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1. INTRODUCAO

A B-secretase é uma enzima que faz a clivagem da proteina precursora
amieldide (APP) formando o peptideo B-amildéide que € insoluvel e toxico aos
neurénios, (KUMAR et al., 2015). O B-amiléide € o principal componente das
placas senis encontradas na Doenca de Alzheimer, que por sua vez também
desencadeia outros eventos caracteristicos dessa patologia como a
hiperfosforilagcdo da proteina TAU e o estresse oxidativo (KURZ e PERNECZKY,
2011). Esses fatores elegem o peptideo B-amiléide como um importante alvo
terapéutico para a doenca de Alzheimer (MIKULCA et al., 2014).

Atualmente os farmacos utilizados para o tratamento do Alzheimer séo
apenas capazes de atenuar o déficit cognitivo (COLE e VASSAR, 2007) tornando
o desenvolvimento de inibidores da [3- secretase um grande passo no tratamento
dessa patologia (MENTING e CLAASSEN, 2014).

Porém, grande parte desses inibidores nao atravessam a barreira
hematoencefélica devido ao seu tamanho ou ndo possuem uma boa interacdo
com o seu sitio ativo (YAN e VASSAR, 2014). Para isso tém se utilizado
ferramentas de bioinformética para predizer a ligacdo de moléculas com a
proteina alvo como a Docagem Molecular (SEMIGHINI, 2014) e também para
analisar  propriedades farmacocinéticas como absorgcdo, distribuicéo,
metabolizacdo e excrecdo (ADME) (HONORIO et al., 2012).

Sendo assim o objetivo do estudo foi, dentre mais de 35 milhdes de
compostos, selecionar uma classe com potencial para inibir a enzima - secretase
e que apresentem propriedades farmacoldgicas através de analises in silico.

2. METODOLOGIA

O alvo do nosso trabalho foi a enzima - secretase em pH 5.0 (PDB 2ZHU)
pois apresenta preferéncia por ambientes com carater acido para desempenhar
sua atividade (VENUGOPAL et al.,, 2008). Nesse sentido, selecionou-se 0
aspartato 228 e o aspartato 32 que sdo os aminoacidos mais conservados do sitio
ativo dessa enzima e estdo mais disponiveis para liga¢cdes na conformacéo ativa
da aspartase, facilitando assim sua inibicdo (POLGAR e KESERU, 2005).

Sendo assim, relacionou-se o sitio ativo da B-secretase a docagem
molecular com um banco de dados de mais de 35 milhdes de compostos - ZINC
(IRVIN e SHOICHET, 2005), para encontrar um padrdo nos compostos que
poderiam interferir nessa enzima. Obteve-se como resultado mil compostos e
entdo discutiu-se a possibilidade de sintese selecionando 76 compostos com
algumas alteracoes.

Para predizer a ligacdo dos 76 compostos selecionados foi utilizado o
software de Docagem Molecular, AutoDock Vina, pois apresenta uma maior
velocidade e acuracia entre os ja descritos até entdo (TROTT e OLSON, 2010).
Além disso, foi transformado o sitio ativo da enzima mdével para uma maior
aproximacédo do meio ambiente real (ABREU et al., 2012) e utilizando uma grid
box: centro_x = 64,817 centro_y = 47,35 centro_z = -0,206 e tamanho _x = 34
tamanho_y = 36 tamanho_z = 62.

Para observar a seletividade, foi realizada a docagem molecular dos
compostos selecionados na enzima [(-secretase — 2 que possui uma homologia
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de cerca de 75% com a [-secretase, porém ndo desencadeia a producdo
excessiva de B-amiléide (READ e SUPHIOGLU, 2013). Para isso utilizou-se uma
grid box: centro_x= 0,222, centro_y= -1,444, centro_z= 0,361 e tamanho_x= 42,
tamanho_y= 62 e tamanho_z= 26 pois abrange principalmente a area do seu sitio
ativo, o Aspartato 48 e o Aspartato 241 (MIRSAFIAN et al., 2014).

As interagbes entre a proteina e o ligante foram avaliadas a partir dos
melhores resultados na docagem molecular, usando o software Discovery Studio
4.1 Visualizer (BIOVIA, 2015) para predizer contato com aminoéacidos e ligacoes,
como pontes de Hidrogénio. Para predizer os parametros de ADME foi utilizado o
software QikProp 4.4 (SCHRODINGER, 2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos compostos submetidos a docagem molecular, dois tiveram um melhor
desempenho na interacdo com a B-secretase, indicado pelo score (tabela 1).
Sabe-se que quanto menor esse valor, menor a quantidade de energia utilizada
na formacédo desse complexo.

Tabela 1: Estrutura e o resultado das duas moléculas que tiveram melhor
desempenho na docagem molecular, sua melhor conformacédo e os aminoacidos
em possivel contato.

Compostos Score Conformacéo e residuos préximos
(kcal/mol)

OCH;

} -8,2 kcal/mol
i
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Cl N/
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Na figura 1 é possivel observar as interacdes feitas entre o ligante e o
receptor, inclusive a formagédo de pontes de Hidrogénio entre 0s compostos e 0
Aspartato 228, componente do sitio ativo da enzima, indicando uma provavel
interacéo.
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Figura 1: Interacbes entre os compostos e o sitio ativo da enzima [-secretase,
em verde indicando as pontes de Hidrogénio aceptoras e em roxo as doadoras.

A docagem molecular utilizando o sitio ativo da p-secretase 2 nao teve
resultados relevantes, sugerindo seletividade dos compostos testados.

Dentre as propriedades farmacocinéticas relevantes analisou-se 0 peso
molecular, nimero de pontes de hidrogénio receptoras e doadoras, o LogP
(agua\octanol) e a superficie polar, caracteristicas necessérias para a formulacao
de farmacos (LIPINSKI et al., 2001).Foi analisado também, a taxa de ligacdo em
proteinas plasmaticas, o numero de metabolitos priméarios, a permeabilidade
celular, capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, atividade no
sistema nervoso central preditiva e a taxa de absorgdo pela via oral. Como
resultado, os dois compostos se enquadram na classificacdo de Lipinski e
possuem comportamento similar. E valido ressaltar que, o composto 2 € melhor
absorvido oralmente (80%) e possui cerca de 25% de chances a mais em relacao
ao composto 2(50%) de ter acdo no sistema nervoso central, provavelmente por
ultrapassar a barreira hematoencefalica mais facilmente.

Os dois compostos selecionados pertencem a classe Quinolinotriazoil
Carboxibenzilamida e possuem um nucleo heterociclico em sua estrutura.
Atualmente mais de 40 milhdes de compostos tem estrutura heterociclica (MELO
et al., 2006) e j4 demonstraram diversas atividades farmacologicas como
antioxidante (POKURI et al., 2014) e neuroprotetora (CHILUMURI et al., 2013).

4. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos conclui-se que tanto o composto 1
gquanto o composto 2 possivelmente possuem a capacidade de inibir a B-
secretase. Porém sédo necessarios mais estudos in vitro e in vivo para afirmar que
sdo promissores farmaco para o tratamento da Doenca de Alzheimer.
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