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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma enfermidade neurodegenerativa
progressiva, prevalente principalmente em individuos acima dos 65 anos, sendo a
principal causa de deméncia no mundo. Clinicamente, manifesta-se por
deterioracdo da memodria, linguagem e funcdes cognitivas superiores. E
caracterizada pela deposi¢cao de B-amiloide (BA) e emaranhados de proteina tau
(1) hiperfosforilada, afetando especialmente neurénios colinérgicos do pro-encéfalo
basal e prejudicando a transmissdo colinérgica em regides-chave, tais como
hipocampo e coértex cerebral (HEBDA et al., 2016).

Diversos mecanismos patofisiologicos da DA vém sendo explorados como
alvos terapéuticos. Entre eles, os inibidores das colinesterases (ChEs), como a
acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE), permanecem como
pilares centrais na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos nas ultimas
décadas. A AChE é responsavel pela hidrélise de cerca de 80% da acetilcolina
(ACh), enquanto a BChE atua na degradacao restante, estando também associada
a intensificagdo da deposicdo de BA em estagios mais avancados da doenca
(HEBDA et al., 2016; FRONZA, 2023).

Evidéncias crescentes indicam que estratégias baseadas em substancias
multialvo (multi-target) sdo mais promissoras para lidar com a complexidade da DA,
atuando simultaneamente sobre diferentes vias patol6gicas. Compostos com acao
combinada sobre mdltiplas enzimas-chave vém demonstrando potencial
neuroprotetor ampliado (FRONZA, 2023; MISHRA e SETHI, 2024; EDDAHMI et al.,
2023). Nesse contexto, moléculas como a ladostigil, derivada da rasagilina,
destacam-se como farmacos chamados promiscuos ou multimodais, por
apresentarem acdo combinada em multiplos mecanismos patoldgicos. Heterociclos
nitrogenados e sulfurados tém se mostrado promissores como inibidores
multimodais, com efeitos colinérgicos e neuroprotetores (YOUDIM, 2013; HEBDA
et al., 2016; MISHRA e SETHI, 2024; FRONZA, 2023; EDDAHMI et al., 2023).

Os compostos multimodais, frequentemente chamados de “farmacos
promiscuos”, oferecem vantagens em relagcdo aos ligantes seletivos, incluindo
maior eficacia clinica, menor risco de efeitos adversos associados a polifarmécia e
melhor adesao terapéutica, ja que uma unica molécula pode modular diferentes
alvos implicados na progresséo da DA (HEBDA et al., 2016).

Como etapa essencial no desenvolvimento racional de candidatos a farmacos,
0s estudos in silico permitem prever a afinidade de ligacdo de compostos bioativos
com seus alvos moleculares por meio de simula¢cdes computacionais. O docking
molecular, em particular, € amplamente utilizado através de ferramentas como
AutoDock4 (AD4), AutoDock (AD) Vina, Maestro/Glide e GOLD. O AD Vina tem se
destacado por sua maior eficiéncia computacional, sendo até cem vezes mais
rapido que o AD4, com funcdo de pontuacdo otimizada e suporte a execucao
paralela em multiplos nucleos de CPU. Ainda assim, a escolha da ferramenta deve
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considerar o sistema estudado, ja que o AD4 pode oferecer melhor desempenho
em casos especificos (TROTT e OLSON, 2010; NGUYEN et al., 2020).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo aplicar um protocolo
automatizado de docking molecular, utilizando o AD Vina, para investigar o
potencial de ligacdo de heterociclos contendo enxofre e nitrogénio a enzimas
envolvidas na fisiopatologia da DA, contribuindo para a triagem e elucidacédo do
mecanismo de acdo de candidatos promissores ao desenvolvimento farmacologico.

2. METODOLOGIA

Para a avaliacdo da interacdo entre 32 heterociclos bioativos e 15 ligantes
inibidores ou farmacos nas enzimas-alvo relacionadas a DA, foi realizado um
protocolo de docking molecular automatizado utilizando o software AD Vina. Este
conta com suporte de um script em Python desenvolvido com base na
documentacéo oficial.

Ligantes: As estruturas foram desenhadas no ChemDraw e convertidas para
os formatos .sdf ou SMILES, seguidas de otimizacdo com minimizacdo energética
no Avogadro e exportacdo em .pdb.

Receptores: Modelos tridimensionais das enzimas foram obtidos do Protein
Data Bank (PDB), com ligantes co-cristalizados descritos na Tabela 1. Apés, houve
a preparacao no UCSF Chimera (remocao de ligantes, ions e agua). As conversdes
para o formato .pdbqt foram feitas com os scripts do AutoDock Tools (ADT), com
adicao de hidrogénios polares e correcao de cargas.

Tabela 1. Cédigos PBD, nome das enzimas e seus ligantes co-cristalizados.

PDB Enzima Ligante PBD Enzima Ligante

2ha2 mAChE Succinilcolina 6ex1l hCAI N19*

4ey5 hAChE  Huperzina A 5aml hCAll 51J*

4bds hBChE Tacrina 6hk3 hGSK-33 C44 (ou G8B*)
3veu hBACE1l NVP-AVI326 (ou 0GO*) 6y3c hCOX-1 Celecoxibe?
2z5x hMAO-A Harmina 5kir  hCOX-2 Rofecoxib
2v5z hMAO-B Safinamida 5x61 AgAchE1l Donepezil®

a Alinhada com ligante adicionado da enzima ort6loga. *Inibidor ndo aprovado clinicamente.

Docagem: Os parametros utilizados incluiram caixa de busca 30x30x30 A, 10
modos, exhaustiveness 32. As coordenadas da grid foram baseadas no ligante co-
cristalizado. A pontuacéo obtida € baseada na afinidade de ligacdo estimada em
kcal/mol.

Execucdo Automatizada: Incluiu preparo e limpeza dos receptores, geragao
dos ligantes em .pdbqt (com otimizacdo estereoquimica), execucdo paralela do
Vina e armazenamento dos resultados (.log e .pdbqt).

Anadlise: As melhores poses (menor energia) foram inspecionadas visualmente
no PyMOL, com identificacdo de interagbes moleculares. As afinidades foram
organizadas em planilhas .csv, e gréaficos/tabelas comparativas foram produzidos
com o GraphPad Prism.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado do docking molecular com o AD Vina encontra-se resumido na
Figura 1. Como critério de classificacdo de afinidade (em kcal/mol), foram
estabelecidas as seguintes faixas: alta (AG < -10), boa (-10 < AG =< -8), moderada



b 8
et

1 SIEPE
HESALELL BT KEVII ENPOS EMCOMTRO DE POS-GRADUACED
UFFEL 2025

—

(-8 <AG =-6) e fraca (AG > -6). No geral, observou-se que a maioria dos compostos
apresentou boa afinidade com as colinesterases, seguidas por MAO-B, CAI/CAII,
BACEL e GSK-33. Em contraste, foram pouco ativos frente a MAO-A e as COX-
1/COX-2.
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Figura 1. Perfil de afinidade molecular de compostos em mdltiplas enzimas.

Iniciando pelas ChEs, donepezila (AG = -9,2 kcal/mol) para hAChE e
rivastigmina (AG = -6,9 kcal/mol) para hBChE foram utilizadas como padrbes
comparativos. Todos os 32 compostos testados apresentaram melhor afinidade
para hBChE que a rivastigmina, e trés compostos (5m, 4m e 4i) mostraram-se mais
ou igualmente potentes que a donepezila frente a hAChE. No entanto, nenhum
composto foi mais ativo que a donepezila frente a mAChE (de mus musculus), o
gue pode sugerir limitagdes na translacdo pré-clinica dos resultados obtidos em
modelos murinos. Por outro lado, frente a colinesterase de insetos (AGAChE1 de
Anopheles gambiae), todos os 32 compostos superaram o ligante de referéncia
EPE, indicando elevado potencial inibitorio.

Para as monoaminoxidases (MAO-A e MAO-B), os compostos investigados
mostraram maior afinidade para MAO-B, de relevancia na Doencga de Parkinson e
outras deméncias. Apenas 9k demonstrou afinidade relevante para MAO-A (AG =
—-8,0), préxima a da moclobemida (AG = -8,1), padrao seletivo para esta isoforma.
E, conforme esperado, safinamida (AG = -9,3) teve alta afinidade para MAO-B,
assim como 5e e 9k, que também se mostraram seletivos. Logo, ao todo, 17
compostos demonstraram seletividade para MAO-B em relacdo a MAO-A.

Em relacdo as Anidrases Carbonicas (CA), apenas 4t apresentou afinidade
superior ao padrao para CAl, sendo o Unico seletivo para essa isoforma. Para CAll,
11 compostos mostraram afinidade superior, sendo 4m, 4p e 5m os mais seletivos.

Quanto a hBACE1, enzima envolvida na formacao de BA, 15 compostos
superaram o ligante co-cristalizado inibidor ( NVP-AVI326, AG = -8,3 kcal/mol). Ja
para hGSK-3B, envolvida na fosforilagdo anormal da proteina tau, 8 compostos
mostraram afinidade superior ao padréao (G8Bc, AG = -8,3 kcal/mol).

As COX-1/COX-2 foram incluidas pelo seu envolvimento na neuroinflamacéao,
embora ndo diretamente ligadas a DA. Nenhum composto superou o padrdo
seletivo para COX-2 (celecoxibe, AG = -10,1 kcal/mol). Porém, 7 compostos
apresentaram melhor afinidade que o celecoxibe para COX-1 (AG = -8,0 kcal/mol).
Apenas 9k demonstrou seletividade clara para COX-2, com diferenca > 1 kcal/mol
em relacdo a COX-1.

Os compostos com perfil multialvo promissor foram aqueles com afinidade alta
(AG = -10) para ao menos dois alvos ou boa afinidade em mdltiplas enzimas-chave.



‘k 1*SIEPE _
STMANA INTECRACA XXVII ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUAGCAD
,4‘;\ UFPEL 2025

Séo eles: 4t, 4q, 4], 4v, 4w, 4p e 5n, sendo candidatos particularmente relevantes
em abordagens multitarget para doencas neurodegenerativas. Espera-se
compostos que atuem similar ao Ladostigil, que observou pela afinidade obtida a
sua atuacao condizente em AChE/BChE e MAO-A/B.

Alguns outros compostos como 9k, 5e, 7b e 4z também apresentaram perfis
seletivos relevantes para enzimas especificas, como MAO-B, BChE e CAIl. Esses
resultados reforgam o potencial dos compostos organossulfurados estudados como
scaffolds para desenvolvimento de farmacos com acao multitarget, especialmente
no contexto de doengas como o Alzheimer e o Parkinson.

4. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo sdo promissores e indicam o potencial dos
compostos investigados como candidatos multialvo para o tratamento da DA. A
metodologia computacional empregada mostrou-se eficaz, embora passivel de
aprimoramentos minimos. Destacou-se entre o0s resultados a afinidade dos
ligantes, especialmente com a BChE, que esta mais ativa nos estagios mais
avancados da doenca. Futuramente, esta prevista a sintese dos compostos mais
promissores e a realizacdo de ensaios in vitro, seguidos por testes in vivo em
modelos roedores para validagao terapéutica em contexto biolégico mais complexo.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

EDDAHMI, Mohammed et al. Towards Alzheimer’s disease-related targets: One-
pot Cu(l)-mediated synthesis of new nitroindazolyltriazoles. Bioorganic Chemistry,
s. 1., v.130, p. 106261, 2023.

FRONZA, Mariana G. The neurobiology and therapeutic potential of multi-targeting
B-secretase, glycogen synthase kinase 3 and acetylcholinesterase in Alzheimer’s
disease. Current Neuropharmacology, s. |, v. 21, n. 3, p. 245-261, 2023.

HEBDA, Michalina et al. Synthesis, molecular modelling and biological evaluation
of novel heterodimeric, multiple ligands targeting cholinesterases and amyloid beta.
Molecules, s.l.,v.21, n. 3, p. 1-18, 2016.

MISHRA, K. M. Abha; SETHI, Kalyan K. Unveiling tomorrow: Carbonic anhydrase
activators and inhibitors pioneering new frontiers in Alzheimer’s disease. Archiv der
Pharmazie, s. 1., v. 357, n. 10, p. €24000748, 2024.

NGUYEN, Nguyen Thanh et al. Autodock Vina adopts more accurate binding poses
but Autodock4 forms better binding affinity. Journal of Chemical Information and
Modeling, s. 1., v. 60, p. 204-211, 2020.

TROTT, Oleg; OLSON, Arthur J. AutoDock Vina: improving the speed and accuracy
of docking with a new scoring function, efficient optimization, and multithreading.
Journal of Computational Chemistry, s. 1., v.31, n. 2, p. 455-461, 2010.

YOUDIM, Moussa B. H. Multi-target neuroprotective and neurorestorative anti-
Parkinson and anti-Alzheimer drugs ladostigil and M30 derived from rasagiline.
Experimental Neurobiology, s. I., v. 22, n. 1, p. 1-10, 2013.



