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RESUMO

Um grupo de seis produtos naturais, usados como ponto de partida no estudo de
novos derivados estruturais, foram analisados frente a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) in silico e previsdo sobre o modelo de Absorcéo,
Distribuicdo, Metabolismo, Eliminagdo e Toxicidade (ADMET). Usando
ferramentas de modelagem molecular para verificar as interacdes de 6-gingerol,
6-shagaol, curcumina, piperina, B-lapachona e lapachol, em comparacdo com a
galantamina padréo com a enzima AChE. Os resultados mostraram que oS
compostos 6-gingerol e 6-shogaol apresentam as melhores interagdes in silico e
as melhores propriedades ADMET com potencial terapéutico sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC)comparados ao padrao galatamina (GNT), além de
fazerem interacdes quimicas in silico adicionais interessantes com o sitio ativo da

enzima. Este trabalho traz resultados preliminares que sdo base para novos
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estudos com variagbes estruturais nos compostos com melhores interagdes in

silico.

Palavras-chave: Inibicdo Acetilcolinesterase; ADMET; Doenca de Alzheimer;
Quimica Medicinal.

ABSTRACT

A group of six natural products, used as a starting point in the study of new
structural derivatives, were analyzed for acetylcholinesterase (AChE) inhibition in
silico and Absorption, Distribution, Metabolism, Elimination, Toxicity (ADMET)
prediction. Using docking modeling tools to verify the interactions of 6-gingerol, 6-
shagaol, curcumin, piperine, B-lapachone and lapachol, compared to the standard
galantamine with the acetylcholinesterase enzyme. The results showed that the
compounds 6-gingerol and 6-shogaol interact the most in silico and they have the
best ADMET properties with therapeutic potential on the Central Nervous System
compared to the standard galatamine (GNT), besides making additional interesting
in silico chemical interactions with the enzyme's active site. This work brings
preliminary results that are the basis for further studies with structural variations in

compounds with better interactions in silico.

Keywords: Acetylcholinesterase Inhibition; ADMET; Alzheimer's disease;

Medicinal Chemistry.

INTRODUGCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa cronica que
pode causar a perda gradual de memoria e outras funcdes (LINDEBOOM &
WEINSTEIN, 2004). Também ¢€ caracterizada pela diminuicdo da atividade

neuronal colinérgica, deposi¢cdo de agregados de proteinas anormais; inflamacéo
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do nervo; disfuncdo da homeostase metalica e estresse oxidativo (CRAIG et al.,
2011; HOLMES et al., 2011). A nivel molecular, a hipétese colinérgica é a mais
estudada teoria para explicar a fisiopatologia da DA, que é definida como um
processo degenerativo sério que destruira seletivamente os grupos de neurbnios
colinérgicos dentro do hipocampo e neocoértex, causado pela degeneracdo de
neurénios colinérgicos dentro do ndcleo basal do cérebro. As regibes do
hipocampo e neocértex desempenham importantes papéis funcionais na
consciéncia, atencdo, aprendizagem, memoria e outros processos cognitivos
(SANABRIA-CASTRO et al.,, 2017). Como resultado da neurodegeneracao,
observou-se uma diminuicdo na atividade de neurdnios colinérgicos. Com o
desenvolvimento desta hipétese pode-se chegar entdo aos inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que podem restaurar a funcao colinérgica bloqueando
a AChE, responsével pela acetilcolina (ACh) em sinapses nervosas (FERRI et al.,
2006).

e

Atualmente, o tratamento € baseado em controles sintomaticos,
principalmente associados a utilizacdo de inibidores de colinesterases. Como 0s
resultados clinicos da maioria dos candidatos a medicamentos anti-Alzheimer ndo
foram aprovados, a estratégia de utilizacdo de compostos com multiplos alvos tem
um significado consideravel neste campo. Uma das principais abordagens
promissoras para o tratamento desta doenca é reforcar o nivel de acetilcolina
dentro do cérebro usando inibidores de AChE (FISH et al., 2019). Dentre os
inUmeros inibidores em estudo atualmente se destacam os de origem sintética, e
também os provenientes de fontes naturais (LEE et al., 2019), os quais séo alvo

deste trabalho.

A natureza € uma rica fonte de diversidade biolégica e quimica. As
estruturas uUnicas e sofisticadas dos produtos naturais ndo podem ser obtidas
facilmente por sintese organica, mas podem ser modificadas levando a novas

entidades quimicas. Uma variedade de plantas no mundo é usada como remeédios
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medicinais tradicionais (VIEGAS-JR et al., 2006; YUAN et al., 2021). Os produtos
naturais sdo fontes potenciais de inibidores de AChE, como mostram varios
estudos (LEE et al., 2019; LEE et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2018; MOODIE
et al., 2019). Estudos de revisao mostraram que cerca de 70% dos extratos de
mais de 300 plantas e mais de 2500 substancias isoladas de cerca de 90 familias
de plantas foram testados frente a colinesterases exibindo um efeito inibidor
significativo sobre enzimas colinérgicas (BARBOSA-FILHO et al., 2006; AHMED
et al., 2021). Alguns farmacos atualmente usados para tratar a DA, séo inibidores
de AChE, incluindo: galantamina, donepezila, tacrina, rivastigmina, sendo a
galantamina um alcaliide natural isolado de Galanthus spp. Donepezila e tacrina
foram sintetizados e aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) dos
Estados Unidos da Ameérica. A rivastigmina foi planejada a partir do alcal6ide
natural fisostigmina. Outro alcaloide natural, Huperzina A, € um inibidor de AChE,
gue pode ser usado em suplementos alimentares para auxiliar a memoria
(AHMED et al., 2021).

O objetivo deste trabalho é verificar interagbes in silico dos produtos
naturais 6-gingerol, 6-shagaol, curcumina, piperina, B-lapachona e lapachol, (a-f,
respectivamente, Figura 1) em comparagdo com galantamina (GNT), que é um
inibidor de AChE bem conhecido, e correlaciona-los com suas propriedades
ADMET. A escolha destes compostos pelo grupo de pesquisa € fruto de
resultados preliminares que estéo servindo para guiar novos estudos in silico, com
outros alvos moleculares de AChE, e também modificacdes estruturais dos

compostos escolhidos na busca de inibidores ainda mais potentes.
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Figura 1 - Estruturas dos compostos Galantamina (GNT), e 6-gingerol, 6-shagaol,

curcumina, piperina, B-lapachona e lapachol, (a-f, respectivamente).

METODOLOGIA

Um estudo de ancoragem molecular foi realizado com a enzima
acetilcolinesterase humana recombinante (AChEhr) em complexo com a
galantamina (cédigo PDB: 4EY6). Foram implementados experimentos de
redocking como um teste preliminar a avaliar a capacidade do programa de
ancoramento molecular GOLD 5.6 (CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) para
encontrar solugdes confidveis para o docking da colinesterase em questéo.
Atomos de hidrogénio foram adicionados a estruturas de proteinas baseadas na
ionizacdo e estados tautoméricos definidos pelo programa GOLD 5.6. Durante o
procedimento de busca, foram utilizadas 100 opera¢cBes genéticas (crossover,
migracdo, mutacdo) para cada ancoramento. O raio de locais de ligacdo para as

enzimas foi de 10A. Todas as quatro funcdes de pontuacdo disponiveis no
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programa foram capazes de reproduzir a postura de ancoramento quando da
galantamina com a enzima no ensaio de redocking, e os valores de RMSD foram
inferiores a 1,00 A. ChemPLP foi a fun¢do de pontuacdo escolhida com o menor
valor RMSD (Root Mean Square Deviation) 0,087 A e com a maior pontuacéo de
ancoramento, por isso foi selecionada para procedimentos subsequentes neste
estudo. No programa GOLD, a func&o de acoplamento produz uma "pontuacao de
aptidao”, que é um valor adimensional. O valor da pontuacdo é um guia de quao
boa é a postura de encaixe. Quanto maior a pontuacao, melhor a interacao entre
o ligante e o local de ligacdo. Usou-se a funcdo de pontuacdo de aptidado
ChemPLP para prever a interagcdo efetiva de todos os compostos naturais
escolhidos para este trabalho com a enzima AChEhr. O Programa Spartan'l4
(Wavefunction Inc.) foi utilizado para construir e otimizar as estruturas quimicas
em estudo, com o método PM6. Foram geradas as figuras mostrando a interagcéao
3D dos ligantes e do AChEhr com o programa PyMol 0.99 (DeLano Scientific
LLC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As melhores pontuacdes de aptiddo em comparagcdo com o GNT foram
apresentadas pelos compostos a-b. As pontuagdes de a-f foram menores que o
GNT, mas a-b apresentam interacdes adicionais de ligacdo de hidrogénio e

interacdes hidrofébicas similares (Tabela 1).
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Table 1. Pontuacdes de aptidao (fungcdo ChemPLP) obtidas por docking molecular em

AChEhr.
Interacdes de ligacao Interacdes
Ligante Pontuagéo de hidrogénio hidrofébicas

Glu202, Ser203, His447, Fen338,

GNT 72.78 : Tir337, Fen297,
Tir337 Fen295, Trp86

. . His447. Tir341,

a 6007 Cl12l, C';I'Iilr112224: Ala204, o338 Tir337,
Fen297, Fen295

. Tir341, Fen338,

b 5411 Glit22 Tir337, Fen297
c 41.90 Glil21, Gli122, Ala204, Tir341, Fen338,
: Tir124, Tir337, Fen297

. Tir341, Tirl24,

d 41.58 Tir337 Tir337,Tipo,
e 28.41 Tirl24, Fen295, Tir341, Fen338,
' Arg296 Tir337, Fen297

. Ala204, His447,
f 27.65 Gli121, Ser203, Fen338, Fen297,

Ala204 Tir124

Enquanto a GNT interage por ligacdo hidrogénio com os residuos de
aminoécidos Glu202, Ser203 e Tri337, uma interacdo com Gli121, Gli122, Ala204
e Tril24, e b interagem com Glil22 e Ala204. Essas diferencas podem ser
interessantes para outros modos de ligagao e para estudar novos derivados
sintéticos de a-b. As interacdes hidrofébicas de a-b sdo semelhantes quando
comparadas com o GNT corroborando para esses escores de aptiddo, mostrando
gue o modo de ligacdo no sitio ativo da enzima é semelhante, as interacdes em
comum s&o com residuos His447, Fen338, Tir337 e Phe297.

A Figura 2 apresenta as melhores posicoes de acoplamento do GNT e a-b
no sitio ativo da enzima AchEhr.
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Legenda:

3 O A - GNT - Galantamina
B —a - 6-gingerol
C —b - 6-shogaol

Figura 2. Posicdes de interacdo de GNT (parte A), a (parte B) e b (parte C) com AChEhr
obtidas por ancoramento molecular (funcdo ChemPLP). Cédigo de cor: éatomos de
oxigénio, vermelho; atomos de nitrogénio, azul; &tomos de hidrogénio, branco; atomos de
carbono, verde. Linha amarela tracejada: distancia de ligagio de hidrogénio (A). Figura
gerada com o programa PyMol 0,99 (DeLano Scientific LLC).

Na Figura 2 parte A pode ser visualizado o residuo Tir337 e Ser203 doando
uma ligacdo de hidrogénio ao nitrogénio heterociclico e ao atomo de oxigénio do
grupo metoxila da GNT, além de aceitar ligacao de hidrogénio por um grupo
hidroxila da GNT ao grupo carbonila de Glu202. A parte B da Figura 2 €
demostrado que o residuo Tril24, Gli121, Gli122 e Ala204 realizando ligagéo de
hidrogénio com o grupo hidroxila e o grupo de fenéxido de a. E, finalmente, a
parte C da Figura 2 mostra apenas os residuos Glil22 e Ala204 fazendo ligacao

de hidrogénio para o grupo de fenéxido de b.
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Para avaliar a drogabilidade dos produtos naturais estudados,
prosseguimos com avaliagbes in silico que mostravam um perfii ADMET
interessante para esses compostos. Foram analisados parametros como area de
superficie polar topolégica (TPSA), registro de consenso log P, log S, absorcéo
intestinal humana (HIA), permeacdo da barreira cerebral sanguinea (BBB) e
substrato de glicoproteina P (P-gP) e o perfil de semelhanca com drogas — ESM
(DAINA et al., 2017). Os valores TPSA e o registro de consenso log P variam de
38,77 a 93,06 e 1,92 a 3,76, respectivamente. A polaridade moderada e as
caracteristicas lipofilicas relativas colocam os compostos a-b e d-f no
compartimento amarelo do modelo BOILED-Egg (Figura 3), tendo alta
probabilidade de absorcéo gastrointestinal e acesso ao sistema nervoso central —
SNC (DAINA et al.,, 2016 SANTOS et al.,, 2019) que € fundamental para a

distribuicdo de moléculas de acdo central.
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Figura 3. Modelo de ADMET BOILED-Egg para os compostos a-f, respectivamente, em
comparagdo com o padrdo galantamina (GNT). (HIA) absorcdo gastrointestinal, (BBB)
penetracao cerebral; (PGPp) substrato para glicoproteina-P; (PGP-) ndo € um substrato

para P-glicoproteina.

Compostos a-b tém propriedades ADMET melhores que a GNT, e seus
derivados podem ser uma abordagem sintética interessante. O composto ¢ pode
ser descartado nesta analise porque ndo tem uma probabilidade de acesso ao
SNC. Além disso, os compostos a-b com a melhor interacdo com a enzima AChE
no estudo in silico, ndo foram considerados substratos P-gP e tém um bom perfil
de semelhanca com drogas sem nenhuma violacao nas regras Lipinski (LIPINSKI
et al.,, 2001), Ghose (GHOSE et al., 1999), Veber (VEBER et al., 2002), Egan
(EGAN et al., 2000) e Muegge (Muegge et al., 2001).
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CONCLUSOES

Os compostos 6-gingerol e 6-shagaol (a-b) possuem interessantes
interagdes in silico com a enzima AChEhr em comparagéo a galantamina (GNT),
além de possuirem propriedades ADMET indicando possivel acesso ao SNC.
Estes resultados levam a um forte indicativo de que estudos mais aprofundados
com estes compostos podem ser promissores e que a investigacdo de outros
alvos moleculares in silico é possivel utilizando metodologias analogas a usada
neste trabalho. A busca por novos derivados de a-b inspiraram novos estudos in

silico e de modificacfes sintéticas pelos autores.
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