros.
Dessa forma, Auguste foi admitida no asilo municipal de Frankfurt e foi acompanhada por
Alzheimer, que registrou as caracteristicas cognitivas da sua doenca, incluindo os problemas de
compreensdo de linguagem apresentados pela paciente (CIPRIANI, Gabriele et al., 2011;
RAMIREZ-BERMUDEZ, 2012). A partir de 1906, Auguste exibiu deterioracdo fisica de forma
progressiva e desenvolveu Ulceras de decubito, e no més de marco, apresentou febre de até 40
°C, sendo diagnosticada com pneumonia (AMINOFF, 2014). No dia 2 de abril de 1906,
aproximadamente 4 anos e meio depois do inicio dos sintomas, Auguste faleceu e seu cérebro
foi enviado posteriormente para Alzheimer (BOTCHWAY; IYER, 2017).

Ap0s realizar uma analise microscépica do cérebro de Auguste, Alzheimer verificou
que o Orgdo apresentava atrofia e diversas células nervosas do coOrtex cerebral tinham
desaparecido, além disso, ele observou a presenca de placas senis e emaranhados
neurofibrilares. Outros pesquisadores ja haviam descoberto alteracdes dessa natureza no
cerébro, no entanto, Alzheimer foi o primeiro a relaciona-las com a deméncia de sua paciente,
concluindo que se tratava de uma desordem diferente da doengca mental ou da paralisia
progressiva. Essa doenca desconhecida demonstrava um quadro clinico incomum, uma
progressao rapida, caracteristicas neuropatoldgicas Unicas e lesbes graves, dessa forma ela ndo
podia ser classificada em alguma doenca conhecida da época (CIPRIANI, G.; DANTI,
CARLESI, 2016; KUDO, 2016). Em 1910, o mentor de Alzheimer, Emil Kraepelin, nomeou a
desordem como “doenca de Alzheimer” no seu manual de psiquiatria, no entanto, somente na
década de 1980 que pesquisadores identificaram as placas e emaranhados de fibras nervosas
descritos por Alzheimer como placas constituidas de peptideos B-amiloide (Ap) e fibras
neurofibrilares de tau (BONDI; EDMONDS; SALMON, 2017; MCGIRR; VENEGAS;
SWAMINATHAN, 2020).
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Atualmente, a doenca de Alzheimer (DA) é uma epidemia global emergente que afeta
mais de 20 milhdes de pessoas no mundo, sendo relatado que 135 milhGes de pessoas podem
desenvolvé-la até 2050 (WISNIEWSKI; GONI, 2015). DA é a principal causa de deméncia,
uma desordem fatal caracterizada pelo comprometimento cognitivo progressivo, amnésia e
incapacidade de exercer atividades diarias, e que representa um dos maiores desafios médicos,
econdmicos e sociais da atualidade (DUNCAN; VALENZUELA, 2017). Conforme NICHOLS
et al. (2019) o numero global de pessoas que vivem com deméncia mais que dobrou de 1990 a
2016, com um aumento de 20,2 milhGes para 43,8 milhdes. Além disso, observou-se que em
2016 a Turquia apresentou a maior prevaléncia padronizada por idade (1192 casos por 100 mil
habitantes), seguida do Brasil (1037 casos por 100 mil habitantes) (Figura 1). Com relagéo a
prevaléncia da deméncia causada por DA nos Estados Unidos da América, estima-se que 6,2
milhdes da populacdo com 65 anos ou mais apresentam essa condi¢do no ano de 2021
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2021).

Figura 1: Prevaléncia padronizada por idade da doenca de Alzheimer e outras deméncias por
100.000 habitantes.
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Fonte: Adaptada de NICHOLS et al., 2019.

2.1.2 Caracterizagao patoldgica, fatores de risco e de protecao

A DA é uma desordem neurodegenerativa que pode ocorrer em 2 formas: na forma de
inicio precoce (EOAD - Early-Onset Alzheimer’s Disease), principalmente determinada pela
genética e na forma de inicio tardio (LOAD - Late-Onset Alzheimer’s Disease), que representa
95% de todos os casos de DA e cuja etiologia é desconhecida (BALIN; HUDSON, 2014). Essa
desordem ¢é caracterizada por placas extracelulares formadas pela agregacdo de AR,

emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos de tau hiperfosforilada e perda de
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neurdnios (EDLER et al., 2017). A neurodegeneracdo ocorre porque as placas e oligbmeros de
AP interferem na comunicag&o interneuronal nas sinapses, enquanto que os emaranhados de tau
prejudicam o transporte de nutrientes e outras moléculas dentro dos neurénios (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2020). A patogénese de DA é multifatorial, dessa forma existem diversos
fatores de risco que contribuem para a patologia relacionada ao peptideo AP e tau (TAKEDA,
2019). Assim, existem os fatores genéticos que sao herdados pelo individuo e 0s ndo-genéticos,
tais como condicbes meédicas pré-existentes, fatores associados ao estilo de vida, fatores
ambientais e a idade (Quadro 1). A idade avancada é o fator de risco mais significante para DA,
pois nota-se que a incidéncia da doenca aumenta com a idade e que a grande maioria dos casos
ocorre apés o0s 65 anos (GUERREIRO; BRAS, 2015; JIANG et al., 2013; YEGAMBARAM et
al., 2015).

Quadro 1: Fatores de risco para a doenca de Alzheimer.

Genéticos Condigdes médicas Estilo de vida Ambientais Idade
APP Diabetes Alto consumo de élcool Pesticidas >65 anos
PSEN1 Dislipidemia Fumar Metais toxicos -
PSEN2 Hipertensdo - - -
&4 de APOE - - - -

Fonte: Adaptado de GUERREIRO; BRAS, 2015; JIANG et al., 2013; YEGAMBARAM et al., 2015.

Com relacgdo aos fatores genéticos que promovem o desenvolvimento da DA, acredita-
se que mutacdes nos genes que codificam a proteina precursora amildide (APP - Amyloid
Precursor Protein), a presenilina 1 (PSEN1) e a presenilina 2 (PSEN2) favorecem a producgéo
excessiva de beta amil6ide e causam a EOAD conhecida como DA familiar. E relatado que as
mutagdes nesses genes sdo responsaveis por aproximadamente 1% de todos os casos de DA.
Logo, o principal fator de risco genético para DA € o alelo €4 do gene apolipoproteina E (APOE)
que pode ocasionar a forma mais comum da doenca, a LOAD (ALONSO VILATELA; LOPEZ-
LOPEZ; YESCAS-GOMEZ, 2012; ZHAO, N. et al., 2018).

O gene APOE existe nos humanos em 3 formas: €2, €3 e €4, e eles tém uma frequéncia
mundial de 8,4%, 77,9% e 13,7%, respectivamente. Estudos relataram que os individuos que
possuem duas cépias do alelo €4 apresentam um risco maior de desenvolver DA do que aqueles
com apenas uma copia de ¢4 em combinag¢do com os outros alelos, e estes Gltimos possuem um
risco maior do que as pessoas sem copias de &4 (LIU, C. C. et al.,, 2013; SINDI;
MANGIALASCHE; KIVIPELTO, 2015). Outras pesquisas demonstraram que a quantidade de

beta amildide e de emaranhados neurofibrilares depende do alelo para ApoE (e4> 3> €2) e que
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a proteina ApoE4 é associada a menor depuragéo de beta amildide e ao aumento da formagao
de fibrilas amildides, promovendo a neurodegeneracdo e consequentemente o desenvolvimento
da DA (DEPYPERE et al., 2016; HUANG, Y.; MAHLEY, 2014).

No que diz respeito & associacdo de DA com fatores ndo genéticos, tem sido observado
que essa doenca é duas vezes mais frequente em pacientes diabéticos e que ela esta relacionada
com a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) através de processos como estresse oxidativo, alteracoes
da mitocondria e do metabolismo de Ap (BLAZQUEZ et al., 2014). Na DM2, niveis elevados
de glicose no sangue contribuem para 0 aumento do metabolismo de glicose que leva a
sobrecarga da cadeia transportadora de elétrons, causando a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs) pelas mitocondrias. Assim, as EROs produzidas pelas
mitocdndrias promovem a sintese de AP e favorecem o acumulo deste peptideo nas
mitocondrias, consequentemente, estas sofrem alteragdes morfolégicas (CARVALHO;
CARDOSO, 2021). Conforme CHA et al. (2012), grandes quantidades de Ap mitocondrial tém
sido detectadas em cérebros com DA e acredita-se que esse acaimulo de AP seja a condi¢do
necessaria para que ocorra a disfuncéo da mitocondria seguida da toxicidade e morte neuronal.

Um individuo também apresenta risco aumentado de desenvolver DA quando tem niveis
altos de colesterol total sérico na meia-idade. Estudos sugerem que as concentracGes altas de
colesterol podem ocasionar doencgas cerebrovasculares ou contribuir na deposigdo de AP no
cérebro (IMTIAZ et al., 2014). Outro fator de risco importante é a hipertensdo, uma vez que
pressdo arterial elevada diminui a integridade vascular da barreira hematoencefalica (BHE),
causando o extravasamento de proteinas para o tecido cerebral, logo, ocorre dano celular,
apoptose e aumento do acaimulo de Ap (CROUS-BOU et al., 2017).

No que concerne aos fatores de risco da DA associados ao estilo de vida, o alto consumo
de alcool pode favorecer o estresse oxidativo, causar dano cognitivo temporario ou permanente
e possibilitar a atrofia cerebral. O ato de fumar também esta relacionado com o estresse
oxidativo cerebral, que contribui com o surgimento da DA ao induzir a via amiloidogénica
envolvida na produgdo de AP e promover a fosforilagho anormal da proteina tau
(CAMPDELACREU, 2014; DURAZZO; MATTSSON; WEINER, 2014).

Além dos fatores de risco da DA ja mencionados, existem diversos contaminantes
ambientais envolvidos na patogénese da desordem por possuirem efeitos toxicos. Dentre 0s
contaminantes, 0s pesticidas organoclorados e organofosforados s&o conhecidos por
comprometer a fungdo mitocondrial, induzir o estresse oxidativo e a destrui¢cdo de neurdnios

(YAN et al., 2016). Ainda, a ingestdo de metais toxicos através da dieta pode também estar
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relacionada com a etiologia da DA. Evidéncias tém demonstrado que a incidéncia da DA é
maior em populacdes que consomem agua contaminada com niveis altos de aluminio e que esse
metal estd envolvido na formacéo das caracteristicas neuropatologicas da doenca (CULQUI et
al., 2017; VIRK; ESLICK, 2015). Assim, acredita-se que um individuo possa adquirir a DA
devido ao contato prolongado com esses contaminantes ambientais, que se acumulam no
organismo durante a vida ao mesmo tempo que desencadeiam a neuroinflamacdo e a
neuropatologia (YEGAMBARAM et al., 2015).

Nota-se que durante o periodo de meia-idade, alguns dos fatores relatados aumentam o
risco de um individuo apresentar a deméncia, sendo essencial analisar a perspectiva do curso
de vida e executar medidas preventivas contra DA (SINDI; MANGIALASCHE; KIVIPELTO,
2015). Nesse sentido, diversas pesquisas sugerem fatores de protecdo contra a DA, que podem

ser psicossociais, relacionados a dieta e ao estilo de vida (Quadro 2)(SOLOMON et al., 2014).

Quadro 2: Fatores de protecdo para a doenca de Alzheimer.
Psicossociais Dieta Estilo de vida

Niveis altos de Dieta mediterranea Atividade fisica

escolaridade

Atividades ocupacionais Vitaminas antioxidantes (A, C e E) Consumo moderado de alcool

- Vitamina D -
- Vitaminas B6, B12 e folato -
Fonte: Adaptado de SOLOMON et al., 2014.

Segundo HOLTHOFF et al. (2015), os fatores de protecéo associados ao estilo de vida
contribuem significativamente para o envelhecimento adequado de pessoas que ndo possuem a
deméncia e a atividade fisica € considerada como um dos principais fatores contra o declinio
cognitivo. Acredita-se que a realizagdo de exercicios fisicos pode preservar a fungédo cognitiva
cerebral e o volume do hipocampo. Os mecanismos que explicam esses efeitos neuroprotetores
envolvem o aumento de fatores neurotréficos responsaveis pelo desenvolvimento e
sobrevivéncia do sistema nervoso central e periférico, como o fator de crescimento neural (NGF
- Nerve Growth Factor), o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF - Brain-Derived
Neurotrophic Factor) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF - Vascular
Endothelial Growth Factor); além do aumento da enzima superdxido dismutase e consequente
reducdo das espécies reativas de oxigénio no hipocampo (MENDIOLA-PRECOMA et al.,
2016; SAMPAIOQ et al., 2017; SMITH et al., 2014). A atividade fisica também promove maior
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fluxo sanguineo cerebral e periférico, que permite o transporte adequado de nutrientes aos
neurdnios e atenua a neurodegeneracdo (COBIANCHI et al., 2017).

Relata-se que exercicios fisicos, niveis maiores de escolaridade, atividades ocupacionais
e de lazer fortalecem a reserva cognitiva (RC), que representa a capacidade do cérebro adulto
de resistir os efeitos da lesdo neuronal e de minimizar as manifestacGes clinicas que
caracterizam a deméncia (SILVA, M. V. F. et al., 2019; SOBRAL; PESTANA; PAUL, 2015).
Os mecanismos relacionados a RC ndo sdo completamente entendidos, mas estudos sugerem
que essa reserva permite o recrutamento de areas extras do cérebro e promove a utilizagdo mais
eficaz dos recursos cerebrais (HOENIG et al., 2017). Embora apresentar maior RC pode ndo
evitar que um individuo desenvolva a DA, observa-se que pacientes com maior RC possuem
redes neuronais mais eficientes e lidam melhor com a patologia, dessa forma as medidas que
estimulam a funcdo cognitiva podem desempenhar papéis importantes no envelhecimento
saudavel (WEILER et al., 2018).

Os fatores protetivos relacionados a dieta também sdo estratégias importantes frente a
DA. Entre eles, existe a dieta mediterranea, caracterizada pelo consumo elevado de vegetais,
legumes, frutas, gorduras monoinsaturadas, nozes, graos, bem como o consumo moderado de
alcool e baixo consumo de gorduras saturadas, carne vermelha, laticinios e grdos refinados
(GARDENER; CAUNCA, 2018). Estudos tém demonstrado que a maior aderéncia a essa dieta
esta relacionada com menor risco de desenvolver a DA (BHUSHAN et al., 2018; MOSCONI
et al., 2014; PELLETIER et al., 2015). Acredita-se que a dieta mediterranea pode apresentar
efeitos benéficos na patologia através da diminuicdo dos riscos de comorbidades
cardiovasculares (hipertensdo, obesidade, entre outras) e de sua influéncia em mecanismos de
oxidacdo e inflamagdo no organismo humano (OTAEGUI-ARRAZOLA et al., 2014).

De acordo com KRYSCIO et al. (2017), tanto a dieta quanto o0 consumo de suplementos
antioxidantes podem interferir no estresse oxidativo associado com o inicio ou progressdo da
DA. E sugerido que a suplementacdo da vitamina E oferece beneficios contra a doenca por
proteger lipideos do processo de peroxidacdo e por exercer atividades anti-inflamatdrias,
neuroprotetivas e hipocolesterolémicas (GRIMM; METT; HARTMANN, 2016). A vitamina
A e seus derivados também apresentam potencial neuroprotetivo na DA por reduzir a producéo
e agregagdo de AP, prevenir o dano oxidativo e a disfungdo mitocondrial, além de reduzir
citocinas pro-inflamatdrias (SODHI; SINGH, 2014). Outra vitamina antioxidante cujos efeitos

sdo investigados na patogénese da DA ¢ a vitamina C, que apresenta diversas fungdes: captura

26



de radicais livres, supressao de genes pro-inflamatorios e da fibrologénese de AP e quelacdo de
metais que aumentam a citotoxicidade de AP, como cobre e ferro (MONACELLI et al., 2017).

A vitamina D é um fator nutricional importante para a conservacdo de uma vida
saudavel devido as fungdes que desempenha no organismo, incluindo na DA, como: a
modulagdo da homeostase do célcio e da sintese de fatores neurotréficos; indugéo da fagocitose
realizada por macrofagos e consequente depuragdo das placas amildides; diminuicdo da
citotoxicidade de AP; e reducdo da resposta inflamatdria e da apoptose em neurdnios
(BANERJEE, A. etal., 2015; CHENG, J. et al., 2016). Logo, evidéncias indicam que a vitamina
D é um horménio neuroesterdide cuja deficiéncia é prejudicial ao cérebro, sendo sugerido que
a sua suplementacdo pode ser essencial para o envelhecimento saudavel do 6rgédo (KEENEY;
BUTTERFIELD, 2015).

As vitaminas B6, B12 e folato s&o fatores nutricionais essenciais no metabolismo de um
carbono, um processo metabdlico que sintetiza componentes de células e que preserva a
homeostase do organismo através de reagdes biologicas como a sintese de nucleotideos e das
reacdes de metilacdo (SUH; CHOI; FRISO, 2016; VAN WIJK et al., 2014). Pesquisas tém
demonstrado que as concentracGes dessas vitaminas do complexo B encontram-se diminuidas
em pacientes com a DA em comparac¢do com individuos saudaveis (HOFFMANN et al., 2021;
RIJPMA et al., 2015). No estudo prospectivo realizado por AN et al. (2019), a ingestdo
adequada das vitaminas B6, B12 e folato foi significativamente associada a uma melhor RC,
enguanto que a deficiéncia de vitamina B12 relacionou-se com o declinio cognitivo acelerado.
Acredita-se que a deficiéncia das vitaminas do complexo B pode ocasionar a diminui¢cdo da
atividade de enzimas envolvidas na via metabdlica da homocisteina, aumentando as
concentracfes sanguineas deste aminoacido (BONETTI et al., 2015). Consequentemente,
niveis altos de homocisteina contribuem para a formacao de EROs e causam dano oxidativo,
além de promoverem a apoptose neuronal através do dano ao DNA e inducdo da proteina
supressora de tumor p53 (HOU et al., 2010). Logo, nota-se a importancia da ingestao adequada
das vitaminas do complexo B durante a vida, que pode evitar a diminuicdo da atividade
enzimatica de processos metabdlicos fundamentais e prevenir o declinio cognitivo observado
na DA (TROESCH; WEBER; MOHAJERI, 2016).

2.1.3 Peptideos, proteinas e processos relacionados com a patogénese

2.1.3.1 Peptideo p-amildide (Ap) e B-secretase
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Uma importante caracteristica histopatoldgica da DA é a formacdo de placas senis
constituidas de peptideos AP, e estes sdo produzidos através da clivagem da proteina precursora
amildide (APP - Amyloid Precursor Protein). A APP € uma glicoproteina transmembrana do
tipo | que pode sofrer processamento proteolitico pela via amiloidogénica ou pela via néo
amiloidogénica (Figura 2), dependendo das secretases envolvidas no processo: a-, B- e v-
secretases (GERAKIS; HETZ, 2018; NICOLAS; HASSAN, 2014). Na via ndo amiloidogénica,
a-secretase cliva a APP no sitio a, liberando o fragmento solivel sAPPa. no espaco extracelular
e originando o fragmento do terminal C com 83 aminoéacidos (C-83). Em seguida, C-83 é
degradado pela y-secretase, resultando nos fragmentos do dominio intracelular de APP (AICD
- APP Intracellular Domain) e p3, que sdo liberados no citosol e no espacgo extracelular,
respectivamente. Na via amiloidogénica, a B-secretase também conhecida como enzima 1 de
clivagem de APP no sitio p (BACEL - S-site APP-Cleaving Enzyme 1) cliva a APP levando a
formagdo do fragmento soltvel sAPPB e do fragmento do terminal C com 99 residuos de
aminodcidos (C-99). Posteriormente, C-99 sofre clivagem pela y-secretase dentro da bicamada
lipidica, gerando AICD e o peptideo A com comprimento variando de 39-43 residuos de
aminoédcidos (AGOSTINHO et al., 2015; SEZGIN; DINCER, 2014; WILKINS;
SWERDLOW, 2017).

Figura 2: Vias de clivagem de APP.
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Fonte: Adaptada de NICOLAS; HASSAN, 2014.
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Durante condi¢es fisiologicas normais, AB40 € o peptideo mais produzido na via
amiloidogénica, com Ap42 consistindo cerca de 10% do total de AB. Enquanto que Ap40 é
considerado um peptideo relativamente benigno, AB42 possui a tendéncia de se agregar em
culturas neuronais e modelos animais para formar oligdbmeros e fibrilas responsaveis pelos
efeitos neurotdxicos observados na DA (CHEN, W. et al., 2014; TCW; GOATE, 2017).

Os peptideos Ap sdo rapidamente degradados em individuos normais, mas em
individuos idosos ou com patologias esses peptideos podem se acumular mais facilmente por
esses grupos apresentarem menor capacidade metabdlica de degradar Ap (KAMETANI;
HASEGAWA, 2018). Assim, uma vez acumulados, 0s monémeros de Ap se oligomerizam,
formando oligdbmeros solUveis organizados em diferentes estruturas, como dimeros, trimeros,
tetrdmeros, pentameros, entre outros (SENGUPTA; NILSON; KAYED, 2016; TAMAGNO et
al., 2018). Os oligdmeros sdo comumente conhecidos como as formas de AP de baixo peso
molecular que podem originar agregados maiores constituidos de varias centenas de
polipeptideos, as protofibrilas. Estas ultimas se alongam e amadurecem em fibrilas insolUveis,
que podem formar placas amiloides (BONITO-OLIVA et al., 2017; MITTAG et al., 2014).
Embora o desenvolvimento dessas placas e 0 aumento da quantidade de monémeros de AP sdo
consideradas como as caracteristicas da DA, existem indicios que a severidade da doenca em
humanos estd fortemente relacionada a presenga de oligdbmeros no cérebro (BRODY;
STRITTMATTER, 2018).

Os oligdbmeros sdo as espécies mais citotoxicas de AP e exibem varios mecanismos
prejudiciais a célula: eles permeiam as membranas celulares aumentando a concentracdo de
ions de célcio no citosol devido a liberacdo desses ions do reticulo endoplasmatico, levando a
apoptose; também se ligam a membrana, afinando-a e rompendo-a, e dessa forma provocam o
vazamento de ions da célula (OW; DUNSTAN, 2014). Logo, estudos tém demonstrado que 0s
oligbmeros sdo 0os componentes patogénicos primarios que causam alterac@es sindpticas na DA,
diferentemente dos monomeros de AP, que em baixas concentragdes sao neuroprotetores. Dessa
forma, € relatado que uma abordagem terapéutica capaz de bloquear a etapa inicial da agregacéo
de AP ¢é fundamental contra a doenga (DUTTA; MATTAPARTHI, 2017; NHAN; CHIANG;
KOO, 2015). Existem duas regides do peptideo que contribuem com sua agregacédo e que tém
sido usadas como pontos de partida para o desenvolvimento de inibidores: a regido do ndcleo
hidrofébico central (CHC - Central Hydrophobic Core) e a regido do terminal C (DOIG;
DERREUMAUX, 2015; NEDDENRIEP et al., 2011). Desse modo, diversas moléculas tém
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sido testadas in silico e in vitro contra a agregacdo de AP, exibindo resultados promissores
(HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2014; PASIEKA et al., 2021).

A enzima responsavel pela produgdo de AB, BACEI, também tem se tornado um alvo
importante na pesquisa de compostos contra a DA. Essa enzima é uma proteina transmembrana
do tipo | amplamente encontrada no cérebro, principalmente nos neurénios, astrocitos e
oligodendrdcitos. Como a atividade e as concentracdes de BACEL encontram-se anormalmente
elevadas nos cérebros de individuos com DA, acredita-se que essa proteina desempenha um
papel significativo para o desenvolvimento da doenca. Assim, diversos inibidores de BACE1
foram desenvolvidos e atingiram os ensaios clinicos, no entanto, foram descontinuados por
diversos motivos, incluindo toxicidade e auséncia de eficacia. Apesar disso, essa enzima ainda
é um alvo consolidado no estudo de compostos para o tratamento da DA (HAMPEL et al.,
2020; ROMBOUTS et al., 2021; YOUN et al., 2020)

2.1.3.2 Glicogénio sintase quinase-3f (GSK-3p) e tau

A exposi¢do do neurdnio aos oligomeros de APB42 permite a ativagdo da glicogénio
sintase quinase-3 (GSK-3), uma serina/treonina quinase que existe em duas isoformas: GSK-
3a e GSK-3B (KIROUAC et al., 2017; MANCINELLLI et al., 2017). GSK-3p ¢ a isoforma que
tem sido relacionada a fisiopatologia da DA, pois sua ativagdo desencadeia a hiperfosforilagcdo
da proteina tau (MARTIN et al., 2018). Apos a hiperfosforilagdo anormal, tau é agregada em
filamentos helicoidais emparelhados ou filamentos retos, formando emaranhados
neurofibrilares nos cérebros de pacientes com a DA (JIN, N. et al., 2015). Normalmente, tau é
uma proteina de ligacdo a microtdbulos presente nos axdnios de neurdnios maduros e que
apresenta 6 isoformas diferentes, variando de 352 a 441 aminoécidos (COURADE et al., 2018;
SOTIROPOULOS et al., 2017). A sua principal funcédo bioldgica é estimular a montagem de
microtubulos e estabilizar a rede de microtdbulos, com essa funcdo sendo regulada pela
fosforilacdo. Dessa forma, além da hiperfosforilagdo promover o processo de agregacéo de tau,
ela causa a perda de atividade desta proteina e aumenta sua citotoxicidade (WANG, Y. et al.,
2015).

GSK-3B ¢ a principal proteina de fosforilacdo de tau e estudos in vitro e in vivo
comprovaram a contribuicdo desta enzima para o desenvolvimento da DA, que provoca a
formacéo de fibras compostas de tau, a desestabilizacdo do citoesqueleto e a neurodegeneracao
(XIE, C. L. et al., 2016). Por conseguinte, variadas moléculas foram testadas com a finalidade
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de desenvolver inibidores de GSK-3 que agem no sitio de ligagdo do trifosfato de adenosina
(ATP) ou na cavidade alostérica da proteina, mas a maioria delas falhou por apresentar
problemas na farmacocinética ou na toxicidade (LLORACH-PARES et al., 2020). Portanto, ha
uma necessidade de identificar moléculas com potencial contra a enzima e que sejam seguras e
eficazes para o tratamento da DA (ELANGOVAN et al., 2020).

2.1.3.3 Colinesterases

Além da formacdo de placas de AP e emaranhados neurofibrilares, a disfun¢do
colinérgica é outra caracteristica importante da DA. A hipétese colinérgica desenvolvida ha
mais de 35 anos foi a primeira teoria baseada em evidéncias que tentou explicar a etiologia da
desordem, ao sugerir que a deplecdo de acetilcolina (ACh) cerebral era a principal causa do
declinio cognitivo em individuos com a DA e de idade avancada (DOUCHAMPS; MATHIS,
2017; JU; CHAKRAVARTY; TAM, 2020). Essa hipotese foi formulada conforme as
descobertas de pesquisadores, que demonstraram que a maioria dos cérebros de pacientes com
a DA exibiam uma reducdo de neurénios colinérgicos e que existia uma correlagdo positiva
entre a severidade da doenca e a deficiéncia de ACh (JOHANNSSON et al., 2015).

A ACh €& um neurotransmissor que desempenha diversas fungdes essenciais no
organimo humano como a contragdo muscular e regulacdo da memoria, da aprendizagem e da
atencdo (KANT; GUPTA, 2018). A acdo da ACh é interrompida quando esta é degradada em
acetato e colina através das colinesterases (ChEs) conhecidas como acetilcolinesterase (AChE)
e butirilcolinesterase (BUChe) (JABIR; KHAN; TABREZ, 2018). Enquanto que a AChE ¢
encontrada no sistema nervoso central e periférico, BUChE localiza-se nos tecidos cerebrais
periféricos e no soro humano (REIS et al., 2018).

Nas ChEs existem dois sitios de ligacdo ao substrato: o sitio anidnico catalitico (CAS -
Catalytic Anionic Site) localizado no fundo de um desfiladeiro estreito de 20 A e o sitio
anibnico periférico (PAS - Peripheral Anionic Site) proximo a entrada deste desfiladeiro. E
relatado que a ACh liga-se ao PAS da AChE por atragdo eletrostatica e em seguida é direcionada
para 0 centro catalitico do CAS. Assim, acredita-se que o PAS proporciona uma maior
eficiéncia catalitica da enzima frente ACh. Além da hidrolise de ACh, a AChE exibe outra
funcdo: ela pode provocar o processo de agregacao de AP por meio da interacdo formada entre

0 seu PAS e o peptideo. Com relacdo a BUChE, nota-se que é uma colinesterase ndo especifica
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capaz de hidrolisar diversos ésteres de colina (CHEN, Yao et al., 2018; PANG et al., 2017;
WONG, 2016; XIE, S. S. et al., 2015).

Em individuos saudaveis, observa-se que a AChE é a principal enzima que regula os
niveis de ACh e que BUChE exerce apenas um papel secundario. No entanto, em individuos
que a DA esta progredindo, a atividade da AChE diminui progressivamente enquanto que a
atividade da BUChE permanece a mesma ou aumenta em até 165% em comparagdo com 0s
niveis normais. Dessa forma, estudos propdem que uma estratégia de inibicdo dupla dessas
enzimas é uma opcdo para aumentar a eficacia do tratamento. Logo, inibidores desenvolvidos
contra as ChEs poderiam inibi-las através de um mecanismo competitivo (por interacdo com
CAS), um mecanismo ndo-competitivo (por interacdo com PAS) ou um mecanismo misto (por
interacdo dupla)(KUMAR, Suresh, 2015; SANG et al., 2017; YERDELEN; TOSUN, 2015).

2.1.3.4 Estresse oxidativo

Varios estudos tém mostrado que a patogénese da DA também esta associada ao estresse
oxidativo, que representa um desequilibrio entre as EROs e o sistema de defesa antioxidante
(BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019). EROs (&nion superoxido, peroxido de hidrogénio,
radical hidroxila, entre outros) sdo subprodutos naturais da via metabodlica de fosforilacéo
oxidativa durante a respiracdo celular (CLARK, T. A. et al., 2010). No entanto, a producdo
excessiva de EROs e a falha do sistema de defesa antioxidante ao lidar com essas espécies
ocasiona o dano oxidativo em lipideos, proteinas e no material genético (SWOMLEY et al.,
2014).

O cérebro € o 6rgdo do organismo humano mais vulneravel ao dano gerado pelos
radicais livres devido a diversos fatores: ele possui contetdo elevado de acidos graxos que
podem sofrer peroxidacdo; tem escassez de enzimas antioxidantes em comparagdo aos outros
Orgdos; apresenta alta taxa de consumo de oxigénio e estima-se que a quantidade de EROs
produzida em um neurdnio seja de 10! EROs/célula/dia (BONDA et al., 2010; NUNOMURA
et al., 2006). Portanto, o estresse oxidativo pode danificar seriamente o cérebro através de
diversos mecanismos de interacdo, incluindo a liberacdo de aminoacidos excitatdrios, o
aumento da concentracdo de Ca?* intracelular e a neurotoxicidade (HUANG, W. J.; ZHANG;
CHEN, 2016).

A literatura relata que o estresse oxidativo esta relacionado a VArios processos
patologicos observados na DA, como a neurotoxicidade induzida por AP, a patologia da
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proteina tau, a acumulacdo de metais de transicdo e a disfuncdo da mitocondria (ZHAO, Y .;
ZHAO, 2013). EROs podem ativar as enzimas BACE1 e y-secretase e assim aumentar a
producéo de AP, além disso, também podem ativar quinases provocando a fosforilagao de tau
na DA (CHAUHAN; CHAUHAN, 2006). Acredita-se que a deposi¢do de metais como cobre,
aluminio, zinco e ferro nas placas amildides pode causar uma producdo excessiva de EROs, e
consequentemente, o estresse oxidativo (POHANKA, 2018). Ainda, a producdo de radicais
livres durante o desenvolvimento da DA também pode estar associada a disfuncdo mitocondrial,
situacdo em que os elétrons escapam da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial causando
a geracao do anion superéxido (CHEIGNON et al., 2018; TRAMUTOLA et al., 2017). Em
vista disso, evidéncias estdo indicando que as EROs estdo provavelmente envolvidas com a
neurodegeneracdo na DA e que a defesa contra o estresse oxidativo que ocorre no cérebro é
essencial para controlar a doenga (ROJAS-GUTIERREZ et al., 2017).

2.1.4 Estagios da doenca e manifestacdes clinicas

A DA progride através de trés estagios: pré-clinico, comprometimento cognitivo leve
(CCL) e deméncia. No estagio pré-clinico, biomarcadores da doenca estdo presentes, mas 0s
sintomas ainda nao apareceram. Exemplos de biomarcadores incluem os niveis de AP e de tau
fosforilada medidos na analise do liquido cefalorraquidiano (HALL; ROBERSON, 2012;
SOLDAN et al., 2013). O estagio do CCL € considerado como o periodo anterior a deméncia e
representa o declinio parcial das funcBes cognitivas do individuo que nédo interfere na
capacidade de realizar atividades diarias. Nesse estagio, as pessoas afetadas apresentam
declinio cognitivo maior do que o esperado para a sua idade e demonstram mudancas nas
habilidades de pensamento que sdo perceptiveis aos familiares e amigos (ASSOCIATION,
2019; BATUM et al., 2015).

A deméncia é definida como o comprometimento de multiplos dominios cognitivos de
forma severa, prejudicando habilidades funcionais da vida cotidiana (sociais, ocupacionais,
entre outras) (ARVANITAKIS; SHAH; BENNETT, 2019; BIESSELS; DESPA, 2018). Logo,
diversas manifestac@es clinicas tém sido associadas a deméncia: perda de memoria, problemas
de aprendizado e linguagem, disturbios de equilibrio e do sono, irritabilidade, agitacéo,
depressédo, ansiedade e alucinagbes (PARK, J. et al., 2019; TIBLE et al., 2017). Na DA, a
deméncia pode ser classificada em leve, moderada e grave. No estagio leve, a maioria dos

individuos é capaz de exercer atividades de forma independente em muitas &reas (por exemplo,
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ainda podem dirigir ou trabalhar), no entanto, eventualmente precisam de ajuda com algumas
atividades. No estagio moderado, as pessoas afetadas comecam a ficar confusas sobre onde
estdo e apresentam dificuldade de realizar tarefas diarias. Com relagdo ao estagio severo da
deméncia, os individuos perdem a capacidade de falar e se mover e dependem de seus
cuidadores para realizar tarefas simples. A medida que os sintomas da deméncia avangam, o
cuidado torna-se extremamente dificil e complicagbes como desidratagdo, desnutricdo e
infeccdo podem ocasionar o 6bito do individuo (ASSOCIATION, 2018; HAQUE; LEVEY,
2019).

2.1.5 Diagnostico e tratamento farmacologico

O diagndstico precoce da DA é fundamental para a realizacdo do tratamento na fase
inicial da doenca, evitando sua progressao para estagios avancados com sintomas mais graves.
Né&o existe um teste especifico para diagnosticar a desordem, dessa forma médicos utilizam
diversas abordagens para descobrir se um individuo apresenta a DA, como: testes mentais e
comportamentais, ensaios laboratoriais e técnicas de neuroimagem (NAJEEB ULLAH, 2015).
De acordo com ALZHEIMER’S ASSOCIATION (2021), as seguintes ferramentas e
abordagens sdo empregadas no diagndstico:

e Testes de memoria e de resolucao de problemas;

e Exames fisicos e neuroldgicos;

e Historico médico e familiar do individuo;

e [Exames sanguineos e técnicas de neuroimagem para descartar deficiéncias
nutricionais e tumores cerebrais que podem ser a causa dos sintomas;

e Puncdo lombar para determinar os niveis de Ap e de tau no liquido cefalorraquidiano;

e Tomografia por emissdo de positrons para gerar imagens do cérebro e assim

identificar se o paciente tem niveis altos de Ap.

Os biomarcadores da DA previamente relatados estdo sendo usados com frequéncia
para restringir o diagnoéstico diferencial e elaborar o tratamento de pacientes sintomaticos na
pratica clinica (KOENIG et al., 2020). Atualmente, os medicamentos disponiveis para o
tratamento da doenca sdo os inibidores de ChEs donepezila, galantamina e rivastigmina e o
antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) memantina. Donepezila e galantamina
inibem a AChE, enquanto que rivastigmina inibe ambas as enzimas AChE e BuChE

(KANDIAH et al., 2017). Esses farmacos limitam a degradacdao de ACh, aumentando os niveis
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desse neurotransmissor no cérebro e melhorando a memoria (NOUFI et al., 2019). Os
inibidores de ChEs foram aprovados para 0 uso na DA leve ou moderada, possuem eficacia
semelhante e diferem na farmacocinética (donepezila tem meia-vida mais longa que 0s outros
e é administrada uma vez ao dia) e na formulagdo (rivastigmina esta disponivel como um
adesivo transdérmico)(LONG; HOLTZMAN, 2019).

Memantina bloqueia o receptor NMDA e impede a a¢do do neurotransmissor excitatorio
glutamato, protegendo os neurdnios dos efeitos toxicos do glutamato e restaurando a
homeostase do sistema glutamatérgico (STAZI; WIRTHS, 2021). Esse farmaco foi aprovado
para o uso na deméncia moderada ou grave devido a DA, no entanto, memantina e os inibidores
de ChEs tém sido frequentemente prescritos no inicio do curso da doengca (KENNEDY et al.,
2018). Nota-se que memantina tem sido associada a diversos efeitos colaterais, como cefaléia,
tonturas, agitacdo, constipacdo, sonoléncia e hipertensdo (BLANCO-SILVENTE et al., 2018).
Os inibidores de ChEs também podem provocar efeitos adversos como nausea, vomitos,
diarréia, bradicardia e aumentar o risco de sincope, sendo contraindicados em condicdes que
incluem arritmias cardiacas graves e Ulcera péptica ativa (YIANNOPOULOU;
PAPAGEORGIOU, 2020).

Observa-se que 0s medicamentos usados na terapia da DA apresentam variados efeitos
colaterais que surgem principalmente em altas doses e que eles apenas reduzem os sintomas da
doenca, ndo sendo capazes de interromper o processo de neurodegeneragdo, consequentemente,
ndo impedem a progressédo da desordem (LESZEK et al., 2017; SHARMA, 2019). Logo, existe
uma necessidade urgente de identificar novas alternativas terapéuticas que retardem o
desenvolvimento da DA e que considerem os varios mecanismos patogénicos (BRANCA et al.,
2017; WANG, J. et al., 2017). Uma estratégia considerada adequada para doengas complexas
com multiplos fatores patogénicos € o planejamento de ligantes multialvo, que busca obter uma
Unica molécula capaz de agir seletivamente em diversos alvos importantes (BAJDA et al.,
2011). Dessa forma, como a fisiopatologia da DA envolve muitos alvos, a pesquisa de
compostos multialvo é essencial para alcangcar uma terapia mais potente (ZHANG, P. et al.,
2019). Nesse sentido, métodos in silico tém sido empregados com sucesso por pesquisadores
para selecionar e projetar inibidores com potencial contra os diversos alvos da doenga
(KUMAR, Akhil; TIWARI; SHARMA, 2018).

2.2 Planejamento de farmacos auxiliado por computador
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O planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD, Computer-Aided Drug
Design) utiliza técnicas computacionais para a descoberta de novos agentes terapéuticos de
forma mais rapida e econémica (GORE; DESAI, 2014). Relata-se que com o uso do CADD, o
custo de desenvolvimento de medicamentos pode ser reduzido em até 50% (XIANG et al.,
2012). Além disso, as técnicas in silico demonstram diversas vantagens na pesquisa de
farmacos: elas permitem a andlise de estruturas quimicas, a predigdo das propriedades fisico-
quimicas e das atividades biologicas de compostos, a otimizacdo do perfil farmacocinético ou
farmacodindmico de moléculas promissoras, a predicao da absorcao, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade, a investigacdo da afinidade de ligacdo de um composto no sitio ativo de
um alvo, entre outras (AL QARAGHULI; KUBIAK-OSSOWSKA; MULHERAN, 2018; DAR
et al., 2019). Até o momento, o uso de CADD no processo de desenvolvimento de drogas
resultou em mais de 70 farmacos comercializados, inclusive captopril, norfloxacino, losartana
potéssica e ritonavir (SABE et al., 2021).

Uma das técnicas mais utilizadas de CADD ¢ a triagem virtual (VS - virtual screening),
uma ferramenta que permite a selecdo de moléculas com propriedades desejadas a partir da
triagem de bibliotecas virtuais de compostos. A VS ndo substitui testes in vitro ou in vivo, ela
é usada para identificar as moléculas mais promissoras e assim reduzir o nimero de candidatos
a serem testados experimentalmente, além de acelerar o processo de descoberta (NEVES et al.,
2018; SCIOR et al., 2012). Existem duas categorias de VS: triagem virtual baseada no ligante
(LBVS - Ligand-Based Virtual Screening) e triagem virtual baseada na estrutura do alvo
bioldgico (SBVS - Structure-Based Virtual Screening). A abordagem da LBVS é baseada no
principio de similaridade, no qual moléculas com estruturas quimicas semelhantes apresentam
atividades biologicas semelhantes, portanto, pode-se prever a atividade das moléculas em
estudo a partir de ligantes com estruturas quimicas similares e com propriedades bioldgicas
conhecidas (LUO; WANG; TROPSHA, 2016; SHIN et al., 2016). Exemplos da LBVS séo os
métodos baseados em farmacéforo e a relagdo quantitativa entre a estrutura e a atividade (QSAR
- Quantitative Structure-Activity Relationship)(WU et al., 2019).

A analise de QSAR estabelece uma relacdo matematica entre as caracteristicas fisico-
quimicas calculadas ou experimentais e a atividade bioldgica. No desenvolvimento de um
modelo de QSAR, a primeira etapa consiste na coleta e tratamento dos dados, seguida pela
etapa dos célculos de descritores moleculares. Depois disso, sdo utilizados algoritmos de
aprendizado de maquina para correlacionar os descritores moleculares com a atividade
bioldgica (NEVES et al., 2018; PANTALEAO et al., 2017). Logo, o estudo de QSAR tem
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como objetivo aumentar a probabilidade de encontrar compostos ativos de um conjunto de
dados, sendo uma estratégia importante para a descoberta de drogas por reduzir
significativamente o custo financeiro da abordagem tradicional que envolve a sintese e teste de
inimeros compostos (EBHOHIMEN et al., 2019).

Com relacdo a abordagem SBVS, ela usa o conhecimento da estrutura tridimensional
(3D) do alvo bioldgico e seu local de ligacdo para identificar as interacfes entre o ligante e 0
alvo e determinar a energia de ligacao, envolvendo técnicas como docking molecular e dindmica
molecular (DM)(AMBURE et al., 2019). O docking molecular é uma ferramenta que identifica
a orientacdo preferida de um ligante no sitio ativo de um alvo e prevé a afinidade de ligacdo do
complexo molecular, sendo fundamental para a compreensao das interagdes formadas pelos
compostos (ABDOLMALEKI; GHASEMI; GHASEMI, 2017; LI; FU; ZHANG, 2019; LIU,
Z. et al., 2018). Assim, é possivel predizer o mecanismo de a¢do de compostos de interesse
através dessa técnica (PHATAK et al., 2019). O processo de ancoragem das moléculas pode
ser realizado de trés formas: docking rigido, no qual o ligante e o alvo sdo tratados como rigidos;
acoplamento de ligante flexivel, no qual apenas o alvo permanece rigido; ou docking flexivel,
no qual o ligante e o alvo estdo flexiveis no sistema. E relatado que o procedimento de encaixe
molecular menos complexo é o docking rigido, seguido por aquele que usa o ligante flexivel
(HASSAN BAIG et al., 2016; MOHAN et al., 2005).

A técnica de DM faz simula¢gfes do movimento dos atomos em um complexo formado
pelo ligante e pelo alvo considerando fatores como solvente, ions, pressdo e temperatura
(OLGAC et al., 2019). Durante as simulagdes, um campo de forca é usado para estimar as
forcas entre os &tomos em interacdo e calcular a energia geral do sistema. Posteriormente, sdo
geradas configuracbes sucessivas do sistema em evolucdo, fornecendo trajetérias que
especificam as posicdes e as velocidades das particulas ao longo do tempo (DE VIVO et al.,
2016). Logo, simulacdes de DM tém sido Uteis para entender a estrutura e 0 comportamento de
enzimas, além da estabilidade de complexos ligante-alvo (PARK, H. J. et al., 2014,
RAMPOGU et al., 2018; ZHOU et al., 2018). Dessa forma, é cada vez mais frequente o uso da
DM em combinacdo com o docking molecular para obter informacdes sobre a estabilidade de
complexos, modos de ligacao e interacdes intermoleculares (NAQVI et al., 2019).

Relata-se que diversos fatores tém contribuido para a utilizagéo e o sucesso dos métodos
da VS no processo de descoberta de drogas, incluindo: o surgimento de novas técnicas in silico,
0s avancos no poder de processamento de computadores, o aperfeicoamento de programas

computacionais e a identificacdo de moléculas ativas através da VS por varios estudos
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(KUMAR, Ashutosh; ZHANG, 2015; LOPEZ-VALLEJO et al., 2011). Assim, métodos
computacionais também tém sido empregados na pesquisa inicial de produtos naturais,

facilitando o estudo das atividades farmacologicas dessas moléculas (LAURO et al., 2011).

2.3 O potencial terapéutico de flavonoides

Produtos naturais (PNs) sdo moléculas provenientes de plantas, fungos, bactérias e
outros organismos com estruturas quimicas diversificadas, constituindo uma fonte essencial
para a descoberta de novos farmacos. Atualmente, muitos medicamentos usados para tratar
doencas sdo PNs ou derivados de PNs, incluindo penicilinas e macrolideos, que sdo importantes
classes de antibioticos baseados em PNs isolados de microrganismos (CHEN, Ya; DE BRUYN
KOPS; KIRCHMAIR, 2017; NTIE-KANG et al., 2017).

Flavonoides sdo polifenois naturais encontrados em vegetais, frutas, sementes, nozes,
especiarias, caules e flores, bem como no cha e no vinho tinto (ROMANO et al., 2013). Esses
metabolitos secundarios desempenham diversas fun¢fes no reino das plantas, como: fornecer
coloracdo de flores para atrair polinizadores, modular os niveis de EROs, absorver a luz
ultravioleta e assim proteger as plantas contra a radiacdo, entre outras (BUER; IMIN;
DJORDJEVIC, 2010). De acordo com dados da literatura, mais de 9000 flavonoides tém sido
identificados em plantas (ABDEL-LATEIF; BOGUSZ; HOCHER, 2012). Estruturalmente,
eles sdo caracterizados por um esqueleto de 15 atomos de carbono que consiste em dois anéis
benzénicos (A e B) ligados por um anel de pirano heterociclico (C) como demonstrado na
Figura 3 (KUMAR, Shashank; PANDEY, 2013).

Figura 3: Estrutura bésica dos flavonoides.

5 4

Fonte: KUMAR, Shashank; PANDEY, 2013.
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Os flavonoides sdo classificados em 6 principais subclasses de acordo com a estrutura
do anel C e a posicdo do anel B: flavonas, isoflavonas, flavondis, flavanonas, flavanois e
antocianidinas. Também existem outras subclasses que representam 0s componentes
minoritarios da dieta, como chalconas, dihidrochalconas, dihidroflavonois, auronas e flavan-
3,4-diols (CHEN, Zhongjian et al., 2014; FANTINI et al., 2015). As principais formas desses
PNs encontradas nas plantas sdo os glicosideos de flavonoides, que apresentam mais
comumente 0os monossacarideos glicose e ramnose (YANG, B. et al., 2018).

Relata-se que os flavonoides possuem propriedades anti-inflamatdrias, antitumorais,
antivirais, antibacterianas, antifungicas e antioxidantes (JALILI-BALEH et al., 2018; LANI et
al., 2016). Dessa forma, sugere-se que essas moléculas apresentam efeitos benéficos na
prevencdo de diversas doencas, incluindo céancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (PEREZ-VIZCAINO; DUARTE; SANTOS-BUELGA, 2012).

O flavonoide narirutina tem demonstrado efeitos in vitro contra os alvos da DA,
exibindo capacidade de inibir a agregacéo do peptideo AP e a atividade de BACE1, além de ser
capaz de eliminar radicais livres (CHAKRABORTY; BASU, 2017). Outro flavonoide
promissor frente a DA é a quercetina, que mostrou bons resultados em diversos estudos: reduziu
0 estresse oxidativo causado por 6-hidroxidopamina nos neurénios de ratos, diminuiu os niveis
de AP40 e AP42 in vivo e melhorou o comprometimento cognitivo em camundongos
(HALEAGRAHARA,; SIEW; PONNUSAMY, 2013; SABOGAL-GUAQUETA et al., 2015)

Nota-se que flavonoides da familia Asteraceae tém apresentado atividade farmacoldgica
em diversas pesquisas (ADEBAYO et al., 2010; OMOKHUA-UY!| et al., 2020). Asteraceae é
a maior familia de plantas com flores, compreendendo cerca de 1100 géneros e mais de 20.000
espécies, sendo que algumas dessas espécies, como a camomila (Matricaria recutita L.), foram
relatadas anteriormente como tendo aplicaces medicinais (BESSADA; BARREIRA;
OLIVEIRA, 2015; KOC et al., 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver analises in silico e realizar a triagem virtual de flavonoides e analogos encontrados

em plantas da familia Asteraceae contra alvos da doenca de Alzheimer.

3.2 Objetivos especificos

e Obter os flavonoides e seus andlogos através do banco de dados SistematX;

e Construir modelos de QSAR utilizando o programa estatistico KNIME;

e Determinar os riscos de citotoxicidade da série em estudo e seus possiveis metabdlitos
pelo programa OSIRIS DataWarrior;

e Computar propriedades importantes das moléculas estudadas no OSIRIS DataWarrior
para observar as violagdes a regra dos cinco de Lipinski;

e Calcular parametros fisico-quimicos relacionados a atividade antioxidante com o
programa HyperChem;

e Desenvolver modelos da Anéalise do Componente Principal por Consenso (CPCA) e da
Analise do Componente Principal (PCA), além de verificar os campos de interacéo
molecular gerados pelo GRID usando o programa Volsurf+;

e Performar a ancoragem molecular dos flavonoides mais promissores com os alvos da
doenca de Alzheimer através do programa Molegro Virtual Docker;

e Realizar simulagdes de dindmica molecular dos flavonoides multialvo usando o
programa GROMACS.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta de dados

Nesta pesquisa, foram selecionados 886 flavonoides e analogos do SistematX
(http://sistematx.ufpb.br), website que permite a pesquisa de metabdlitos secundarios de plantas
através de codigos SMILES (Simplified Molecular-Input Line-Entry System), nome dos
compostos, espécies ou estruturas quimicas (SCOTTI, M. T. et al., 2018). Cdédigos SMILES
sdo representacdes de estruturas moleculares no formato linear amplamente utilizados para
armazenar moléculas em bancos de dados quimicos (CHUANG; GUNSALUS; KEISER, 2020;
KLAIB et al., 2007). Assim, obteu-se uma planilha contendo os SMILES dos flavonoides para

iniciar as analises in silico.

As moléculas com atividade conhecida contra alvos da doenga de Alzheimer foram
pesquisadas no ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl), um banco de dados de bioatividade
que apresenta mais de 1,6 milhdes de estruturas quimicas diferentes e 14 milhdes de valores de
atividade (GAULTON et al., 2017). Logo, foi possivel obter cinco planilhas com informacdes
de atividade para AChE, BUuChE, BACEL, AP e GSK-3p provenientes do organismo humano
(Quadro 3). Com relagdo aos dados das moléculas que atravessam a BHE, eles foram obtidos
através do servidor admetSAR (CHENG, F. et al., 2012).

Quadro 3: Dados de alvos da doenca de Alzheimer encontrados no ChEMBL.

Nome ChEMBL ID Tipo Organismo
AChE CHEMBL220 Single protein Homo sapiens
BuChE CHEMBL1914 Single protein Homo sapiens
BACE1 CHEMBL4822 Single protein Homo sapiens
Ap CHEMBL2487 Single protein Homo sapiens
GSK-3p CHEMBL262 Single protein Homo sapiens

Fonte: Elaborado pela autora.

Nas planilhas das moléculas bioativas, foram consideradas as moléculas com dados de

atividade representados pela concentracdo inibitéria média (Clso)(SOUZA et al., 2019). Apo6s

a obtencdo da planilha com os flavonoides e analogos e das planilhas contendo os bioativos,

realizou-se o tratamento dos dados.
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4.2 Tratamento dos conjuntos de dados

Relata-se que dados extraidos de colec¢des virtuais ou da literatura podem apresentar
qualidade inferior, principalmente nos casos em que a quantidade de dados obtida é elevada,
sendo essencial sua acurécia para o sucesso de um estudo in silico (AMBURE et al., 2019).
Dessa forma, foram excluidas das planilhas moléculas duplicadas ou sem valores de atividade,
garantindo que cada composto fosse estruturalmente diferente dos outros e que todos os dados
importantes para as analises posteriores estivessem nas planilhas. Outro procedimento
importante para o tratamento dos dados é a remocgdo de outliers, que sdo moléculas
substancialmente diferentes daquelas do conjunto de dados e que podem afetar negativamente
os resultados de modelos de QSAR (NGUYEN et al., 2021; TA et al., 2021). Deste modo,
foram construidos graficos que permitiram a visualizacdo de outliers (representados como
pontos distantes das demais moléculas) e em seguida estes foram removidos das planilhas.

Os valores de Clso foram convertidos de nanomolar (nM) para molar (M) e
posteriormente transformados em pClso (-log(Clso)). A partir disso, cada planilha das moléculas
bioativas foi dividida com base no seguinte critério: o conjunto das moléculas foi dividido ao
meio, no qual aquelas que possuiram valores de pClso mais altos receberam a classificacdo “A”
(indicando que sdo ativas) e as demais receberam “I” (inativas). Considerou-se
aproximadamente um valor de pClso de 0,03 para separar as ativas das inativas. Todas essas
acdes com a finalidade de tratar os dados foram realizadas utilizando o programa Microsoft
Office Excel (PINGPING; DANHAO; KONGLEI, 2020).

Na quimioinformatica, também recomenda-se a padronizagdo das estruturas quimicas
dos compostos, um procedimento que envolve a transformacdo dessas estruturas em
representacfes customizadas e candnicas, evitando que um mesmo grupo funcional esteja
representado de maneiras diferentes nas moléculas (AMBURE; DIAS SOEIRO CORDEIRO,
2020). Portanto, a série em estudo foi padronizada utilizando o programa Standardizer 20.19.0
da ChemAxon (TINKOV et al., 2020). Os dados de entrada selecionados foram os SMILES e
algumas a¢des foram escolhidas para a padronizacdo das moléculas: adicdo de hidrogénios

explicitos, clean 3D, aromatizagao e remocao de sais.

4.3 Calculos dos descritores moleculares
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Apos a padronizagdo dos flavonoides e andlogos e das moléculas bioativas, foram
calculados os descritores moleculares dessas moléculas. Os descritores moleculares sdo
numeros que representam as caracteristicas de uma molécula e podem ser classificados de
acordo com VArios critérios: sdo divididos em unidimensional (1D), bidimensional (2D) ou 3D
guando se baseiam na estrutura geométrica do composto; e também podem ser definidos como
constitucionais, topoldgicos, geométricos, eletrdnicos, entre outros, de acordo com a natureza
das caracteristicas representadas (BANEGAS-LUNA; CERON-CARRASCO; PEREZ-
SANCHEZ, 2018). Os descritores podem ser calculados através de vérios programas, como
Dragon, CDK , VolSurf+, DryLab, Epiweb, PaDel (AMOS et al., 2018; SETIAWAN;
MUDASIR; WIJAYA, 2020). Neste trabalho, os descritores foram calculados através do
programa Dragon 5.4, no qual foram importados os arquivos do tipo SDF gerados pelo
Standardizer 20.19.0. Em seguida, os dados do Dragon 5.4 foram utilizados para o

desenvolvimento de modelos de QSAR.

4.4 Construcao de modelos de relagdo quantitativa entre a estrutura e a atividade (QSAR)

Desenvolveu-se modelos de QSAR no programa KNIME para predizer a atividade
bioldgica dos flavonoides. Também foi realizada a predi¢do da permeabilidade dos flavonoides
na BHE, pois os candidatos ao tratamento da DA necessitam atravessar a BHE para atingir 0s
alvos no sistema nervoso central (BANKS, 2012). O KNIME é uma plataforma amplamente
utilizada em pesquisas de quimioinformatica que processa, analisa e explora dados (DIETZ et
al., 2020; ROUGHLEY, 2018). Ele permite a criagdo de fluxos de trabalho que possuem
pequenas unidades de cddigo (ndés) com funcBes estabelecidas, testadas e padronizadas,
podendo ser configuradas (SYDOW et al., 2019). Dessa forma, 0s nés do KNIME executam
diversas tarefas, como: leitura e escrita de dados, estudos estatisticos, visualizacdo gréafica,
aprendizado de méaquina, entre outras (MAZANETZ; GOODE; CHUDYK, 2019). O fluxo de
trabalho utilizado neste estudo com todos 0s nds necessarios para a realizacdo das predi¢des foi
atenciosamente fornecido por MONTEIRO, Alex France Messias; SCOTTI; SCOTTI (2020).

Os fluxos de trabalho desenvolvidos no KNIME possibilitam que modelos de
aprendizado de maquina sejam criados, editados, treinados e testados (FALCON-CANO;
CABRERA-PEREZ; MOLINA, 2020). Modelos de aprendizado de maquina usam algoritmos
que promovem equacBes matematicas para analisar um conjunto de dados e predizer valores a
partir dele (ABUALKIBASH, 2019). Diversos algoritmos tém sido utilizados por
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pesquisadores na construgdo de modelos, como Floresta Aleatéria (FA), Support Vector
Machine, WEKA, entre outros (V. RAMALINGAM; DANDAPATH; KARTHIK RAJA,
2018; YANG, H. etal., 2018). Nesta pesquisa, o algoritmo FA foi utilizado para a classificacdo
de compostos.

FA é um classificador de conjunto que elabora diversas arvores de decisdo através da
selecdo aleatdria de recursos (KUO et al., 2018). Neste classificador, uma parte dos dados do
treino € escolhida aleatoriamente para criar uma arvore de decisao, enquanto que a outra parte
restante é utilizada na técnica out-of-bag (GHOSH; BEHERA, 2018). Nessa técnica, um tergo
dos dados é usado como um conjunto de validagcdo que permite analisar a acuracia da
classificacdo realizada (TELUGUNTLA et al., 2018). O algoritmo FA € mais robusto e preciso
que outros classificadores individuais, fornecendo vérias vantagens: classificacdo de um banco
de dados grande; o algoritmo determina a importancia de cada variavel para a classificacéo; e
milhares de varidveis de entrada podem ser utilizadas sem que estas sejam excluidas (DOU et
al., 2019).

Desse modo, as planilhas das moléculas ativas e dos flavonoides foram importadas no
KNIME para realizar a classificacdo dos compostos através da FA. Em seguida, os bioativos
foram particionados em um conjunto de treino (80%) e um conjunto de teste (20%). Assim, 0
algoritmo do modelo iniciou a classificagdo dos compostos de atividade desconhecida
baseando-se na similaridade com os compostos ativos, que foi avaliada através dos descritores
moleculares. Logo, as moléculas com valores de descritores semelhantes provavelmente
apresentam atividades similares (GRISONI; CONSONNI; TODESCHINI, 2018).

As predicdes da atividade bioldgica ou da permeabilidade na BHE dos modelos foram
consideradas confiaveis quando as moléculas testadas estavam inseridas dentro do espaco
quimico definido pelo conjunto de dados do treino, o dominio de aplicabilidade (EGIEYEH et
al., 2018). Isso ocorreu com as moléculas que apresentaram semelhancgas com os compostos do
conjunto de treino no que diz respeito ao espa¢o de caracteristicas estruturais e/ou propriedades
fisico-quimicas (ROY; AMBURE; AHER, 2017).

Neste trabalho, também foram observados pardmetros estatisticos gerados por cada
modelo para avaliar sua confiabilidade: sensibilidade, especificidade, precisdo e acuracia
(FALCON-CANO; MOLINA; CABRERA-PEREZ, 2020). Conforme WANG et al. (2020) a
sensibilidade (SE) mede a proporcédo de verdadeiros positivos identificados corretamente, a
especificidade (SP) mede a proporcdo de verdadeiros negativos identificados corretamente, a

acuracia (AC) indica o quao proximo uma medicao se aproxima da verdade e a precisdo (PR)
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representa o qudo perto uma medicdo estd de outra. Esses pardmetros foram calculados nos

modelos através das seguintes expressdes matematicas:

- - VP
"~ (VP+EFN)
sp - VN
~ (VN+FP)
(VP +VN)
AC =
(VP+VN+FP +FN)
VP
R=——m
(VP +FP)

nas quais, VP significa verdadeiro positivo, VN significa verdadeiro negativo, FP significa falso
positivo e FN significa falso negativo (SATAPATHY; RAJINIKANTH, 2018). Apos a
obtencdo dos resultados desses quatro parametros para cada modelo, foram considerados
valores > 0,7 como indicativos da qualidade da predicdo realizada. Além desses parametros,
outros foram observados para avaliar os modelos desenvolvidos: o coeficiente de correlacdo de
Matthews (MCC - Matthews Correlation Coefficient) e a curva ROC (Receiver Operating
Characteristic)(SACHS, 2017).

O MCC é uma medida estatistica confidvel que fornece um valor alto apenas se a
predicdo do modelo apresentar bons resultados nas quatro categorias da matriz de confuséo:
VP, VN, FP e FN (CHICCO; JURMAN, 2020). De acordo com SANTOS et al. (2019) esse
parametro é calculado atraves da seguinte formula:

_ (VP x VN) - (FP x FN)
J (VP +FP) x (VP +FN) x (VN + FP) x (VN +FN)

MCC

Com relacdo a curva ROC, ela representa a taxa de verdadeiros positivos versus a taxa de falsos
positivos (JAHANGIRI; JAHANGIRI; NAJAFGHOLIPOUR, 2020). Neste estudo, um
determinado modelo foi considerado adequado quando o MCC exibiu um valor > 0,5 e quando
os valores das curvas ROC do conjunto de dados do teste e da validacdo cruzada resultaram na
faixa entre 0,7 e 1. Em seguida, os compostos que apresentaram bons resultados nos modelos

foram avaliados quanto ao risco de citotoxicidade.
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4.5 Anélise dos riscos de citotoxicidade e das violagdes a regra dos cinco de Lipinski

A determinacdo da toxicidade de moléculas quimicas € uma das principais etapas do
processo de desenvolvimento de drogas, sendo fundamental para verificar seus efeitos adversos
ou indesejaveis no organismo humano (RAIES; BAJIC, 2016). Assim, 0 programa gratuito
OSIRIS DataWarrior 5.2.1 (http://www.openmolecules.org/datawarrior) foi utilizado neste
trabalho para analisar os riscos de citotoxicidade dos flavonoides e analogos considerando
aspectos de carcinogenicidade, mutagenicidade, irritabilidade para a pele e efeito toxico no
sistema reprodutor (MONTEIRO, Alex France M. et al., 2018; ROMERO; MARCONDES;
ROMERO, 2020). Esta andlise teve como objetivo a selecdo de moléculas que ndo exibem
riscos a saude humana nos parametros mencionados.

Em seguida, utilizou-se o programa MetaSite 6.0.1 da empresa Molecular Discovery
Ltd. para predizer os metabolitos dos flavonoides e dos farmacos da DA provenientes do
metabolismo de fase 1 do citocromo P450 (T°JOLLYN et al., 2011). Este programa é capaz de
atribuir os sitios da estrutura molecular mais provaveis de ocorrer o metabolismo, realizando a
predicdo de metabdlitos originados em diversos tecidos humanos como figado, pele, pulmdes
e cérebro (POTEGA; ZELASZCZYK; MAZERSKA, 2019). Dessa forma, a enzima do figado
escolhida no programa para estimar os metabolitos foi a CYP2D6, que é um importante membro
da familia de enzimas do citocromo P450 por estar envolvida no metabolismo de diversas
drogas comerciais(EKINS; BERBAUM; HARRISON, 2003; LU et al., 2020). O programa
gerou variados metabdlitos para os flavonoides e os controles, no entanto, somente 0s
metabdlitos mais abundantes, com probabilidades > 50% e massa molecular > 100 g/mol foram
selecionados para a analise de citotoxicidade no OSIRIS DataWarrior 5.2.1.

A literatura relata que um dos maiores motivos para uma droga falhar durante o processo
de pesquisa € a auséncia de propriedades farmacocinéticas adequadas. Dessa forma, Lipinski
desenvolveu uma regra conhecida como a regra dos cinco de Lipinski para auxiliar os
pesquisadores nas decisdes que envolvem modifica¢fes estruturais e para diminuir o nimero
de moléculas com propriedades fisico-quimicas indesejadas (ASOKKUMAR et al., 2012;
SANTOS, V.; GONSALVES; ARAUJO, 2017). Essa regra propde que 0S COMPOSLOS
apresentam maiores chances de serem biodisponiveis por via oral quando cumprem alguns
requisitos: peso molecular < 500 daltons, coeficiente de particdo octanol/agua calculado (clog
P) <5, nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio (soma de grupos OH e NH) < 5 e nimero

de aceptores de ligacdo de hidrogénio (soma de atomos de O e N) < 10 (BRITO, 2011;
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WALTERS, 2012). Assim, esses parametros foram calculados para as moléculas deste estudo
através do programa OSIRIS DataWarrior 5.2.1, com o objetivo de verificar se elas possuem
um perfil favoravel para a absorcéo oral. Depois das analises de citotoxicidade e das violagbes
a regra dos cinco de Lipinski, os flavonoides promissores foram submetidos aos célculos de

outros parametros para predizer sua atividade antioxidante.

4.6 Calculos dos parametros fisico-quimicos quanticos relacionados a atividade

antioxidante

Segundo SCOTTI, L. (2006) as propriedades fisico-quimicas das substancias
influenciam diretamente na sua atividade antioxidante, podendo ser determinadas em pesquisas
de modelagem molecular através de célculos de parametros, definidos a seguir:

- Enomo: Energia do orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO - Highest
Occupied Molecular Orbital), representando a capacidade que a molécula possui de doar
elétrons;

- ELumo: Energia do orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO - Lowest
Unoccupied Molecular Orbital), que significa a capacidade da molécula de receber elétrons;

- AH¢: Diferenca entre as entalpias de formagéo da espécie radicalar (Hr) e da espécie
neutra (Hn). A espécie radicalar é gerada através da retirada de um hidrogénio da espécie neutra;

- AHox: Diferenca entre as entalpias de formacéo da espécie cationica (Hc) e da espécie
neutra. A espécie catidnica é gerada pela transferéncia de um Unico elétron da espécie neutra;

- (H-L)capr: Diferenca entre as energias dos orbitais HOMO e LUMO, representando a
reatividade da molécula. Quanto menor o intervalo (GAP), mais reativa é a substancia quimica.

Dessa forma, os pardmetros descritos acima foram calculados para os compostos em
estudo utilizando o programa HyperChem 8.0.6. Para comprovar a influéncia desses parametros
na atividade antioxidante, eles também foram calculados para compostos antioxidantes
conhecidos: &cido ascorbico, &cido galico, a-tocoferol, y-tocoferol e 4-nerolidilcatecol
(AYDEMIR et al., 2004; BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015; MENDANHA DA
CUNHA et al., 2013; NJUS et al., 2020). Inicialmente, as moléculas foram otimizadas no
HyperChem 8.0.6 com o uso do campo de forca da mecénica molecular MM+ e em seguida
uma segunda otimizagdo foi feita através do método semi-empirico AM1 (Austin Model 1)
(MOKHNACHE; MADOUI; CHAREF, 2019). Esse método semi-empirico foi utilizado
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devido aos relatos da literatura indicando que ele permite resultados excelentes na modelagem
molecular de substancias antioxidantes (SCOTTI, L. et al., 2009).

No procedimento de otimizacdo da geometria molecular pelo método AM1, foram
selecionadas opgdes especificas para a carga, a multiplicidade e o nivel do método de acordo
com o tipo de espécie (REZAEI-SADABADY et al., 2013). RIDDER et al. (1999) relatam que
a multiplicidade do sistema representa o nimero de elétrons desemparelhados + 1 e determina
o nivel empregado no programa: para a multiplicidade 1 sugere-se o nivel RHF (Restricted
Hartree-Fock) e para a multiplicidade > 2 recomenda-se 0 nivel UHF (Unrestricted Hartree-
Fock). Assim, as seguintes configuracGes foram escolhidas para cada espécie:

- Espécie neutra: carga 0, multiplicidade 1 e nivel RHF;

- Espécie radicalar: carga 0, multiplicidade 2 e nivel UHF;

- Espécie catibnica: carga 1, multiplicidade 2 e nivel UHF.

Apobs a otimizacdo da espécie neutra, foram registrados os valores das energias de
HOMO e LUMO, o intervalo entre essas energias (H-Lcar) € a entalpia de formagdo. Em
seguida, o hidrogénio mais reativo da molécula foi retirado, dando origem a espécie radicalar.
Esta espécie foi otimizada pelo método AML1 e sua entalpia de formacéo foi verificada. Com
relacdo a espécie cationica, ela foi formada a partir da espécie neutra ao empregar as
configuracdes especificas para ela atraves do método AM1, e também foi registrada sua entalpia
de formacdo. Finalmente, os dados obtidos foram utilizados para calcular AHfe AHox. Todo
esse procedimento foi feito para os flavonoides e os controles antioxidantes. Depois de gerar 0s
resultados dos calculos dos parametros fisico-quimicos, os flavonoides foram analisados por

técnicas do programa Volsurf+.

4.7 Analise dos Componentes Principais por Consenso (CPCA) e Andlise dos

Componentes Principais (PCA)

A Anélise dos Componentes Principais por Consenso (CPCA, Consensus Principal
Component Analysis) e a Anélise dos Componentes Principais (PCA, Principal Component
Analysis) foram realizadas através do programa Volsurf+ (SILVA, V. B. et al., 2017). CPCA e
PCA sédo técnicas quimiométricas que organizam informacBes a partir da caracterizacéo
multivariada de um sistema biolégico, indicando as principais variaveis dos modelos
desenvolvidos (SCOTTI, L. et al., 2014). Portanto, a analise de CPCA foi utilizada neste
trabalho para verificar a importancia dos blocos de descritores construidos no programa,
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incluindo os blocos de descritores hidrofilicos, hidrofobicos, de tamanho e forma, entre outros
(FERNANDES, 2012).

Inicialmente, foi importado para o Volsurf+ o arquivo SDF contendo os flavonoides
multialvo padronizados, sendo gerados os descritores moleculares dessas moléculas. Depois
disso, criou-se 0 modelo da CPCA, que distribuiu os 128 descritores em 13 blocos. Foram
observados quais 0s blocos que mais contribuiram para o componente principal (PC)1 e PC2
dos graficos, e consequentemente, explicaram melhor a variancia do modelo (FELIX et al.,
2016). O modelo da CPCA foi aceito quando PC1 e PC2 explicaram a variancia dos dados a
partir de 60% (SCOTTI, L. et al., 2012).

O modelo de PCA foi criado ao selecionar os blocos de descritores mais importantes na
analise anterior, sendo Util para fornecer dados sobre a relacdo entre os flavonoides e entre os
descritores do programa. Assim, foram obtidos dois graficos: o grafico das moléculas, que
demonstra como elas estdo distribuidas; e o grafico dos descritores, que informa o padrdo dos
descritores moleculares (SCOTTI, L. etal., 2011). As propriedades do modelo de PCA também
foram verificadas e 0 modelo foi aceito quando PC1 e PC2 explicaram em conjunto a variancia
dos dados a partir de 60%.

No programa Volsurf+, existe um campo de forca GRID que identifica sitios polares e
hidrofobicos nas moléculas através de quatro sondas: sonda de 4gua (H20), hidrofobica (DRY),
sonda de oxigénio de carbonila (O) e de nitrogénio de amida (N1); assim, a consequente
interacdo dessas sondas com as moléculas permite a formacdo de campos de interacdo
moleculares (MIFs - molecular interaction fields) em 3D (PATERNO et al., 2016). Logo, 0
Volsurf+ tambeém foi utilizado para verificar os MIFs dos flavonoides multialvo. Apos as

analises, os flavonoides foram submetidos ao docking molecular.

4.8 Ancoragem ligante-alvo ou docking molecular

Os procedimentos de ancoragem dos flavonoides e dos controles com AChE, A e
GSK-3pB foram performados no Molegro Virtual Docker (MVD), um programa que executa
operacdes de docking de forma rapida e flexivel e que prediz o modo de ligacdo de um composto
no sitio do alvo (YA’U IBRAHIM et al., 2020). Inicialmente, o site Protein Data Bank (PDB,
www.rcsb.org) foi utilizado para a obtencdo das estruturas da AChE (PDB ID: 4MOE), do
peptideo AB (PDB ID: 1IYT) e de GSK-3p (PDB ID: 1Q5K). As estruturas selecionadas de
AChE e GSK-3p foram provenientes da técnica de difracdo de raios X e exibiram valores de
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resolucdo de 2 A e 1,94 A respectivamente. AChE estava acoplada com o inibidor
diidrotansinona I, enquanto que GSK-3p apresentou o inibidor TMU (n-(4-methoxybenzyl)-n'-
(5-nitro-1,3-thiazol-2-yl)urea)(BHAT et al., 2003; CHEUNG et al., 2013). Esses inibidores
foram utilizados para a delimitacdo do sitio ativo das proteinas, além de servirem como
controles. A estrutura de Ap utilizada neste estudo foi determinada por ressonancia magnética
nuclear e ndo apresentou inibidor, dessa forma o sitio do peptideo foi delimitado através da
busca da cavidade com os residuos do CHC.

Dentre os farmacos utilizados para o tratamento da DA, selecionou-se os inibidores da
AChE como controles. Os polifenois curcumina, epigalocatequina-galato (EGCG) e resveratrol
foram escolhidos como controles da anélise de docking com AP, pois eles sdo capazes de
diminuir a formacéo de placas amildides in vivo (PHAN et al., 2019). Todos esses controles
foram obtidos através do banco de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) em
arquivos do tipo SDF contendo as estruturas em 3D. O programa Standardizer 20.19.0 foi
utilizado para gerar os arquivos SDF contendo os controles e os flavonoides padronizados para
cada andlise de ancoramento molecular (SILVA CAVALCANTI et al., 2019).

Ap0s a obtencdo das estruturas dos alvos e dos arquivos com os ligantes, os alvos foram
importados para 0 MVD. Cada alvo foi preparado e as moléculas de agua e cofatores foram
removidos, logo, iniciou-se o acoplamento molecular. Ao verificar os valores de energia de
ligacdo, os valores mais baixos foram considerados como os melhores, pois um complexo
ligante-alvo com baixa energia de ligacdo possui alta estabilidade (GUPTA; SHARMA;
KUMAR, 2018).

A ancoragem molecular foi validada com a realizacdo do redocking, uma analise nas
mesmas condi¢cdes computacionais que o docking original que utiliza o ligante complexado no
alvo para estimar o desvio quadratico médio (RMSD - Root Mean Square
Deviation)(SCHNEIDER et al., 2012). O RMSD ¢ calculado entre a conformacéo do ligante
co-cristalizado e a conformagéo desse ligante apos o docking (KUMAR, R.; LANGSTROM;
DARREH-SHORI, 2016). Logo, foram obtidos os valores de RMSD para as analises com
AChE e GSK-3B. Como a estrutura cristalina de AP é desprovida de um ligante co-cristalizado,
a avaliacdo do programa MVD como uma ferramenta adequada para o docking foi feita com
base nos valores de RMSD para AChE e GSK-3, utilizando a mesma estratégia do estudo de
AZAM et al. (2018). Assim, as andlises de acoplamento molecular foram tratadas como
confiaveis ao exibir valores de RMSD < 2 A, indicando que os padrées de ligacio e os sitios

ativos de encaixe do ligante foram precisos e aceitaveis (MO et al., 2018)
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As figuras das interages em 3D e em 2D dos ligantes com os residuos de aminoacidos
dos alvos foram geradas no programa Biovia Discovery Studio Visualizer 19.1.0.18287
(UTAMI et al., 2020). Desse modo, foram observados os residuos de aminoacidos em comum
entre os flavonoides e os controles, como também as interacdes dos flavonoides com os residuos
dos sitios ativos. Em seguida, realizou-se simula¢es de dindmica molecular dos flavonoides

multialvo e alguns controles.

4.9 Simulagdes de dindmica molecular

Simulacdes de DM de 10 ns foram performadas para estimar a estabilidade dos
complexos ligante-alvo usando o programa GROMACS 2021.2 (QUE et al., 2021). Os arquivos
PDB de AChE, AB e GSK-3p foram tratados por meio da eliminacdo das moléculas de agua,
cofatores e inibidores para obter apenas as estruturas dos alvos. Usou-se o campo de forca
GROMOS96 43A1 para preparar a topologia dos alvos (MALDE et al., 2011). A topologia dos
ligantes e os parametros requeridos para as simulacdes foram gerados através do servidor
PRODRG (http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg).

Em seguida, definiu-se no GROMACS uma caixa cubica para o sistema que foi
preenchida com agua utilizando o modelo de carga pontual simples (MARK; NILSSON, 2001).
fons de CI" ou de Na* foram adicionados no sistema de acordo com a carga do alvo,
neutralizando-o. A energia do sistema foi minimizada para assegurar que ele ndo tem geometria
inadequada e efeitos estéricos antes de realizar a dindmica, assim, a estrutura foi relaxada de tal
forma que o movimento de todos os atomos permaneceu estavel (VINCENT PEREZ et al.,
2014). Depois de aplicar a restricdo ao ligante, o sistema foi equilibrado em duas fases. Na
primeira fase, o equilibrio NVT (nimero constante de particulas, volume e temperatura) foi
realizado em uma temperatura de 300 K durante 100 ps usando o algoritmo V-Rescale (BUSSI,
DONADIO; PARRINELLO, 2007; SCHMIDT; ULRICH, 2012). Na segunda fase, o equilibrio
NPT (nimero constante de particulas, pressao e temperatura) foi gerado em uma pressao de 1
bar durante 100 ps através do algoritmo Parrinello-Rahman (BHATTACHARJEE; DEVI,
MISHRA, 2015; KLAUDA et al., 2012).

Ap0s as fases de equilibrio, as simulacdes de DM foram performadas e os valores do
RMSD e da flutuacdo quadratica média (RMSF - Root Mean Square Fluctuation) foram
calculados para analisar a estabilidade do complexo e para identificar os residuos que

contribuem para a mudanca conformacional do alvo, respectivamente (DOS SANTOS MAIA
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et al.,, 2020). Os graficos do RMSD e da RMSF foram gerados no programa Grace

(http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Modelos de QSAR

A confiabilidade de todos os modelos desenvolvidos no KNIME foi avaliada através
dos parametros estatisticos sensibilidade, especificidade, acurécia, precisdo, MCC e da curva
ROC. A Tabela 1 demonstra o desempenho de cada modelo por meio dos resultados dos

parametros.

Tabela 1: Valores dos pardmetros estatisticos obtidos para todos os modelos.

Modelo Validagdo  Sensibilidade Especificidade  Acurécia Precisdo MCC
AChE Teste 0,84 0,82 0,83 0,82 0,67
Cruzada 0,82 0,79 0,81 0,80 0,62
BuChE Teste 0,83 0,82 0,82 0,82 0,65
Cruzada 0,77 0,79 0,78 0,79 0,57
BACE1 Teste 0,84 0,83 0,84 0,83 0,68
Cruzada 0,82 0,77 0,80 0,78 0,60
AP Teste 0,88 0,92 0,90 0,92 0,81
Cruzada 0,83 0,88 0,85 0,87 0,71
GSK-3p Teste 0,86 0,81 0,83 0,82 0,68
Cruzada 0,83 0,72 0,77 0,75 0,56
BHE Teste 1 0,75 0,94 0,93 0,83
Cruzada 0,98 0,80 0,94 0,94 0,84

Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com a Tabela 1, os valores dos pardmetros variaram da seguinte forma: de
0,77 a 1 para sensibilidade, de 0,72 a 0,92 para especificidade, de 0,77 a 0,94 para acurécia, de
0,75 a 0,94 para precisdo e de 0,56 a 0,84 para MCC. Observou-se que 0s quatro primeiros
parametros apresentaram valores > 0,7 enquanto que o MCC exibiu valores > 0,5,
consequentemente, pode-se dizer que todos os modelos gerados sdo robustos e tiveram
desempenho excelente (RODRIGUES et al., 2020). Os modelos também foram analisados

através dos graficos da curva ROC, que podem ser visualizados na Figura 4 e na Figura 5.
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Figura 4: Curvas ROC dos modelos de AChE, BuChE e BACEL. A) Conjunto de teste de AChE; B) Validacéo
cruzada de AChE; C) Conjunto de teste de BUChE; D) Validacdo cruzada de BUuChg; E) Conjunto de teste de
BACEL; F) Validacdo cruzada de BACEL.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Conforme a Figura 4, os resultados das curvas ROC demonstraram valores > 0,88 para
o0 modelo de AChE, valores > 0,86 para 0 modelo de BUChE e valores > 0,87 para o modelo de
BACEL. Na Figura 5, os valores das curvas ROC foram > 0,9 para o modelo de Ap, > 0,85 para
0 modelo de GSK-3p e > 0,96 para 0 modelo da BHE. S. MAIA et al. (2020) relatam que um
modelo é considerado como perfeito quando o valor da curva ROC é 1. Portanto, como todos
0s modelos desenvolvidos apresentaram valores superiores a 0,8, a probabilidade dos modelos

classificarem corretamente as moléculas é alta. Assim, as moléculas preditas como ativas

53



através dos modelos possivelmente apresentam atividade contra os alvos da doenca de

Alzheimer.

Figura 5: Curvas ROC dos modelos de AB, GSK-3p e BHE. A) Conjunto de teste de AB; B) Validagdo cruzada
de AB; C) Conjunto de teste de GSK-3p; D) Validacdo cruzada de GSK-3pB; E) Conjunto de teste da BHE; F)
Validacéo cruzada da BHE.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ap0ds observar que os modelos construidos tém performance adequada e sdo confiaveis,

iniciou-se a triagem virtual a partir dos 886 flavonoides e analogos. Para isso, foram

selecionadas as moléculas preditas como ativas e que estavam dentro do dominio de

aplicabilidade, ou seja, aquelas que apresentavam semelhancas estruturais com os compostos
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de referéncia, tornando a predi¢do mais segura. Com base nisso, os resultados dos modelos de
QSAR indicaram: 131 moléculas contra AChE, 1 contra BuChE, 6 contra BACE1, 285 contra
a agregacao de AP, 97 contra GSK-3p e 504 moléculas que provavelmente atravessam a BHE
(Tabela 2).

Tabela 2: Dados das moléculas possivelmente ativas que fazem parte do dominio de aplicabilidade dos modelos.

Modelo Total Dominio Probabilidade de atividade
AChE 131 Confiavel 50% a 70%
BuChE 1 Confiavel 50%
BACE1 6 Confiavel 50% a 60%
AB 285 Confiavel 50% a 80%
GSK-3B 97 Confiavel 50% a 62%
BHE 504 Confiavel 50% a 100%

Fonte: Elaborada pela autora.

Depois de obter os resultados dos modelos, verificou-se quais foram as moléculas
preditas como ativas contra 0s cinco alvos da doenca que também passaram no modelo de
permeabilidade na BHE. Das 131 moléculas ativas no modelo de AChE, somente 9 foram
consideradas permeaveis na BHE. A molécula que foi ativa para o0 modelo de BUChE e as 6
ativas para BACE1l ndo apresentaram a permeabilidade esperada. Com relagdo as 285
moléculas ativas no modelo de AP, 39 delas apresentaram resultados positivos no modelo de
permeabilidade. Finalmente, das 97 moléculas ativas no modelo de GSK-3p, 92 foram preditas
como ativas na BHE. Dessa forma, as moléculas ativas nos modelos de AChE, Ap e GSK-3p3
que provavelmente atravessam a BHE foram selecionadas para a proxima etapa da triagem

virtual, a analise dos riscos de citotoxicidade.

5.2 Analise dos riscos de citotoxicidade e das violagdes a regra dos cinco de Lipinski

As moléculas previamente selecionadas foram submetidas a analise dos riscos de
citotoxicidade no programa OSIRIS DataWarrior. Os resultados do programa demonstraram
que 7 moléculas do modelo de AChE, 28 do modelo de AB e 83 do modelo de GSK-3p néo
apresentaram riscos nos parametros analisados: carcinogenicidade, mutagenicidade,
irritabilidade na pele e efeito tdxico no sistema reprodutor. Depois disso, foram investigadas as
moléculas com atividade multialvo entre aquelas isentas de riscos, para reduzir o nimero de
flavonoides nas analises e obter somente os mais promissores frente a doenca. Assim, foram
encontrados 6 flavonoides possivelmente ativos contra mais de um alvo da DA, provavelmente

permeéveis na BHE e que ndo demonstraram riscos de citotoxicidade nas predic¢des realizadas
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(Figura 6). Os nomes e subclasses desses flavonoides estdo representados no Quadro 4, no qual
nota-se que alguns sdo analogos da patuletina, eupatolitina e naringenina. Na Tabela 3, pode-
se observar que FL466, FL511 e FL807 apresentaram uma possivel atividade contra dois alvos
da DA: AChE e AB. Enquanto que FL319 e FL339 exibiram atividade in silico frente a Ap e
GSK-3B. O FL775 teve melhores resultados nos modelos, pois estes indicaram que o flavonoide
é provavelmente ativo contra os trés alvos da DA, com probabilidades variando de 51 a 56%,

sendo a molécula mais promissora neste trabalho.

Figura 6: Estruturas quimicas dos flavonoides multialvo selecionados nas analises in silico.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Quadro 4: Nomes e subclasses dos flavonoides promissores neste estudo.

ID Nome Subclasse
FL319 Patuletina 3-O-sulfato Flavonol
FL339 Eupatolitina 3-O-sulfato Flavonol
FL466 3-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7- Flavonol

{[(2S, 3R, 4S, 5R, 6R)-3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-

ilJoxi}-4H-cromen-4-ona

FL511 Naringenina 4'-O-glicosideo Flavanona

FL775 5-hidroxi-7-metoxi-2-fenil-6-[(2R, Flavona

3S, 4S, 5R, 6S)-3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)oxan-2-il]-4H-

cromen-4-ona
FL807 5-hidroxi-7-metoxi-2-(4- {[(2R, Flavanona
38S, 4R, 58S, 6S)-3,4,5-

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-
ilJoxi}fenil)-3,4-dihidro-2H-1-

benzopiran-4-ona

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3: Probabilidades de atividade (Patv) dos flavonoides multialvo para AChE, A e GSK-3p e riscos de
citotoxicidade (carcinogenicidade, mutagenicidade, irritabilidade na pele e efeito téxico no sistema reprodutor).

ID Patv para AChE Partv para AB Patv para GSK-3p Riscos de
citotoxicidade

FL319 - 63% 55% Nenhum
FL339 - 62% 54% Nenhum
FL466 54% 57% - Nenhum
FL511 59% 51% - Nenhum
FL775 51% 56% 56% Nenhum
FL807 53% 56% - Nenhum

Fonte: Elaborada pela autora.

Os riscos de citotoxicidade também foram determinados para os metabdlitos dos
flavonoides e para os metabolitos dos controles obtidos no programa MetaSite. Na Tabela 4,
verifica-se que os principais metabdlitos gerados para os flavonoides, com probabilidades de
100%, ndo apresentaram riscos de citotoxicidade, com excecdo do metabdlito M4 proveniente
da interacdo do FL511 com a enzima CYP2D6. Este metabdlito demonstrou alto risco de exibir
efeitos toxicos no sistema reprodutor, entretanto, ele apresentou um melhor resultado que o
metabdlito M10 da rivastigmina. O metabdlito M10 tem alta chance de ser carcinogénico,

irritante para a pele e provocar efeitos no sistema reprodutor. Dessa forma, considerou-se que
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os resultados dos riscos de citotoxicidade para os flavonoides como também para seus

metabolitos foram satisfatorios.

Tabela 4: Riscos de citotoxicidade e probabilidades dos metabdlitos dos flavonoides e controles.

Substrato da Metabolito Classificacdo por Riscos de citotoxicidade dos metabdlitos
CYP2D6 probabilidade
FL319 M1 100% Nenhum
FL339 M2 100% Nenhum
FL319 71,42% Nenhum
FL466 M3 100% Nenhum
FL511 M4 100% Efeito no sistema reprodutor (Alto)
FL775 M5 100% Nenhum
FL807 FL511 100% Nenhum
Donepezila M6 100% Nenhum
M7 93,54% Nenhum
Galantamina M8 100% Nenhum
Memantina M9 100% Nenhum
Rivastigmina M10 100% Mutagénico (Baixo)

Carcinogénico (Alto)
Efeito tdxico no sistema reprodutor (Alto)
Irritante (Alto)
M11 100% Nenhum

Fonte: Elaborada pela autora.

Notou-se também que os flavonoides FL319 e FL511 foram gerados entre o0s
metabdlitos preditos pelo programa MetaSite (Figura 7). FL319 resultou da interacéo de FL339
com CYP2D6, enquanto que FL511 surgiu da interagdo de FL807 com a enzima. Esse resultado
demonstra o potencial do FL339 e do FL807 contra a DA, pois a biotransformacdo desses
flavonoides por uma importante enzima do figado provavelmente origina ndo sé metabdlitos

isentos de toxicidade, como também possivelmente ativos.

58



Figura 7: Metabdlitos preditos através da interacdo dos flavonoides e dos controles com CYP2D6.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Através do programa OSIRIS, também foram calculadas algumas propriedades dos
flavonoides multialvo para verificar as violacdes a regra dos cinco de Lipinski (Tabela 5).
Todos os flavonoides possuem peso molecular <500 g/mol, indicando que s@o moléculas
pequenas que podem atravessar mais facilmente as membranas bioldgicas. Ainda, eles
apresentaram valores de cLogP <5, cumprindo dois importantes requisitos estabelecidos por
Lipinski. LogP é um pardmetro que representa a quantidade de espécies ndo ionizadas
distribuidas em um sistema octanol/agua que pode ser interpretado da seguinte forma: valor
positivo sugere que existem mais espécies no solvente octanol do que na agua, portanto, a
molécula é mais lipofilica; valor negativo indica que as espécies se distribuem mais na agua,
assim, a molécula é mais hidrofilica (CIMATT]I, 2013). Com base nisso, nota-se que FL511 e
FL807 sdo mais lipofilicos, enquanto que FL319, FL339, FL466 e FL775 sdo mais hidrofilicos.

Tabela 5: Propriedades calculadas para os flavonoides e quantidade de viola¢@es a regra dos cinco de Lipinski.

ID Peso molecular cLogP Aceptores de Doadores de Violacbes
(g/mol) hidrogénio hidrogénio
FL319 413,334 -1,9015 11 5 1
FL339 427,361 -1,4736 11 4 1
FL466 433,388 -0,8541 10 6 1
FL511 434,396 0,1664 10 6 1
FL775 431,416 -0,8969 9 5 0
FL807 448,423 0,4421 10 5 0

Fonte: Elaborada pela autora.

FL319 e FL339 exibiram 11 aceptores de ligacdo de hidrogénio por causa dos 11 &tomos
de oxigénio em suas estruturas quimicas, assim violaram um dos requisitos da regra de Lipinski.
No que se refere ao FL466 e FL511, eles demonstraram 6 doadores de ligacdo de hidrogénio
devido a presenca de 6 hidroxilas na estrutura de cada, dessa forma também mostraram uma
violagdo. Entretanto, a regra de Lipinski sugere que compostos podem demonstrar baixa
solubilidade e/ou baixa permeabilidade quando eles violam dois ou mais parametros (BENET
etal., 2016). Portanto, os flavonoides multialvo tiveram excelentes resultados por apresentarem
no maximo 1 violagdo, demonstrando propriedades fisico-quimicas favoraveis a
biodisponibilidade oral. Em seguida, os flavonoides foram submetidos aos célculos de

propriedades quanticas associadas a atividade antioxidante.

5.3 Célculos dos parametros fisico-quimicos quanticos relacionados a atividade

antioxidante
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Algumas propriedades fisico-quimicas dos flavonoides e dos controles antioxidantes
foram calculadas no programa HyperChem para prever se os flavonoides apresentam
capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio (Tabela 6). Comparando-se os valores
de AHox dos flavonoides e dos controles, nota-se que todos os flavonoides demonstraram
valores menores que o do acido ascorbico (191,4317) e do &cido galico (202,1262). E relatado
que AHox representa a energia de transferéncia de um Unico elétron, e quanto menor seu valor,
maior é a capacidade da molécula de eliminar radicais livres (SCOTTI, L., 2006; SCOTTI, L.
et al., 2009). Assim, conforme esse parametro, os flavonoides poderiam neutralizar os radicais
através da transferéncia de elétrons.

Com relacdo aos valores de AHf obtidos para os compostos, verifica-se que todos os
flavonoides exibiram valores menores que o valor do acido galico (59,1899). Ainda, FL339
apresentou o melhor resultado entre as moléculas estudadas, pois foi o Unico com valor de AHf
(21,4381) menor que os valores obtidos para os controles (de 21,9305 a 59,1899), com excec¢ao
do a-tocoferol. AHf indica a forca da ligagdo H-O, assim quanto menor for o seu valor, mais
fraca é a ligacdo. A ligacdo mais fraca facilita a abstracdo do hidrogénio, que pode ser
transferido para o radical, permitindo uma maior atividade antioxidante do composto fendlico
(CHENG, Z. et al., 2002). Portanto, como os flavonoides exibiram baixos valores de AHf,
acredita-se que eles possuam alta capacidade de perder os hidrogénios do grupo hidroxila,

contribuindo para a atividade anti-radicalar.

Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas quanticas dos flavonoides e dos controles acido ascorbico (AA), acido
galico (AG), a-tocoferol (AT), y-tocoferol (GT) e 4-nerolidilcatecol (NC).

Enomo ELumo (H' Hn Hr Hc AHs AHox
(eV) (eV) L)ear  (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
(eV)

FL319 -9,0378 -1,5079 -7,5299 -369,5794 -345,3632 -184,6551 24,2162 184,9242
FL339 -9,0810 -1,3678 -7,7131 -359,8007 -338,4526 -178,6092 21,4381 181,2815
FL466  -8,7038 -1,0558 -7,6480 -354,8941 -331,1617 -180,0111 23,7324 174,8830
FL511  -9,3557 -0,6451 -8,7106 -382,9457 -333,7040 -194,3003 49,2417 188,6454
FL775 -9,2662 -1,0741 -8,1921 -312,1661 -263,2469 -125,6439 48,9192 186,5222
FL807  -9,2575 -0,5630 -8,6945 -374,8815 -327,9278 -190,7247 46,9537 184,1568
AA -9,6357  -0,5529  -9,0828 -233,8522 -187,6315  -42,4205 46,2207 191,4317
AG -9,4806 -0,8575 -8,6231 -197,7264 -138,5365 4,3998 59,1899 202,1262
AT -8,3599  0,3261  -8,6860 -183,1622 -162,7514  -13,6582 20,4108 169,5040
GT -8,3773  0,3168  -8,6941 -177,4785 -155,5480 -5,7916 21,9305 171,6869
NC -8,6660  0,3074 -8,9734  -61,4141 -39,0341  116,7199 22,3800 178,1340

Fonte: Elaborada pela autora.
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Analisou-se também o intervalo (GAP) entre as energias de HOMO e de LUMO para
verificar a reatividade das moléculas, pois quanto maior € esse intervalo, mais estavel e ndo
reativa € a molécula, e quanto menor o intervalo, mais reativa ela é (ZHANG, G.; MUSGRAVE,
2007). Os dados obtidos para 0 GAP indicaram que todos os flavonoides foram mais reativos
que o acido ascorbico e 4-nerolidilcatecol. Além disso, pode-se observar a seguinte ordem de
reatividade: FL319 > FL466 > FL339 > FL775 > FL807 > FL511. Logo, FL319, FL466 e
FL339 foram as moléculas mais reativas da série em estudo, consequentemente, podem perder
mais facilmente um elétron e neutralizar o radical livre, aumentando a probabilidade de
apresentarem atividade antioxidante. Esses resultados foram compativeis com dados da
literatura, nos quais a presenca de grupo hidroxila na posi¢ao 4’ (para) no anel B e a presenca
da dupla ligacdo entre C,-C3 conjugada ao grupo carbonila na posic¢ao 4 no anel C favorecem a
atividade antioxidante de flavonoides (SEKHER PANNALA et al., 2001).

5.4 Analises do programa Volsurf+

Ap0s a andlise dos parametros fisico-quimicos dos flavonoides relacionados a atividade
antioxidante, o programa Volsurf+ foi utilizado para desenvolver os modelos da CPCA, PCA e
para gerar os campos de interagdo molecular (MIFs). O modelo da CPCA permitiu observar os
blocos de descritores com maior peso atraves de um gréfico (Figura 8).

Figura 8: Grafico do peso dos blocos do modelo da CPCA considerando PC1 e PC2.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Neste grafico, os blocos de descritores estdo representados no espago, onde a posicao
de cada bloco é proporcional a sua contribuicdo para cada componente principal (PC). Blocos
proximos da origem do grafico contribuem pouco para o PC, enquanto que os blocos mais
distantes mostram maiores contribui¢fes. Assim, os blocos mais representativos foram DRY e
LOGS. Essa informacdo tambem pode ser verificada na Tabela 7, na qual observa-se que PC1
e PC2 explicaram mais de 73% da variancia total dos dados usando o bloco DRY e explicaram
mais de 68% da variancia total usando o bloco LOGS. Logo, como esses blocos contribuiram
mais para 0 modelo da CPCA, seus descritores foram utilizados para construir o0 modelo da
PCA.

Tabela 7: Variancia explicada através dos blocos DRY e LOGS do modelo da CPCA.

Bloco % da variancia total explicada (PC1 + PC2)
DRY 73,817
LOGS 68,883

Fonte: Elaborada pela autora.

O modelo da PCA foi desenvolvido com 35 varidveis dos blocos DRY e LOGS e
apresentou bons resultados, ja que mais de 74% da variancia total dos dados foi explicada por
PC1 e PC2, conforme a Tabela 8.

Tabela 8: Variancia explicada pelos componentes do modelo da PCA.

PC % da variancia total explicada % da variéncia total explicada e
acumulada
1 29,496 29,496
2 44,983 74,479
3 6,683 81,118
4 11,359 92,476
5 7,524 100

Fonte: Elaborada pela autora.

Em sequéncia, foram produzidos os graficos que demonstram a distribuicdo das
moléculas e dos descritores no espacgo, representados na Figura 9. O manual do Volsurf+
(http://www.moldiscovery.com) foi consultado para elucidar os significados dos descritores
obtidos.
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Figura 9: Distribuicdo das moléculas e dos descritores moleculares no modelo da PCA. A) Gréafico das moléculas;
B) Gréfico dos descritores.
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Fonte: Elaborada pela autora.

No gréfico B, nota-se que a maioria dos descritores foi produzida através da sonda
hidrofébica DRY: volumes hidrofébicos (D1-D8), fatores de capacidade (CD1-CD8) e
momento de energia de interacdo hidrofobica (ID1-1D4). Desses descritores, 0s dois primeiros
tipos descrevem regides hidrofobicas nas moléculas e foram calculados em 8 diferentes niveis
de energia adaptados a faixa de energia padrdo de interacdes hidrofébicas (de -0,2 a -1,6
kcal/mol). Enquanto que D1-D8 se referem ao envelope molecular responsavel por formar
interacbes hidrofébicas, CD1-CD8 representam a razdo do volume hidrofébico sobre a
superficie molecular total. O terceiro grupo de descritores gerado pela sonda DRY, 1D1-1D4,
descreve a distancia entre o centro de massa de uma molécula e o centro de regides hidrofobicas.
Ao comparar a posicdo dos descritores da sonda DRY no gréfico B com a posi¢do dos
flavonoides no grafico A, observa-se que esses descritores estdo relacionados com todos 0s
flavonoides, exceto FL319. Esse resultado sugere que FL339, FL466, FL511, FL775 e FL807
sdo capazes de formar interacdes hidrofébicas de forma mais favoravel com os atomos
hidrofdbicos de outras moléculas.

O restante dos descritores do modelo da PCA caracterizou a solubilidade: solubilidades
em varios pH (LgS3 - LgS11), sendo o logaritmo de solubilidades calculadas em diversos pH
(de 3a11); e coeficientes de perfil de solubilidade (LOIgS - L41gS), que s&o Uteis para distinguir
compostos com solubilidade semelhante, mas diferente perfil dependente de pH. Assim, como
os descritores de solubilidade foram demonstrados em posi¢fes proximas aos flavonoides
FL466 e FL511, acredita-se que estas moléculas possuam um melhor perfil de solubilidade em

comparacgao as outras moléculas estudadas.
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No Volsurf+, a fungdo GRID foi utilizada para averiguar as regides dos flavonoides que
formam interacbes energeticamente favoraveis. Para isso, foram formados os MIFs dos
flavonoides interagindo com a sonda agua (H-0), sonda hidrofobica (DRY), sonda doadora de
ligacdo de hidrogénio (NH) e sonda aceptora de ligacao de hidrogénio (O de carbonila) (Figura
10).

Figura 10: Campos de interacdo molecular dos flavonoides interagindo com as sondas H,O (azul-claro), DRY

(verde), NH (azul-escuro) e O de carbonila (vermelho). A) FL319; B) FL339; C) FL466; D) FL511; E) FL775; F)
FL807. Niveis de energia de -3 kcal/mol (H20, NH e O) e -1 kcal/mol (DRY).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os resultados dos MIFs indicaram que os flavonoides apresentam tanto regides
hidrofébicas (em verde) como regides hidrofilicas (em azul-claro) em suas superficies
moleculares, sendo que as regides responsaveis pelas interacGes hidrofobicas estdo
concentradas principalmente nos anéis A, B e C. Ainda, pode-se perceber que ocorreram
diversas interacOes entre os flavonoides e a sonda NH (em azul-escuro) devido ao nimero
elevado de atomos de oxigénio em suas estruturas (de 9 a 11), gerando grandes MIFs que
representam as regides dos flavonoides que podem aceitar ligacdes de hidrogénio. Os MIFs
resultantes das interagdes dos flavonoides com a sonda O de carbonila (em vermelho) foram
menores, pois estes possuem no maximo 6 hidroxilas capazes de doar ligagdes de hidrogénio.
Depois de obter os resultados do Volsurf+, os flavonoides foram submetidos ao estudo de

docking molecular.

5.5 Docking molecular

A ancoragem molecular dos flavonoides e dos controles com os alvos da DA foi
realizada no programa Molegro Virtual Docker. Os alvos escolhidos foram AChE (PDB ID:
4MOE), Ap (PDB ID: 11YT) e GSK-3p (PDB ID: 1Q5K), pois os flavonoides multialvo
demonstraram atividade contra eles nos modelos de QSAR. Essa analise teve o objetivo de
investigar a afinidade e as interacdes dos flavonoides com esses alvos, e consequentemente,
descobrir seus possiveis mecanismos de acdo. O procedimento do docking foi validado com a
realizacio do redocking, obtendo-se os seguintes valores de RMSD: 0,112597 A na ancoragem
com AChE e 0,234942 A na ancoragem com GSK-3B. Como os valores de RMSD foram
menores que 2 A, pode-se dizer que a funcio de pontuacio do programa MVD foi aplicada com
sucesso, demonstrando que esse programa € uma ferramenta de docking adequada. Assim, o
estudo de docking molecular realizado neste trabalho é confiavel.

Conforme a Tabela 9, os flavonoides testados exibiram excelentes energias de ligacao
com AChE: -164,467 kcal/mol (FL466), -156,261 kcal/mol (FL511), -154,829 kcal/mol
(FL775) e -161,769 kcal/mol (FL807). Eles apresentaram energias de ligacdo mais baixas que
as energias dos controles (de -110,546 a -130,159 kcal/mol), indicando que esses flavonoides
tém maior afinidade com a proteina. No que diz respeito as interacbes com 0s residuos de
aminodcidos da proteina, nota-se que FL466 e FL511 formaram interacdes hidrofébicas com
0s residuos Trp286 e Tyr341 assim como todos os controles de AChE (Figura 11 e Figura 12).
FL755 e FL807 interagiram com esses residuos por meio de interacfes hidrofobicas (Trp286)

e forgas de van der Waals (Tyr341). Ainda, os residuos Tyr72 e Asp74 foram demonstrados
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interagindo com todas as moléculas analisadas. Enquanto que FL466, FL511 e FL807
realizaram interac6es de van der Waals com esses residuos, FL775 fez ligacdes de hidrogénio
com eles. Outro residuo que se destacou nos resultados do docking foi Tyr124, que também
participou de interacdes com todos os flavonoides e os controles. Tyr 124 formou interagdes
hidrofobicas com FL466 e FL807, fez uma ligagdo de hidrogénio com FL775 e apresentou uma
interacdo de van der Waals com FL511. Dados provenientes da literatura informam que os
residuos Tyr72, Asp74, Tyrl24, Trp286 e Tyr341 consistem o PAS de AChE, enquanto que 0s
residuos Ser203, His447 e Glu334 representam o CAS de AChE (JOHNSON; MOORE, 2005).
Logo, como os flavonoides FL466, FL511, FL775 e FL807 interagiram com todos os residuos
criticos do PAS da proteina, eles apresentam alta probabilidade de inibir a atividade proteica.
Além disso, observa-se que FL511 e FL807 formaram ligacdes de hidrogénio com o residuo
Ser203 da triade catalitica da enzima, assim esses flavonoides poderiam atuar atraves de um

mecanismo misto, inibindo os dois sitios importantes para a atividade de AChE.

Tabela 9: Energias de ligacdo e interacdes dos flavonoides e dos controles com AChE.

Molécula Energia Interacdes
(kcal/mol)
Tipos Residuos de aminoacidos
FL466 -164,467 Hidrogénio Asn87, Ser293 e Phe295
Hidrofébica Tyrl24, Trp286 e Tyr341
Van der Waals  Tyr72, Val73, Asp74, Trp86, Gly121, Ser125, Gly126,
Leu289, Val294, Arg296, Phe297, Tyr337 e Phe338
Estérica Tyrl24
Eletrostética -
FL511 -156,261 Hidrogénio Gly122, Ser203, Ala204 e Trp236
Hidrofébica Trp286 e Tyr341
Van der Waals  Tyr72, Asp74, Gly120, Gly121, Phel23, Tyrl24, Ser
125, Leu289, Ser293, Val294, Phe295, Arg296, Phe297,
Phe338 e His447
Estérica Tyr337
Eletrostatica -
FL775 -154,829 Hidrogénio Tyr72, Asp74 e Tyrl24
Hidrofébica Trp286

Van der Waals

Estérica

Thr75, Leu76, His287, Leu289, GIn291, Glu292,
Ser293, Val294, Phe295, Arg296, Phe297, Tyr337,
Phe338 e Tyr341
Tyrl24
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Eletrostatica

FL807 -161,769 Hidrogénio Ser203 e Tyr337
Hidrofébica Tyrl24 e Trp286
Van der Waals  Tyr72, Asp74, Trp86, Gly120, Gly121, Ser125, Leu289,
Ser293, Val294, Phe295, Arg296, Phe297, Phe338 e
Tyr341
Estérica -
Eletrostatica -
Donepezila -130,159 Hidrogénio Asp74, Val294, Phe295 e Tyr337
Hidrofébica Trp286, Tyr337 e Tyr341
Van der Waals  Tyr72, Thr83, Trp86, Asn87, Pro88, Gly121, Tyr124,
Ser125, Leu289, Glu292, Ser293, Arg296, Phe297 e
Phe338
Estérica Tyr337
Eletrostatica Asp74
Galantamina -118,675 Hidrogénio Tyrl24 e Tyr 341
Hidrofébica Trp286, Phe297 e Tyr341
Van der Waals Tyr72, Asp74, Leu289, Ser293, Val294, Phe295,
Arg296, Tyr337 e Phe338
Estérica -
Eletrostatica -
Rivastigmina -110,546 Hidrogénio Tyrl24, Ser293 e Arg296

Hidrofébica
Van der Waals
Estérica

Eletrostatica

Trp286, Phe297, Tyr337, Phe338 e Tyr341
Tyr72, Asp74, Gly122, Leu289, Val294 e Phe295

Diidrotansinona |

-128,724 Hidrogénio
Hidrofobica
Van der Waals
Estérica

Eletrostatica

Ser293, Val294, Phe295 e Tyr337
Tyr72, Trp286, Phe297, Tyr 337, Phe338 e Tyr341
Asp74, Tyrl24 e Arg296

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 11: Interages em 3D e em 2D dos flavonoides com AChE. A) FL466; B) FL511; C) FL775; D) FL807.
As ligacOes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interages hidrofobicas sdo destacadas
em rosa, as interacBes estéricas sao marcadas em vermelho e as interaces de van der Waals em verde.
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Figura 12: Interacdes em 3D e em 2D dos controles com a enzima AChE. A) Donepezila; B) Galantamina; C)
Rivastigmina; D) Diidrotansinona I. As ligagdes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as
interacGes hidrofébicas sdo destacadas em rosa, as interagdes estéricas sdo marcadas em vermelho, as interagdes

de van der Waals em verde e as mteragoes eletrostaticas em amarelo.
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Com relacdo aos resultados do ancoramento com o peptideo AP, os flavonoides
demonstraram as seguintes energias de ligacdo: -57,879 kcal/mol (FL319), -53,7901 kcal/mol
(FL339), -76,6393 kcal/mol (FL466), -73,5682 kcal/mol (FL511), -73,4800 kcal/mol (FL775)
e -76,8417 kcal/mol (FL807) (Tabela 10). Todos exibiram energias de ligacdo mais baixas que
a do controle resveratrol (-40,8924 kcal/mol), logo, eles possuem afinidade com o peptideo.
FL466 e FL807 mostraram maior afinidade entre os flavonoides, pois suas energias de ligacao
também foram mais baixas que as energias dos controles curcumina (-65,1864 kcal/mol) e
EGCG (-76,3406 kcal/mol).

Em seguida, verificou-se as interacBes das moléculas com os residuos de AB que
participam do processo de agregagdo: Leul7-Ala21 (regido do CHC) e Ala30-Ala42 (regido
hidrofdbica do terminal C)(SARAIVA et al., 2010; XIE, H.; GUO, 2021). Pode-se observar
que todos os flavonoides e controles interagiram com os residuos Leul7, Phe20 e Ala2l da
regido do CHC. FL319, FL339 e FL775 fizeram ligagOes de hidrogénio com Leul7 e Ala21 e
interacdes hidrofébicas com Phe20. FL466 formou uma ligacdo de hidrogénio com Leu 17 e
interacOes hidrofobicas com Phe20 e Ala21 (Figura 13). Enquanto que FL511 fez uma ligacéo
de hidrogénio com Ala21 e interacdes hidrofébicas com Leul7 e Phe20 (Figura 14). A respeito
do FL807, ele formou: uma ligacdo de hidrogénio com Phe20; interagdes hidrofébicas com
Phe20 e Ala21; e uma interagdo de van der Waals com Leul7. No que concerne as interac0es
com os residuos da regido hidrofobica do terminal C, nota-se que curcumina e resveratrol
formaram interacGes de van der Waals com Leu34 (Figura 15). Ao comparar com as interacdes
dos flavonoides, observa-se que todos eles também interagiram com Leu34 por meio de forcas
de van der Waals. Além disso, alguns flavonoides demonstraram afinidade com outros residuos
da regido: FL319, FL339 e FL775 interagiram com lle31; FL775 e FL807 interagiram com
Met35. Esses resultados sugerem que os seis flavonoides analisados neste trabalho apresentam
potencial na inibi¢do da agregacdo de AP devido as suas interacdes com residuos fundamentais

para esse processo.
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Tabela 10: Energias de ligacdo e interaces dos flavonoides e dos controles com Ap.

Molécula Energia Interacdes
(kcal/mol)
Tipos Residuos de aminoacidos
FL319 -57,879 Hidrogénio Hisl3, Leul7 e Ala21
Hidrofobica Phe20 e Val24
Van der Waals Vall8, lle31 e Leu34
Estérica -
Eletrostatica Lys16
FL339 -53,7901 Hidrogénio His13, Leul? e Ala21
Hidrofobica Phe20 e Val24
Van der Waals Vall8, lle31 e Leu34
Estérica -
Eletrostatica Lys16
FL466 -76,6393 Hidrogénio Lysl6 e Leul?
Hidrofébica Phe20, Ala21 e Val24
Van der Waals His13, Gly25 e Leu34
Estérica -
Eletrostética -
FL511 -73,5682 Hidrogénio His13 e Ala21
Hidrofébica Leul?7, Phe20 e Val24
Van der Waals Leu34
Estérica -
Eletrostatica Lys16
FL775 -73,4800 Hidrogénio Leul?7 e Ala21
Hidrofébica Phe20, Ala21 e Val24
Van der Waals His13, Gly25, Lys28, lle31 e Leu34
Estérica Lys16
Eletrostatica Met35
FL807 -76,8417 Hidrogénio Phe20
Hidrofobica Phe20, Ala21 e Val24
Van der Waals His13, Lys16, Leul7, Gly25, Lys28, Leu34 e Met35
Estérica -
Eletrostatica -
Curcumina -65,1864 Hidrogénio Ala21
Hidrofébica Lys16 e Leul7

Van der Waals
Estérica

Eletrostatica

His13, Phe20, Val24 e Leu34
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EGCG -76,3406 Hidrogénio Leul?7, Phe20 e Ala21
Hidrofébica Lys16, Leul?, Phe20, Ala2l e Val24
Van der Waals His13 e Gly25
Estérica -
Eletrostética -
Resveratrol -40,8924 Hidrogénio His13
Hidrofébica Leul?, Phe20, Ala21 e Val24
Van der Waals Leu34
Estérica -
Eletrostatica Lys16

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 13: InteracBes em 3D e em 2D dos flavonoides com AB. A) FL319; B) FL339; C) FL466. As ligagdes de
hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interages hidrofobicas sdo destacadas em rosa, as
interacOes de van der Waals em verde e as interacOes eletrostaticas em amarelo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 14: Interacfes em 3D e em 2D dos flavonoides com Af. A) FL511; B) FL775; C) FL807. As ligagdes de
hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interages hidrofobicas sdo destacadas em rosa, as
interacOes estéricas sdo marcadas em vermelho, as interacGes de van der Waals em verde e as interacGes
eletrostaticas em amarelo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 15: Interacbes em 3D e em 2D dos controles com AB. A) Curcumina; B) EGCG; C) Resveratrol. As
ligagOes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interagdes hidrofdbicas sédo destacadas em
rosa, as interacfes de van der Waals em verde e as interacdes eletrostaticas em amarelo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

No que se refere aos resultados do ancoramento com GSK-3p, os flavonoides testados
apresentaram as seguintes energias de ligacdo: -98,6166 kcal/mol (FL319), -101,2310 kcal/mol
(FL339) e -101,9710 kcal/mol (FL775) (Tabela 11). Assim, FL339 e FL775 exibiram energias
mais baixas que a do inibidor TMU (-99,5956 kcal/mol), enquanto que FL319 demonstrou um
valor de energia proximo ao do inibidor. Dessa forma, acredita-se que os trés flavonoides tém

afinidade com GSK-3p. Depois disso, foram analisadas as intera¢cdes das moléculas com os
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principais residuos do sitio de ligagdo do ATP da proteina de acordo com a literatura cientifica.
Relata-se que as interaces com os residuos Leul30-Glul137 potencializam a atividade contra
GSK-3B, enquanto que as interages com os residuos Lys85, Glu97, Argl41, GIn185 e Asp200
contribuem para a atividade e seletividade de inibidores (KRAMER; SCHMIDT; LO MONTE,
2012). Verificou-se que todos os flavonoides testados e o controle mostraram interagfes com
residuos em comum: Leul32, Aspl133, Tyrl34, Vall35 e Argl4l (Figura 16). Os tipos de
interacdo dos flavonoides FL319 e FL339 com os residuos foram: ligacGes de hidrogénio com
Aspl33 e interacdes de van der Waals com Leul32, Tyrl34 e Vall135. Ainda, eles exibiram
ligacGes de hidrogénio com os residuos Argl141 e GIn185, podendo favorecer sua seletividade
para a proteina. Com relagdo ao FL775, ele formou ligacdes de hidrogénio com os residuos
Tyrl34-Glul37, melhorando sua afinidade com a enzima. Essa afinidade também pode ser
aumentada através da sua interagcdo hidrofobica com Leul32 e da sua interacdo de van der
Waals com Aspl33. Além disso, FL775 participou de interagdes de van der Waals com 0s
residuos Lys85, Argl4l e Asp200, envolvidos na seletividade de inibidores. Portanto, os
resultados obtidos para GSK-3p indicam que FL319, FL339 e FL775 interagem com o sitio de
ligacdo do ATP e possivelmente possuem atividade e seletividade frente a proteina. Apds a
analise de docking molecular, foram realizadas simulacbes de dindmica molecular com os

flavonoides multialvo.
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Tabela 11: Energias de ligacdo e interacdes dos flavonoides e do controle com GSK-3p.

Molécula Energia Interacdes
(kcal/mol)
Tipos Residuos de aminoacidos
FL319 -98,6166 Hidrogénio Aspl33, Argl4l, GInl85 e Cys199
Hidrofobica Ile62, Ala83 e Leul88
Van der Waals Val70, GIn72, Val110, Leul32, Tyr134, Val135,
Thr138 e Asn186
Estérica -
Eletrostatica -
FL339 -101,2310 Hidrogénio Val61, Aspl33, Argl4l, GIn185 e Cys199
Hidrofobica I1e62, Ala83 e Leul88
Van der Waals Lys 60, Val70, GIn72, Val110, Leul32, Tyrl134,
Vall135, Glul37, Thr138 e Asn186
Estérica -
Eletrostética -
FL775 -101,9710 Hidrogénio 1le62, Tyr134, Val135, Pro136 e Glul137
Hidrofébica lle62, Ala83, Val110, Leul32, Leul88 e Cys199
Van der Waals  Val61, Gly63, Val70, Lys85, Met101, Asp133, Thr138,
Argl41 e Asp200
Estérica -
Eletrostatica Cys199
Inibidor TMU -99,5956 Hidrogénio Aspl133, Tyr134, Vall35 e Pro136
Hidrofobica 11e62, Ala83 e Leul88

Van der Waals

Estérica

Eletrostatica

Val6l, Val70, Lys85, Val110, Leul32, Glul37, Thr138,
Cys199 e Asp200

Argl41l

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 16: Interacdes em 3D e em 2D dos flavonoides e do controle com GSK-3p3. A) FL319; B) FL339; C)
FL775; D) Inibidor TMU. As ligagBes de hidrogénio sdo destacadas por linhas tracejadas verdes, as interagdes
hidrofébicas sdo destacadas em rosa, as interacGes de van der Waals em verde e as interacBes eletrostaticas em
amarelo.
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5.6 Simulagdes de dindAmica molecular

Os flavonoides multialvo e alguns controles foram selecionados para as simulac6es de
dindmica molecular performadas no programa GROMACS com o objetivo de analisar a
estabilidade dos complexos formados. Assim, foram gerados graficos do RMSD que informam
sobre a flexibilidade do alvo e dos ligantes e graficos da RMSF que demonstram os residuos de
aminoacidos que contribuem para as mudancas conformacionais dos alvos.

Os resultados do RMSD para AChE indicaram que sua conformagdo variou de 0,15 a
aproximadamente 0,35 nm, apresentando alta estabilidade na presenga dos ligantes durante a
maior parte das simulagc@es (Figura 17A). O complexo AChE-FL775 demonstrou instabilidade
somente de 3 a 4 ns, em seguida manteve-se em equilibrio. Para o complexo AChE-FL511,
houve uma perda de estabilidade em aproximadamente 8 ns, mas apds 1 ns a estabilidade foi
recuperada. Pode-se dizer que AChE complexada com FL775 e FL511 foi mais estavel que 0s
complexos formados com FL466 e FL807, pois sua interagdo com estes Ultimos flavonoides
permitiu uma maior variagao nos valores do RMSD durante a simulacéo.

Com relagéo aos valores do RMSD obtidos para AB, nota-se que eles variaram de 0,25
a 1,25 nm, indicando que o peptideo sofre mudangas conformacionais no decorrer da analise
(Figura 17B). Nota-se que o complexo com FL807 exibe maior estabilidade do que aquele com
curcumina, pois a conformacéo do alvo com o flavonoide ficou estavel apds 2 ns enquanto que
a conformagéo com o inibidor apresentou instabilidade de 4 a 6 ns. Os complexos de Ap com
os outros flavonoides exibiram alguns picos de instabilidade: apds 4 ns (FL319); em 8,5 ns
(FL339); em4nsede7a9ns (FL466); em 3 ns (FL511); e a partir de 5,5 ns (FL775). Observa-
se também que entre os complexos do peptideo com os flavonoides, aqueles com FL339, FL511
e FL807 foram os mais estaveis durante 6 ns da simulacéo (de 4 a 10 ns).

Os valores do RMSD para GSK-3p foram demonstrados no grafico variando entre 0,2
e 0,45 nm (Figura 17C). Ao comparar os resultados dos flavonoides com o do inibidor TMU,
verifica-se que o complexo GSK-3B-FL339 foi altamente instavel principalmente apos 4 ns de
simulacdo. Os complexos com FL319 e com FL775 exibiram estabilidade satisfatoria: entre 2
e 6 nscom FL319 e entre 4 e 8 ns com FL775.

A flexibilidade dos ligantes com os alvos também foi analisada atraves de graficos do
RMSD. O ligante que demonstrou maior estabilidade frente a AChE foi FL775, seguido pelo
FL466 que perdeu a estabilidade somente ap0ds 8 ns do inicio da simulacdo de dinamica (Figura
18A). FL511 e FL807 mostraram instabilidade assim como o controle donepezila. Quanto a

flexibilidade das moléculas que interagiram com A, constata-se que o FL775 foi o ligante mais
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estavel, seguido por FL319 e FL339 (Figura 18B). Os outros flavonoides demonstraram varios
picos de instabilidade, entretanto, eles apresentaram melhores resultados que o controle
curcumina, que foi o composto mais instavel frente a Ap. Acerca da estabilidade estrutural dos
compostos complexados com GSK-3, o FL319 exibiu alta estabilidade a partir de 2 ns até o
final da simulacdo (Figura 18C). FL339 foi mais estavel que o inibidor TMU principalmente a

partir de 6 ns, enquanto que FL775 foi instavel entre 3 e 8 ns.
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Figura 17: Valores do RMSD para os atomos de Ca dos alvos complexados aos flavonoides e controles. A) AChE;
B) AB; C) GSK-3B.
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Figura 18: Valores do RMSD para os atomos de Ca. dos flavonoides e dos controles complexados com os alvos.
A) AChE; B) AB; C) GSK-3p.
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As flutuagdes dos residuos de aminoacidos dos alvos complexados com os ligantes
foram observadas através da analise da RMSF. Valores baixos da RMSF sugerem flexibilidade
diminuida do residuo, em contrapartida, valores altos indicam flexibilidade aumentada, sendo
que residuos com flutuacdes acima de 0,3 nm contribuem para as mudangas conformacionais
dos alvos (DOS SANTOS MAIA et al., 2020). Dessa forma, foram pesquisados os residuos de
aminoacidos com flutuagdes > 0,3 nm e se estes residuos constituem ou ndo os sitios ativos dos
alvos. Logo, foram analisados todos os residuos da AChE que contribuiram com a flexibilidade
da enzima: 4, 23, 77, 79, 80, 81, 89, 136, 165, 265-268, 288, 291, 369, 384-387, 389, 393, 493,
534, 535 e 538-542 (Figura 19A). Esses dados indicam que ap6s a formacdo dos complexos da
proteina com os ligantes, até 30 residuos de um total de 542 favoreceram mudancas estruturais
da AChE. Além disso, nenhum dos 30 residuos constituem o CAS (residuos 203, 334 e 447) ou
0 PAS (residuos 72, 74, 124, 286 e 341) da enzima. Esses resultados sugerem que os flavonoides
estabilizaram os residuos do PAS da AChE.

No que se refere as flutuacbes dos residuos em AP, verificou-se que os residuos 1-6
estavam altamente flexiveis em todos os complexos formados (Figura 19B). Com relacéo aos
residuos da regido CHC (17-21) do peptideo, nota-se que apenas o residuo 19 do complexo AB-
FL807 demonstrou flutuagdo acima de 0,3 nm bem como o residuo 20 do complexo AB-FL466.
Os complexos com os outros flavonoides e com o controle ndo exibiram residuos com
flutuacBes elevadas nessa regido. Ao verificar os residuos da regido hidrofébica do terminal C
(30-42), foi constatado que todos os complexos de A com os ligantes apresentaram diversos
residuos dessa regido com flutuagdes acima de 0,3 nm. Portanto, acredita-se que o peptideo AP
é estabilizado pelos flavonoides e pelo controle curcumina através da interagdo com a regido
CHC.

Os residuos com flexibilidade elevada em GSK-3p também foram investigados,
obtendo-se os residuos nas posi¢des 35-37, 48-50, 53, 57-68, 74-80, 88-94, 119-125, 145, 148-
151, 209, 216, 220, 278, 282, 290, 295, 297, 306, 308, 347, 349, 355, 368, 369, 380-384 (Figura
19C). Assim, entre 414 residuos de GSK-3B, 65 residuos participaram de mudancas
conformacionais da proteina. Os resultados obtidos para os complexos de GSK-3B foram
excelentes, visto que os residuos do sitio de ligacdo do ATP que contribuem para a atividade e
seletividade de inibidores (85, 97, 130-137, 141, 185 e 200) ndo apresentaram flutuacdes
superiores a 0,3 nm. Assim, pode-se dizer que os flavonoides estabilizaram os residuos do sitio
ativo de GSK-3.
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Figura 19: Valores da RMSF para os atomos de Ca dos residuos de aminoacidos dos alvos interagindo com os
flavonoides e controles. A) AChE; B) AB; C) GSK-3p.
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6. CONCLUSAO

Através das analises computacionais realizadas neste estudo, foi possivel selecionar seis

flavonoides da familia Asteraceae com potencial contra os alvos da doenga de Alzheimer:
FL319, FL339, FL466, FL511, FL775 e FL807. De acordo com os resultados obtidos in silico,

as seguintes consideracdes podem ser feitas:

Nos modelos de QSAR, os flavonoides demonstraram possivel atividade multialvo:
FL319 e FL339 provavelmente inibem a agregacdo do peptideo AP e a atividade de
GSK-3pB; FL466, FL511 e FL807 poderiam inibir AChE e o0 processo de agregacéo de
AP; e FL775 foi indicado como provavel inibidor dos trés alvos. Além disso, os dados
obtidos sugeriram que eles possivelmente atravessam a barreira hematoencefélica,
sendo uma capacidade fundamental para atingir os alvos da doenca e exercer atividade.
Na avaliacdo dos riscos de citotoxicidade, os flavonoides relatados como também os
metabolitos preditos para eles ndo exibiram riscos, com exce¢do do metabdlito M4
originado da interacdo de FL511 com CYP2D6. No entanto, esse metabolito mostrou
menor risco que o metabdlito M10 da rivastigmina, dessa forma, considera-se que 0s
flavonoides exibiram resultados excelentes na analise de citotoxicidade e praticamente
n&o demonstram riscos a saude humana.

No estudo das violagbes a regra dos cinco de Lipinski, observou-se que 0s seis
flavonoides sdo moléculas pequenas (peso molecular <500 g/mol), sendo uma
caracteristica que contribui para a sua permeabilidade nas membranas bioldgicas.
Ainda, foi verificado que FL319, FL339, FL466 e FL775 sdo mais hidrofilicos,
enquanto que FL511 e FL807 sdo mais lipofilicos. Como os flavonoides violaram no
méaximo 1 parametro da regra de Lipinski, acredita-se que eles tém alta probabilidade
de serem biodisponiveis por via oral. Notou-se que esses flavonoides apresentam grupos
doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio, que foram visualizados formando
campos de interacdo molecular com as sondas NH e O de carbonila no programa
Volsurf+. Esses resultados corroboram os dados da analise de docking molecular, na
qual os flavonoides formaram ligacGes de hidrogénio com AChE, AB e GSK-3p.

No estudo dos parametros fisico-quimicos relacionados a atividade antioxidante, todos
os seis flavonoides analisados foram mais reativos e apresentaram maior capacidade de
perder um elétron e neutralizar radicais livres em comparacdo com o acido ascorbico,

indicando que eles possuem propriedades antioxidantes.
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Os procedimentos de docking molecular e de dindmica molecular forneceram
informacdes sobre os possiveis mecanismos de acdo dos flavonoides e da estabilidade
dos complexos ligante-alvo. No estudo de docking, FL466, FL511, FL775 e FL807
interagiram com os residuos de aminoacidos do PAS (Tyr72, Asp74, Tyrl24, Trp286 e
Tyr341) da AChE. Na dindmica, observou-se que esses residuos ndo exibiram
flutuagdes acima de 0,3 nm, indicando que eles foram estabilizados pelos flavonoides.
Notou-se que os seis flavonoides interagiram com os residuos Leul7 e Ala21 do CHC
de AP, estabilizando-os. Também foi verificado que FL319, FL339 e FL775 interagiram
com os residuos Leul132, Tyr134, VVal135 e Arg141 do sitio de ligacdo do ATP de GSK-
3B, estabilizando-os.

Portanto, conclui-se que os flavonoides investigados neste trabalho possuem
propriedades fisico-quimicas favoraveis e provavelmente apresentam atividade
multialvo contra a doenca de Alzheimer, demonstrando potencial para serem testados

experimentalmente.
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