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Resumo

Introducgdo. A Doenca de Parkinson (DP) é uma patologia neuroldgica caracterizada pela
degeneragdo crbnica e progressiva de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra pars
compacta (SNpc) e é a segunda desordem neurodegenerativa mais comum, sendo a idade o
principal fator de risco. A L-3,4-dihidroxifenilanina (L-DOPA) tem sido amplamente utilizada
como o principal tratamento de DP. Todavia, a maioria dos pacientes cronicamente tratados
com L-DOPA apresentam efeitos adversos motores e psiquiatricos. Assim, varias estratégias
terapéuticas tém sido testadas a fim de repor dopamina estriatal de maneira mais fisioldgica,
dentre elas a utilizagdo de inibidores da Monoamina Oxidase B (MAO-B). Objetivo. Obter
modelos teoricos de novos inibidores da MAO-B, com caracteristicas fisico-quimicas para o
desenvolvimento de farmacos para o tratamento da DP. Método. Foi realizada uma triagem
virtual baseada na estrutura do inibidor cristalografico Safinamida, com aplicagdo de filtro para
avaliacdo da passagem pela barreira hematoencefalica, bem como simulacGes de docking e
validagcdo de re-docking. Resultados. Os inibidores tedricos foram: (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-
3,4,3',4'-tetramethoxy-8,8'-neolignan, Oxovirolin and 3-oxo-skimmiarepin, que exibiram
afinidade para o sitio de ligagdo da MAO-B melhor ou semelhante ao do inibidor de referéncia.
Todos os compostos exibiram propriedades fisico-quimicas favoraveis a biodisponibilidade oral,
de acordo com os descritores de Lipinski e Veber. Conclusdo. Os inibidores tedricos
encontrados sdo alvos potenciais para o planejamento e desenvolvimento de medicamentos
para a doenca de Parkinson. Porém, por se tratar de um estudo in silico, € necessario que mais
pesquisas e testes sejam feitos para avaliar in vitro e, posteriormente, in vivo o
comportamento dessas moléculas.

Unitermos. Inibidores enzimaticos; Neuroprotecdo; Terapia medicamentosa; Produtos
Bioldgicos

Abstract

Introduction. Parkinson's disease (PD) is a neurological pathology characterized by chronic
and progressive degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compact
(SNpc) and is the second most common neurodegenerative disorder, with age being the main
risk factor. L-3,4-dihydroxyphenylanine (L-DOPA) has been widely used as the main treatment
for PD. However, the majority of patients chronically treated with L-DOPA have adverse motor
and psychiatric effects. Thus, several therapeutic strategies have been tested in order to
replace striatal dopamine in a more physiological way, among them the use of Monoamine
Oxidase B (MAO-B) inhibitors. Objective. To obtain theoretical models of new MAO-B
inhibitors, with physico-chemical characteristics for the development of drugs for the treatment
of PD. Method. A virtual screening was performed based on the structure of the
crystallographic inhibitor Safinamide, with filter application to evaluate the passage through
the blood-brain barrier, as well as docking simulations and re-docking validation. Results. The
theoretical inhibitors were: (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3'4'-tetramethoxy-8,8'-neolignan,



Oxovirolin and 3-oxo-skimmiarepin, which exhibited affinity to the MAO-B binding site better
or similar to that of the reference inhibitor. All compounds exhibited physicochemical properties
favorable for oral bioavailability, according to the descriptors of Lipinski and Veber.
Conclusion. The theoretical inhibitors found are potential targets for planning and designing
drugs for Parkinson's Disease. However, because it is an in silico study, it is necessary that
more research and tests are done to evaluate in vitro and, later, in vivo the behavior of these
molecules.

Keywords. Enzyme Inhibitors; Neuroprotection; Drug Therapy; Biological Products

Resumen

Introduccion. La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neuroldgica caracterizada
por la degeneracién croénica y progresiva de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra
pars compacta (SNpc) y es el segundo trastorno neurodegenerativo mas comun, siendo la
edad el principal factor de riesgo. La L-3,4-dihidroxifenilanina (L-DOPA) se ha utilizado
ampliamente como tratamiento principal para la EP. Sin embargo, la mayoria de los pacientes
tratados cronicamente con L-DOPA tienen efectos motores y psiquiatricos adversos. Asi, se
han ensayado varias estrategias terapéuticas con el fin de sustituir la dopamina estriatal de
una forma mas fisioldgica, entre ellas el uso de inhibidores de la monoamino oxidasa B (MAO-
B). Objetivo. Obtener modelos tedricos de nuevos inhibidores de la MAO-B, con caracteristicas
fisico-quimicas para el desarrollo de farmacos para el tratamiento de la EP. Método. Se realiz
un cribado virtual basado en la estructura del inhibidor cristalografico de Safinamida, con la
aplicacién de un filtro para evaluar el paso a través de la barrera hematoencefalica, asi como
simulaciones de atraque y validacion de reenganche. Resultados. Los inhibidores tedricos
fueron: (7R, 8S, 8'R) -7-Hidroxi-3,4,3 ', 4'-tetrametoxi-8,8'-neolignan, Oxovirolina y 3-oxo-
skimmiarepin, que mostraron afinidad por el sitio de unién de MAO-B mejor o similar al del
inhibidor de referencia. Todos los compuestos exhibieron propiedades fisicoquimicas
favorables a la biodisponibilidad oral, segin los descriptores de Lipinski y Veber.
Conclusiones. Los inhibidores tedricos encontrados son objetivos potenciales para la
planificacion y el desarrollo de farmacos para la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, por
tratarse de un estudio in silico, es necesario que se realicen mas investigaciones y pruebas
para evaluar in vitro y, posteriormente, in vivo el comportamiento de estas moléculas.
Palabras clave. Inhibidores de enzimas; Neuroproteccién; Terapia de drogas; Productos
bioldgicos
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INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é uma patologia
neuroldgica caracterizada pela degeneracao cronica e
progressiva de neurbnios dopaminérgicos na substancia
negra pars compacta (SNpc), reducdao dos niveis de
dopamina na via nigroestriatal e desenvolvimento de
agregados proteicos citoplasmaticos intraneurais,

conhecidos como corpos de Lewy!-3. Dados epidemioldgicos
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revelam que a DP é a segunda desordem neurodegenerativa
mais comum. A idade é o principal fator de risco e os
pacientes mais idosos geralmente apresentam alteracoes
clinicas mais severas. A prevaléncia estimada em paises
industrializados é de 0,3% na populacdo geral, 1% em
pessoas acima de 60 anos e 3% naqueles com 80 anos ou
mais. A taxa de incidéncia é de 8-18/100 mil pessoas por
ano?.

Apesar da primeira descricao da patologia ter sido
publicada em 1817, até hoje ndo se conhece a etiologia da
DP. O diagndstico clinico é realizado através da deteccao dos
quatro sinais cardinais motores de parkinsonismo:
bradicinesia, tremor em repouso, rigidez muscular e
instabilidade posturall. No entanto, a DP também inclui
sintomas ndo motores, tais como: distirbios de humor e
afeto, disturbios do sono, comprometimento cognitivo
(incluindo disfuncao executiva frontal e alucinagoes),
disautonomia (hipotensao ortostatica, disfuncao urogenital e
constipacao), além de sintomas sensoriais (hiposmia) e
dor>®,

Outra forma de diagnosticar o parkinsonismo é através
da administracao oral de Levodopa seguida de auséncia ou
diminuicao dos sintomas motores. A L-3,4-
dihidroxifenilanina (L-DOPA), um precursor de dopamina, foi
descrita em 1962 como terapia efetiva em reduzir os déficits
motores presente no parkinsonismo e, ainda hoje, tem sido
amplamente utilizada como o principal tratamento de DP”.

Todavia, a maioria dos pacientes cronicamente tratados com
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L-DOPA apresentam efeitos adversos motores e
psiquiatricos, tais como a discinesia e alucinacdes. Assim,
desde a década de 70, varias estratégias terapéuticas tém
sido testadas a fim de repor dopamina estriatal de maneira
mais fisioldgica®’.

Outra estratégia terapéutica prescrita aos
parkinsonianos é a utilizacdo de inibidores da Monoamina
Oxidase B (MAO-B)!. Estes, além de potencializar as acgOes
da dopamina, apresentam um efeito benéfico nas flutuagoes
motoras, sugerindo melhor controle sintomatico a longo
prazo com a terapia prévia a Levodopa do que com a
Levodopa em si>8, Foi demonstrado ainda que a inibicdo da
MAO-B produz um efeito neuroprotetor por meio de
mecanismos anti-apoptoticos, atenuacdao da producao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e estabilizacdao da
membrana mitocondrial®1°,

Somado a isto, é comprovado que a atividade
enzimatica da monoamina oxidase B no encéfalo aumenta
com a idade e, geralmente, é maior que o normal em
pacientes afetados por doencas neurodegenerativas
apresentando uma correlacao direta com 0
comprometimento cognitivo e a neurodegeneracao causada
pelo estresse oxidativo®.

Derivados da propargilamina revelaram atividades
inibitérias seletivas e irreversiveis da MAO-B, entre eles:
Selegilina e Rasagilina. Ambos s3dao usados como
monoterapia no inicio do tratamento e terapia adjunta com

0s agonistas da L-DOPA e dopamina nos estagios posteriores
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da DP810, A Safinamida, um inibidor reversivel, também foi
desenvolvido para este propdsitol°.

O tratamento crénico com os inibidores seletivos da
MAO-B melhora a liberacao de DA, provavelmente devido a
elevacdo das aminas cerebrais enddgenas ou a modulacao
do receptor alvo. Contudo, inibidores nao seletivos da MAO
induzem aumentos significativos nos niveis de DA no
estriado e em outras regides!!.

A Selegilina e a Rasagilina sao submetidas a um extenso
metabolismo hepatico®. A Selegilina produz metabdlitos de
anfetamina que contribuem para a inibicao da recaptacao de
norepinefrina, potencializando os efeitos farmacoldgicos da
L-DOPA. Contudo, esses metabdlitos tém sido associados a
efeitos colaterais cardiovasculares (hipotensao ortostatica) e
psiquiatricos (alucinagdes), intensificando os sintomas nao
motores?.

Rasagilina, além da atividade inibidora da MAO-B,
apresentou favoraveis atividades antioxidantes e anti-
apoptodticas in vitro e levou a inducdao de fatores
neurotroficos®. A Safinamida é um inibidor seletivo reversivel
da MAO-B derivado da a-aminoamida indicado para o
tratamento da DP inicial. Atua também como modulador do
glutamato, além de possuir atividade blogueadora de canais
de sddio e calcio dependentes de voltagem?8.

Recentemente, tem sido relatado que uma série de
furanochalconas exibiram atividades inibitérias moderadas a
boas em relacdo a MAO-B, com o composto mais ativo, 2E-

3-(5-clorofuran-2-il)-1-(3-clorofenil ) prop-2-en-1-ona,
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exibindo um valor de IC50 de 0,174 uM para a forma humana
da enzimal®!?2, Em um trabalho subsequente, derivados
heterociclicos de chalconas foram examinados como
inibidores das MAOs, cujo inibidor mais potente também
apresentou especificidade para MAO-B10:13,

Considerando que a inibicdo da MAO-B é um alvo
bioldgico promissor no tratamento da Doenca de Parkinson,
o presente trabalho teve como objetivo a obtencao de
modelos tedricos de inibidores de MAO-B que possuam
caracteristicas fisico-guimicas adequadas ao
desenvolvimento de drogas para o Sistema Nervoso Central,
com potencial capacidade de alta permeabilidade a barreira
hematoencefdlica e alta afinidade e seletividade ao receptor.
Para tal, foram utilizados métodos in silico de Quimica
Medicinal com abordagens computacionais voltadas para o

planejamento racional de farmacos.

METODO

Obtencdao da estrutura cristalografica 3D do alvo
molecular
A estrutura cristalografica da enzima alvo, Monoamina

Oxidase B (MAO-B), encontra-se disponivel no banco de
dados de proteinas PDB (Protein Data Bank), sob o cddigo
de acesso 2V5Z!4. Considerou-se a resolucdo (R) da
estrutura experimental (R=1,60 A) e a presenca de um
inibidor cristalografico, Safinamida (SAG), para a

comparacao com as moléculas em estudo.
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Selecdao do banco de moléculas

Foi selecionado para estudo o banco de moléculas do
NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) e do Laboratéorio de Quimica Medicinal e
Computacional (LQMC) da Universidade de Sao Paulo (USP).
Trata-se de uma base de dados que abrange uma variedade
de produtos naturais isolados em NuBBE e seus derivados,
bem como as propriedades quimicas e farmacoldgicas Uuteis

desses compostos.

Definicdao do modelo farmacoforico do inibidor

Para a definicdo do modelo farmacoférico da
Safinamida, utilizou-se o servidor Pharmit. Primeiro, deve ser
inserido o cédigo de acesso da proteina no PDB (2V52) e
selecionado o ligante desejado (SAG, Safinamida). Como os
banco de dados do NuBBE disponiveis no Pharmit eram
incompletos, submetemos nosso proprio banco de dados
NuBBE, com 2.149 conférmeros de 2.149 moléculas
disponiveis.

Foram definidos trés modelos farmacofdricos, tomando
como base dados da literatura sobre as interacoes
intermoleculares: modelo 1: quatro ligacoes hidrofdbicas;
modelo 2: quatro ligacdes hidrofébicas e uma ligacdo de
hidrogénio (O da amida como aceptor); modelo 3: quatro
ligagdes hidrofébicas e uma ligacao de hidrogénio (N como

aceptor), conforme exibido na Figura 1.
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Figura 1. Modelos farmacoforicos do inibidor cristalografico. (A) Modelo 1: 4 ligacoes
hidrofébicas (verde), (B) Modelo 2: 4 ligacdes hidrofdbicas (verde) e 1 ligagdo de
hidrogénio (amarelo) e (C) Modelo 3: 4 ligagdes hidrofdbicas (verde) e 1 ligagao de
hidrogénio(amarelo).

Filtragem de moléculas

A filtragem das mais de duas mil moléculas do NuBBE
foi feita utilizando como base os trés modelos farmacoforicos
determinados no Pharmit. Antes da realizacao da filtragem,
fez-se a remocao dos hits duplicados do banco de dados

através do software livre Osiris Data Warrior!>.

Avaliacao da penetracao na barreira hematoencefalica

Uma vez que o alvo molecular € uma enzima localizada
na regido do encéfalo, é fundamental que o composto
candidato a farmaco seja capaz de atravessar a barreira
hematoencefdlica. Portanto, foi realizada nova filtragem de
moléculas por meio do filtro CNS (Central Nervous System),

disponivel no servidor FAFDrugs4.
Protocolo de Docking Molecular

O protocolo de docking ou atracamento molecular foi

executado através do programa Molegro Virtual Docker
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(MVD) ou MolDock. O MolDock é um programa baseado em
um algoritmo de busca heuristico, denominado evolugao
diferencial combinado com a predicao de cavidades?®.

O MVD disponibiliza um moéddulo de preparacao
automatizado para docking, capaz de corrigir os tipos de
atomos e as ordens de ligagdao para as estruturas dos ligantes
e das proteinas, além de adicionar atomos de hidrogénio
para cada complexo e definir cargas atomicas parciais.
Durante a execucao do atracamento molecular, moléculas de
agua, cofatores e ions foram removidos.

Como o PDB nao possui a estrutura completa da enzima
alvo (520 aminoacidos em cada cadeia): no mondmero A até
Thr-500; no monOdmero B até Ile-496, e por se tratar de uma
proteina homodimera (duas cadeias idénticas), escolhemos
a cadeia A para protocolo de docking por apresentar uma
cadeia mais completa que a B!’. Foi realizado atracamento
molecular para as moléculas aceitas no filtro CNS e, ao final,
utilizou-se os valores de energia (Rerank score) como base
para a selecao de trés melhores poses de docking. Os valores
de energia sao definidos em kcal/mol e devem ser inferiores

a Zero.

Analise de interacoes

Os trés compostos que exibiram melhores valores de
energia apos o docking e o inibidor cristalografico sofreram
andlise de interacdes realizada no servidor online PLIP
(Protein-Ligand Interaction Profiler), capaz de identificar

interacoes intermoleculares (nao-covalentes) entre
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proteinas e ligantes de maneira facil e rapida. Na pagina de
resultados, o PLIP lista todos os dados de interacao,
agrupados por tipo de ligante (moléculas pequenas,
DNA/RNA, ions, polimeros) e, eventualmente, complexos
simples, além de disponibilizar os detalhes de cada interacao

em tabelas.

Estudo das propriedades fisico-quimicas dos
compostos naturais
Para o estudo dos compostos, foi utilizado um banco de

dados de quimica aberto no National Institutes of Health
(NIH), o PubChem?®?°, Este banco de dados contém
informagdes sobre estruturas quimicas, identificadores,
propriedades quimicas e fisicas, atividades bioldgicas,

patentes, salde, seguranca, dados de toxicidade e outros.

Validacao dos Protocolos de Docking por Re-docking

Na validacao por re-docking, o processo de docking
molecular é realizado com o proprio ligante da estrutura
cristalina (Safinamida) de um complexo ligante-proteina a
fim de tentar reproduzir o modelo de ligacao original. A
enzima (MAO-B) foi considerada como um corpo rigido e
suas moléculas de agua originais foram removidas?®.

A credibilidade dos resultados de docking depende da
similaridade entre o modo de ligagao experimental e a pose
de menor energia (kcal/mol). Para tal analise, é considerado
o valor de RMSD (Root-Mean-Square Deviation, ou seja,
Desvio Quadratico Médio das Distancias) em angstroms (A).

Um valor muito alto de RMSD significa que os compostos em
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comparacao sao diferentes, e zero significa que eles sao
idénticos em conformacdo?!. Neste trabalho, foi considerado
aceitavel como metodologia validada, todo resultado que

apresentou valor de RMSD inferior ou equivalente a 1,0 A.

RESULTADOS
Filtragem de moléculas

Na filtragem pelos trés modelos farmacoféricos
determinados no Pharmit, foram obtidos 382 hits no banco
de moléculas do NuBBE. Entretanto, apds a remocao dos hits

duplicados, restaram somente 174.

Avaliacao da penetracao na barreira hematoencefalica

Dos 174 hits restantes da primeira filtragem, somente
9 moléculas foram aceitas pelo filtro CNS (Tabela 1),
indicando que somente aproximadamente 5,2% das
moléculas possuem as caracteristicas fisico-quimicas

necessarias para ultrapassar a barreira hematoencefalica.

Protocolo de Docking Molecular

O atracamento molecular foi executado para as 9
moléculas aprovadas no filtro CNS, juntamente com o
inibidor Safinamida na cadeia A da enzima MAO-B. De acordo
com o Rerank score, as trés melhores poses de docking
foram: (1) (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3’,4’-tetramethoxy-
8,8-neolignan, com valor de energia igual a -
124,266kcal/mol; (2) Oxovirolin, com energia de -

123,797kcal/mol; e (3) 3-oxo-skimmiarepin, apresentando
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energia de -113,261kcal/mol. A Safinamida (SAG 1503 [A])
apresentou energia de ligacao -114,202kcal/mol. O
protocolo de docking molecular revelou que duas das trés
moléculas em questao exibiram valores de energia melhores
que a do inibidor cristalografico, sendo a Safinamida superior

apenas em relagao ao 3-oxo-skimmiarepin.

Tabela 1. Moléculas aceitas pelo filtro CNS (Fonte: NuBBE).

NuBBE ID Nome Vulgar Classe
NuBBE 381 22-hidroxi-tingenona; tingenina B Terpenos: triterpeno
NuBBE 1005 8,14-epoxyergosta-4,22-diene-3,6-dione Terpenos: esteroides
NuBBE 1146 Piscidinol A Terpenos: triterpeno
NuBBE 1406 21a,25-Dimetilmelianodiol Terpenos: triterpeno
NuBBE 1523 Melianona Terpenos: triterpeno
NuBBE 1519 21B,25-Dimetilmelianodiol Terpenos: triterpeno
NuBBE 1583 3-oxo-skimmiarepin _Terpeno_s:
triterpenoides
NUBBE 1668 (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3',4"- Lignéides
tetramethoxy-8,8'-neolignan
NuBBE 2435 Oxovirolin; Ligndides

Validacao dos Protocolos de Docking por Re-docking
Para o re-docking utilizou-se a estrutura do prdprio
ligante cristalografico Safinamida, o qual passou por um
novo protocolo de docagem molecular, visando reproduzir o
modelo de ligacao original. A comparagao por sobreposicao
de estruturas do complexo cristalografico com a melhor pose

de docking da Safinamida revelou um modo de ligacao

Rev Neurocienc 2021;29:1-26.

12



similar & conformac&o original com RMSD de 0,76 A (Figura
2), estando dentro do valor aceitdvel como valido (até 1,0 &)

e validando positivamente o protocolo de docking.

Figura 2. Sobreposicao do ligante Safinamida obtido por cristalografia (cinza) e da
melhor pose de docking (azul) com RMSD igual a 0,76 A.

i\
1)

Analise de interacoes

O complexo ligante-proteina do (7R,8S,8'R)-7-
Hydroxy-3,4,3',4’-tetramethoxy-8,8'-neolignan foi capaz de
realizar dez interacdes hidrofobicas e duas ligagdes de
hidrogénio. Nas interacdes hidrofdbicas participaram os
residuos Phe-168, Leu-171, Ile-198, Ile-199, Tyr-326, Tyr-
398 e Tyr-435, sendo que trés destes (Leu-171, Ile-199 e
Tyr-398) interagiram mais de uma vez. As ligacdes de
hidrogénio ocorreram entre o receptor e os residuos Tyr-60
e Leu-171. Com a tirosina (Tyr), o ligante apresentou-se
como aceptor de hidrogénio e o residuo como doador,

enquanto com a leucina (Leu) foi o oposto. Todas as
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interacdes deste complexo apresentaram distancia de
ligag&o igual ou inferior & 4,0 A (Tabela 2) e sdo exibidas na

Figura 3.

Tabela 2. InteragOes intermoleculares entre os atomos das cadeias laterais dos
residuos e dos ligantes.

(7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3",4'- L .
tetramethoxy-8,8’-neolignan 3-oxo-skimmiarepin
Interagles Hidrofdbicas InteragGes Hidrofébicas
Residuo AA Distancia (A) Residuo AA Distancia (A)
168 A PHE 3,12 171 A LEU 3,02
171 A LEU 3,35 199 A ILE 3,31
171 A LEU 3,29 206 A GLN 3,63
198 A ILE 3,59 326 A TYR 3,62
199 A ILE 3,93 326 A TYR 3,16
199 A ILE 3,81 343 A PHE 3,71
326 A TYR 3,87 398 A TYR 3,76
398 A TYR 3,37 398 A TYR 3,63
398 A TYR 3,60 435 A TYR 3,02
435 A TYR 3,42 435 A TYR 3,69
435 A TYR 3,28
LigagGes de Hidrogénio LigagGes de Hidrogénio
, Distancia Distancia , Distancia Distancia
Residuo AA AH (A) DH (A) Residuo AA AH (A) DH (A)
60 A TYR 3,09 4,00 198 A ILE 2,18 2,67
171 A LEU 1,84 2,87 398 A TYR 2,54 3,10
434 A GLY 2,26 3,25
Oxovirolin Safinamida (Inibidor de cristalografia)
Interagbes Hidrofébicas Interagbes Hidrofébicas
Residuo AA Distancia (A) Residuo AA Disténcia (A)
60 A TYR 3,53 168 A PHE 3,60
168 A PHE 3,20 171 A LEU 3,83
171 A LEU 3,33 171 A LEU 3,30
171 A LEU 3,65 199 A ILE 3,66
199 A ILE 3,58 398 A TYR 3,37
199 A ILE 3,44 398 A TYR 3,13
326 A TYR 3,69
343 A PHE 2,95
343 A PHE 3,30
LigacOes de Hidrogénio LigacOes de Hidrogénio
, Distancia Distancia , Distancia Distancia
Residuo AA AH (A) DH (A) Residuo AA AH (A) DH (A)
198 A ILE 2,25 3,21 59 A SER 2,24 3,10
60 A TYR 2,59 3,22
60 A TYR 2,28 3,20
60 A TYR 1,62 2,60
436 A MET 2,82 3,81
Ligacdes de empilhamento n Ligagdes de empilhamento n
Residuo AA Distancia (A) Residuo AA Distancia (A)
398 A TYR 4,76 436 A TYR 4,24

Para o oxovirolin, ocorreram nove interacoes
hidrofobicas com o receptor, sendo uma com cada residuo a

seqguir: Tyr-60, Phe-168, Tyr-326, e duas interagdoes com a
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Leu-171, a Ile-199 e a Phe-343. Este composto ainda
interagiu por meio de uma ligacdao de hidrogénio com a Ile-
198, na qual o residuo comportou-se como aceptor de
hidrogénio, e uma ligacdo de empilhamento n (com a Tyr-
398). Com excecdo da ligacdao n que apresentou distancia de
4,76 A, as demais interacBes exibiram distancia igual ou
inferior & 3,69 A (Tabela 2).

Figura 3. Estrutura quimica dos compostos (1) e Interagdes com o sitio ativo da
enzima (2), para (A) (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3’,4'-tetramethoxy-8,8'-neolignan,
(B) Oxovirolin, (C) 3-oxo-skimmiarepin e (D) Safinamida. Moléculas em azul
representam os residuos proteicos; em laranja os ligantes. Interacdes hidrofdbicas
sdo representadas por tracos pontilhados, as ligagdes de hidrogénio por uma linha
reta azul e o empilhamento n por uma linha tracejada verde.
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’ \ &)
HO,
& H,C
79 Y
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o XA
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|
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O composto 3-oxo-skimmiarepin foi o que mais exibiu
interacdes hidrofébicas, sendo onze ao total: os residuos
Leu-171, Ile-199, GIn-206, Tyr-326, Phe-343, Tyr-398 e
Tyr-435 interagiram uma Unica vez com o ligante; Tyr-326 e

Tyr-398 fizeram duas interacoes; e Tyr-453 exibiu trés
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diferentes interacdes. Este também foi, dos trés, o que exibiu
maior numero de interacdes de hidrogénio, sendo trés ao
total, com os residuos Ile-198, Tyr-398 e Gly-434 e, em
todos os casos, os residuos atuaram como aceptores de
hidrogénio. Todas as interacdes exibiram distancia igual ou
inferior a 3,76 &, conforme Tabela 2.

Pela andlise dos resultados observa-se que os trés
compostos em estudo fizeram mais interacdes hidrofdbicas
com as cadeias laterais dos residuos do que a Safinamida,
incluindo o 3-oxo-skimmiarepin (Tabela 2). Em relacdao as
ligacbes de hidrogénio, a Safinamida foi a mais capaz de
realizar essas interagdes com a cavidade da enzima e, além
destas, somente ele e o oxovirolin exibiram interacdes de

empilhamento n (ou r-stacking).

Estudo das propriedades fisico-quimicas dos
compostos naturais
O composto (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3"',4'-

tetramethoxy-8,8'-neolignan (nome comum), possui home
IUPAC (1R,2S5,35)-1,4-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-2,3-
dimethylbutan-1-ol e férmula molecular C22H300s. Foi isolado
da planta Lauraceae Nectandra puberula, em Cananeia-SP e
pertence a classe dos Ligndides. Seu ID no banco de dados
do NuBBE é 166818,

O oxovirolin (NuBBE ID 2435) apresenta nome IUPAC
1-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-{2-methoxy-4-[(1E)-prop-1-
en-1-yl]phenoxy }propan-1-one, e férmula molecular

C21H2405, de fonte semissintética obtido da espécie
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Myristicaceae Virola surinamensis, em Belém-PA e também
é pertencente a classe dos Ligndides?®.

Oxovirolin ja foi testado biologicamente contra leucemia
e para anadlise de atividade antifUngica e atividade
antileishmanial. Para o rastreio de drogas anticancerigenas,
o0 oxovirolin apresentou-se inativo, bem como para os testes
de atividade antifUngica contra: Candida albicans;
Saccharomyces cerevisiae; Cryptococcus neoformans;
Aspergillus niger; Aspergillus fumigatus; e Aspergillus
flavus?®.

Para o teste de toxicidade contra macréfagos de
camundongos BALB/c avaliados como viabilidade celular e
atividade antileishmanial contra Leishmania donovani e
Leishmania amazonenses, o oxovirolin apresentou resultado
de bioatividade nao especificada. Também foi inespecifico
para o teste de atividade antifUngica contra: Microsporum
canis; Microsporum gypseum; Trichophyton
mentagrophytes,; Trichophyton rubrum e Epidermophyton
floccosum?®.

O composto 3-oxo-skimmiarepin apresenta NuBBE ID
1583 e nome IUPAC (1S,2R,3R,5R,10R,11R,14R,15S)-15-
[(3S,5R)-5-[(25)-3,3-dimethyloxiran-2-yl]-2-hydroxyoxo-
lan-3-yl]-3-hydroxy-2,6,6,10-
tetramethylpentacyclo[12.3.1.01,14.02,11,05,10]octadecan -
7-one. Foi isolado da espécie Zanthoxylum petiolare, em Luis
Antonio-SP, com férmula molecular CsoH46052°. E um

terpeno, da classe dos triterpenos.
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Foram analisadas as propriedades relacionadas a Regra
dos Cinco de Lipinski??, a qual prediz que para uma droga ter
boa biodisponibilidade oral deve apresentar: peso molecular
(PM) de até 500 Da; lipofilicidade (LogP) entre -1 e 5; até 10
aceptores de hidrogénio (HBA); e até 5 doadores de
hidrogénio (HBD). Além dos descritores de Lipinski,
analisamos também quanto a area de superficie polar (TPSA)
e numero de ligacdes rotacionaveis (NRB). De acordo com o
descrito por Veber?3, a TPSA de até 140 R e 0o NRB entre 1 e
10 indicam propriedades favoraveis a uma boa
biodisponibilidade oral de farmacos. Os resultados sao

exibidos na Tabela 3.

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas dos ligantes, de acordo com os parametros
analisados por Lipinski e Veber, respectivamente.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

LIGANTE PM 2 (g/mol) LogP ® HBA ¢ HBD ¢ TPSA ¢ (R) NRB f
NuBBE 1668 ! 374,47 3,72 5 1 57,16 9
NuBBE 2435 2 356,41 3,84 5 0 54,01 8
NuBBE 15833 486,33 4,40 5 2 79,29 2
SAG 1503 [A] ¢ 300,33 2,26 4 1 64,68 6

apeso molecular; lipofilicidade; ‘aceptores de hidrogénio; ‘doadores de hidrogénio; ¢area de superficie polar; fnimero
de ligacBes rotacionaveis; !(7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3’,4'-tetramethoxy-8,8-neolignan; Z2oxovirolin; 33-oxo-
skimmiarepin; “safinamida.
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DISCUSSAO

A cavidade de ligacdo do inibidor (IBC, do inglés
Inhibitor Binding Cavity) da MAO-B humana é descrita por
residuos como Pro-102, Leu-171, Cys-172, Ile-198, Ile-199,
GIn-206, Ile-316, Tyr-326, Phe-343, Tyr-398, Tyr-435 e o
anel isoaloxazina de FAD!?4, e os compostos ancorados na
IBC interagiram com Tyr-60, Phe-168, Leu-171, Ile-198, Ile-
199, GIn-206, Tyr-326, Phe-343, Tyr-398, Gly-434 e Tyr-
435, indicando uma boa afinidade de ligagao. A maior parte
da cavidade do sitio ativo é hidrofébica®>, o que permite a
forte ligacdo de substratos apolares e inibidores suscetiveis
a interacdes hidrofébicas e de van der Walls. Entretanto, a
Unica porcao hidrofilica esta localizada préxima ao anel
isoaloxazina de flavina, entre os residuos Tyr-398 e Tyr-435,
que em conjunto formam uma gaiola aromatica
imprescindivel para o reconhecimento e a direcionalidade da
funcionalidade amina do substrato!”?°>. Ambos os
aminoacidos tém sido utilizados para interagdes hidrofdbicas
pelos NUBBEs 1668 e 1583, enquanto a Tyr-398 foi utilizada
para interacao n-n pelo oxovirolin e para ligacao de
hidrogénio pelo 3-oxo-skimmiarepin. Além disso, o GIn-206
interage formando uma ligacao de hidrogénio com o ligante
de cristalografia, a Safinamida. Entretanto, essa interacao
nao foi reproduzida por nenhum dos trés compostos,
somente uma interacdo hidrofdbica ocorreu entre este
residuo e o 3-oxo-skimmiarepin?.

O sitio ativo da MAO-B consiste de uma entrada

conectada a cavidade do substrato, na qual o residuo Ile-199
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atua como uma “porta” entre as duas cavidades, e a rotacao
da cadeia lateral permite a separacao ou fusdo destas?3.
Inibidores relativamente grandes sao capazes de mudar a
conformagao da enzima de tal forma que estas duas
cavidades se fundem formando uma sd, exibindo maior
afinidade de ligagao?°.

Nossos resultados de interagdes indicam que os trés
compostos utilizam ambas as cavidades como potenciais
alvos de ligagao, tornando-os inibidores potentes da MAO-B,
especialmente por dois deles exibiram uma energia de
ligagao menor que o inibidor de cristalografia Safinamida.

Comparando as distancias de ligacdao dos ligantes do
NuBBE com as do inibidor, em relagcao as interacoes
hidrofébicas a Safinamida sé apresentou melhor distancia ao
interagir com os residuos de Tyr-398, Leu-171 (quando
comparada a mesma ligacdao com os NUBBE’s 1668 e 2435),
e com a Ile-199 (somente em comparagcao com o
(7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3’,4'-tetramethoxy-8,8’-
neolignan). Contudo, em relacao ao residuo Phe-168, tanto
0 (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3’,4'-tetramethoxy-8,8’-
neolignan quanto o oxovirolin exibiram uma menor distancia
de ligacao que a Safinamida.

Em relacdo as ligacdoes de hidrogénio, somente o
(7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3’,4'-tetramethoxy-8,8’-
neolignan conseguiu repetir uma das interacoes da
Safinamida (com a Tyr-60), mas exibindo uma maior
distancia de ligacdo. Em ambos os casos, a Tyr apresentou-

se como doador de ligacao de H e o ligante como aceptor.
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Com excecao das interagoes n, todas as distancias de ligacao
foram iguais ou inferiores a 4,0 A.

Contudo, a maioria dos compostos candidatos a
farmacos falham durante os ensaios clinicos, devido
apresentarem um inadequado perfil farmacocinético!. Para
evitar este acontecimento, as estratégias mais recentes na
descoberta e no planejamento de farmacos concentram-se
em definir o perfil ADMET de novas moléculas visando a
selecao e o desenvolvimento somente de compostos
semelhantes a medicamentos que obtenham um perfil
farmacocinético 6timo. Para tal, analisamos também as
propriedades bioldgicas dos compostos estudados.

Os bancos de dados NuBBE e PubChem forneceram as
propriedades fisico-quimicas mais relevantes para formacao
de um perfil farmacocinético dos compostos em estudo8-29,
Felizmente, nenhum dos compostos estudados violou os
critérios de Lipinski e Veber??:23 (Tabela 3).

Em relacdo a classe quimica, dois dos compostos
pertencem a classe dos Ligndides ((7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-
3,4,3',4’-tetramethoxy-8,8’-neolignan e 2435), enquanto o
3-oxo-skimmiarepin & um terpeno, mais especificamente um
triterpenoide (Tabela 1). Nenhum dos compostos apresentou
propriedade bioldgica descrita na literatura, no entanto suas
classes quimicas ja foram estudadas em correlacao com a
DP. Estudos demonstraram que os terpenoides (ou terpenos)
estao presentes em plantas medicinais utilizadas em
tratamento de doencas do SNC, incluindo a DP?%-28, Qutro

estudo destaca o extrato vegetal da Aristolochia cymbifera
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(cipéd mil homens), comumente conhecida como agente
neuroprotetor, devido apresentar em sua composicao
terpenoides, lignoides e flavonoides?.

Além disso, o oxovirolin ja foi testado contra leucemia,
para andlise de atividade antifUingica e atividade
antileishmanial, para teste de toxicidade contra macréfagos
de camundongos BALB/c avaliados como viabilidade celular.
No entanto, o oxovirolin apresentou-se inativo ou

inespecifico para os testes de bioensaiol®.

CONCLUSOES

Atualmente, a técnica de triagem virtual tem ocupado
papel de destague entre as estratégias de identificacao de
novas substancias bioativas. O presente estudo analisou a
estrutura de compostos naturais a fim de explorar novos
inibidores de MAO-B, visando o desenvolvimento de
farmacos anti-parkinsonianos.

Um total de 382 compostos foram encontrados no
banco de moléculas do NuBBE. Apds remogao das moléculas
duplicadas, permaneceram 174. O filtro CNS revelou que
apenas 9 das 174 moléculas apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas necessarias para ultrapassar a barreira
hematoencefalica. Foi realizado o docking molecular dessas
9 moléculas junto com o inibidor Safinamida na cadeia A da
enzima MAO-B e os dados obtidos demonstram a presenca
de trés inibidores tedricos: (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-3,4,3',4'-
tetramethoxy-8,8'-neolignan, Oxovirolin e 3-0Xx0-

skimmiarepin. A maioria das interagdes intermoleculares
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ocorreram entre os compostos e residuos ja comprovados na
literatura como presentes no sitio ativo da enzima MAO-B.
Destaca-se que os inibidores encontrados apresentam uma
afinidade ao sitio de ligagdo MAO-B melhor ou similar a do
inibidor de referéncia. Além disso, todos os compostos
exibiram propriedades fisico-quimicas favoraveis a
biodisponibilidade oral, de acordo com os descritores de
Lipinski e Veber.

A comparagao por sobreposicao de estruturas do
complexo cristalografico com a melhor pose de docking da
Safinamida revelou um modo de ligacdo similar a
conformacdo original com RMSD de 0,76 A (Figura 3),
estando dentro do valor aceitdvel como valido (até 1,0 &) e
validando positivamente o protocolo de docking.

O presente estudo prové informagoes primordiais para
a otimizacao dos compostos (7R,8S,8'R)-7-Hydroxy-
3,4,3',4'-tetramethoxy-8,8'-neolignan, Oxovirolin e 3-oxo-
skimmiarepin atuando como inibidor da MAO-B no
tratamento da doenca de Parkinson. Entretanto por se tratar
de um estudo in silico, € necessario que mais pesquisas e
testes sejam feitos para avaliar in vitro e, posteriormente, in

vivo o comportamento destas moléculas.
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