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RESUMO

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga cronica neurodegenerativa multifatorial que afeta
majoritariamente a populacao idosa. Apesar dos impactos na qualidade de vida dos pacientes, os
tratamentos disponiveis apresentam eficdcia limitada, tornando urgente a busca por novos
farmacos. Nesse sentido, compostos multialvos capazes de inibir simultaneamente enzimas como
acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase (BuChE) e beta-secretase 1 (BACE-1) tém se
mostrado promissores. O reposicionamento de fairmacos ¢ uma estratégia eficaz nesse cenario.
Triagens virtuais anteriores identificaram silodosina, firmaco aprovado pelo FDA para tratamento
de desordens uroldgicas, como potencial inibidor triplo da DA (QFIT=31,67; Pontuagdoache=-8,0
kcal/mol; Pontuagaosuche=-8,1 kcal/mol; Pontuagaosace-1=-43,55). Este estudo avaliou silodosina
e derivados por meio de ensaios in vitro e simulagdes de dindmica molecular (DM). Silodosina
demonstrou seguranga em concentragdes inferiores a 10uM, baixo potencial de inibicdo de AChE
(ICso > 500uM) e atividade satisfatoria frente a BuChE e BACE-1. As simulag¢des corroboraram
esses achados, revelando maior estabilidade dos complexos com BuChE e BACE-1. A modelagem
de novos derivados resultou em compostos com maior afinidade frente a AChE, destacando
modificagdes como a simplificagdo da cadeia conectora e a introducao de substituintes polares e
menores. O derivado S23 apresentou perfil promissor (Pontua¢doache=-9,8kcal/mol,
Pontuagaosuche=-7,7kcal/mol; Pontuacaosace-1=39,74) e foi priorizado para sintese e avaliagdo. Os
dados obtidos reforcam a viabilidade da abordagem multialvo e contribuem para o avanco no
desenvolvimento de candidatos terapéuticos contra a DA.

Palavras-chave: Doencga de Alzheimer. Compostos multialvos. Reposicionamento de farmacos.
Acetilcolinesterase (AChE). Butirilcolinesterase (BuChE). Beta-secretase 1 (BACE-1).



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a multifactorial neurodegenerative chronical disorder that primarily
affects the elderly. Despite impacts in patients’ life, current pharmacological treatments show
limited efficacy, highlighting the urgent need for new therapeutic options. For this reason, multi-
target compounds capable of simultaneously inhibiting key enzymes such as acetylcholinesterase
(AChE), butyrylcholinesterase (BuChE), and beta-secretase 1 (BACE-1) have emerged as
promising candidates and, in regard of multitarget identification, drug repurposing has proven to
be an effective strategy. Previous virtual screening identified silodosin, an FDA-approved drug for
treat urological conditions, as a potential triple inhibitor for AD treatment (QFIT=31.67;
Scoreache=-8.0kcal/mol; Scoresuche=-8.1kcal/mol; Scoresace-1=-43.55). This study evaluated
silodosin and its derivatives using in vitro assays and molecular dynamics (MD) simulations.
Silodosin was shown to be safe at concentrations below 10uM, with low AChE inhibition
(ICs0>500uM) but satisfactory activity against BuChE and BACE-1. MD simulations confirmed
these findings, revealing greater complex stability with BuChE and BACE-1. Rational design of
new derivatives led to improved AChE affinity, with structural modifications such as simplification
of the linker chain and introduction of smaller substituents. Derivative S23 demonstrated a
promising binding profile (Scoreache =-9.8kcal/mol; Scoresuche=-7.7kcal/mol; ScoreBace-1=-
39.74) and was selected for synthesis and further evaluation. These findings support the viability
of the multi-target approach and contribute to the development of new therapeutic candidates for
AD.

Key-words: Alzheimer Disease. Multitarget compounds. Drug repurposing. Acetylcholinesterase
(AChE). Butyrylcholinesterase (BuChE). Beta-secretase 1 (BACE-1).
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenga cronica neurodegenerativa que afeta o cérebro
de maneira progressiva, € esta associada a declinio cognitivo, perda de memoria, limitacdes em
executar atividades cotidianas e alteragdes comportamentais (Mostafa; Disouky; Lazarov, 2025;
Mubonanyikuzo et al., 2025). A DA ¢ responsavel por aproximadamente 70% dos casos de
deméncia em todo o mundo (World Health Organization, 2025).

Diante do significativo impacto epidemioldgico, a elucidacdo dos aspectos relacionados a
doencga tem sido amplamente explorada. No entanto, a patogénese ainda nio foi completamente
esclarecida e, diversas hipoteses tém sido propostas com o intuito de explicar os mecanismos da
DA, dentre as quais destacam-se a hipdtese colinérgica e a hipdtese amiloide (Chen, 2018; Sakata,
2018). A hipotese colinérgica estd associada a alteragdes na atividade colinérgica em decorréncia
da redugdo dos niveis de acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica, os quais sdo regulados pela acao
catalitica das colinesterases — acetilcolinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7) e butirilcolinesterase
(BuChE, E.C. 3.1.1.8) —, responsaveis pela hidrélise do neurotransmissor em circunstancias
normais (Bekdash, 2021; Chen et al., 2022). Por esse motivo, a inibigdo das colinesterases tem se
mostrado Util no tratamento sintomatico de individuos com DA.

A hipétese amiloide, por sua vez, esta associada ao acumulo de peptideos B-amiloide (BA)
insoluveis no cérebro (Garbuz; Zatsepina; Evgen’ev, 2021). Os peptideos BA sdo formados a partir
da proteolise da proteina precursora amiloide (PPA) sob acao de enzimas proteoliticas (alfa, beta e
gama secretase), sendo que a principal secretase envolvida na formacdo do peptideo BA ¢ a beta-
secretase 1 (BACE-1, E.C. 3.4.23.46) pela via amiloidogénica (Garbuz; Zatsepina; Evgen’ev,
2021; Kurkinen et al., 2023). Por essa via, a PPA ¢ hidrolisada pela BACE-1 e produz fragmentos
peptidicos que sao posteriormente clivados pela gama secretase. Esse processo leva a formagao dos
peptideos BA, os quais podem formar aglomerados que se depositam no ambiente extracelular do
tecido neuronal e promovem disfun¢do sinaptica progressiva, neurodegeneragao e morte neuronal.

No entanto, apesar das descobertas acerca dos mecanismos que envolvem a DA, ainda nao
estdo disponiveis farmacos seguros capazes de prevenir e/ou retardar as alteragdes cognitivas
associadas a doenca (Elmaleh et al., 2019). As falhas na pesquisa e desenvolvimento de farmacos
para o tratamento da DA estdo associadas, na maioria dos casos, ao fato de muitos desses estudos

desconsideram a pluralidade de fatores etiol6gicos associados a DA e enfatizam mecanismos
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especificos (Gong; Liu; Igbal, 2018). Em casos de doengas multifatoriais como a DA, a abordagem
apropriada consiste no desenvolvimento de firmacos multialvos, ou seja, capazes de modular
simultaneamente mais de um alvo terapéutico e/ou sintoma da doenca (Kashyap et al., 2020;
Kumar; Saha; Roy, 2023).

O uso de farmacos multialvos tem apresentado resultados positivos para tratamento de
doencas complexas como cancer, doencas metabolicas, cardiovasculares e doencas
neurodegenerativas (Ryszkiewicz; Malinowska; Schlicker, 2025). No entanto, a identificagdo de
compostos com essa caracteristica consiste em um processo desafiador. Com o objetivo de otimizar
0 processo, a industria farmacéutica tem utilizado do reposicionamento de farmacos como uma
alternativa, na qual farmacos previamente aprovados por agéncias regulatdrias para doengas
conhecidas sdo reposicionados para novas indicagdes (Parvathaneni et al, 2019). O
desenvolvimento de novas ferramentas computacionais e de biotecnologia tem recebido destaque
nessa area, visando alavancar triagens com compostos ja conhecidos. Adicionalmente, a
identificacao de farmacos passiveis de reposicionamento por triagem virtual, em associagao ao uso
das estratégias classicas adotadas para identificacdo de atividade bioldgica como ensaios in vitro e
analises in silico, pode ser util para direcionar o planejamento de novos compostos com atividade
biologica e potencial multialvo otimizada.

Por esse motivo, a integragdo de técnicas virtuais foi aplicada em um estudo anterior
(Barbosa et al., 2023) e resultou na identificacdo do fArmaco silodosina (ZINC ID 3806063) — um
farmaco aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para tratamento de hiperplasia
prostatica benigna — como um potencial inibidor triplo frente AChE, BuChE e BACE-1. Nesse
estudo, silodosina foi submetida a andlises de neurotoxicidade para identificagdo de viabilidade
celular bem como foram realizados ensaios in vitro para identificacdo de atividade bioldgica de
silodosina frente AChE, BuChE e BACE-1, e os resultados descritos estdo contidos em patente
depositada (Processo BR 10 2024 023762 5, Anexo A). Adicionalmente, simulagdes de dinamica
molecular foram empregadas para guiar o planejamento de novos derivados com potencial
atividade multialvo. Os derivados propostos foram submetidos a uma nova rotina de triagem virtual
para selecdo e sintese do derivado mais promissor, o qual foi devidamente avaliado frente aos alvos

de interesse (Esquema 1).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Identificar novos inibidores triplos frente a acetilcolinesterase, butirilcolinesterase e beta-

secretase 1 humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o potencial neurotdxico de potenciais inibidores triplos;

- Avaliar a atividade enzimatica de potenciais inibidores triplos frente a acetilcolinesterase,
butirilcolinesterase e beta-secretase 1;

- Desenvolver modelos de interagdo ligante-macromolécula que considerem a flexibilidade
conformacional do ligante e da proteina;

- Propor novos derivados com base nos requisitos estéreo-eletronicos para inibigdo tripla;

- Sintetizar novos candidatos a inibidores triplos;

- Calcular o valor de IC50 da silodosina e derivados frente as colinesterases.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma sindrome caracterizada por declinio cognitivo e
neurodegeneracao progressiva (MURDOCK; TSAI, 2023; PENG; BESTARD-LORIGADOS;
SONG, 2022). A DA corresponde a forma mais comum de deméncia ao redor do mundo e ¢ a
principal causa de declinio cognitivo em idosos (World Health Organization, 2025).

A progressdao da doenca pode ser caracterizada em trés fases: pré-clinica, quando os
individuos comecam a apresentar alteragdes cerebrais mensuraveis, porém nenhum sintoma;
prodromica (também conhecida como fase de comprometimento cognitivo leve), caracterizada por
sintomas cognitivos subitos, como dificuldades de memoria e linguagem, mas com pouco ou
nenhum impacto nas atividades cotidianas; e deméncia, estagio caracterizado por sintomas
cognitivos e comportamentais associados a biomarcadores cerebrais associados a DA (Alzheimer’s
Association, 2023; Eisenmenger ef al., 2023).

Aproximadamente 7 milhdes de individuos acima de 65 anos convivem com DA nos
Estados Unidos, dos quais a percentagem de casos aumenta com o envelhecimento (Alzheimer’s
Association, 2023). No Brasil, a deméncia por DA corresponde a principal causa de 6bito
relacionado a deméncia (78,3%) (Brasil et al., 2024), tendo sido observada uma tendéncia crescente
na mortalidade por DA em todas as macrorregides do pais (Paschalidis et al., 2023). A nivel
mundial, a DA ¢ considerada a causa de deméncia mais importante em idosos — 80% dos casos —,
o que corresponde a mais de 35 milhdes de individuos (Bringas et al., 2020; Chandra; Sisodia;
Vassar, 2023; Self; Holtzman, 2023). Apenas 5% dos casos sdo determinados por condi¢des
genéticas, os quais sao observados em individuos com idade inferior a 65 anos, e estdo relacionados
a uma apresentagao autossdmica dominante caracterizada por alteragdes em genes envolvidos no
metabolismo amiloide (Wijeratne et al., 2023).

Por outro lado, a maioria dos casos ocorre em individuos acima de 65 anos, os quais
apresentam diversos fatores de risco (além da idade), como por exemplo danos cerebrais,
depressao, estilo de vida e predisposicao genética (Wijeratne et al., 2023). Apesar de os eventos
clinicos associados a DA estarem descritos, a causa e a patofisiologia ainda ndo foram

completamente elucidadas. Diversas hipoteses tém sido propostas para explicar o desenvolvimento
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da DA, e as observagdes histoquimicas de deposicao de placas amiloides, neuroinflamagao, niveis
reduzidos de neurotransmissores, atrofia cerebral e perda dos neurénios colinérgicos desempenham

um papel importante na compreensdo da doenga (Eisenmenger et al., 2023; Self; Holtzman, 2023).

3.1.1 Hipotese colinérgica

A hipdtese colinérgica corresponde a uma das primeiras hipoteses propostas para explicar
a patogénese da DA e ¢ baseada na perda significativa de neuronios colinérgicos e na redugao nos
niveis de acetilcolina (ACh) observadas no cérebro de individuos com a doenga (Fontana; Kumar;
Nordberg, 2023; Nasb; Tao; CHen, 2023). A ACh ¢ um neurotransmissor presente nos sistemas
nervoso central e periférico e esta envolvido em fung¢des cognitivas como aprendizado, memoria e
comportamento (Haam; Yakel, 2017; Nasb; Tao; CHen, 2023).

A sintese da ACh ocorre através da atividade da Colina Acetiltransferase (ChAT, E.C.
2.3.1.6) a partir da colina e de acetil-CoA nos neuronios colinérgicos (Figura 1) (Danigsman et al.,

2022; Ferreira-Vieira et al., 2016).

; ) Neurénio
Mitocondria

(A)

Célula
Pés-sinaptica

Figura 1. Representacdo esquematica da sintese de acetilcolina
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A ACh ¢ liberada na fenda sinaptica, interage com seu receptor e € novamente liberado na
fenda sindptica depois de se desligar do receptor. Esse excesso ¢ removido pela atividade catalitica
das colinesterases (ChEs) — acetilcolinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE,
E.C. 3.1.1.8) — as quais produzem colina e acetato a partir da hidrolise do neurotransmissor. Em
condigdes fisiologicas, o processo de degradacdo ocorre em equilibrio com a sintese, o que garante
a manutencao dos niveis apropriados de ACh. Em pacientes com DA, por sua vez, tem sido
observada a redu¢@o nos niveis de neurénios colinérgicos e deficiéncia na atividade de ACh (Nasb;

Tao; CHen, 2023), o que altera a transmissao sinaptica e promove danos cognitivos.

3.1.1.1 Colinesterases

As colinesterases sao amplamente distribuidas nos organismos vivos e sao envolvidas em
importantes mecanismos no sistema nervoso central e periférico. Essas enzimas sdo classificadas
como proteinas homologas da classe de proteinas alfa-beta, pertencem a familia das esterases, e
atuam preferencialmente na hidrélise de ésteres de colina (Andreeva et al., 2020; Rodrigues et al.,
2011). Apesar das similaridades, AChE e BuChE diferenciam no que diz respeito a especificidade
ao substrato e na distribuicdo no organismo.

AChE ¢ considerada uma das enzimas conhecidas mais eficientes (Taylor; Camp; Radic,
2009) e esta presente nas jun¢des neuromusculares e nas fibras colinérgicas e ndo colinérgicas, e
atuam no controle do impulso nervoso, na contragdo muscular e ainda esta envolvida nos processos
de memoria e cognicao (Colovic et al., 2013). No cérebro humano, AChE pode ser encontrada
como monomeros, dimeros ou tetrdmeros, porém a forma mais comum sao os dimeros (Rakonczay,
2003).

BuChE, por sua vez, ¢ encontrada no plasma, mas sua maior concentracio ¢ observada no
figado, e o seu papel fisiologico ndo ¢ completamente elucidado. A enzima estd associada a
hidrolise de compostos carboxilicos e fosforicos, e estd envolvida na hidrolise da ACh,
especialmente em casos em que a via preferencial esta inibida, com o objetivo de preservar o ciclo
colinérgico em equilibrio (Abubakar; Umar, 2021; Geula; Darvesh, 2004).

Apesar de as colinesterases apresentarem similaridades estruturais e identidade sequencial,
apenas 10% da atividade colinérgica cerebral esta relacionada a8 BuChE (Mushtaq et al., 2014). Por

outro lado, BuChE ¢ capaz de hidrolisar uma variedade de substancias, enquanto AChE ¢ especifica
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para a ACh. Essas diferencas estdo relacionadas ao sitio ativo das enzimas: os residuos aromaticos
no sitio periférico e proximos aos residuos cataliticos observados em AChE sdo substituidos por
residuos hidrofébicos menos volumosos em BuChE (Figura 2), o que torna o sitio ativo de BuChE
capaz de hidrolisar moléculas maiores (Nicolet et al., 2003).
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Figura 2. Sitio ativo de AChE (PDB ID: 4MOE) e BuChE (PDB ID: 4BDS). A superficie da fenda esta representada
em cinza semitransparente destacada pelo tracejado cinza. Os principais residuos estdo representados em bastdes. Os
residuos cataliticos estdo em ciano; os residuos do sitio anionico estdo em magenta, e os residuos de liga¢do da
colina destacados em amarelo; os residuos do sitio periférico estdo em verde.

No entanto, as altera¢des observadas no cérebro de individuos com DA nao estdo limitadas
a hipotese colinérgica. Diversos estudos t€ém mostrado que as colinesterases podem promover a
formagao de placas amiloides (Onder; Biberoglu; Tacal, 2019), as quais sdo a base para a hipotese

amiloide.
3.1.2 Hipotese amiloide
A hipdtese amiloide foi descrita pela primeira vez em 1992, quando também foi descrito o

papel da Proteina Precursora Amiloide (PPA) na formagao dos peptideos -amiloide (BA) e alguns

aspectos genéticos envolvidos nesse processo (Hardy; Higgins, 1992). Esta hipotese ¢ baseada no
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deposito extracelular dos peptideos BA, o qual ¢ considerado uma defini¢do importante da
patologia da doenga (Frisoni et al., 2022; Karran; De Strooper, 2022) e sugere que a formagdo e
deposi¢ao das placas € o evento que inicia o processo neurodegenerativo € os danos cognitivos
(Arshavsky, 2020; Frisoni ef al., 2022).

A PPA ¢ uma proteina transmembrana e pode ser processada em duas vias: amiloidogénica
e ndo amiloidogénica (Nhan; Chiang; Koo, 2015). O caminho ndo amiloidogénico ¢ o mais comum
e ocorre na membrana plasmatica, onde a PPA ¢ clivada pela a-secretase e forma um fragmento
soluvel (N-terminal) e um fragmento C-terminal, o qual ¢ clivado posteriormente pela y-secretase
(Kuruva; Reddy, 2017; Nhan; Chiang; Koo, 2015; Zhao et al., 2020). Os peptideos resultantes da
clivagem por y-secretase ndo se acumulam e desempenham fung¢des neuroprotetoras.

Por outro lado, pelo caminho amiloidogénico, a PPA ¢ clivada pela beta-secretase (BACE-
1) e produz um fragmento solivel (N-terminal) e o fragmento C-terminal (C99), o qual ¢ clivado
pela y-secretase e forma BA (Hampel et al., 2010; Zhao et al., 2020). Os residuos BA podem se
apresentar como cadeias entre 38 a 43 aminodcidos, e as formas mais comuns no cérebro humano
sdo as de 40 e de 42 aminoacidos; enquanto a BA40 ¢ benigna, BA42 ¢ altamente propensa a
agregar-se em oligdmeros que formam as placas. Com o envelhecimento, ¢ comum a ocorréncia
de mutacdes e alteragcdes metabolicas que promovem a formagdo de BA42 e sua agregacdo, bem
como aumento da concentragdo e atividade de BACE-1 no cérebro (Cervellati et al., 2020; Hampel

et al.,2010; Sehar et al., 2022).

3.1.2.1 Beta-secretase 1

Beta-secretase 1 (BACE-1, E.C. 3.4.23.46) consiste em uma aspartil protease
transmembrana da familia das pepsinas formada por 501 aminoacidos; o sitio ativo ¢ formado pela
diade aspartil (Asp32 e Asp228), e esta localizado no dominio extracelular, o que permite a
orientagdo apropriada para a clivagem da PPA (Cole; Vassar, 2007; Hampel et al., 2021; Paz et al.,
2018). A BACE-1 possui uma estrutura composta majoritariamente por folhas 3, e por esse motivo
apenas poucas alteragdes conformacionais sdo observadas durante a catalise (Xiong et al., 2004).
O mecanismo catalitico da BACE-1 envolve Asp32, Asp228 e uma molécula de agua (Figura 3), e

¢ otimizada em pH 4.5 (Paz et al., 2018).
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Figura 3. Representagdo esquematica do mecanismo catalitico da BACE-1. Adaptado de (Paul et al., 2016).

A BACE-1 ¢ altamente expressa no cérebro, com abundancia em diversos tipos de células
neuronais e esta envolvida no processamento da PPA e formacao de BA. Em condi¢des fisiologicas,
BA estd envolvida na gliogénese, neuroprotecdo e incremento de viabilidade celular, plasticidade
sinaptica e sobrevivéncia neuronal, mecanismos antioxidantes, resposta antimicrobiana, supressao
tumoral e reparo de danos (Cai ef al., 2023; Volicer; Volicer; Volicer, 2020). Em pacientes com
DA, os niveis de BACE-1 podem ser até 200% superior que em individuos saudaveis, o que explica
a formacao de placas amiloides e danos neuronais (Chaudhary et al., 2018).

Adicionalmente a formacao das placas amiloides, os BA estdo também envolvidos no dano
colinérgico (Chen et al., 2022; Pedersen; Kloczewiak; Blusztajn, 1996). Diversos estudos mostram
que, apos injegdes do peptideo foram observados decréscimo de funcdes colinérgicas, aumento da
atividade das colinesterases, redugao na disponibilidade de acetilcolina bem como alta afinidade
do BA42 aos receptores colinérgicos (Chen et al., 2022; Rosenberry et al., 2017). Esses dados
revelam que ambas as hipoteses, colinérgica e amiloide, estdo relacionadas e devem ser

consideradas no que diz respeito ao tratamento de individuos portadores da DA.
3.2 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS PARA A DOENCA DE ALZHEIMER

Os tratamentos disponiveis atualmente para individuos com DA incluem inibidores das

colinesterases (Figura 4) (Conti Filho et al., 2023), os quais sdo capazes de aumentar os niveis de
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ACh na fenda sindptica e promover melhorias nos sintomas cognitivos. No entanto, essa
abordagem possui beneficios limitados, uma vez que promove efeitos a curto prazo, mas nao
apresentam impactos na progressdo da doenca (Rusek et al., 2023). Além disso, esses farmacos
podem induzir efeitos adversos, como perda muscular, distarbios do sono, desordens
gastrintestinais, ndusea e alteracdes cardiovasculares, os quais levam a reducao da adesdo a terapia.
Desse modo, o desenvolvimento de uma terapia eficiente para a DA consiste em um desafio devido
a sua complexidade e, por esse motivo, as descobertas acerca das desordens nos sistemas de
neurotransmissao envolvidas na funcdo cognitiva sdo amplamente investigadas como alvos

terapéuticos (Jeremic; Jiménez-Diaz; Navarro-Lopez, 2023).
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Figura 4. Tratamentos disponiveis para a DA.

As principais investigagdes no contexto do desenvolvimento de farmacos contra DA
atualmente sdo baseadas na hipotese amiloide, e tem como alvo a BACE-1 (Jeremic; Jiménez-Diaz;
Navarro-Lopez, 2023). Além da busca por micromoléculas, o desenvolvimento de anticorpos
monoclonais com alvo em diferentes estagios da cascata amiloide (desde os monomeros as placas
depositadas) consiste em uma abordagem amplamente utilizada (Dantas et al., 2024), uma vez que
apresenta beneficios associados a seletividade e maior meia vida.

Em 2021 os 6rgaos reguladores sanitarios dos Estados Unidos da América aprovaram o
primeiro biofarmaco direcionado especificamente para a patofisiologia da DA, conhecido como
Aducanumab, o qual ¢ um anticorpo monoclonal que afeta os agregados BA e leva a redugdo de
placas depositadas no cérebro (Rahman et al, 2023). Apos aprovagdo, este farmaco causou

preocupacdes acerca da seguranca devido ao surgimento de eventos adversos, como anormalidades
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em exames de imagem do cérebro, bem como eventos menos graves como nausea, dores de cabeca
e confusdo. Apesar do aspecto inovador desse farmaco em ser o primeiro farmaco capaz de
modificar o curso da doenca, os desenvolvedores do Aducanumab anunciaram a retirada do
farmaco do mercado em 2024 (Biogen, 2024).

Posteriormente, em abril de 2025, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprovou o Donanemabe (Brasil, 2025), um anticorpo monoclonal com mecanismo de agao similar
ao Aducanumab. O medicamento foi avaliado em um estudo principal envolvendo pacientes com
DA em estagio inicial e o tratamento com o Donanemabe demonstrou resultados significativos no
que diz respeito a redug¢do nos niveis de placas amiloides bem como progressao clinica menor
quando comparados aos pacientes tratados com placebo. Apods aprovagdo para uso em larga escala,
a ANVISA ird monitorar a seguranca ¢ efetividade do medicamento por agdes de
farmacovigilancia.

Apesar dos beneficios, o uso de anticorpos monoclonais pode apresentar uma série de
problemas de seguranca relacionados a imunomodulacao e risco aumentado de infec¢des, bem
como demandam alto custo (Hansel et al., 2010). Adicionalmente, na maior parte dos casos, a
administracdo dos biofarmacos ¢ realizada em ambiente hospitalar e, tais limitagdes demonstram
que, apesar das recentes descobertas, as buscas pela identificacdo de farmacos eficazes e seguros
para tratar a DA segue ainda um desafio.

Nos tltimos anos, diversos inibidores da BACE-1 avancaram para ensaios clinicos, porém
sem sucesso (Rombouts ef al., 2021). A principal causa para o encerramento dos ensaios consiste
em toxicidade e baixa eficacia, mesmo em casos em que o farmaco ¢ administrado em estagios
iniciais. Os aspectos de toxicidade, por sua vez, estdo relacionados a auséncia de seletividade da
BACE-1 frente a BACE-2, uma vez que sdo proteinas homologas com 55% de identidade
sequencial (Fujimoto et al., 2021). A BACE-2 esta envolvida na atividade pancreética e secre¢ao
de insulina, e desempenha papel na neuroprotecao, e a auséncia de seletividade desencadeia efeitos
adversos relacionados a fungdes neuroprotetoras e fisioldgicas (Jeremic; Jiménez-Diaz; Navarro-
Lopez, 2023; Rombouts ef al., 2021).

Um dos primeiros inibidores da BACE-1 a receber atencdo foi o Verubecestat, o qual
apresentou elevado potencial em reduzir os niveis de BA em ratos, macacos e no fluido

cerebrospinal em humanos. No entanto, os ensaios clinicos de fase 3 revelaram que este composto
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¢ ineficaz para tratar pacientes em fases mais avangadas da DA, podendo até promover pioras na
funcdo cognitiva (Doggrell, 2019; Egan et al., 2019).

A auséncia de efeitos na cognicdo bem como as altas taxas de falhas nos ensaios para
desenvolvimento de farmacos levam a questionamentos acerca das hipoteses envolvendo a
etiologia da DA (Jeremic; Jiménez-Diaz; Navarro-Lopez, 2023; Rahman et al., 2023). Todavia,
estudos mostram que a supressao da BACE-1 ¢ capaz de eliminar placas amiloides, mas ndo sao
capazes de compensar a perda neuronal previamente instalada (Hu et al., 2018). Adicionalmente,
existem evidéncias de que algumas fungdes das colinesterases estdo associadas a agregacido A
(Lane; Potkin; Enz, 2006). Dessa forma, as taxas de falhas podem ser atribuidas ao fato de que
esses estudos ndo consideram o aspecto multifatorial da DA, a qual envolve diversos caminhos
metabolicos.

Para tratar doencgas complexas como DA, a industria farmacéutica tem investido em
identificar potenciais estruturas que sdo capazes de atuar simultaneamente em mais de um alvo
(compostos multialvo) (Kumar; Saha; Roy, 2023). Essa abordagem promove uma série de
vantagens, como aumento de eficicia, melhor perfil farmacocinético, reducdo no risco de
toxicidade e melhor adesdo terapéutica. No entanto, o desenvolvimento de ligantes multialvos
consiste em um desafio e, para atingir esse objetivo, os esforcos devem ser dedicados ao uso de

diversas abordagens, como a associagdo de estratégias in silico e in vitro.

3.3 IDENTIFICACAO DE MOLECULAS BIOATIVAS

3.3.1 Estratégias in silico para identificacio de moléculas bioativas

A identificacdo de moléculas bioativas e o desenvolvimento de novos fairmacos ¢ um
processo dispendioso, no que diz respeito a tempo e custo, chegando a custar mais de 4 bilhdes de
dolares (Sertkaya et al., 2024) e envolve identificacao e validagao de alvos terap€uticos, descoberta
e otimizagdo de compostos, bem como os ensaios pré-clinicos e clinicos (Shaker et al., 2021).
Trata-se de um processo influenciado pela complexidade dos alvos a serem modulados e da doenga
em si, que necessita de uma abordagem multidisciplinar e envolve uma série de técnicas de
investigacdo, bem como parte de um amplo espago quimico para identificar novos farmacos em

potencial (Rizzuti; Grande, 2020). No que diz respeito a identificagao de farmacos multialvos, pode
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ser acrescentado como maior desafio do processo o alcance de um balango de atividade frente aos
alvos desejados mantendo o perfil de seletividade e seguranca necessarios (Li et al., 2021).

A estratégia mais comumente empregada para identificacdo de farmacos multialvos
consiste na técnica conhecida como hibridagao molecular, que corresponde a unido de duas ou mais
unidades farmacoforicas de compostos biologicamente ativos formando uma nova entidade
quimica com multiplos modos de a¢ao (Morphy; Kay; Rankovic, 2004; Zhou et al., 2019). No
entanto, a sintese de hibridos envolve um espaco quimico de busca limitado, e encontra desafios
no que diz respeito a obtencdo de compostos com propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas apropriadas essenciais para a resposta biologica (Herrmann; KUMAR;
Tsogoeva, 2020).

Com o objetivo de otimizar o desenvolvimento de novos farmacos multialvos, uma
estratégia que vem sendo largamente utilizada € o reposicionamento de farmacos, que consiste na
identificacdo de novas aplicacdes para farmacos previamente aprovados pelos 6rgaos regulatorios,
ou seja, investigacdo de farmacos existentes para novas indicagdes terapéuticas (Sahoo et al.,
2021). Classicamente, essa estratégia tem registros de descobertas ao acaso, através da
identificacdo de eventos adversos indesejados sendo utilizados como ponto de partida para explorar
a possibilidade de eficdcia em uma condi¢ao médica diversa ao proposito original (Dotolo et al.,
2021; Sahoo et al., 2021). No entanto, com o avango da tecnologia e desenvolvimento dos
algoritmos de inteligéncia artificial e de diversas ferramentas da bioinformatica, a investigacao de
possiveis interagdes entre farmacos e alvos proteicos tem sido realizada de forma mais sistematica.
Desse modo, o reposicionamento de farmacos por estratégias in silico consiste em uma abordagem
com vantagens significativas, como por exemplo velocidade e custos reduzidos.

As principais estratégias in silico para reposicionamento de firmacos correspondem a
estratégias baseadas na estrutura, seja triagem virtual baseada em ligantes, como através de modelo
farmacoforico, ou em triagem virtual baseada no alvo molecular, como triagem virtual por
acoplamento molecular (Kulkarni et al., 2023).

Um modelo farmacoférico ¢ um modelo molecular que ilustra as caracteristicas
responsaveis para a atividade bioldgica de um farmaco, e corresponde a uma estratégia
computacional amplamente empregada para identificagdo de compostos potencialmente ativos a
partir de bibliotecas virtuais (Choudhury; Sastry, 2019; Polishchuk ez al., 2019). Apesar de ser uma

ferramenta valiosa para a priorizagdo de compostos e reposicionamento de farmacos, o filtro por
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modelo farmacoforico € baseado no desvio entre o modelo e as moléculas alinhadas e desconsidera
a compatibilidade com o receptor, e as informagdes estéreo-eletronicas extraidas dos ligantes nao
conseguem avaliar as interagdes estabelecidas frente ao sitio de ligacao (Qing et al., 2014). Por
esse motivo, rotinas de triagem virtual baseada em ligantes podem ser associadas a estratégias
baseadas no alvo molecular como uma forma de priorizar compostos potencialmente ativos.

O acoplamento molecular, por sua vez, ¢ uma estratégia computacional baseada na estrutura
da proteina estudada e ¢ amplamente utilizada em estudos onde a estrutura tridimensional da
proteina estd elucidada e disponivel (Stanzione; Giangreco; Cole, 2021). O método ¢ capaz de
identificar novas estruturas que sdo capazes de se ligar em proteinas, e ainda fornece informagdes
uteis para a elucidagdo do mecanismo estrutural pela qual um ligante consegue influenciar na
atividade do alvo biologico (Paggi; Pandit; Dror, 2024; Stanzione; Giangreco; Cole, 2021). As
analises envolvem duas etapas basicas, as quais sao predi¢do da conformagao e do posicionamento
do ligante no sitio ativo e a avaliacdo da qualidade dessa conformacdo através de um valor
numérico (pontuacdo), sugerindo o qudo estdvel o complexo formado entre ligante e
macromolécula serd (Figura 5) (Paggi; Pandit; Dror, 2024; Raval; Ganatra, 2022; Stanzione;

Giangreco; Cole, 2021).

Alvo Molecular

+ —

A S

Ligante Acoplamento Molecular Pontuagio

Figura 5. Representacdo esquematica do acoplamento molecular
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Atualmente, com o crescimento do numero de estruturas proteicas de alta resolugdo em
bancos de dados, o0 uso de acoplamento molecular tem sido cada vez mais difundido (Paggi; Pandit;
Dror, 2024; Sethi et al., 2020). Somado a isso, diversos programas tém sido desenvolvidos e
aprimorados, com o intuito de tornar as predi¢cdes cada vez mais acuradas. Entretanto, apos a
priorizacdo dos candidatos promissores por triagem virtual, torna-se essencial a realizagdo de
ensaios biologicos que permitam validar experimentalmente o potencial desses compostos. Embora
as abordagens in silico fornecam informagdes importantes sobre a afinidade e modo de interagao
com os alvos moleculares, ¢ por meio dos testes in vitro que se verifica, de fato, a atividade

biologica e a seletividade dos ligantes em sistemas celulares ou enzimaticos.

3.3.2 Estratégias in vitro para avaliacio de atividade biologica

Ao longo dos anos, varias metodologias foram desenvolvidas para avaliacdao de atividade
biologica. Geralmente a primeira etapa nessa avaliagdo ¢ a realizacdo de ensaios in vitro, ja que
representam um custo relativamente baixo no processo de descoberta de firmacos, e podem
identificar importantes informacdes preliminares sobre relevancia clinica e tolerabilidade
(Calligaro, 2018).

No que diz respeito a avaliagdo de tolerabilidade, um desafio importante consiste na
caracterizacdo do risco de desenvolvimento de neurotoxicidade em potenciais farmacos com efeito
a nivel cerebral (Radio et al., 2008). Um dos modelos mais comuns utilizados para a avaliagao de
neurotoxicidade consiste na utilizagdo de células PC12, linhagem celular oriunda do
feocromocitoma de ratos com alto poder de diferenciagdo, capazes de se diferenciar em células que
se aproximam dos neurdnios em termos de morfologia, fisiologia e fun¢des bioquimicas (Chua;
Lim, 2021; Xie et al., 2023), avaliadas ap6s exposi¢cdo a materiais por metodologias como o ensaio
utilizando brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT). O teste MTT € um teste
colorimétrico de proliferacdo e sobrevida celular, baseado na conversdo de MTT em cristais de
formazan de cor purpura por células vivas, o que revela atividade mitocondrial (Kamiloglu ef al.,
2020). As células mortas perdem sua habilidade de reduzir o MTT e formar os cristais de formazan,
os quais podem ser mensurados por absorbancia a 570 nm e, dessa forma, a intensidade da cor

formada ¢ diretamente proporcional ao numero de células viaveis presentes na cultura.
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As células PC12 podem ainda ser utilizadas para avaliacdo da atividade inibitoria frente a
BACE-1, uma vez que essa linhagem celular ¢ capaz de expressar a enzima, responsavel pela
secre¢do de neurotransmissores e regulacdo da exocitose (Lee et al., 2007; Zhang et al., 2011).
Esses ensaios para identificacdo de atividade inibitéria frente a BACE-1 sdo realizados
principalmente através do monitoramento de transferéncia energética por fluorescéncia dos
substratos peptidicos acoplados a pares de doador-aceptor, os quais sofrem separacao por hidrolise
(Mancini et al., 2007; Porcari et al., 2005). Esse método baseia-se no fato de que, quando o
substrato se encontra no seu estado nao clivado, a fluorescéncia do doador ¢ anulada pela do
aceptor; por outro lado, quando a cadeia peptidica ¢ clivada pela BACE-1, a fluorescéncia do
doador cresce linearmente a taxa de proteolise (Mancini; De Simone; Andrisano, 2011). Quando a
enzima ¢ inibida, o aumento da fluorescéncia ndo acontece.

Os ensaios para identificagdo de atividade frente as colinesterases, por sua vez, baseiam-se
no principio da colorimetria na regido de luz visivel. O método mais comumente empregado ¢ o
método descrito por Ellman e colaboradores em 1961, e ¢ fundamentado na producao de tiocolina
resultante da hidrdlise de acetiltiocolina, a qual interage com o 4cido 5-tio-2-nitrobenzoico (DTNB)
formando um produto de cor amarela que pode ser medido por absorbancia a 412 nm (Ellman et
al., 1961; Liu; Xu; Dong, 2021). Desse modo, na presenca de uma substancia a ser analisada, a
atividade da AChE e BuChE pode ser avaliada através da colora¢do desenvolvida no sistema em
comparagao a resposta obtida com uma amostra controle (Tsagkaris et al., 2020). Nesses testes, a
atividade inibitdria € inversamente proporcional a formagao de cor.

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro permitem confirmar ou refutar os dados
fornecidos pelas estratégias de triagem virtual. No entanto, para uma compreensdo mais
aprofundada das interacdes intermoleculares envolvidas na formacao do complexo ligante-receptor
e responsaveis pelos efeitos observados nos testes de avaliagao bioldgica, a aplicacdo de simulagdes

de dinamica molecular se mostra uma estratégia fundamental.

3.3.3 Planejamento de novos derivados

As simulacdes de dinamica molecular (DM) conseguem avaliar o comportamento dos

sistemas em condigdes que simulam o ambiente biol6gico, uma vez que consideram a flexibilidade

total entre o complexo ligante-macromolécula (Gowers et al., 2016; Hansson; Oostenbrink; Van
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Gunsteren, 2002). Nas simulagdes de DM, os atomos sdo tratados como particulas que se movem
em funcao das leis da mecanica classica e essas simulagdes sdo ferramentas importantes nos
estudos de desenvolvimento de moléculas bioativas pois permite compreender detalhadamente os
movimentos das particulas em funcao do tempo (Karplus; McCammon, 2002; Maginn; Elliott,
2010). Apesar do custo computacional alto, as simulagdes de DM tém sido largamente utilizadas
no ambito da descoberta e otimizagdo de compostos bioativos. Além disso, essas simulagdes
permitem hipotetizar mecanismos de agdo de farmacos e perfil de seletividade, e fornecem
informagdes que, juntamente com outras estratégias computacionais como o acoplamento
molecular, sdo fundamentais para otimizagdo de ligantes, com o intuito de desenvolver compostos
com maior eficicia e seguranga (Paggi; Pandit; Dror, 2024; Zhao; Caflisch, 2015). Dessa forma, a
integracdo entre as predigdes computacionais e a avaliagdo experimental representa um passo
critico para confirmar a eficacia dos compostos e orientar as etapas subsequentes de otimizagao

estrutural.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DETERMINACAO DE VIABILIDADE CELULAR

Células PC12 foram cultivadas em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, do
inglés Dulbecco's Modified Eagle's Medium) com alto teor de glicose (Gibco™) suplementado por
3,7 g/L de bicarbonato de sddio, solugdo antibidtica 1 % contendo estreptomicina (100 mg/mL) e
penicilina (100 U/mL), e Soro Fetal Bovino (FBS, do inglés Fetal Bovine Serum), e mantido em
um incubador com atmosfera umidificada com 5 % CO2 a 37 °C até alcangar 80% de confluéncia.
As células foram destacadas usando uma solugao de tripsina 0,25 % com EDTA 0,2 %, e colocadas
em placas de 96 pogos com densidade de 7x10* células/pogo. Apds 24 horas de incubagdo, as
células PC12 foram incubadas com amostras em diferentes concentragdes (1, 10, 25, 50, 75 ou 100
pg/mL) por 24 horas, sem FBS, a 37 °C em atmosfera umidificada com 5 % COz. No dia seguinte,
o meio foi removido e substituido por um meio contendo brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT) em concentra¢do de 0,5 mg/mL e incubado por 2 horas a 37 °C. Apds
esse periodo, foi adicionado 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) ao poco e homogeneizado por
15 minutos protegido de luz. A densidade o6tica (OD, do inglés Optical Density) foi lida a 590 nm
em leitor de microplacas Varioskan™ LUX. A taxa de viabilidade celular foi calculada conforme
a equacdo: Taxa de viabildade celular (%) = (ODgrupo teste “ODbranco do grupo teste)/ (ODgrupo controle -

ODpranco do grupo controle) X100% (Huang et al., 2020; Zeng; Xu; Zheng, 2017).

4.2 ENSAIOS CELULARES PARA IDENTIFICACAO DE ATIVIDADE ANTI-BACE-1

A avaliacdo da atividade inibitoria da BACE-1 foi realizada com células PC12 através do
kit de ensaio de atividade fluorimétrica da BACE (MAK237) adquirido da Sigma-Aldrich® de
acordo com instru¢des do fabricante. As células foram distribuidas em uma placa de seis pogos
5,2x10° células/cm? e incubadas por 24 horas em atmosfera umidificada com 5 % COs..
Posteriormente, as células foram tratadas com DMSO (controle) ou 3 uM de amostra, nas mesmas
condigdes, por mais 24 horas. No dia seguinte, as cé¢lulas foram destacadas da placa de seis pogos
usando solugdo de tripsina 0,25 % com EDTA 0,2 %, e centrifugada por cinco minutos a 700 x g.

O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 0,1 mL de tampao de extragdo gelado na mistura
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de células. O lisado celular foi incubado em gelo por 10 minutos e centrifugado a 10000 x g por
cinco minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e mantido sob refrigeracao
em banho de gelo. Em uma placa de 96 pocos, em cada poco foi adicionado 50 pL de lisado celular.
O lisado celular do pogo tratado com DMSO foi tratado como controle negativo. O controle
positivo consistiu no mesmo lisado celular tratado com DMSO adicionado de 2 pL do inibidor
padrao de BACE-1 fornecido no kit. 50 uLL do tampao de reagdo foi adicionado e as amostras foram
gentilmente agitadas e incubadas por 20 minutos a 37 °C. Apos esse periodo, 2 puL de substrato foi
adicionado e a placa foi incubada por 10 minutos a 37 °C. Apos, a placa foi coberta e gentilmente
misturada e incubada livre de luz a 37 °C por 1 hora e entdo as amostras foram lidas em
fluorescéncia (Aex = 355 nm e Zem= 510 nm). A concentracdo total de proteina foi calculada usando
o método de Lowry (LOWRY et al, 1951). A atividade da BACE-1 foi medida por

fluorescéncia/pg de proteina na amostra.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

A avaliagdo da atividade anticolinesterasica foi realizada conforme descrito previamente
por Ellman e colaboradores (Ellman et al., 1961), adaptado para microplacas de 96 pogos, usando
os parametros cinéticos previamente determinada pelo grupo (de Almeida, R. B. M. et al., 2023).

As enzimas utilizadas foram acetilcolinesterase de Electrophorus electricus tipo 1V e
butirilcolinesterase obtida de soro equino. Foram utilizados também o reagente de Ellman (acido
5.5’ditiobis-2-nitrobenzoico — DTNB), albumina de soro bovino e acetiltiocolina, os quais foram
obtidos na Sigma-Aldrich®.

Para os ensaios de AChE, em cada pogo foram adicionados 140 uL de 0,1 M tampao fosfato
(pH 7,4) contendo 0,1% de albumina, 20 uLL da amostra diluida em etanol, 20 pL da solugdo
enzimaticaa 0,15 U/mL, 10 pL de 0,01 M DTNB e 10 pL de acetiltiocolina a 0,125 mM, conforme
descrito por de Almeida e colaboradores (de Almeida, R. B. M. et al., 2023). Para os ensaios com
a BuChE, foram utilizados 20 pL da solu¢ao enzimatica a 0,10 U/mL e 10 puL de acetiltiocolina a
0,744 mM em adicdo aos demais reagentes.

As amostras foram testadas em concentragdes variaveis para calculo do IC50. Etanol

(controle negativo) foi utilizado como diluente da amostra. Eserina (10 uM) foi usado como
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inibidor (controle positivo) em ambos os testes. Os testes foram realizados em triplicata e a

absorbancia medida a 405 nm em ciclos de 10 minutos para AChE e 20 minutos para BuChE.

4.4 PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DE DERIVADOS DA SILODOSINA

4.4.1 Planejamento de derivados da silodosina

4.4.1.1 Simulagdes de Dinamica Molecular

As formas APO e complexo com os ligantes foram avaliadas em simulacdes de Dinamica
Molecular (DM). As coordenadas 3D dos ligantes foram submetidas ao servidor ATB 3.0
(https://atb.ug.edu.au/index.py) (Stroet et al., 2018) para obtencao das informagdes de topologia.
Os parametros de carga atomica, comprimento de ligagdo, angulos torcionais e diedrais foram
obtidas através do campo de forca GROMOS 54A7 (Schmid ef al., 2011). As simulagdes de DM
foram realizadas no pacote GROMACS 5.1.2 (Abraham et al., 2015), e adotados os pardmetros do
campo de forca GROMOS 54A7,t=25°Cep=1 atm.

As estruturas 3D de AChE, BuChE e BACE-1 foram obtidas do servidor Protein DataBank
(PDB) (ID AChE: 4MOE; ID BuChE: 4BDS; ID BACE-1: 6UWP) (Cheung et al., 2013; Nachon
et al., 2013; Winneroski et al., 2020), e preparadas com o auxilio do mddulo Biopolymer
implementado no SYBYL-X 2.0, para remoc¢ao do ligante cristalografico, moléculas de agua e
artefatos estruturais. Regides ndo modeladas foram construidas com o auxilio do servidor SWISS-
MODEL (Waterhouse et al., 2018).

O estado de protonagdo foi ajustado pelo modulo pdb2gmx implementado no GROMACS
5.1.2 de acordo com o pH 7,4 para as colinesterases (Mascarenhas et al., 2020) e pH 4,5 para
BACE-1 (Dominguez et al., 2010). Os valores de pKa dos residuos foram avaliados no servidor
H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/index.php), com excegdo para os residuos cataliticos da BACE-1,
os quais foram ajustados manualmente para o estado protonado (Asp32) e desprotonado (Asp228)
(Mermelstein; McCammon; Walker, 2019). Para solvatagdo dos sistemas foram usadas caixas
dodecaédricas com modelo de agua SPC-e (Berendsen; Grigera; Straatsma, 1987) com uma
distancia minima de 1.4 nm das extremidades da caixa. Contraions (Na+ e Cl-) foram utilizados

para neutralizar os sistemas com auxilio do mddulo genion.
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As formas APO e complexo foram minimizados em dois passos: inicialmente o Steepest
Descent (SD) algoritmo com 10000 ciclos e, posteriormente, pelo algoritmo Conjugated Gradient
(CG) com 1000 ciclos. Apds os passos de minimizagao, a etapa de equilibragdo foi realizada (t=1
ns) e, por fim, a dinamica de producao sob 300 K e 1 atm. Os mdédulos GROMACS rms, rmsf e
hbond foram utilizados para analisar estabilidade e comportamento de cada sistema. A energia livre
de ligacao dos complexos foi calculada pelo método de Mecanica Molecular Poisson-Boltzmann

Surface Area (MM/PBSA, g mmpbsa).

4.4.1.2 Planejamento de derivados de silodosina

Com base nos dados obtidos previamente por ensaios de acoplamento molecular (Barbosa
et al., 2023), simulagdes de DM e os ensaios in vitro, um conjunto de 30 derivados da silodosina
foi proposto (Tabela 1) para sintese e avaliacdo bioldgica. Os requisitos estruturais para a afinidade
da Silodosina nos sitios ativos de AChE, BuChE e BACE-1 foram utilizados para a proposta dos
derivados (Figura 6).

(A) (B)

NH, R,

Estrutura de partida

Figura 6. A) Silodosina (Pontuagdoacne = -8,0 kcal/mol; Pontuacios,cie = -8,1 kcal/mol; Pontuagdosace-1 = 43,55)
(Barbosa ef al., 2023) e (B) estrutura de partida para os derivados da Silodosina.

A estrutura de partida (Figura 6B) foi utilizada como modelo para a proposicdo dos
derivados. Foram realizadas trocas bioisostéricas, bem como simplificagdo estrutural nas posigdes

R1, R2 e R3, conforme representado na Tabela 1.



Tabela 1. Estrutura quimica de novos derivados de silodosina.
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Ri R2 Rs
H
N
S01 OCH; S dhdhd OH
H
N
S02 OCH:CH; hdhdd OH
H
N
S03 O-CH(CHs)2 dhdhd OH
H
N
S04 O-cProp /\/ N7 OH
H
S05 CH; NN OH
NN
S06 OCH2CF; o~ OH
S07 OCH:CF3 N OH
S08 OCH:CF; AN OH
S09 OCH2CHj3 NN OH
S10 OCH>CH>CH3 NN OH
S11 OCH>CH(CH3): NN OH
S12 OCH:CCl3 NN OH
s13 OCH(Cl A~ OH
S14 OCH:CF3 NN NH2
S15 OCH:CFs NN Cl
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S16 OCH:CF; /\/ e cl
S17 OCHC(CHs)3 /\/\/\“ OH
S18 CH; e OH
S19 CH; AN OH
S20 CH>CH2C(CH3)3 NN OH
s21 OCH:CF3 AN OH
S22 OCH; AN N OH
S23 OH e S OH
S24 OH A OH
S25 OCH3 AN OH
$26 OH NN OH
S27 OH A~ OH
528 OH A~ OH
S29 OH NN N7 OH
$30 OH NN N OH

4.4.1.3 Priorizacao do derivado de silodosina

As estruturas planejadas foram construidas com o auxilio do programa ChemDraw 22.2.0

(PerkinElmer Informatics, 2023) e submetidas a ensaios de acoplamento molecular frente aos trés

alvos, seguindo parametros previamente validados (do Bomfim et al., 2022; Mascarenhas ef al.,

2020). As estruturas cristalograficas utilizadas foram as mesmas utilizadas nas simula¢des de DM

e preparadas conforme descrito previamente (Sec¢do 4.5.1.1), somado a adicdo de atomos de

hidrogénio. O estado de protonacdo das colinesterases foi ajustado ao pH 7,4 com o auxilio do
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servidor PropKa e a busca conformacional e pontuacao foram realizadas pelo programa AutoDock
Vina 1.1.2 (Trott; Olson, 2009)(Mascarenhas et al., 2020). Para o acoplamento com a BACE-1, o
estado de protonagdo do receptor foi avaliado pelo programa H++ 1.0 e pKa corrigido ao pH 4,5
(DOMINGUEZ et al., 2010). O programa utilizado para acoplamento molecular com a BACE-1
foi o GOLD 5.8.1 (JONES et al., 1997), no qual o espago de busca foi delimitado pelo ligante
cristalografico, restrito a uma esfera de 10 A e a pontuagio foi fornecida pela fungdo ASP (do
Bomfim et al., 2022).

A molécula com menor valor de energia de afinidade frente a AChE foi selecionada para

sintese e caracterizagao.

4.4.2 Sintese do derivado de silodosina priorizado’

A rota de sintese do derivado priorizado por ensaios de acoplamento molecular (derivado
S23) foi sugerida conforme Figura 7, e as reacdes estdo detalhadas a seguir. Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) obtidos para os intermedirios € o composto final estdo

apresentados no Apéndice A.

'O processo de sintese do derivado foi desenvolvido durante periodo de doutorado sanduiche, em

colaborag@o com a University of Incarnate Word, Texas.
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Figura 7. Esquema proposto para sintese de S23. a) 3-bromopropanol, acido p-toluenosulfonico, aquecimento; b) 5-
bromoindol, diisopropiletilamina, aquecimento; c) 1-bromohex-5-ino, dicloro-di(trifenil)paladio, fluoreto de
tetrabutilamonio; d) hidrogénio (gas), paladio 10% em carvao ativado; e) catecol, diisopropilazodicarboxilato.
trifenilfosfina, f-1) Dimetilformamida, cloreto de fosforila, dicloroetano; f-2) cloridrato de hidroxilamina, piridina,
anidrido acético, tetraidrofurano; f-3) 5 mol/L hidréxido de sddio, 30% perdxido de hidrogénio, dimetilsulfoxido; g)
1 mol/L hidréxido de sddio, metanol. INTX = produto de sintese nimero X.

AN

INT1

3-bromopropil benzoato (INT1) Acido benzoico (18,3 g, 150 mmol), 3-bromopropan-1-ol (22,9
g, 165 mmol) e acido p-toluenosulfonico (100 mg) foram diluidos em 10 mL de tolueno. A mistura

foi colocada sob aquecimento a 95 °C e agitagdo até o dia seguinte. Apds, o sistema foi resfriado
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até temperatura ambiente e acetato de etila foi adicionado a mistura. A solugdo organica foi lavada
com solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sodio (trés vezes) e solugao saturada de cloreto de
sodio (duas vezes), seca com sulfato de magnésio anidro e filtrada. A solugdo orgénica resultante
foi concentrada e os residuos remanescentes de solvente foram removidos sob alto vacuo,

alcangando um rendimento de 60 % de 3-bromopropil benzoato, um 6leo incolor (Mohr; Krout;

Stoltz, 2009).
i i Br
o "B
©)L r ©)\o/\/\@
>
DIPEA, A

INT2

= o

Br

3-(5-bromoindolin-1-il)propil benzoato (INT2) Em uma mistura de 5-bromoindolina (1,98 g, 10
mmol), dimetilamino piridina (0,12 g, 0,1 mmol) e trietil amina (5,6 mL, 40 mmol), foi adicionado
3-bromopropil benzoato cru (2,43 g, 10 mmol) em temperatura ambiente, ¢ a massa reacional foi
colocada sob agitacdo a 80 °C por 22 horas. A massa reacional foi resfriada a temperatura ambiente
e diluida com acetato de etila e lavada duas vezes com 4gua. A fase organica foi adicionada solugéo
aquosa de acido hidroclorico a 10%. As fases foram separadas e a fase aquosa acidica foi extraida
mais uma vez com acetato de etila. A fase organica resultante foi concentrada e o produto resultante
foi cristalizado usando acido hidroclorico 20 % em alcool isopropilico (25 mL) e acetato de etila

(20 mL), com rendimento de 53 % (Jain; Rao; Rao, 2012).

5 i =
Br WOH OMN OH
0" "N >
PdCI,(PPhs),, TBAF

INT3

3-(5-(6-bromohex-1-in-1-il)indolin-1-il)propil benzoato (INT3) Uma mistura contendo (INT2)
(0,362 g, 1 mmol), pent-4-in-1-o0l (0,101 g, 1,2 mmol), PACI2(PPhs)2 (0,035 g, 5 mol%) e TBAF-
3H20 (0,839 g, 3 mmol) foi colocada sob N2 em agitacdo a 80 °C por 48 horas. Ap0s, foi adicionado
acetato de etila a mistura, e a solugdo foi lavada quatro vezes com dgua e uma vez com solugdo
saturada de cloreto de so6dio. A mistura organica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrado
e concentrado. Houve significantes perdas de material nessa etapa, com grande dificuldade de

remog¢ao do composto da fase aquosa. O material obtido foi purificado por cromatografia rapida
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em coluna (acetato de etila em hexanos, 10 a 30 %), para alcangar o produto, um liquido altamente

viscoso esverdeado, com rendimento de 16 % (Liang; Xie; Li, 2006).

INT4

3-(5-(6-bromohexil)indolin-1-il)propil benzoato (INT4) Uma mistura de (INT3) (0,18 g, 0,5
mmol) em acetato de etila (7 mL) passou por remogdo de gases por sonicagdo e vacuo por 2
minutos. Apds, foi adicionado Pd/C (10 % wt, 0,07 g) ao meio e a atmosfera da mistura foi alterada
para H> alternando entre vacuo e H2 duas vezes. A reacdo foi agitada em temperatura ambiente
com baldo preenchido com H: durante a noite. No dia seguinte, a mistura foi filtrada por celite,
concentrada e purificada por cromatografia em coluna rapida (10-20 % acetato de etila em hexanos)

para alcancar o produto sob a forma de um denso 6leo alaranjado, com 54,3 % de rendimento

(Scott; Kuksa; Kubota, 2010).

HO Q/( 0/\/\
i )® !
07 " Ho >
OH PPh;, DIAD e
INTS

HO
3-(5-(5-(2-hidroxifenoxi)pentil)indolin-1-il)propil benzoato (INTS) Inicialmente
azodicarboxilato de diisopropil (DIAD) (82,5 mg, 0,408 mmol) e PPh3 (0,107 mg, 0,408 mmol)
foram dissolvidos em THF seco (1,8mL) e a solugao foi resfriada em banho de gelo e (INT4) (0,100
g, 0,272 mmol) foi adicionado. Essa mistura foi agitada por 10 minutos e, apos esse tempo, uma
solucdo de catecol (29,9 mg, 0,272 mmol) em THF seco (0,45 mL). Apds 30 minutos sob agitacao
em baixa temperatura, a mistura foi aquecida para temperatura ambiente e mantida sob agitacao.
Quando a reagdo foi considerada completa (avaliacdo por cromatografia de camada delgada), a
mistura foi evaporada sob véacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna rapida

(30% acetato de etila em hexanos) (Wang et al., 2010).
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4.4.3 Avaliacao dos produtos de sintese do derivado S23

Devido a dificuldades encontradas no processo de sintese, o derivado S23 ndo foi
completamente sintetizado dentro do prazo esperado. No entanto, alguns produtos intermediarios
da sintese foram submetidos a avaliacdo frente as colinesterases conforme protocolo descrito na
secdo 4.3. A amostra com melhor perfil de inibicao dual frente as colinesterases foi submetida a
analises para determinagdo de viabilidade celular conforme secdo 4.1 e ensaios celulares para
identificacdao de atividade inibitoria frente a BACE-1 seguindo protocolo descrito na secao 4.2.
Adicionalmente, a estrutura correspondente a amostra com melhor perfil de inibi¢do foi analisada

por simulagdes de DM conforme descrito na se¢ao 4.4.1.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O reposicionamento de farmacos tem se destacado na area de inovagdo e pesquisa
farmacéutica como uma estratégia importante, uma vez que possibilita a identificagdo de novos
usos terapéuticos para farmacos existentes além da sua indicagdo original (Saranraj; Kiran, 2024).
Essa abordagem utiliza conhecimento farmacéutico e dados clinicos existentes para acelerar o
desenvolvimento de novos tratamentos, € tem se beneficiado do desenvolvimento de técnicas
computacionais e ferramentas in silico para planejamento racional de farmacos.

A realizacdo de um estudo prévio utilizando ferramentas in silico para priorizacdo de novos
candidatos a farmacos multialvos para tratamento da doenga de Alzheimer identificou silodosina
(ZINC ID 3806063), um farmaco aprovado pela FDA que ¢ usado para tratar individuos com
desordens urologicas (Jindan; Xiao; Liping, 2022), como um potencial inibidor triplo das enzimas
AChE, BuChE e BACE-1 (Barbosa et al., 2023). Nesse trabalho, Barbosa e colaboradores (2023)
realizaram a construcao e validacdo de um modelo farmacoférico com requisitos estruturais para
inibicdo tripla, o qual foi utilizado para triagem virtual (QFITsilodosina = 31,67), seguido de triagem
virtual por acoplamento molecular (Pontuagdoache = -8,0 kcal/mol; Pontuagdosuche = -8,1;
Pontuagaosace-1 = 43,55) e predigao de parametros fisico-quimicos.

A avaliagdo in silico realizada por Barbosa e colaboradores (2023) demonstrou que
silodosina possui os requisitos estruturais descritos na literatura para inibicao tripla. No entanto,
dados in silico ndo s3o suficientes para atestar atividade biologica e, por esse motivo, sio
necessarios ensaios in vitro para avaliagdo preliminar do perfil de atividade bioldgica da silodosina
frente aos trés alvos, bem como o perfil de seguranca/toxicidade em meio celular para a nova

indicac¢ao através do ensaio de viabilidade celular

5.1 DETERMINACAO DE VIABILIDADE CELULAR

A avaliagdo de toxicidade consiste em uma etapa fundamental e de carater limitante na
priorizagdo de moléculas candidatas a fArmacos. Em se tratando de farmacos com efeito a nivel
cerebral, ¢ possivel realizar analise de neurodegeneracgao através da avaliacao dos efeitos quimicos
de compostos em linhagens celulares derivadas de roedores ou de humanos e, para tal, as células

PC12 do feocromocitoma de ratos tem sido amplamente utilizada (Wiatrak et al., 2020). Essas
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células estdo relacionadas a secre¢do neuronal de catecolaminas, dopamina e norepinefrina, sdo
facilmente cultivadas e seu processo de diferenciagao esta claramente elucidado. Por esse motivo,
as células PC12 foram utilizadas para avaliar se a silodosina apresenta um perfil de seguranca

apropriada para tratar pacientes com DA (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da silodosina na viabilidade de células PC12 determinado através de MTT. Grafico de viabilidade
em percentual em condigdes Controle (CT) e tratada com silodosina nas concentragdes de 1 - 75 uM por ensaio de
MTT em 24 horas. Anélise estatistica realizada utilizando o teste One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de
multipla comparagao Bonferroni. N=3. ns = ndo significativo estatisticamente; * = p < 0,05; ** = p <0,01; ***=p <
0,001.

A exposicao a diferentes concentracdes de silodosina por 24 horas demonstrou efeitos dose-
dependente nas células PC12. Em concentragdes inferiores a 10 uM da amostra nao foi observada
reducdo significativa na viabilidade celular (Figura 8), mas concentracdes superiores
demonstraram efeito toxico/citostatico. Adicionalmente a possibilidade de uso para avaliacao de
toxicidade, as células PC12 ainda s3o capazes de expressar a BACE-1, a qual desempenha um

papel fundamental na secrecdo de neurotransmissores e regulagdo de exocitose nessas células (Lee
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et al., 2007; Zhang et al., 2011) e, por esse motivo, a linhagem de células PC12 foi também
utilizada para identificacao de atividade anti-BACE-1.

5.2 ENSAIOS CELULARES PARA IDENTIFICACAO DE ATIVIDADE ANTI-BACE-1

A 1identificacdo de atividade anti-BACE-1 foi realizada através de um método de
fluorescéncia no qual a atividade enzimatica a nivel celular ¢ proporcional a intensidade da
fluorescéncia emitida. Tal método vem sendo amplamente utilizado em testes para deteccao de
atividade de BACE-1 e deposicao de peptideos BA (Afghah et al., 2024; Oh et al., 2022; Park et
al., 2023) uma vez que sua abordagem de leitura de fluorescéncia resolvida no tempo (do inglés,
time-resolved fluorescence) minimiza a interferéncia do composto (Porcari et al., 2005).
Adicionalmente, o emprego de estratégias que avaliam a atividade a nivel celular permite analisar
interagdes moleculares e a avaliacdo da atividade sob condi¢des mais proéximas do que ocorre em
meio fisioldgico, permitindo uma anélise mais acurada (Incaviglia et al., 2021). Com base no perfil
de toxicidade observado na se¢do anterior, a concentragdo de 3 uM foi selecionada para este ensaio,

uma vez que ndo compromete a viabilidade celular.
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Figura 9. Efeito da silodosina a na atividade enzimatica de BACE-1 em células PC12 determinado por ensaio celular
(KIT MAK237). CT- (Controle negativo) = extrato da proteina de células PC12 tratadas com 0,3% DMSO por 24
horas + substrato; Silo = extrato de proteina de células PC12 tratado com 3 pM de silodosina por 24 horas +
substrato; CT+ (Controle positivo) = extrato de proteina de células PC12 tratado com 0,03% DMSO por 24 horas +
inibidor padrdo contido no kit + substrato.
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Os ensaios realizados permitiram observar que a silodosina a 3 uM foi capaz de reduzir a
atividade da BACE-1 quando comparada ao controle positivo, e apresentou valores de
fluorescéncia proximos ao que foi observado na amostra tratada com um inibidor padrao (Figura
9). Esse resultado ressalta que a silodosina possui atividade anti-BACE-1 em concentracao
considerada segura de acordo com os testes de viabilidade celular. No entanto, tendo em vista o
aspecto multifatorial que envolve a patogénese da DA, a modulagao exclusiva de um alvo nao
corresponde a hipétese mais adequada para tratamento. Por esse motivo, para avaliar o seu

potencial multialvo, a silodosina foi testada frente as colinesterases.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

A avaliagdo da atividade anticolinesterasica foi realizada através de ensaios nos quais €
possivel mensurar a formacdo de produtos de catalise baseados no principio de colorimetria na
regido da luz visivel. O método descrito por Ellman e colaboradores (1961) pode ser realizado de
maneira relativamente rapida, com baixo custo, utiliza quantidade reduzida de reagentes, oferece
resultados confidveis e reprodutiveis, e ainda ¢ capaz de avaliar atividade de ambas as
colinesterases, AChE e BuChE (De A Cavalcante et al., 2018; Ercetin et al., 2020; Pohanka;
Hrabinova; Kuca, 2008). A realizagdo desses testes permitiu identificar que silodosina apresenta
atividade anti-AChE na faixa do alto micromolar (IC50 > 500,0 uM), porém apresenta efeitos de
inibi¢do satisfatorios frente a BuChE (IC50 = 3,02 = 0,05 uM, Figura 10).
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Figura 10. Curva concentragdo-resposta do efeito anticolinesterasico in vitro de silodosina frente 8 BuChE

O célculo do IC50 sugere que concentragdes reduzidas de silodosina sdo capazes de inibir
a atividade catalitica da BuChE, apesar da reduzida afinidade frente a AChE. Esse resultado ¢
similar ao observado em estudos de inibicdo dual previamente realizados, nos quais substancias
testadas possuem melhor perfil de inibicao frente a BuChE (Cavdar et al., 2019; de Almeida et al.,
2021; de Almeida, R. B. M. et al., 2023; Guo et al., 2020; Jonczyk et al., 2020; Liu et al., 2023).
Esse fato pode ser atribuido a diferenca de volume dos sitios ativos, uma vez que AChE tem o sitio
ativo relativamente pequeno (~302 A%) quando comparado ao sitio da BuChE (~502 A?) (Figura 2)
(Darvesh; Hopkins; Geula, 2003). Adicionalmente, a molécula testada é volumosa (~199 A3) e o
sitio ativo de AChE ¢ composto por residuos aromaticos, o que reduz a disponibilidade de espago
para que o inibidor se acomode. Assim, essas caracteristicas podem conferir seletividade para o
inibidor frente a BuChE.

Estudos apontam a inibicao seletiva da BuChE como responsavel por melhorias cognitivas
e de memoria e por isso consiste em uma alternativa interessante para o tratamento da DA,
especialmente em estidgios avancados. Esse efeito decorre da existéncia de um efeito
compensatorio da BuChE que pode chegar a 120% de sua atividade em condicdes fisiologicas em
resposta a redugdo da atividade da AChE a medida que a doenga progride (Li et al., 2022; Panek
etal.,2023; Wu et al., 2021).
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Todavia, apesar da silodosina apresentar resultados de inibi¢do promissores que indicam a
possibilidade de uso como farmaco para terapia da DA, o objetivo desse estudo consiste na
identificacdo de moléculas com potencial atividade multialvo frente a ambas as colinesterases e
BACE-1. Uma vez que as informacdes extraidas a partir dos dados biologicos ndo sao suficientes
para avaliar os resultados do ponto de vista atomistico das interagdes entre o candidato a farmaco
e os alvos biologicos e por conseguinte, propor hipdteses que justifiquem os mecanismos de acao,
¢ possivel utilizar estratégias computacionais que permitam identificar essas interagdes e propor
modelos de interacao ligante-macromolécula. Dentre essas estratégias, as simula¢des de dinamica
molecular podem ser usadas em associacdo aos ensaios bioldgicos para guiar o planejamento

racional de novos farmacos derivados da silodosina, com o intuito de otimizar a estrutura original.

5.4 PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DE DERIVADOS DA SILODOSINA

5.4.1 Planejamento de derivados da silodosina

5.4.1.1 Simulagdes de dinamica molecular

Simula¢des de DM permitem avaliar o comportamento molecular em funcdo do tempo,
assumindo ambos ligante e macromolécula como flexiveis e considerando o contetido da estrutura
secundaria e a orientacdo das cadeias laterais (Dandekar; Sinha; Mondal, 2021; Oliveira ef al.,
2018). Nesse trabalho, as simula¢des de DM avaliaram a estabilidade da silodosina no sitio ativo
das enzimas (AChE, BuChE e BACE-1), as interacdes intermoleculares que sdo responsaveis por
esse comportamento e os parametros termodindmicos envolvendo os complexos, de modo a extrair
informacdes para guiar o planejamento de derivados da silodosina.

Com o intuito de avaliar a estabilidade dos sistemas durante as simulagdes de DM, foi
analisado inicialmente o desvio médio quadratico (do inglés, Root Mean Square Deviation —
RMSD) (Figura 11), uma métrica que avalia a estabilidade estrutural do sistema através das
alteragdes conformacionais na estrutura da proteina, em comparacdo a estrutura de partida

(Sargsyan; Grauffel; Lim, 2017).
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Figura 11. RMSD para a cadeia principal (backbone) durante as trajetdrias das simulagdes de DM dos sistemas de
AChE (A — APO; B — complexo), BuChE (C — APO; D — complexo), e BACE-1 (E — APO; F — complexo). Entre (),
valor médio e desvio padrdo de RMSD durante a trajetoria.
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A avaliacdo do RMSD também permite identificar na trajetéria o momento em que o
sistema atinge o equilibrio nas alteragdes conformacionais (Sargsyan; Grauffel; Lim, 2017). Na
maior parte dos casos, € possivel observar a ocorréncia de um aumento progressivo no valor de
RMSD nos estagios iniciais até que o sistema estabilize, e variacdes de RMSD inferiores a 3,0A
sdo consideradas adequadas (Bowman, 2016; Verli, 2014). Nas simulac¢des deste estudo foi
possivel observar a ocorréncia de equilibrio anterior aos 100 ns de simulagao nos sistemas contendo
a proteina na sua forma APO para AChE (At =40 ns) e para BACE-1 (At = 60 ns) porém o mesmo
nao foi observado para a BuChE, cuja simulacao precisou ser estendida até 150 ns (At = 40 ns).
Nos sistemas contendo o ligante, por sua vez, as simulagdes alcangaram equilibrio inicialmente
para BuChE (At =75 ns) e para BACE-1 (At =35 ns). Para o sistema contendo AChE complexado
com silodosina, em contrapartida, uma simulagdo de 100 ns ndo foi suficiente para observar o
tempo de estabilizagdo. Por esse motivo, a simulagao foi estendida para 200 ns, e assim foi possivel
observar que o sistema atingiu equilibrio aos 165 ns de simulagdo (At = 35 ns). Esse resultado esta
alinhado ao que foi observado no teste de inibi¢cao, no qual a molécula investigada nao foi capaz
de inibir a atividade enzimatica apropriadamente, e sugere que esse efeito pode ser resultado da
reduzida habilidade de estabelecer interacdes com forga suficiente para estabilizar o sistema nos
estagios iniciais.

O RMSD consiste em uma avaliacdo métrica que traz informagdes importantes acerca das
simulagdes de DM, a qual considera toda a estrutura da proteina. No entanto, essa informagao ndo
¢ suficiente para garantir a estabilidade do sistema, visto que ndo considera a flutuacao que ocorre
em regides especificas da proteina, como o sitio ativo. Dessa forma, adicionalmente a avaliagdo de
RMSD, as flutuacdes atomicas podem ser avaliadas individualmente através do calculo da
flutuacdo quadratica média (do inglés, Root Mean Square Fluctuation — RMSF). Por esse motivo,
foram gerados graficos exibindo as flutuacdes por residuo das formas APO em comparacdo a

respectiva forma complexada, durante a fase produtiva (Figuras 12, 13 e 14).
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Figura 12. RMSF (A) (backbone) de AChE nas formas APO e complexada com silodosina durante a fase produtiva
(At = 35ns).

Os dados revelam que a flutuagfio atdémica do complexo com AChE (RMSF =0,9 + 0,5 A)
¢ estatisticamente similar as flutuagdes da forma APO (RMSF = 0,8 + 0,4 A) (Figura 12). As
regides do sitio ativo seguem um perfil similar de flutuagcdes em ambos os sistemas, o que sugere
que a presenca do ligante ndo promove alteragdes conformacionais significativas na estrutura da
proteina. As regides com maior flutuacdo correspondem a regides de alga, as quais sdo

caracterizadas por elevada flexibilidade conformacional.
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Figura 13. RMSF (A) (backbone) de BuChE nas formas APO e complexada com silodosina durante a fase produtiva
(At = 75ns). Os destaques em cinza correspondem a regides que compreendem o sitio ativo.
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Por outro lado, as flutuagdes atomicas da forma APO de BuChE (RMSF =1,0+0,5 A) e
complexada (RMSF = 0,8 + 0.3 A) sugerem que o segundo sistema é mais estavel (Figura 13). Essa
consideragdo ¢ evidenciada quando sdo observadas as regides do sitio ativo destacadas no grafico,
nos quais o sistema sem o ligante apresenta flutuagdes mais evidentes. Esses dados parecem estar
alinhados aos resultados dos testes enzimaticos, uma vez que alteragdes conformacionais no sitio

ativo sao primordiais para catalise da BuChE (Fang et al., 2011).
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Figura 14. RMSF (A) (backbone) de BACE-1 nas formas APO e complexada com silodosina durante a fase
produtiva (At = 75ns).

Nos sistemas envolvendo a BACE-1, por sua vez, os efeitos do ligante nas flutuagdes entre
a forma APO (RMSF = 1,1 £ 0,4 A) e complexada com silodosina (RMSF = 0,7 + 0,4 A) sdo ainda
mais pronunciados, o que sugere maior estabilidade para a forma complexada (Figura 14). A regidao
dos residuos cataliticos apresenta reduzida flutuacdo em ambos os sistemas, o que indica que ndo
ocorrem alteragdes significativas na conformagao do sitio ativo durante as simulagdes. No entanto,
¢ possivel observar maior flutuagdo na regido entre os residuos Val67-Glu77 no sistema APO
comparado ao sistema complexado, o que sugere que silodosina desencadeia interagdes que podem
impedir a abertura da alca flap e inibir a atividade catalitica da BACE-1, similar ao observado em
outras simula¢des de DM previamente descritas (do Bomfim et al., 2022).

A andlise do RMSD e RMSF demonstram que silodosina possui caracteristicas moleculares

que permitem a estabilizagdo da estrutura de AChE, BuChE e BACE-1, apesar da estabilizacao do
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sistema com AChE ocorrer em estagios avancados da simulagdo. A estabilizacdo decorre de
interagdes intermoleculares que sdo estabelecidas entre ligante e aminodcidos (residuos)
importantes da proteina, e essas interagdes podem estar envolvidas com a resposta biologica.
Dentre as diversas interagdes, as ligagdes de hidrogénio sdo consideradas importantes para a
biologia por ser capaz de estabilizar duas moléculas em uma estrutura fundamental de complexo
(Buckingham; Del Bene; McDowell, 2008). Uma vez que essas interagdes sao transitorias, elas sao
analisadas considerando a permanéncia das mesmas durante o tempo de simulagdo e, nesse estudo,
foram consideradas aquelas com permanéncia superior a 10% do tempo da fase produtiva (Figura

15) (para fins de padronizacdo, foi considerada a fase produtiva como os 35 ns finais das

simulagdes).
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Figura 15. Permanéncia das interagdes de hidrogénio da silodosina no sitio ativo de AChE, BuChE ¢ BACE-1
durante a fase produtiva das simula¢des de DM e identifica¢do dos pares envolvidos.

No sitio ativo de AChE foi possivel observar que o oxigénio da hidroxila da cadeia lateral
da silodosina atua como doador em ligagdes de hidrogénio com os oxigénios carboxilicos de
Glu285, totalizando 63,5% de permanéncia. Adicionalmente, a amina presente em Trp286 interage

com a amina terciaria do ligante (19%); o nitrogénio da amida ligada a indolina estabelece ligagdes
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de hidrogénio com atomos de oxigénio presentes em Val282 (33,6%) e Asn283 (24,1%), nos quais
o nitrogénio do ligante atua como doador; e os oxigénios ligados ao anel aroméatico atuam como
doador em ligagdes de hidrogénio com o nitrogénio de Glu292 (40,2%). No sitio ativo de BuChE,
por sua vez, importantes ligagdes de hidrogénio sdo estabelecidas entre o oxigénio da formamida
e o grupo amino de GIn119 (21,9%) e o nitrogénio da cadeia lateral de Asn289 (85,2%), nas quais
o0 atomo do ligante atua majoritariamente como doador; e o nitrogénio do mesmo grupo atua como
receptor de ligagdo estabelecida com Thr284 (52,1%) e com Ser287 (50,1%). E possivel ainda
observar interacdes de hidrogénio entre o oxigénio da hidroxila da silodosina e Phe278 (17,9%).
Em ambas as colinesterases ¢ possivel observar que os residuos envolvidos em ligagcdes de
hidrogénio de longa permanéncia sao residuos localizados na regido periférica dos sitios ativos (De
Boer et al., 2021), o que sugere que o ligante pode competir com o substrato para entrada no sitio
ativo. Entretanto, diversos estudos tém demonstrado que essas interagdes nao sao suficientes para
estabilizar complexos com AChE, para os quais as interagdes entre o ligante e residuos localizados
na cavidade e na regido catalitica sao imprescindiveis (EI-Hussieny et al., 2023; Ozten et al.,
2021).

No sitio ativo de BACE-1 sdo observadas ligagdes de hidrogénio durante mais que 10% da
fase produtiva com a diade catalitica, entre o nitrogénio da amina tercidria e Asp32 (14,0%) e entre
o nitrogénio da formamida e Asp228 (33,3%). Tais interagdes sao descritas em estudos anteriores
realizados com inibidores de BACE-1 (Tran ef al., 2020; Yildiz, 2020) e isso pode estar associado
ao perfil de inibi¢ao apresentado por silodosina (Figura 9). Os residuos localizados na regido da
alca flap também estdo envolvidas em ligagdes de hidrogénio, como a Thr72 e o oxigénio da
hidroxila (18,5%) do N-propanol, e o oxigénio do trifluoroetanol realiza ligagdes de hidrogénio
com o nitrogénio da cadeia lateral de Trp76 (28,5%). Adicionalmente, o oxigénio da hidroxila esta
envolvido em ligagdes de hidrogénio com a hidroxila lateral de Tyr198 (14,8%) e o oxigénio da
formamida atua como aceptor em interagdes com Arg235 (40,2%) e Thr329 (42,5%).

Apesar de as ligacdes de hidrogénio serem importantes para a estabilizacdo dos sistemas,
essas interagdes ndo sdo as unicas responsaveis pela manutencdo das estruturas e da resposta
bioldgica. Por esse motivo, ¢ importante avaliar as interagdes de outras naturezas que podem ser
estabelecidas entre ligante e proteina. Ao considerar o aspecto dindmico das simulagdes, a analise
dessas interagdes deve ser feita através da andlise de estruturas representativas que representem o

estado conformacional mais comum ou energeticamente favoravel Nesse estudo, as estruturas
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representativas escolhidas para cada sistema foram a conformagao no tempo 190,45 ns para AChE-
silodosina, 85,25 ns para BuChE-silodosina e 88,3 ns para BACE-1-silodosina (Figuras 16, 17 e
18).
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Figura 16. Interacdes da silodosina no sitio ativo de AChE obtido da estrutura representativa da simulagdo de DM (t
= 190,45 ns). Contornos em linha verde solida representam interagdes hidrofobicas; linhas verdes tracejadas
representam interacdes do tipo empilhamento pi; linhas pretas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.

O mapa de interagdes da estrutura representativa da silodosina complexada com AChE
(Figura 16) revela que o grupo trifluoroetanol ¢ capaz de estabelecer interagdes hidrofobicas com
os residuos Trp286 e Ser293. O anel aromatico do grupo catecol interage com o anel aromatico da
cadeia lateral de Trp286 através de uma ligagao do tipo empilhamento pi, e essa interagdo parece
ser importante para inibicdo de AChE (Honorio et al., 2021; Van Der Westhuizen et al., 2022). O
grupamento indolina do ligante também estabelece interagdes hidrofobicas com o residuo Leu76.
O mapa ilustra ainda duas ligagdes de hidrogénio, entre a hidroxila do N-propanol lateral a indolina
e a carboxila lateral de Glu285 — que atua como receptor da ligacao —, e entre o oxigénio aceptor
da formamida e a amina presente em Trp286. Apesar de silodosina ser capaz de estabelecer
interacdes descritas em inibidores conhecidos da AChE, ¢ importante salientar que os residuos
envolvidos nas interagdes descritas correspondem a residuos localizados na regido periférica do

sitio ativo. Estudos anteriores demonstraram que essas interacdes sao importantes para inibi¢ao das
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colinesterases (Niu et al., 2005) mas, se ndo ocorrem interagdes na base do sitio ativo, o complexo
ligante-macromolécula possivelmente ndo estabilizara. Esse fato pode estar associado ao que foi
observado na analise de RMSD do complexo AChE-silodosina (Figura 11) — o qual demonstrou

estabilizacao do sistema apenas apos 165 ns de simulagdo — ¢ a baixa afinidade de inibig¢ao frente
a AChE observada nos ensaios in vitro.
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Figura 17. Interacdes da silodosina no sitio ativo de BuChE obtido da estrutura representativa da simulagdo de DM
(t= 85,25 ns). Esquema de cores similar a Figura 16.

O mapa de interagdes da estrutura representativa de BuChE complexada com silodosina
(Figura 17) ilustra que a regido do grupamento indolina estabelece interagdes hidrofobicas com
Pro285, residuo que tem sido observado em interagdes com inibidores da BuChE (Liu ef al., 2022;
Shakil; Fahd, 2021). Além das interagdes hidrofobicas, ainda sdo observadas liga¢ao de hidrogénio
entre o oxigénio da formamida e a amina do residuo Asn289, a qual apresenta permanéncia superior

a 80% (Figura 15). Essa interacdo também foi reportada como importante para a inibi¢do da

BuChE, uma vez que esté relacionada a manuteng¢ao do inibidor no interior do sitio ativo e bloqueio
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do acesso do substrato (Zhang et al., 2020). Adicionalmente, a amina do grupo formamida atua
como doador de ligagdo de hidrogénio com o oxigénio carboxilico de Thr284, e a hidroxila da

cadeia lateral a indolina atua como doador de ligagdo de hidrogénio com o oxigénio carboxilico de

Val280.

Figura 18. Intera¢des da silodosina no sitio ativo de BACE-1 obtido da estrutura representativa da simulagdo de DM
(t= 88,3 ns). Esquema de cores similar a Figura 16.

O mapa de interagdes da estrutura representativa da silodosina complexada com BACE-1
(Figura 18) ilustra ligacdes de hidrogénio entre o hidrogénio da hidroxila no N-propanol de
silodosina com o oxigénio da cadeia lateral de Thr72 e entre o oxigénio do grupo formamida de
silodosina e o hidrogénio da hidroxila lateral de Thr329, nas quais o ligante atua como doador e
receptor de ligacao, respectivamente. O residuo Thr329 também estabelece interagdes hidrofobicas
com o N-propanol lateral ligada a indolina do ligante. Adicionalmente, o anel catecol de silodosina
estabelece interacdes do tipo empilhamento pi com o anel aromatico presente em Tyr71 e o
grupamento trifluoroetanol também estabelece intera¢des hidrofobicas com Tyr71. Os residuos

Tyr71 e Thr72 sdo considerados relevantes para o desenvolvimento de inibidores de BACE-1, uma
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vez que sdo localizados na alga flap e sdo responsaveis pelas alteragdes conformacionais
necessarias para atividade catalitica (do Bomfim ef al., 2022), o que sugere que essas interacdes
sdo fundamentais para o resultado observado nos ensaios celulares.

E importante salientar uma mudanga significativa observada quando comparados o perfil
de interagdes intermoleculares nas simulagdes de DM aos estudos de acoplamento molecular
envolvendo silodosina e AChE, BuChE e BACE-1 (Barbosa et al., 2023). Isso se da devido ao fato
de a DM considerar a flexibilidade da proteina. No caso de BuChE, foi possivel observar interagdes
de longa permanéncia que sdo fundamentais para a inibicdo da atividade catalitica e que nao
estavam contidas no mapa de interagdes do acoplamento molecular. No caso de BACE-1, apesar
de o acoplamento molecular ilustrar interagcdes com Asp32 e o mapa da estrutura representativa da
DM nao, a andlise das interagdes de hidrogénio (Figura 15) mostrou quem ambos Asp32 e Asp228
estdo envolvidas em interagdes de longa permanéncia, o que reflete o perfil de inibigdo da atividade
catalitica.

Apesar da importancia das interagdes intermoleculares, a maior parte dos processos
moleculares (incluindo associagdes e reagdes quimicas) sdo guiadas por energia livre de ligagdo
(Wang et al., 2019). Desse modo, a for¢a de uma interagdao biomolecular como a envolvida no
reconhecimento para inibi¢do pode ser quantificada pela avaliacdo da energia livre (Kumari;
Kumar; Lynn, 2014) e, por essa razdo, ¢ importante avaliar os aspectos termodindmicos dos
complexos entre silodosina e os trés alvos. Uma vez que os programas de acoplamento molecular
ndo consideram a flexibilidade das proteinas e simplificam as fun¢des de energia (Hamed, 2020),
o método de mecanica molecular Poison Botzmann (MM/PBSA) foi aplicado para a fase produtiva

das simulag¢des dos sistemas envolvendo os complexos (Tabela 2).

Tabela 2. Energia livre de ligacdo e componentes calculados pelo g mmpbsa.

Sistema EvdW Eelec GMM Gpolar Gnnnpolar A(;binding
(kJ/mol)  (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
AChE-silodosina -0,001 0,046 0,045 -1,313 -3,854 -1,489
BuChE-silodosina -167,952 -24,197 -192,149 115,276 -4,224 -93,422
BACE-1-silodosina -24,429 -4,179 -28,608 15,106 1,605 -15,768

O MM/PBSA corresponde a uma estratégia versatil que permite estimar a energia livre de
ligacdo e alcan¢a um equilibrio interessante entre acuracia nos resultados e eficiéncia (Valdés-

Tresanco et al., 2021). Ao utilizar esse método, € possivel observar que a energia livre de ligacao
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entre AChE e silodosina corresponde a -1,489 kJ/mol, e as interagdes de van der Walls ndo sdo
significantes para a estabilizacdo do complexo. Esses resultados ilustram que nao ha propensao de
ocorrer associagdo entre o ligante e a proteina e corrobora o que foi observado nos testes in vitro,
nos quais silodosina nao apresentou habilidade de inibir a atividade catalitica de AChE.
Paralelamente, estudos prévios utilizando como referéncia compostos com atividade inibitdria
frente a AChE, como galantamina (Evaw = - 146,8 kJ/mol; AGubinding = -68,3 kJ/mol) e rivastigmina
(Evaw = -127,5 kJ/mol; AGbinding = -113,1 kJ/mol), mostraram valores melhores de energia livre e
de contribuicdo de van der Walls (Pascoini et al., 2019) do que o observado na simulagao com
silodosina. A andlise de decomposi¢cdo de energia por residuo confirma esses resultados (Figura
19), a qual indica que a contribui¢ao individual por residuo foi insuficiente para estabilizar o

complexo, e os residuos com maior contribui¢do foram aqueles localizados fora do sitio de ligacao.
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Figura 19. Decomposi¢do por residuo da energia livre de ligagao para o complexo AChE-silodosina, calculado
usando o método MM/PBSA durante a fase produtiva (AG < - 0,2 kcal/mol)
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Por outro lado, a energia livre de ligagao do complexo de BuChE-silodosina corresponde a
-93,422 kJ/mol (Tabela 2), o que esté alinhado a estabilidade atingida pelo sistema e aos dados de
inibi¢do in vitro. Esse valor demonstra que o composto ¢ capaz de criar um sistema com BuChE
mais estdvel que donepezila e outros compostos ativos, € as interacoes de van der Walls
desempenham um papel essencial nesse processo, similar ao descrito em estudos anteriores (Adalat

etal.,2023; Al-Joufi et al., 2022). As interagdes de ligacao de hidrogénio também estdo envolvidas
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no processo de estabiliza¢do do sistema. A analise de decomposi¢ao de energia por residuo (Figura
20), por sua vez, corrobora com intera¢des observadas previamente (Figura 17), demonstrando que
tais interacdes sdo provaveis de ocorrer e contribuem para a estabilizacdo do complexo, uma vez
que residuos como Val280 e Pro285 demonstraram significativa contribui¢ao de energia.
Contribui¢des importantes também foram associadas a residuos localizados no sitio ativo, como

Trp82, Leu286, Val288 e Tyr332.
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Figura 20. Decomposi¢do por residuo da energia livre de ligagdo para o complexo BuChE-silodosina, calculado
usando o método MM/PBSA durante a fase produtiva (AG < - 0,1 kcal/mol).

Para o sistema com BACE-1, foi observado que a energia livre de ligacao foi de -15,768
kJ/mol e as interag¢des de van der Walls contribuem significativamente para a estabilizacdo (Tabela
2). Além disso, ligagdes de hidrogénio parecem ser importantes para a estabilizagdo do sistema, o
que corrobora a longa permanéncia das interagcdes (Figura 15). Esses resultados sdo similares ao
observado em simulagdes de DM de inibidores da BACE-1 (Gutiérrez et al., 2019; Srivastava et
al., 2023), o que pode estar associado aos resultados de atividade biologica frente a BACE-1. A
analise de decomposicao por residuo (Figura 21), por sua vez, sugere que a contribui¢do individual
ndo ¢ suficiente para estabilizar o complexo porém, mesmo com essa limitagdo, o Asp32 catalitico
e outros residuos importantes para atividade catalitica de BACE-1, como Tyr71, demonstraram

possuir maior contribui¢do energética.
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Figura 21. Decomposigdo por residuo da energia livre de ligagdo para o complexo BACE-1-silodosina, calculado
usando o método MM/PBSA durante a fase produtiva (AG < - 0,3 kcal/mol)

Os ensaios in vitro e in silico realizados com silodosina permitem inferir que o composto
pode ser util no tratamento da DA, e os resultados oriundos dessa pesquisa estdo contidos na patente
depositada, intitulada “Uso da silodosina para o tratamento da doenga de Alzheimer” (Processo BR
10 2024 023762 5, Anexo A). Essas informagdes foram também utilizadas como ponto de partida
para o planejamento de compostos derivados de silodosina, com o objetivo de potencializar a

afinidade frente aos alvos e alcangar a inibigao tripla.

5.4.1.2 Planejamento dos derivados da silodosina

Ao analisar as informacgdes reunidas desde os mapas de interacdo oriundos dos ensaios de
acoplamento molecular (Barbosa et al., 2023), até as informagdes extraidas das simulagdes de DM
frente aos trés alvos, foi possivel identificar os aspectos estruturais da silodosina que podem
justificar o comportamento bioldgico observado nos testes realizados e descritos nas segoes
anteriores. Esses aspectos foram considerados para a construcdo da estrutura base (Figura 6B) e as

regides alteradas para as derivacdes foram destacadas (Figura 22).
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Figura 22. Representagdo esquematica das regides que sofreram alteragdes no planejamento de derivados de
silodosina.

Os centros aromaticos contidos na estrutura da silodosina (grupo catecol e indol) foram
descritos como envolvidos em interagdes importantes entre o ligante e o sitio ativo dos trés alvos,
como interagdes hidrofobicas e empilhamento pi e, por esse motivo foram mantidos na estrutura
de partida para construg¢do dos derivados (Figura 6B). Adicionalmente, a amida e o oxigénio que
compdem o grupamento formamida ligado a indolina estdo envolvidos em ligacdes de hidrogénio
importantes para a estabilizagdo dos complexos, o que levou a manutengdo do grupo na construcao
dos derivados. A hidroxila terminal do N-propanol ligado a indolina também foi descrita como
envolvida em importantes ligagdes de hidrogénio e, por esse motivo, em alguns derivados foram
promovidas trocas bioisostéricas, com o intuito de preservar as interagdes observadas.

A cadeia responsavel por unir os grupamentos catecol e indol, por sua vez, ndo esta
diretamente envolvida nas interagdes intermoleculares descritas. No entanto, essa cadeia ¢
responsavel pela flexibilidade da molécula e vem sendo descrita em estudos prévios como sendo
importantes para a inibi¢ao dos alvos estudados (Honorio et al., 2021; Liu et al., 2023), nos quais
o tamanho da cadeia pode conferir seletividade entre uma ou outra colinesterase. Assim sendo,

foram promovidas varia¢des na cadeia para a construg¢do dos derivados (R2 na Figura 6B/Tabela
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1), no que diz respeito a alteragcdes no tamanho e ainda possibilitando a simplificacdo da estrutura
com a retirada do carbono quiral presente na silodosina.

Alteragdes foram também realizadas na cadeia lateral ao catecol com a substitui¢do do
trifluoroetanol por estruturas diversas, onde foram feitas substituigdes que promovessem variagoes
de volume e polaridade. Tais alteragdes, juntamente com a simplificacdo da cadeia que une os
grupamentos aromaticos, permitiram avaliar o impacto da liberdade conformacional com o intuito
de permitir a melhor acomodagdo dos ligantes no interior do sitio ativo, j& que em AChE a
silodosina pareceu acessar apenas o sitio periférico.

Os derivados propostos foram desenhados e submetidos a andlises de acoplamento

molecular, com o objetivo de avaliar o impacto das alteracdes na afinidade frente aos alvos.

5.4.1.3 Priorizacao do derivado da silodosina

Acoplamento molecular ¢ uma estratégia que sugere o modo de ligacao responsavel pela
atividade bioldgica através da combinagdo de varidveis como caracteristica estéreas, hidrofobicas
e complementariedade eletrostatica, bem como fornecem valores aproximados de energia livre da
ligacdo identificada, como forma de traduzir a afinidade dessa interacdo (Pagadala; Syed;
Tuszynski, 2017; Sethi et al., 2020). Os valores de energia fornecidos pelas simulacdes de

acoplamento molecular para os derivados de silodosina estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3. Afinidade dos derivados de silodosina frente a AChE, BuChE e BACE-1 em simulagdes de acoplamento
molecular.

Pontuacido AChE Pontuacio BuChE

(Kcal/mol) (Kcal/mol) BACE-1
S01 9,2 -1,7 37,92
S02 -8.8 -7,5 40,00
S03 -7,9 -8,1 38,56
S04 -7,5 -7,3 39,37
S05 -9,2 -8,1 38,49
S06 -7,9 -8,2 42,44
S07 -8,7 -8,0 43,31

S08 -8,7 -8,2 41,28




63

S09 -9,7 -7,6 39,68
S10 -9.4 -1,7 38,76
S11 -8,9 -8,2 39,64
S12 -7,6 -7,8 43,48
S13 -9,0 -7,8 39,60
S14 -9.4 -7,8 43,50
S15 -9.4 -8,2 44,00
S16 -8,5 -8,1 41,79
S17 -8,2 -8,5 39,73
S18 -8,5 -8,0 37,36
S19 -8,2 -8,5 38,61
S20 -8,2 -8,5 41,33
S21 -8,1 -8,3 44,60
S22 -9,6 -7,8 38,51
S23 -9,8 -1,7 39,74
S24 -9,4 -7,7 40,09
S25 -9,6 -7,5 39,90
S26 -9,0 -7,6 40,99
S27 -7,9 -1,7 39,86
S28 -9,4 -7,6 40,24
S29 -9,5 -7,5 39,69
S30 -9,4 -7,6 40,21

Os dados obtidos revelaram que derivados com substituintes menores e substituintes mais
polares em Ri (Figura 6B) podem promover melhoria de afinidade frente a AChE, mas reduz
afinidade frente 8 BuChE. Esses resultados podem estar associados a regiao hidrofobica de sitio
ativo, a qual é composta majoritariamente por residuos aromaticos em AChE e residuos com
grupamentos alquilicos em BuChE (Figura 2) (Miles; Ross, 2021), o que interfere diretamente na
acomodacado de ligantes no interior da cavidade e, consequentemente, na seletividade dos alvos.
Adicionalmente, foi possivel observar que cadeias mais longas em R> podem aumentar afinidade
frente a AChE mas reduz afinidade frente a BuChE, o que significa que € necessario encontrar um
balanco entre os alvos; o grupamento metil ligado ao carbono quiral, por sua vez, ndo pareceu

afetar a afinidade frente as colinesterases.
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No que diz respeito a influéncia das alteragdes estruturais promovidas sobre a afinidade
frente a BACE-1, foi possivel observar que substituintes menores em R estdo associados a reducao
da afinidade, similar ao que foi observado frente a BuChE. A polaridade do substituinte nessa
posi¢do, por sua vez, parece ndo exercer nenhum efeito sobre a afinidade frente a BACE-1. No que
diz respeito as substituigdes em Rz, por outro lado, a afinidade frente 8 BACE-1 parece ndo ser
afetada pelo tamanho da cadeia, mas sofre influéncia significativa quanto a presenca da metila
quiral, a qual parece estar envolvida em interacdes hidrofébicas em complexos silodosina-BACE-
1, conforme observado em estudos prévios de acoplamento molecular (Barbosa et al., 2023). O
substituinte em R3 parece ndo influenciar a afinidade frente 8 BACE-1.

A andlise dos valores de afinidade obtidos por acoplamento molecular permitiu a sele¢ao
do derivado S23 (Figura 23) (Pontuagdoache = -9,8 kcal/mol; Pontuagdosuche = -7,7 kcal/mol;
Pontuacdosace-1=39,74), o qual dentre os derivados apresentou melhor perfil de afinidade frente
a AChE. Adicionalmente, os demais valores de afinidade do derivado se encaixam ao ponto de
corte adotado em estudos de acoplamento molecular frente a BuChE e BACE-1 realizados
previamente (AChE < -7,95 kcal/mol; BuChE < -4,60 kcal/mol; BACE-1 > 37,8) (Barbosa et al.,
2023).
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Figura 23. Representacdo em 2D do derivado S23.

O derivado S23 possui o grupamento indolina ligado ao catecol por cinco atomos de
carbono. A indolina contém grupamento formamida ligado ao anel aromatico, bem como uma
hidroxila a trés atomos de carbono do nitrogénio do indol, similar ao observado na estrutura de
silodosina. No entanto, apesar da cadeia entre os anéis aromaticos apresentar mesmo numero de

atomos da cadeia em silodosina, essa cadeia foi simplificada, com a remog¢ao da amina e do carbono
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quiral substituido. S23 ainda possui uma hidroxila lateral ao anel aromatico, onde na silodosina ¢
composto por trifluoroetanol. No que diz respeito as caracteristicas fisico-quimicas, S23 apresenta
peso molecular de 398,5 g/mol, logP = 3,12, 3 doadores ¢ 4 aceptores de ligacao de hidrogénio, e
volume global da molécula de ~171 A3,

Com o objetivo de avaliar o impacto das alteracdes nas interagdes intermoleculares
estabelecidas frente aos alvos estudados, os mapas de interagdes oriundos do acoplamento

molecular foram analisados (Figura 24, Figura 25 e Figura 26).

HN\

—
N

Ser293A

Trp286A

Tyr337A

Figura 24. Representacdo das intera¢des intermoleculares de S23 (Pontuagao = -9,8 kcal/mol) no sitio ativo de
AChE. Esquema de cores similar a Figura 16.

O mapa de interagdes do derivado S23 no sitio ativo de AChE demonstra que a indolina
pode estabelecer interacdes do tipo empilhamento pi com o indol lateral de Trp286. Essa interagado
¢ observada em estudos de acoplamento molecular com a donepezila, um farmaco aprovado pelo
FDA para tratamento de individuos com DA, bem como ¢ responsavel pelo bloqueio do

reconhecimento da ACh pela AChE (Makarian et al., 2022). A hidroxila do N-propanol ¢ a amida
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do grupo formamida podem realizar ligacdes de hidrogénio com diferentes atomos presentes em
Ser293, e estas interagdes estdo relacionadas ao acréscimo de afinidade e duracdo do efeito
inibitorio de ligantes conhecidos, como donepezila (Niu ef al., 2005).

Adicionalmente, a cadeia conectora dos anéis aromaticos de S23 e o grupo catecol do
ligante estabelecem interacdes hidrofobicas com os residuos Trp286, Phe338 e Tyr341, bem como
ligacdes de hidrogénio com as hidroxilas laterais de Tyr124 e Tyr337, o que, ao contrario do que
foi observado nos mapas de interacdo de silodosina, revela que o derivado consegue estabelecer
interacdes com ambas as regides do sitio ativo de AChE — periférico e hidrofobico. Essas interagoes
sugerem que a simplificagdo da cadeia conectora e a alterag@o do substituinte no catecol promovem
alteracdes conformacionais que permitem maior acesso do ligante ao interior do sitio ativo e
conferem habilidade de ligar-se a ambas as regides periférica e hidrofobica. Esse comportamento
indica que S23 tem os requisitos para inibir a atividade catalitica de AChE, uma vez que essas
interagdes promovem a formagao de complexos mais estaveis entre inibidores conhecidos de AChE

e a enzima (Chen et al., 2017; Makarian et al., 2022; Miles; Ross, 2021).
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Figura 25. Representagdo das intera¢des intermoleculares de S23 (Pontuagdo = -7,7 kcal/mol) no sitio ativo de
BuChE. Esquema de cores similar a Figura 16.
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Embora S23 tenha apresentado menor pontuacio de acoplamento molecular frente a BuChE
em comparagdo ao composto de origem, o mapa de interagdes demonstra que importantes
interagdes previamente observadas nos ensaios com silodosina s3o mantidas no composto
derivado, como por exemplo interagcdes hidrofébicas com os residuos Asp70 e Trp82 (Barbosa et
al.,2023). O anel aromatico presente na indolina pode estabelecer intera¢des do tipo empilhamento
pi com o indol lateral de Trp82, o qual estd também atua como doador de ligacdo de hidrogénio
com a hidroxila do grupo N-propanol. Essas interacdes com Asp70 e Trp82 sdo descritas como
responsaveis pela inibicao da BuChE em escala do baixo micro molar (Dighe et al., 2016; Miles;
Ross, 2021). Adicionalmente, a hidroxila do N-propanol pode atuar como aceptor de ligagdo de
hidrogénio com a cadeia lateral de Trp430, a hidroxila do catecol pode atuar como doador de
ligacdo de hidrogénio com a hidroxila lateral de Thr120 e a amida da formamida pode estabelecer
ligacao de hidrogénio como doador com a hidroxila lateral de Tyr332. Uma vez que interagdes de
natureza hidrofobica e eletrostatica foram identificadas como fundamentais para estabilizacdo do
complexo para inibicdo de BuChE (Tabela 2), juntamente com a importancia dos residuos listados

envolvidos nas interagdes, o mapa de interagdes sugere que S23 ¢ capaz de inibir a atividade

catalitica de BuChE.
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Figura 26. Representacao das interagdes intermoleculares de S23 (Pontuagido = 39,74) no sitio ativo de BACE-1.
Esquema de cores similar a Figura 16.
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Similar ao observado no que diz respeito a afinidade frente a BuChE, a molécula S23
apresenta valor de afinidade inferior frente 8 BACE-1 quando comparado a silodosina. Entretanto,
o mapa de interagdes obtido (Figura 26) revela que importantes interagdes intermoleculares podem
ser estabelecidas entre o ligante e a BACE-1. A interagdo de empilhamento pi observada na
simulagdo de DM do complexo silodosina-BACE-1 entre o anel aromatico da indolina e o anel
aromatico do residuo Tyr71 foi mantida, e essa interagdo ¢ associada ao movimento de abertura e
fechamento do sitio ativo da enzima. Interacdes dessa natureza sdo descritas como responsaveis
por bloquear o acesso do substrato a BACE-1, causando inibi¢ao da atividade catalitica.

Adicionalmente, a hidroxila do N-propanol, bem como o grupo indol-7-carboxamida,
podem realizar ligacdes de hidrogénio com o Asp228 catalitico, a qual também foi observada no
complexo silodosina-BACE-1 (Figura 15) e tem sido descrita como fundamental para bloqueio da
atividade catalitica de BACE-1 (Narang; Goyal; Goyal, 2019). Além destas, a regido do
grupamento indolina e cadeia N-propanol pode estabelecer interagdes hidrofobicas com os residuos
Phel08 e Trpl15. Na regido do anel catecol, por sua vez, foi observado o estabelecimento de
interagdes hidrofobicas com Ile110, bem como ligacdes de hidrogénio entre a hidroxila e a
carbonila aceptora de GInl2. Tais interagdes tém sido observadas em estudos in silico com
compostos com atividade inibitéria frente a BACE-1 (Coimbra et al., 2020; Tran et al., 2020).

A analise in silico do derivado S23 sugere que o composto possui requisitos estruturais para
inibi¢do tripla frente a AChE, BuChE e BACE-1 além de preservar interagdes intermoleculares

cruciais para atividade, e por esse motivo foi priorizado para as etapas de sintese.

5.4.2 Avaliacio dos produtos de sintese do derivado S23

A rota sintética planejada para a obtencao do derivado S23 envolve sete etapas reacionais
sequenciais, conforme descrito na se¢ao 4.4.2. Entretando, o processo de otimizacao da sintese de
INT3 consumiu uma parte significativa do tempo durante o periodo de doutorado sanduiche no
exterior e, por esse motivo, o tempo nao foi suficiente para o término da sintese completa de S23.
Assim, foram obtidos quatro produtos intermediarios (INT1, INT2, INT4, INT5) com rendimento

e pureza suficientes para a realizagdo de ensaios bioldgicos preliminares, com o intuito de validar
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as inferéncias realizadas acerca dos aspectos estruturais e atividade biologica. Tais produtos foram

testados frente as colinesterases? e avaliados por simulagdes de DM.

Tabela 4. Avaliagdo in vitro dos intermediarios da sintese de S23

IC50 AChE (uM) IC50 BuChE (uM)

INT1 192,70 + 59,23 74,81 +£21,51
INT2 288,20 + 93,29 170,90 + 21,86
INT4 65,57 £ 9,48 14,94 £2,51
INTS 61,74 £13,79 54,46 + 9,63

Os dados de avaliagdo bioldgica dos intermedidrios permitem observar que, & medida que
as etapas de sintese avangam ocorre melhora no perfil inibitorio frente as colinesterases,
especialmente no que diz respeito 8 AChE. Quando comparados a silodosina (IC50ache > 500 uM),
os intermedidrios apresentaram uma redugdo significativa no valor da concentragdo inibitdria
minima para a AChE (Tabela 4/Apéndice B), especialmente INT4 e INTS5, contornando uma das
grandes limitacdes do composto original capaz de inibir apenas a atividade catalitica de BuChE.
Esses resultados sugerem que elementos estruturais, como a indolina e o catecol ja presentes nesses
compostos podem estar diretamente relacionados a atividade observada. Tais intermedidrios
compartilham grupos-chave da estrutura final pretendida, o que refor¢a a relevancia de suas
avaliagoes e justifica investigagdes adicionais.

Por esse motivo, para confirmar as hipdteses e analisar os eventos do ponto de vista
atomistico, o produto de sintese identificado como INT4, devido seu melhor perfil de atividade, foi
submetido a simula¢des de DM, complexado a AChE, BuChE ¢ BACE-1 com o auxilio das
métricas de RMSD, RMSF e andlise de interagdes intermoleculares por estrutura representativa

(Figuras 27-33).

2 A avaliagdo da viabilidade celular e atividade anti-BACE-1 dos produtos de sintese esta sendo
realizada por colaboradores e ainda nao foi concluida.
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Figura 27. RMSD para a cadeia principal (backbone) durante as trajetorias de simulagcdes de DM dos sistemas de

(A) AChE, (B) BuChE e (C) BACE-1 complexadas com INT4.
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A avaliacdo dos graficos de RMSD dos sistemas contendo INT4 permite observar a
tendéncia ao equilibrio a medida que as simulac¢des avangam em tempo. O valor médio de RMSD
para os sistemas sugerem o equilibrio das simulag¢des, uma vez que todas apresentaram valores
inferiores a 3,0A (Abouzied et al., 2024).

De forma similar as analises anteriores, informagdes acerca das flutuagdes atdmicas foram
avaliadas individualmente através de dados de RMSF (Figura 28, Figura 29 e Figura 30) e, para
tal, foram selecionados intervalos At =40 ns (AChE = 60 a 100 ns; BuChE = 60 a 100 ns; BACE-

1 =30 a 70 ns) como fase produtiva das simulagdes.
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Figura 28. RMSF (A) (backbone) de AChE nas formas APO e complexada com INT4 durante a fase produtiva (At =
40ns).

Os dados revelam que a flutuacdo atdmica de INT4 complexado com AChE (RMSF = 1,1
+ 0,4 A) ¢ estatisticamente similar as flutuagdes das formas APO (RMSF = 0,8 + 0,4 A) e
complexada com silodosina (RMSF = 0,9 = 0,5 A) (Figura 12), o que sugere que a presenca do
ligante ndo promove alteragdes conformacionais significativas na estrutura de AChE. Portanto,
apesar de serem observadas diferencas em algumas regides da forma APO em rela¢do ao complexo,

de um modo geral a presenca do composto parece ndo acarretar maiores perturbagdes estruturais.
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Figura 29. RMSF (A) (backbone) de BuChE nas formas APO e complexada com INT4 durante a fase produtiva (At
= 40ns).

A avaliagdo de RMSF do sistema de INT4 complexado a BuChE (RMSF = 0,9 + 0,4), por
sua vez, permite observar que em algumas regides contendo residuos que compreendem o sitio
ativo ha uma maior estabilidade do sistema, sugerindo menor flutuacdo e alteragdes
conformacionais que podem favorecer a catilise quando na presenca do ligante. Esse dado

demonstra comportamento de INT4 similar ao observado na simulacdo contendo silodosina (Figura
13).
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Figura 30. RMSF (A) (backbone) de BACE-1 nas formas APO e complexada com INT4 durante a fase produtiva (At
= 40ns).
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A avaliagido do RMSF de INT4 complexado em BACE-1 (RMSF = 0,9 £ 0,4 A) revela que
as flutuagdes atomicas do complexo sdo estatisticamente similares a forma APO (RMSF = 1,1 +
0,4 A) (Figura 14). No entanto, é possivel observar menores flutuagdes no sistema complexado, o
que sugere que alteracdes conformacionais importantes para a atividade catalitica de BACE-1
podem ndo ocorrer na presenca de INT4.

Em uma analise preliminar, os dados de RMSD e RMSF corroboram com os dados obtidos
nos ensaios in vitro frente as colinesterases, e sugerem que INT4 ¢ capaz também de inibir a
atividade catalitica de BACE-1. Adicionalmente, com o intuito de caracterizar as interagdes
intermoleculares responsaveis pela estabilidade dos sistemas bem como pela atividade bioldgica,
foram selecionadas estruturas representativas para os sistemas AChE-INT4 (Figura 31), BuChE-

INT4 (Figura 32) e BACE-1-INT4 (Figura 33).
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Figura 31. Intera¢des de INT4 no sitio ativo de AChE obtido da estrutura representativa da simulagdo de DM (t =
83,9 ns). Esquema de cores similar a Figura 16.

O mapa de interagdes da estrutura representativa de INT4 complexado com AChE (Figura
31) sugere a ocorréncia de interagdo do tipo empilhamento pi entre o anel aromatico do grupo
protetor com o anel aromatico lateral de Tyr72, localizado no sitio periférico. Esse residuo ainda
estd envolvido em interagdes de natureza hidrofobica, assim como os residuos Tyr124 e Tyr341,
também localizados no sitio periférico, o residuo Phe338 localizado no sitio aniénico e Trp86,
envolvido na ligacdo da colina e adesdo do substrato ao sitio ativo de AChE, estdo envolvidos em

interacdes da mesma natureza. Adicionalmente, Phe295 (sitio anidnico) pode atuar como doador
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de ligacdo de hidrogénio com a hidroxila terminal. O estabelecimento de interacdes com as diversas
regides do sitio ativo de AChE ¢ descrito como importante para a estabilizacdo do complexo
ligante-macromolécula (Makarian et al., 2022; Miles; Ross, 2021) que pode levar a atividade
inibitdria, e isso parece ter sido favorecido através da simplificacdo da cadeia na constru¢do dos
derivados propostos e ja observada na estrutura de INT4, majoritariamente hidrofébica e flexivel,

e essas interacdes podem estar relacionadas ao resultado observado nos dados de atividade in vitro.

Tyr332A

Trp82A
Phe329A

Figura 32. Interagdes de INT4 no sitio ativo de BuChE obtido da estrutura representativa da simulagdo de DM (t =
79,9 ns). Esquema de cores similar a Figura 16.

O mapa de interagdes da estrutura representativa de INT4 complexado ao sitio ativo de
BuChE (Figura 32), ilustra que o produto ¢ capaz de estabelecer interagdes hidrofobicas em toda a
sua extensdo com residuos fundamentais para atividade catalitica de BuChE, como Trp82 e
Phe329. Adicionalmente, o oxigénio da carbonila do grupo protetor atua como aceptor de ligagao
de hidrogénio com a hidroxila lateral de Tyr332. Diferencas discretas quanto ao perfil de interacao

do INT4 quando comparado a silodosina pode sustentar pequenas variagdes da atividade bioldgica
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(IC50silodosina = 3,02 uM vs IC50mnT4 = 14,94 uM), entretanto o fendmeno bioldgico envolve outros

aspectos que o estado da arte atual ndo permite identificar.
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Figura 33. Intera¢Ges de INT4 no sitio ativo de BACE-1 obtido da estrutura representativa da simulagdo de DM (t =
51,9 ns). Esquema de cores similar a Figura 16.

O mapa de interagdes da estrutura representativa de INT4 complexado com BACE-1
(Figura 33) ilustra a possivel ocorréncia de interagdes do tipo empilhamento pi entre os anéis
aromaticos da indolina e do grupo protetor com o anel da cadeia lateral de Tyr71, residuo
fundamental para a alteracdo conformacional necesséaria para catalise realizada por BACE-I.
Complementarmente, Tyr71 e outros residuos como Val332, 11e208 e Phe108 estao envolvidos em
interagdes hidrofobicas com a regido da indolina do ligante, o que sugere que INT4 possui potencial
para inibir atividade de BACE-1.

Coletivamente, os dados observados a partir das estratégias aplicadas nesse estudo
corroboram com os resultados obtidos nos ensaios in vitro, bem como salientam a importancia das
ferramentas computacionais para guiar a sintese e sele¢do de candidatos a f&rmacos mais potentes.
Por esse motivo, o composto INT4 reune os requisitos estruturais e fisico-quimicos para ser um

candidato a fArmaco anti-Alzheimer e/ou ponto de partida para novas derivagdes, incluindo as ja
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estabelecidas nesse trabalho (secdo 4.4.1.2). Assim, na tentativa de contribuir com novos estudos
que possam maximizar as chances de obtencao de novos candidatos a multialvos promissores com
atividade anti-Alzheimer, um compilado de informacdes-chave foram extraidas desse estudo

(Figura 34), a saber:

Dois anéis aromaticos —
[ empilhamento pi ]

Grupo
doador/aceptor
de Lig. H

|_Cadeia separadora |
de 4 a 6 atomos

Cadeia separadora

Grupo de 4 dtomos
doador/acept ~7A
oadeo[r,i’;ce:; u o Potencial Inibidor

Figura 34. Representagdo esquematica de requisitos estruturais para inibi¢@o simultdnea de AChE, BuChE e BACE-
1. Acima, conformagao representativa adotada por silodosina nos respectivos sitios de ligagdo. Bastoes em cinza =
carbono; azul escuro = nitrogénio; vermelho = oxigénio; ciano = fliior; esferas ciano = centros aromaticos; esferas

verdes = grupo doador/aceptor de ligacdo de hidrogénio.

Com o objetivo de promover inibigdo tripla, as avaliacdes demonstraram a importancia de
estruturas aromaticas, as quais estiveram envolvidas em interagcdes com residuos fundamentais para
inibicdo dos trés alvos, unidas por uma cadeia flexivel, variando entre quatro e seis atomos, a qual
pode ou nao ser alifatica ou apresentar substituintes, desde que preserve a flexibilidade do
composto. A flexibilidade se faz importante, juntamente com substituintes pouco volumosos (ou
auséncia de substituigdo em um dos anéis), devido a necessidade de assumir conformacdes que

permitam a entrada e acomodacdo do ligante no sitio ativo de AChE, de modo a garantir interagdes
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com residuos localizados no sitio periférico, mas também no interior do sitio ativo, como Ser293 e
Tyr341. Essa liberdade conformacional também pode favorecer interacdes com residuos presentes
no sitio periférico de BuChE responsaveis pela manutencao da estrutura e inibicao da entrada do
substrato ao sitio ativo, como Asp70 e Trp82, e com o Asp32 catalitico em BACE-1. A presenca
de um grupo aceptor ou doador de ligacdo de hidrogénio terminal a quatro carbonos de um dos
anéis aromaticos (~7A), bem como em posi¢do orfo no mesmo anel mostrou ser fundamental, uma

vez que estdo envolvidos em importantes interagdes nos trés alvos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O reposicionamento de farmacos consiste em uma estratégia amplamente utilizada pela
industria farmacéutica como uma alternativa para otimizar o processo de identificagdo de novos
tratamentos, em especial para doengas complexas com perfil multifatorial. Nesses casos, farmacos
previamente aprovados por orgaos regulatorios sdo reposicionados para novas indicagoes, € essa
estratégia tem se beneficiado de técnicas computacionais para identificagdo dos novos alvos
terapéuticos e para planejamento racional de novas entidades. Dessa forma, através de triagem
virtual por modelo farmacoforico e acoplamento molecular, estudos anteriores identificaram a
silodosina como um potencial inibidor triplo de AChE, BuChE e BACE-1 para tratamento da
doenca de Alzheimer.

De posse dessa informagao, a silodosina foi submetida a ensaios de viabilidade celular e
avaliacdo bioldgica frente aos trés alvos, dos quais foi possivel identificar atividade biologica em
escala do baixo micromolar frente a BuChE e BACE-1. No entanto, a inibicdo da atividade
catalitica da AChE nao foi satisfatéria. Por esse motivo, com o objetivo de identificar os aspectos
moleculares envolvidos nos resultados in vitro obtidos, foram realizadas simulagdes de dinamica
molecular da silodosina complexada a AChE, BuChE e BACE-1.

Os dados obtidos a partir das simulagdes de DM, juntamente com os dados de atividade
biologica serviram como base para o planejamento de derivados da silodosina, com o objetivo de
propor melhorias na estrutura da molécula e identificar um composto com atividade bioldgica
frente aos trés alvos. Foram propostos 30 derivados, os quais foram submetidos a ensaios de
acoplamento molecular para priorizacdo do composto com potencial atividade de inibi¢ao tripla. O
composto priorizado teve sua rota de sintese planejada, em um processo previsto para ocorrer em
sete etapas, realizado durante o periodo de doutorado sanduiche no exterior, em uma parceria com
a University of the Incarnate Word, localizada no Texas/USA.

No entanto, devido a limitacdes de tempo, durante o periodo de doutorado sanduiche no
exterior ndo foi possivel realizar todas as etapas de sintese. Foram obtidos quatro produtos
intermedidrios de sintese com rendimento e pureza suficientes para a realizacdo de ensaios
biologicos preliminares. Dentre os compostos testados, os produtos identificados como INT4 e

INTS apresentaram resultados bioldgicos promissores em ensaios in vitro, sugerindo que as
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modificagdes propostas estdo realmente envolvidas no mecanismo de a¢do do inibidor, e esses
resultados foram corroborados pelas simulagdes de DM realizadas com o INT4.

Desse modo, os dados obtidos confirmam a importancia do uso de ferramentas in silico e
in vivo para guiar o planejamento racional de novos compostos com potencial atividade multialvo.
Além disso, a avaliagdo dos produtos intermediarios da sintese do derivado da silodosina
permitiram validar a estratégia sintética proposta, além de fornecer subsidios importantes para
ajustes futuros nas condigdes reacionais. A continuidade da sintese e avaliacao do produto consiste

em uma promissora abordagem para a realizagao de estudos posteriores.
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APENDICE A - ESPECTROS DE RMN 'H E 3C DOS PRODUTOS DE SINTESE DO

DERIVADO S23

APENDICE A.1 Espectro de RMN 'H do 3-bromopropil benzoato (INT1)
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APENDICE A.2 Espectro de RMN !3C do 3-bromopropil benzoato (INT1)
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.3 Espectro de RMN 'H do 3-(5-bromoindolin-1-il)propil benzoato (INT2)
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APENDICE A.4 Espectro de RMN !3C do 3-(5-bromoindolin-1-il)propil benzoato (INT2)
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.5 Espectro de RMN 'H do 3-(5-(6-bromohex-1-i

benzoato (INT3)
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APENDICE A.6 Espectro de RMN '3C do 3-(5-(6-bromohex-1-in-1-il)indolin-1-il)propil
benzoato (INT3)
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APENDICE A.8 Espectro de RMN !3C do 3-(5-(6-bromohexil)indolin-1-il)propil benzoato
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APENDICE B — GRAFICOS DE IC50 DOS PRODUTOS INTERMEDIARIOS DA
SINTESE DO DERIVADO S23
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USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER

Campo de aplicacao

[01] A presente invencao refere-se ao novo uso do composto Silodosina (1-
(3-Hydroxypropyl)-5-[(2R)-2-({2-[2-(2,2,2-
trifluoroethoxy)phenoxy]ethyl}amino)propyl]-2,3-dihydro-1H-indole-7-
carboxamide - CAS 160970-54-7) como inibidor multialvo frente as enzimas
acetilcolinesterase (AChE), butilcolinesterase (BuChE) e beta-secretase 1
(BACE-1) no tratamento da Doencga de Alzheimer (DA). Todos os compostos

utilizados foram obtidos na Sigma-Aldrich® (https://www.sigmaaldrich.com/).

Estado da técnica

[02] A Doenca de Alzheimer (DA) € uma patologia neurodegenerativa
cronica, caracterizada por alteracbes comportamentais e declinio cognitivo
(ROSSELLI, M.; URIBE, I. V.; AHNE, E.; SHIHADEH, L. Culture, Ethnicity,
and Level of Education in Alzheimer’s Disease. Neurotherapeutics, v. 19, n. 1,
p. 2654, 2022. Disponivel em: <https://doi.org/10.1007/s13311-022-01193-
z>) que corresponde a forma mais comum de deméncia em todo o mundo e é
a principal responsavel por casos de declinio progressivo cognitivo nos idosos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dementia. Disponivel em:
<https://lwww.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dementia>). Os sintomas
iniciais mais comuns sao a perda da memoria recente, apatia e depressao
(ALZHEIMER’S  ASSOCIATION, 2023). Entretanto, os sintomas
caracteristicos da doenca sO0 se manifestam anos ap0s as mudancas

patofisiolégicas que ocorrem a nivel neuronal, os quais séo relacionados a
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atrofia do tecido cerebral, acimulo de proteina amiléide e morte celular
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2023; MONFARED, A. A. T.; BYRNES, M. J.;
WHITE, L. A.; ZHANG, Q. Alzheimer’s Disease: Epidemiology and Clinical
Progression. Neurology and Therapy, v. 11, n. 2, p. 553-569, 2022.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1007/s40120-022-00338-8>.; PARNETTI,
L.; CHIPI, E.; SALVADORI, N.; D’ANDREA, K.; EUSEBI, P. Prevalence and
risk of progression of preclinical Alzheimer’'s disease stages: A systematic
review and meta-analysis. Alzheimer’s Research and Therapy, v. 11, n. 1, p.
1-13, 2019; VAN DER SCHAAR, J.; VISSER, L. N. C.; BOUWMAN, F. H.;
KET, J. C. F.; SCHELTENS, P.; BREDENOORD, A. L.; VAN DER FLIER, W.
M. Considerations regarding a diagnosis of Alzheimer's disease before
dementia: a systematic review. Alzheimer’s Research and Therapy, v. 14, n. 1,
p. 1-12, 2022. Disponivel em: <https://doi.org/10.1186/s13195-022-00971-
3>.). Apesar da identificacdo de varios biomarcadores para a caracterizacao
da Doenca de Alzheimer, sua patogénese ainda nao foi totalmente elucidada.
Mais de 95% dos casos desta doenca ndo sédo determinados por condi¢des
genéticas, mas estdo relacionados a uma série de mecanismos
etiopatogénicos que caracterizam a doenca de Alzheimer como multifatorial.
Neste contexto, varias hipoteses tém sido propostas para explicar esta
doenca, dentre as quais a hipétese colinérgica e a amildide sdo consideradas
as mais importantes. A hipétese colinérgica diz respeito a redugcédo dos niveis
de acetilcolina na fenda sinaptica devido a alteracdes na funcéo colinérgica e
na atividade das colinesterases - acetilcolinesterase (AChE) e
butilcolinesterase (BuChE), as quais s&o responsaveis pela hidrélise da
acetilcolina (SAGLIK, B. N.; ILGIN, S.; OZKAY, Y. Synthesis of new donepezil
analogues and investigation of their effects on cholinesterase enzymes.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 124, p. 1026-1040, 2016). Estas
alteracdes sao responsaveis por desencadear os sintomas caracteristicos da
doenca de Alzheimer e, por esta razdo, a inibicdo das colinesterases tem

mostrado resultados positivos no tratamento de individuos com a doencga. Por
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sua vez, a hipétese amildide esta relacionada a formacdo de depdsito
extracelular do peptideo B-amiléide. Neste processo, a pB-secretase 1 (BACE-
1) é responsavel pela hidrolise da proteina precursora amiléide, gerando
fragmentos de peptideos que, posteriormente, se agregardo e se depositarao
no ambiente extracelular do tecido neuronal (SAKATA, R. P. Docking
molecular, sintese e estudo bioldgico de potenciais inibidores da beta-
secretase (BACE-1) e da acetilcolinesterase (AChE). 2018. Universidade
Estadual de Campinas, 2018v; SELKOE, D. J.; HARDY, J. The amyloid
hypothesis of Alzheimer’s disease at 25 years. EMBO Molecular Medicine, v.
8, n. 6, p. 595-608, 2016). Atualmente, os recursos disponiveis para o
tratamento de pacientes com DA sdo limitados, uma vez que estes sdo
baseados no controle dos sintomas e demonstram baixa eficacia e sérios
efeitos adversos (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2023; NAJAFI, Z;
MAHDAVI, M.; SAEEDI, M.; KARIMPOUR-RAZKENARI, E.; ASATOURI, R;;
VAFADARNEJAD, F.; MOGHADAM, F. H.; KHANAVI, M.; SHARIFZADEH,
M.; AKBARZADEH, T. Novel tacrine-1,2,3-triazole hybrids: In vitro, in vivo
biological evaluation and docking study of cholinesterase inhibitors. European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 125, p. 1200-1212, 2017). Com a
descoberta do papel da BACE-1 no progresso da DA, a industria farmacéutica
tem se esforcado para identificar inibidores desta enzima (TATULIAN, S. A.
Challenges and hopes for Alzheimer’s disease. Drug Discovery Today, v. 27,
n. 4, 2022). Embora tenha havido alguns avangos com dois desenvolvimentos
recentes, a validagdo mundial da eficicia ainda néo esta disponivel.

[03] Considerando este cenario, 0 reposicionamento de farmacos ja
aprovados por agéncia reguladores e que atuem como inibidores multialvo no
tratamento da DA se torna uma estratégia interessante. No presente pedido
de patente, demonstramos que a Silodosina - um medicamento atualmente
utilizado no tratamento de pacientes com hiperplasia prostatica benigna -
apresenta prospeccéo como inibidor multialvo das enzimas AChE, BUChE e

BACE-1 para o tratamento da Doencga de Alzheimer.
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Problemas do estado da técnica

[04] Apesar do impacto em termos de saude publica, os recursos disponiveis
para tratamento de paciente com a Doenca de Alzheimer séo limitados, uma
vez que estes se baseiam no controle dos sintomas, apresentando baixa
eficiéncia e efeitos adversos sérios (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2023;
NAJAFI, Z.; MAHDAVI, M.; SAEEDI, M.; KARIMPOUR-RAZKENARI, E.;
ASATOURI, R.; VAFADARNEJAD, F.; MOGHADAM, F. H.; KHANAVI, M.;
SHARIFZADEH, M.; AKBARZADEH, T. Novel tacrine-1,2,3-triazole hybrids: In
vitro, in vivo biological evaluation and docking study of cholinesterase
inhibitors. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 125, p. 1200-1212,
2017). Além disto, estes medicamentos ndo sdo capazes de inibir ou retardar
0 processo de neuro degeneracdo. Alguns estudos concluiram que a maior
parte do fracasso dos tratamentos atuais esta associado a abordagem de um
Unico alvo, considerando apenas uma das formas patolégicas e
negligenciando o aspecto multifatorial da Doenca de Alzheimer. Entretanto,
apesar dos beneficios, o desenvolvimento de farmacos multialvo é uma tarefa
ardua e desafiadora (MORPHY, R.; KAY, C.; RANKOVIC, Z. From magic
bullets to designed multiple ligands. Drug Discovery Today, v. 9, n. 15, p. 641—
651, 2004). Neste sentido, a industria farmacéutica tem aproveitado o
reposicionamento de farmacos como um caminho alternativo, utilizando

farmacos aprovados por agéncias regulatdrias para uma nova indicacao.

Vantagens da invencao

[05] Estudos prévios utilizando estratégias in silico tém mostrado que o
composto ZINC3806063, também conhecido como Silodosina tem requisitos
estruturais que sugerem que este medicamento pode ser Gtil como um inibidor
multialvo para o tratamento da Doenca de Alzheimer. Atualmente, a
Silodosina é um medicamento aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration) utilizado no tratamento de pacientes com hiperplasia

prostética benigna.
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Breve descricdo das Figuras

[06] Figura 1: Curva concentracdo-resposta do efeito anticolinesterasico in
vitro da molécula Silodosina contra BuChE.

[07] Figura 2: RMSD (backbone) de estruturas da AChE (A — forma APO; B
— complexo), BUChk (C — forma APO; D — complexo) e BACE-1 (E — forma
APO; F — complexo) durante simulacdes DM.

[08] Figura 3: RMSF (A) (backbone) de APO e complexos de AChE (A),
BuChE (B) e BACE-1 (C) com Silodosina durante a fase produtiva. Os
destaques em preto correspondem as regides do site ativo.

[09] Figura 4: Taxa de permanéncia das interacGes de hidrogénio (ligacéo de
hidrogénio) da Silodosina no sitio ativo de AChE, BuChE e BACE-1 durante a
fase de producéo e identificacdo dos pares envolvidos.

[010]Figura 5: Interacdes da Silodosina no sitio de ligacdo da AChE obtida da
estrutura representativa da simulacdo DM (190,45 ns). As linhas curvas
verdes representam interacfes hidrofébicas; as linhas tracejadas verdes
representam a interacdo pi-stacking; linhas tracejadas pretas representam
ligacBes de hidrogénio viaveis.

[011]Figura 6: InteracBes da Silodosina no sitio de ligacdo da BUuChE obtida
da estrutura representativa da simulacdo DM (78,25 ns). As cores seguem 0
mesmo esquema da Figura 5.

[012]Figura 7: InteracBes de Silodosina no sitio de ligacdo BACE-1 obtido da
estrutura representativa da simulagcdo DM (88,3 ns). A cor segue 0 mesmo
esquema da Figura 5.

[013]Figura 8: Energia livre de ligagcdo e componentes calculados pelas
ferramentas g_mmpbsa.

[014]Figura 9: Teste in vitro da citotoxicidade da Silodosina.

[015]Figura 10: Teste in vitro da atividade inibitéria da BACE-pela Silodosina.
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Descricdo detalhada da Tecnologia

Ensaios enzimaticos para determinar a atividade anticolinesterasica in vitro

[016]A avaliacdo da atividade anticolinesterasica foi realizada como
previamente descrito por Ellman e colaboradores (ELLMAN, G. L.
COURTNEY, K. D.; ANDRES, V.; FEATHERSTONE, R. M. A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
Pharmacology, v. 7, n. 2, p. 88-95, 1961), adaptada para microplacas de 96
pocos, usando parametros cinéticos previamente determinados pelo grupo
(DE ALMEIDA, R. B. M.; BARBOSA, D. B.; DO BOMFIM, M. R.; AMPARO, J.
A. O.; ANDRADE, B. S.; COSTA, S. L.; CAMPOS, J. M.; CRUZ, J. N;
SANTOS, C. B. R,; LEITE, F. H. A.;; BOTURA, M. B. Identification of a Novel
Dual Inhibitor of Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase: In Vitro and
In Silico Studies. Pharmaceuticals, v. 16, n. 1, p. 95, 2023).

[017]As enzimas utilizadas foram a acetilcolinesterase do Electrophorus
electricus tipo IV e butilcolinesterase obtida do soro equino. Também foi
utilizado o reagente de Ellman (5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) — DTNB),
albumina de soro bovino (BSA), acetiltiocolina (ACTI) e a molécula de
Silodosina. Todos estes materiais foram obtidos da Sigma-Aldrich®. Um leitor
de microplaca MultiSkan FC foi utilizado para a avaliacdo espectrofotométrica,
obtido da Thermo Scientific®. Para os ensaios com a enzima AChE, em cada
poco foi adicionado 140 pL de tampéo fosfato 0.1 M, pH 7.4, contendo 0,1%
de BSA, 20 puL da amostra de Silodosina diluida em etanol, 20 uL da solugéo
da enzima a 0,15 U/mL, 10 uL de DNTB a 0,01 M e 10 uL de ACTI 0,125 mM,
similar ao protocolo descrito por Almeida e colaboradores (DE ALMEIDA, R.
B. M.; BARBOSA, D. B.; DO BOMFIM, M. R.; AMPARO, J. A. O.; ANDRADE,
B. S.; COSTA, S. L.; CAMPQOS, J. M.; CRUZ, J. N.; SANTOS, C. B. R,; LEITE,
F. H. A; BOTURA, M. B. lIdentification of a Novel Dual Inhibitor of
Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase: In Vitro and In Silico Studies.
Pharmaceuticals, v. 16, n. 1, p. 95, 2023). Para o ensaio com BuChE, por sua

vez, foram adicionados 20 plL da solugcao da enzima a 0,50 U/mL e 10 puL de
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ACTI 0,744 mM aos demais componentes reacionais. Para o célculo dos
valores de IC50, a Silodosina foi testada em concentracdes variando de 0,25
a 500 uM. O etanol foi utilizado como diluente das amostras e também como
padrao negativo. Eserina (10 pL) foi utilizada como inibidor padrdo em ambos
ensaios. Os testes foram realizados em triplicata. A absorbancia foi medida a

405 nM em ciclos durante 10 min para AChE e 20 min para BuUChE.

Teste in vitro da citotoxicidade da Silodosina em células PC12.

[018]Células PC12 sdo células derivadas de feocromocitoma de ratos,
amplamente utilizadas como modelo de estudo de células neurais para
aplicacdo de ensaios farmacolégicos in vitro e j& demonstrou ser util como
modelo de estudo para desenvolvimento de drogas para a doenca de
Alzheimer (Xie, Danni et al. “The cellular model for Alzheimer's disease
research: PC12 cells.” Frontiers in molecular neuroscience vol. 15 1016559. 4
Jan. 2023, doi:10.3389/fnmol.2022.1016559) e estudo o efeito de IGF-1 na
inibicdo da BACE-1 (Zhang, Hua et al. “IGF-1 reduces BACE-1 expression in
PC12 cells via activation of P13-K/Akt and MAPK/ERK1/2 signaling pathways.”
Neurochemical research vol. 36,1 (2011): 49-57. doi:10.1007/s11064-010-
0260-X).

[019]Para a realizacdo dos testes de citotoxicidade in vitro, células PC12
foram cultivadas utilizando meio DMEM contendo 4.500 mg/mL de glicose
(GIBCO) adicionado de 3,7 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma), 1% de
antibidtico Streptomicina (100mg/mL) e Penicilina (100 Ul/mL) e 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB, Sigma). Apos confluéncia, as células foram desprendidas
da placa de cultivo com uso de solucdo contendo tripsina a 0,05% e EDTA a
0,02% e semeadas em placas de 96 pocos (Kasvi) numa confluéncia de 1x10*
por po¢go mantendo o0 mesmo meio e mesma suplementacéo. Apés 24 horas,
as células foram tratadas com controle veicular (DMSO a 0,1%) ou Silodosina
nas concentragées de 1 uM e 10 pM diluidos em meio DMEM suplementado e

sem SFB por 24 horas.
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[020] ApGs 24 horas de incubacéo, performamos o teste de citotoxicidade por
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)
utilizando o protocolo descrito por (Nascimento, Ravena P et al. “Involvement
of astrocytic CYP1A1l isoform in the metabolism and toxicity of the alkaloid
pyrrolizidine monocrotaline.” Toxicon: official journal of the International
Society on Toxinology vol. 134 (2017): 41-49.
doi:10.1016/j.toxicon.2017.04.005). Através deste teste, foi observado
reducdo de viabilidade de células PC12 tratadas com Silodosina na
concentragdo de 10 uM (Mediana = 90,35 %, P < 0,05), quando comparado
com o grupo controle (Mediana = 100 %) (Figura 9). O teste MTT se baseia na
reducdo do MTT por desidrogenas, que estdo abundates nas mitocondrias. O
anel tetrazol se desfaz neste processo e forma o componente violeta azulado
chamado de formazan. Uma vez que apenas células metabolicamente ativas
reduzem o MTT, a viabilidade de células € estimada a partir da mensuracao
colorimétrica do formazan (Berridge, Michael V et al. “Tetrazolium dyes as
tools in cell biology: new insights into their cellular reduction.” Biotechnology
annual review vol. 11 (2005): 127-52. doi:10.1016/S1387-2656(05)11004-7).
Os resultados obtidos através do teste MTT indicam que ha um efeito da
Silodosina na atividade de desidrogenases, que sugerem a reducdo de

viabilidade em tratamentos com 10 uM por 24 h.

Teste in vitro da atividade inibitéria da BACE-pela Silodosina em células
PC12.
[021] Realizamos o ensaio de atividade da BACE-1 a partir do kit B-Secretase

Activity Fluorometric Assay Kit (codigo MAK237), Sigma-Aldrich em células da
linhagem PC12 tratadas com o controle veicular (DMSO a 0,1%) ou
Silodosina na concentracdo de 3 uM por 24 h. Para tanto, as células PC12
foram cultivadas utilizando meio DMEM contendo 4.500 mg/mL de glicose
(GIBCO) adicionado de 3,7 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma), 1% de
antibiotico Streptomicina (100mg/mL) e Penicilina (100 Ul/mL) e 10% de Soro
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Fetal Bovino (SFB, Sigma). Apds confluéncia, células foram desprendidas
com uso de solugdo contendo tripsina a 0,05 % e EDTA a 0,02 % e
plaqueadas em pacas de 6 pogos na confluéncia de 5.2 x10* por cm2 por 24
horas. Decorrido o tempo, células foram tratadas com controle veicular
(DMSO 0,003%) ou Silodosina (3 puM) diluido em meio DMEM suplementado,
sem SFB. Apds 24 horas de incubacéo, atividade enzimatica foi quantificada a
partir da unidade de fluorescéncia dividida pela quantidade de proteina total
da amostra. Foi observado que a Silodosina diminuiu significativamente a
atividade de BACE-1 (Mediana= 0,051; p<0,001), quando comparado com o
grupo controle (Mediana = 0,059) (Figura 10). Os niveis de atividade
enzimatica da BACE-1 detectados em grupo tratado com inibidor
disponibilizado no kit foram menores que do grupo tratados com Silodosina
(Mediana = 0,04590).

Dindmica Molecular

[022]A forma APO das estruturas alvo e os alvos no complexo com a
Silodosina foram analisados em simulagbes de dinamica molecular (DM). As
coordenadas 3D da Silodosina foram submetidas ao servidor ATB 3.0
(STROET, M.; CARON, B.; VISSCHER, K. M.; GEERKE, D. P.; MALDE, A. K;;
MARK, A. E. Automated Topology Builder Version 3.0: Prediction of Solvation
Free Enthalpies in Water and Hexane. Journal of Chemical Theory and
Computation, v. 14, n. 11, p. 5834-5845, 2018) para geracao da sua tipologia.
Os parametros de carga atbmica, comprimento de ligacdo, angulos de torséo
e diédricos foram obtidos usando campo de forca GROMOS96 54A7
(SCHMID, N.; EICHENBERGER, A. P.; CHOUTKO, A.; RINIKER, S,
WINGER, M.; MARK, A. E.; VAN GUNSTEREN, W. F. Definition and testing of
the GROMOS force-field versions 54A7 and 54B7. European Biophysics
Journal, v. 40, n. 7, p. 843-856, 2011). As simula¢des de dinAmica molecular
foram realizadas no pacote GROMACS 5.1.2 (ABRAHAM, M. J.; MURTOLA,
T.; SCHULZ, R.; PALL, S.; SMITH, J. C.; HESS, B.; LINDAH, E. Gromacs:

High performance molecular simulations through multi-level parallelism from
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laptops to supercomputers. SoftwareX, v. 1-2, p. 19-25, 2015) no qual foi
adotado os parametros do campo de forca GROMOS96 54A7, 25 °C como
temperatura e pressao de 1 atm. As estruturas 3D da AChE, BUChE e BACE-
1 foram obtidas do PDB (IDAChE: 4MOE; IDBUChE: 4BDS; IDBACE-1:
6UWP) do qual o ligante cristalografico, moléculas de agua e artefatos foram
removidos. Regides ndo modeladas foram construidas através do servidor
SWISS-MODEL (WATERHOUSE, A.; BERTONI, M.; BIENERT, S.; STUDER,
G.; TAURIELLO, G.; GUMIENNY, R.; HEER, F. T.; DE BEER, T. A. P,
REMPFER, C.; BORDOLI, L.; LEPORE, R.; SCHWEDE, T. SWISS-MODEL.:
Homology modelling of protein structures and complexes. Nucleic Acids
Research, v. 46, n. W1, p. W296-W303, 2018). O estado de protonacdo dos
residuos-alvo foram ajustados no modulo pdb2gmx e implementado em
GROMACS 5.1.2 de acordo com o pH 7.4 para colinesterases cholinesterases
(MASCARENHAS, A. M. S.; DE ALMEIDA, R. B. M.; DE ARAUJO NETO, M.
F.; MENDES, G. O.; DA CRUZ, J. N.; DOS SANTOS, C. B. R.; BOTURA, M.
B.; LEITE, F. H. A. Pharmacophore-based virtual screening and molecular
docking to identify promising dual inhibitors of human acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, v. 0O,
n. 0, p. 1-10, 2020. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1080/07391102.2020.1796791>) e pH 4.5 para BACE-1
(DOMINGUEZ, J. L.; CHRISTOPEIT, T.; VILLAVERDE, M. C.; GOSSAS, T.;
OTERO, J. M.; NYSTROM, S.; BARAZNENOK, V.; LINDSTROM, E;
DANIELSON, U. H.; SUSSMAN, F. Effect of the protonation state of the
titratable residues on the inhibitor affinity to BACE-1. Biochemistry, v. 49, n.
34, p. 7255-7263, 2010). Os valores de pKa dos residuos foram avaliados no
servidor H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/index.php). Uma caixa dodecaédrica
com modelo de agua SPC-E (BERENDSEN, H. J. C.; GRIGERA, J. R;
STRAATSMA, T. P. The missing term in effective pair potentials. Journal of
Physical Chemistry, v. 91, n. 24, p. 6269-6271, 1987) foi usada para solvatar
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o sistema, com distancia minima de 1.4 nm das bordas da caixa. Para
neutralizacdo, em sistemas envolvendo a enzima AChE (APO e complexo) 7
fons Na?* foram adicionados, enquanto nos sistemas com as enzimas BuChE
e BACE-1, 4 ions CI foram adicionados. APO e os sistemas complexos foram
minimizados em duas etapas: inicialmente pelo algoritmo Steepest Descent
(SD) com 10.000 ciclos e, posteriormente, pelo algoritmo Conjugated Gradient
(GC), com 1.000 ciclos. Apés as etapas de minimizacéao, a etapa de equilibrio
foi realizada (t = 1 ns) e, finalmente, a dindmica de producé&o sob 300K e 1
atm. O tempo da dinamica de producédo variou considerando aspectos de
cada sistema: AChEapo = 100 ns; AChEcomplex = 200 ns; BuChEapo = 150
ns; BuChEcomplexo = 100 ns; BACE-1 apo e complexo = 100 ns. Médulos
GROMACS (funcdes RMSD, RMSF e ligacdes de hidrogénio) foram utilizadas
para analisar a estabilidade e comportamento de cada sistema. A energia livre
de ligacdo dos complexos foi calculada por Mecanica Molecular/Método de

area de superficie de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) (g_mmpbsa tool).

Ensaios enzimaticos para determinacdo da atividade anticolinesterasica in

Vitro

[023]Os ensaios enzimaticos revelaram que a Silodosina possui baixa
habilidade para inibir a atividade da AChE (IC50 > 500,0 uM) enquanto
demonstra efeito satisfatorio para inibicdo da atividade da BuChE (IC50 = 3.02
uM).

[024] Calculos de IC50 sugerem concentracdes reduzidas de Silodosina
podem inibir a atividade catalitica da BuChE, apesar da baixa afinidade pela
AChE. Este resultado € similar ao que foi observado em estudos prévios de
inibicdo dual, onde substancias tém melhor perfil de inibicdo contra BuChE
(CAVDAR, H.; SENTURK, M.; GUNEY, M.; DURDAGI, S.; KAYIK, G,
SUPURAN, C. T.; EKINCI, D. Inhibition of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase with uracil derivatives: kinetic and computational studies.
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, v. 34, n. 1, p. 429-437,
2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1080/14756366.2018.1543288>; DE
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ALMEIDA, R. B. M,; CONCEIC}AO, R. S.; DA SILVA, K. S.; SANTOS JUNIOR,
M. C.; BRANCO, A.; BOTURA, M. B. Ocotea daphnifolia: Phytochemical
investigation, in vitro dual cholinesterase inhibition, and molecular docking
studies. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 57, 2021; GUO, Y.;
YANG, H.; HUANG, Z.; TIAN, S.; LI, Q.; DU, C.; CHEN, T.; LIU, Y.; SUN, H.;
LIU, Z. Design, synthesis, and evaluation of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase dual-target inhibitors against Alzheimer’s diseases.
Molecules, v. 25, n. 3, 2020; JONCZYK, J.; GODYN, J.; STAWARSKA, E.;
MORAK-MEODAWSKA, B.; JELEN, M.; PLUTA, K.; MALAWSKA, B. Dual
action of dipyridothiazine and quinobenzothiazine derivatives-anticancer and
cholinesterase-inhibiting activity. Molecules, v. 25, n. 11, 2020; LIU, P
CHENG, M.; GUQ, J.; CAQO, D.; LUO, J.; WAN, Y.; FANG, Y.; JIN, Y.; XIE, S.
S.; LIU, J. Dual functional antioxidant and butyrylcholinesterase inhibitors for
the treatment of Alzheimer’'s disease: Design, synthesis and evaluation of
novel melatonin-alkylbenzylamine hybrids. Bioorganic and Medicinal
Chemistry, v. 78, 15 jan. 2023).

Dinamica Molecular (DM)

[025]Além dos dados in vitro, simulacBes de dinamica molecular foram
realizadas para avaliar o comportamento como funcdo do tempo de um ponto
de vista atomistico (VERLI, H. Dindmica Molecular. Em: Bioinformética da
biologia a flexibilidade molecular. 1st. ed. Sdo Paulo: SBBq, 2014. p. 173-
187). Neste estudo, estas simulacdes avaliaram a estabilidade da Silodosina
no sitio ativo das enzimas, as interacfes intermoleculares que sao
responsaveis por esta estabilidade e aspectos energético envolvendo o0s
complexos. Para avaliar a estabilidade de simula¢cdes DM, a raiz do desvio
guadratico médio (RMSD) foi inicialmente analisada. Esta € uma métrica que
avalia a estabilidade estrutural do sistema através da anélise de mudanca
conformacional na estrutura da proteina em comparacdo a estrutura de
partida structure (SARGSYAN, K.; GRAUFFEL, C.; LIM, C. How Molecular
Size Impacts RMSD Applications in Molecular Dynamics Simulations. Journal
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[026] of Chemical Theory and Computation, v. 13, n. 4, p. 1518-1524, 2017).

[027] As simulacbes com os complexos (Silodosina ligada a AChE, BUChE e
BACE-1) e as formas APO das proteinas tem seu RMSD para a cadeia
principal (backbone) ao longo da trajetéria. A avaliacdo RMSD em simulacdes
de DM também permitem identificar nas trajetérias o0 momento em que 0s
sistemas atingem o equilibrio nas mudancas conformacionais (SARGSYAN,
K.; GRAUFFEL, C.; LIM, C. How Molecular Size Impacts RMSD Applications
in Molecular Dynamics Simulations. Journal of Chemical Theory and
Computation, v. 13, n. 4, p. 1518-1524, 2017). Na maioria dos casos, foi
possivel observar a ocorréncia de um aumento progressivo no valor do
RMSD, do estagio inicial até o sistema estabilizado, considerando variacdes
adequadas de RMSD abaixo de 3 A (VERLI, H. Dinamica Molecular. Em:
Bioinforméatica da biologia a flexibilidade molecular. 1st. ed. Sdo Paulo: SBBq,
2014. p. 173-187). Nestes estudos de simulacéo, foi possivel observar a
ocorréncia de um equilibrio antes de atingir 100 ns da simula¢cdo em sistemas
contendo as proteinas em sua forma APO para AChE (60 a 100 ns) e para
BACE-1 (40 a 100 ns) mas ndo para BuChE. Para esta, foi necessario
estender o tempo de simulacdo até 150 ns (110 a 150 ns). Nos sistemas
contendo o ligante, por sua vez, o equilibrio foi alcancado em um tempo
menor para a BUChE (25 a 100 ns) e para a BACE-1 (65 a 100 ns). Para o
sistema contendo AChE complexado a Silodosina, por sua vez, 100 ns nao
foram suficientes para o periodo de estabilizacdo. Por esta razdo, o tempo de
simulacédo foi estendido para 200 ns. Desta forma, foi possivel observar que
este sistema alcanca o equilibrio num tempo de simulacdo de 165 ns (165 a
200 ns). Este resultado corrobora com o resultado observado no teste de
inibicdo, no qual a molécula testada ndo foi capaz de inibir adequadamente a

atividade enziméatica.
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[028] Valores de RMSD consistem numa métrica de avaliacdo que trazem
uma importante informacéo, que considera toda a estrutura da proteina. Além
desta métrica, é possivel avaliar as flutuacbes atdmicas dos residuos
individualmente calculando a Flutuagdo quadratica média (RMSF), para
analisar as alteragcbes que ocorrem em regides especificas das proteinas
(como nos sitios de ligacdo). Por esta razdo, graficos de flutuacdo dos
residuos para a forma APO foram gerados e comparados com os graficos,
dos respectivos complexos com Silodosina, durante os intervalos de tempo
nos quais o sistema estava em equilibrio (fase produtiva). Os dados revelam
gue a flutuacdo atdmica do complexo com a enzima AChE (RMSF =0,9 £ 0,5
A) é estatisticamente semelhante & flutuacdo da forma APO (RMSF = 0,8 +
0,4 A). As regibes do sitio ativo seguiram um perfil de flutuacdo semelhante
tanto na forma complexada quanto na forma APO, 0 que sugere que a
presenca do ligante ndo promove alteracdes conformacionais significativas na
estrutura da proteina. As regides com maior flutuacdo correspondem a regiao
do loop, que se caracteriza pela flexibilidade conformacional. Por outro lado,
as flutuacbes atdmicas da forma APO da BuChE (RMSF = 1,0 + 0,5 A) e na
forma complexada (RMSF = 0,9 + 0,4 A) sugerem que o segundo sistema é
mais estavel. Em sistemas contendo BACE-1 (RMSFaro = 1,1 + 0,4 A e
RMSFcomplexo = 0,7 + 0,4 A) os efeitos do ligante na flutuacdo atdmica s&o
ainda mais pronunciados, sugerindo maior estabilidade para a forma
complexada. A regido de residuos cataliticos apresenta baixa flutuacdo em
ambos o0s sistemas, 0 que demonstra que ndo houve alteracdes significativas
na conformacdo do sitio nas simulagbes. Porém, é possivel observar uma
maior flutuagdo entre os residuos Val67-Glu77 no sistema APO em relagéo ao
sistema complexado, o que sugere que a Silodosina realiza interagbes que
impedem a abertura do flap loop e, possivelmente, inibem a atividade
catalitica do BACE-1, semelhante ao observado em estudos anteriores (DO
BOMFIM, M. R.; BARBOSA, D. B .; DE CARVALHO, P. B.; DA SILVA, A. M;

Peticaio 870240097464, de 14/11/2024, pég. 25/60



15/22

DE OLIVEIRA, T. A.; TARANTO, A. G.; LEITE, F. H. A. Identification of
potential human beta-secretase 1 inhibitors by hierarchical virtual screening
and molecular dynamics. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, v.
0, n. 0, p. 1-15, 2022. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1080/07391102.2022.2069155>). Tal consideragdo fica
evidenciada ao observar as regides do sitio ativo destacadas no grafico, nas
guais o sistema sem ligante apresenta flutuacbes mais evidentes. Essa
caracteristica pode ser explicada pelo fato da enzima, em condi¢des
fisiologicas, alterar sua conformacéo para permitir a entrada do substrato no
sitio ativo (FANG, L.; YONGMEI, P.; JENNIFER, L. M.; CHANG-GUO, Z.
Active Site Gating and Substrate Specificity of Butyrylcholinesterase and
Acetylcholinesterase: Insights from Molecular Dynamics Simulations. Journal
of Physical Chemistry B, v. 115, n. 27, p. 8797-8805, 2011.). As informacdes
obtidas nas analises de RMSD e RMSF demonstram que a Silodosina possui
caracteristicas moleculares que permitem a estabilizacdo da estrutura da
AChE, BuChE e BACE-1, apesar da estabilizacdo tardia dos sistemas da
AChE. O processo decorre de interagcbes intermoleculares que séo
estabelecidas entre ligantes e residuos proteicos, e essas interacbes dao
origem a resposta biolégica. Neste contexto, as ligacbes de hidrogénio séo
consideradas importantes na biologia devido a sua for¢a que é suficiente para
manter duas moléculas unidas para dar-lhe uma estrutura definida em um
estado fundamental de complexo (BUCKINGHAM, A. D.; DEL BENE, J. E;;
MCDOWELL, S. A. C. The hydrogen bond. Chemical Physics Letters, v. 463,
n. 1-3, p. 1-10, 2008. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.cplett.2008.06.060>). No sitio ativo da AChE foi
observado que a Silodosina estabelece ligagdo de hidrogénio durante a maior
parte da fase produtiva entre o oxigénio da hidroxila da cadeia lateral e
Glu285 (63,5%). Além disso, o Trp286 interage com a amina terciaria do
ligante (19%); o nitrogénio da amida ligado ao grupo indol estabelece ligacdes
de hidrogénio com Val282 (33,6%) e Asn283 (24,1%); e o oxigénio ligado ao
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anel benzil com Glu282 (24,8%). No sitio ativo da BuChE, por sua vez,
existem importantes ligacoes de hidrogénio estabelecidas entre o oxigénio
ligado ao grupo indol e GIn119 (19,6%) e Asn289 (80,3%), e 0 nitrogénio do
mesmo grupo e Thr284 (55,1%) e Ser287 (45,8%). Também foi observada
uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da hidroxila da Silodosina e o
Phe278 (14,0%). Em ambas as colinesterases € possivel notar que o0s
residuos envolvidos nas ligacdes de hidrogénio de longa permanéncia sao
residuos localizados na regido periférica dos sitios ativos (DE BOER, D.;
NGUYEN, N.; MAO, J.; MOORE, J.; SORIN, E. J. A comprehensive review of
cholinesterase modeling and simulation. Biomolecules, v. 11, n. 4, 2021), o
gue pode indicar que o ligante é capaz de estabilizar o sitio e inibir a entrada
do substrato no sitio ativo. Porém, é importante lembrar que para o complexo
contendo a enzima AChE, a andlise foi realizada nas fases posteriores da
simulacdo. No sitio ativo da BACE-1, sao observadas ligacdes de hidrogénio
durante mais de 10% da fase produtiva com a diade catalitica, entre
nitrogénio da amida terciaria e Asp32 (14,0%) e o nitrogénio da formamida e
Asp228 (33,3%). Essas interagOes sdo relatadas em estudos anteriores com
inibidores BACE-1, o que sugere que a Silodosina pode inibir sua atividade
catalitica (TRAN, T. S.; TRAN, T. D.; TRAN, T. H.; MAI, T. T.; NGUYEN, N.
Le; THAI, K. M.; LE, M. T. Synthesis, in Silico and in vitro evaluation of some
flavone derivatives for Acetylcholinesterase and BACE-1 inhibitory activity.
Molecules, v. 25, n. 18, 1 set. 2020; YILDIZ, M. Docking studies suggest the
important role of interactions among the catalytic dyad and inhibitors for
designing Bacel specific inhibitors. Journal of Molecular Structure, v. 1208, 15
maio 2020). Os residuos localizados na regido do flap também estdo
envolvidos nas ligagbes de hidrogénio, como Thr72 e oxigénio da hidroxila
(18,5%), e oxigénio ligado ao anel benzil e Trp76 (28,5%). Além disso, 0
oxigénio hidroxila estd envolvido na ligacdo de hidrogénio com Tyrl98
(14,8%), e o oxigénio da formamida interage com Arg235 (40,2%) e Thr329

Peticao 870240097464, de 14/11/2024, pég. 27/60



17/22

(42,5%). Embora as ligacbes de hidrogénio sejam importantes para a
estabilizacdo dos sistemas, elas ndo sdo as Unicas responsaveis pela
manutencdo das estruturas e pela resposta biologica. Neste contexto, é
importante avaliar as interacbes de outra natureza que sejam possiveis de
serem condicionais entre ligante-proteina e, como as simulagces DM sédo
dindmicas, € necessario escolher a estrutura representativa do processo. A
estrutura representativa corresponde a uma representacao grafica através da
analise de diferentes valores de RMSD para determinar um valor maximo de
RMSD entre conformacgdes. As avaliagbes indicaram que para sistemas
complexos o valor RMSD mais adequados para usar como ponto de corte
para as colinesterases foi de 1,2 A, e 1,1 A para BACE-1. As estruturas
especificas foram a conformacdo no tempo de 190,45 ns para AChE-
Silodosina, 78,25 ns para BuChE-Silodosina e 88,3 ns para BACE-1-
Silodosina. As representacdes graficas sdo mostradas nas Figuras 5, 6 e 7.

[029] O mapa representativo de interacao estrutural da Silodosina complexada
com a AChE mostra que a cadeia lateral do ligante do anel benzil é capaz de
estabelecer interagbes hidrofébicas com os residuos Trp286 e Ser293. O
benzil também interage com o Trp286 por meio de uma interacao pi-stacking,
e essa interacdo parece ser importante para a inibicdo da AChE (HONORIO,
P.; SAINIMNUAN, S.; HANNONGBUA, S.; SAPARPAKORN, P. Binding
interaction of protoberberine alkaloids against acetylcholinesterase (AChE)
using molecular dynamics simulations and QM/MM calculations. Chemico-
Biological Interactions, v. 344, 1 ago. 2021; VAN DER WESTHUIZEN, C. J,;
STANDER, A.; RILEY, D. L.; PANAYIDES, J. L. Discovery of Novel
Acetylcholinesterase Inhibitors by Virtual Screening, in Vitro Screening, and
Molecular Dynamics Simulations. Journal of Chemical Information and
Modeling, v. 62, n. 6, p. 1550-1572, 2022). O grupo indol do ligante também
estabelece interacbes hidrofébicas com o residuo Leu76. Observam-se
também duas ligacdes de hidrogénio neste mapa, entre a hidroxila da cadeia
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lateral do indol e Glu285 e entre o oxigénio do grupo formamida e o residuo
Trp286.

[030] O mapa representativo de interacao estrutural da Silodosina complexada
com BuChE mostra que a regido do grupo indol estabelece interacoes
hidrofobicas com Thr120 e Pro285. Este residuo Pro285 tem estado envolvido
em interacBes com inibidores de BuChE (LIU, Y.; TU, Y.; KANG, Y.; ZHU, C,;
WU, C.; CHEN, G.; LIU, Z.; LI, Y. Biological evaluation, molecular modeling
and dynamics simulation of phenanthrenes isolated from Bletilla striata as
butyrylcholinesterase inhibitors. Scientific Reports, v. 12, n. 1, p. 1-11, 2022.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1038/s41598-022-17912-7>; SHAKIL, S.;
FAHD, K.; ARABIA, S.; ARABIA, S.; MEDICAL, K. F.; ARABIA, S. Original
article : MOLECULAR INTERACTION OF INHIBITORS WITH. p. 1597-1607,
2021), e Thr120 tem sido relacionado como um dos residuos mais envolvidos
na estabilizacdo de complexos BUChE (LIU, Y.; TU, Y.; KANG, Y.; ZHU, C,;
WU, C.; CHEN, G.; LIU, Z.; LI, Y. Biological evaluation, molecular modeling
and dynamics simulation of phenanthrenes isolated from Bletilla striata as
butyrylcholinesterase inhibitors. Scientific Reports, v. 12, n. 1, p. 1-11, 2022.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1038/s41598-022-17912-7>; SHAKIL, S,
FAHD, K.; ARABIA, S.; ARABIA, S.; MEDICAL, K. F.; ARABIA, S. Original
article: MOLECULAR INTERACTION OF INHIBITORS WITH. p. 1597-1607,
2021; ZHANG, Z.; FAN, F.; LUO, W.; ZHAO, Y.; WANG, C. Molecular
Dynamics Revealing a Detour-Forward Release Mechanism of Tacrine:
Implication for the Specific Binding Characteristics in Butyrylcholinesterase.
Frontiers in Chemistry, v. 8, n. August, p. 1-18, 2020). Além disso, 0 oxigénio
do grupo formamida interage com ambas as amidas do Asn289, interacédo que
foi demonstrada durante mais de 80% da simulacdo (Figura 4). Essas
interacdes também tém sido relatadas como importantes para a inibicdo da
BuChE, pois estao relacionadas a manutencéo do inibidor dentro do sitio e ao
bloqueio do acesso ao substrato (ZHANG, Z.; FAN, F.; LUO, W.; ZHAOQO, Y.;
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WANG, C. Molecular Dynamics Revealing a Detour-Forward Release
Mechanism of Tacrine: Implication for the Specific Binding Characteristics in
Butyrylcholinesterase. Frontiers in Chemistry, v. 8, n. August, p. 1-18, 2020).
[031] O mapa de interacao estrutural representativo da Silodosina complexada
com BACE-1 ilustra as ligacdes de hidrogénio com os residuos Thr72 e
Thr329. O residuo Thr329 também estabelece interacfes hidrofébicas com a
cadeia lateral. Além disso, o anel benzeno da Silodosina estabelece
interagdes pi-stacking com Tyr71 e o grupo trifluoreto ligado ao anel também
estabelece interacdes hidrofébicas com Tyr71. Os residuos Tyr71 e Thr72 séo
considerados relevantes para o desenvolvimento de inibidores BACE-1, pois
estdo localizados no flap loop e sdo responsaveis pela manutencao
conformacional (DO BOMFIM, M. R.; BARBOSA, D. B.; DE CARVALHO, P.
B.; DA SILVA, A. M.; DE OLIVEIRA, T. A.; TARANTO, A. G.; LEITE, F. H. A.
Identification of potential human beta-secretase 1 inhibitors by hierarchical
virtual screening and molecular dynamics. Journal of Biomolecular Structure
and Dynamics, v. 0, n. 0, p. 1-15  2022. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1080/07391102.2022.2069155>). Tyr71 também esta
envolvido no intermediario tetraédrico da catalise, o que revela que a
Silodosina desencadeia interacdes capazes de inibir a atividade catalitica da
BACE-1.

[032] Além da importancia das interacdes intermoleculares, a maioria dos
processos moleculares, incluindo associagdo molecular e reacdes quimicas,
sdo guiados por energias livres de ligacdo (WANG, E.; SUN, H.; WANG, J.;
WANG, Z.; LIU, H.; ZHANG, J. Z. H.; HOU, T. End-Point Binding Free Energy
Calculation with MM/PBSA and MM/GBSA: Strategies and Applications in
Drug Design. Chemical Reviews, v. 119, n. 16, p. 9478-9508, 2019). Nesse
contexto, a forca de uma interacdo biomolecular envolvida no reconhecimento
da inibicdo pode ser quantificada avaliando sua energia livre (KUMARI, R.;
KUMAR, R.; LYNN, A. G-mmpbsa -A GROMACS tool for high-throughput MM-
PBSA calculations. Journal of Chemical Information and Modeling, v. 54, n. 7,
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p. 1951-1962, 2014) e, por esse motivo, é importante avaliar aspectos
termodinamicos de complexos entre Silodosina e as enzimas AChE, BUChE e
BACE-1. Como os programas de docking ndo consideram a flexibilidade das
proteinas e simplificam as funcbes energéticas (HAMED, M. Y. Prediction of
drug potencies of bacel inhibitors: A molecular dynamics simulation and
MM_GB(PB)SA scoring. Computation, v. 8, n. 4, p. 1-24, 2020), o Método da
Mecéanica Molecular Poison Boltzmann (MM/PBSA) foi aplicado as fases de
producdo de simulacbes de sistemas complexos e 0s resultados estao
expressos na Tabela 1 e Figura 7.

[033] Tabela 1. Energia livre de ligacdo e componentes calculados pelas

ferramentas g_mmpbsa

System Evaw Eelec Gmm Goolar Gnonpolar AGhinding
(kd/mol)  (kd/mol) (kd/mol) (kd/mol) (kd/mol) (kd/mol)

AChE-Silodosin -0.001 0.046 0.045 -1.313 -3.854 -1.489
BuChE-Silodosin -167.952 -24.197 -192.149 115.276 -4.224 -93.422
BACE-1-Silodosin -24.429 -4.179 -28.608 15.106 1.605 -15.768

[034] O método MM/PBSA corresponde a uma estratégia versatil que permite
estimar a energia livre de ligacdo e atinge um bom equilibrio entre
confiabilidade dos resultados e eficiéncia (VALDES-TRESANCO, M. S.
VALDES-TRESANCO, M. E.; VALIENTE, P. A.; MORENO, E. gmx_MMPBSA:
A new tool to perform end-state free energy calculations with GROMACS.
Journal of Chemical Theory and Computation2, v. 17, n. 10, p. 6281-6291,
2021). Utilizando este método, é possivel observar que a energia livre de
ligacdo da AChE complexada a Silodosina corresponde a -1,489 kJ/mol, e as
interagOes de van der Walls ndo séo significativas para a estabilizacdo do
complexo. Estes resultados ilustram que a associagao ligante e proteina nao
€ propensa a ocorrer e corroboram o que foi observado em testes in vitro, nos
quais a Silodosina ndao demonstrou grande capacidade de inibir a atividade
catalitica da AChE. Além disto, estudos anteriores com moléculas de

referéncia com atividade inibitéria a AChE como galantamina e rivastigmina
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mostraram maiores valores de energia livre de ligacdo e de contribuicao
energética de van der Walls (PASCOINI, A. L.; FEDERICO, L. B.; AREAS, A.
L. F.; VERDE, B. A.; FREITAS, P. G.; CAMPS, I. In silico development of new
acetylcholinesterase inhibitors. Journal of Biomolecular Structure and
Dynamics, v. 37, n. 4, p. 1007-1021, 2019. Disponivel em:
<http://doi.org/10.1080/07391102.2018.1447513>).

[035] Por outro lado, a energia livre de ligacdo da BuChE complexada com
Silodosina corresponde a -93,422 kJ/mol, o que corrobora a estabilidade
alcancada por este sistema e o valor de inibicdo observado in vitro. Este valor
mostra que este composto é capaz de criar um sistema mais estavel com
BuChE do que o donepezil e outros compostos ativos, e as interacdes de van
der Walls desempenham um papel essencial neste processo, semelhante ao
observado em estudos anteriores (ADALAT, B.; RAHIM, F.; REHMAN, W
ALl, Z.; RASHEED, L.; KHAN, Y.; FARGHALY, T. A.; SHAMS, S.; TAHA, M,;
WADOOD, A.; SHAH, S. A. A.; ABDELLATIF, M. H. Biologically Potent
Benzimidazole-Based-Substituted Benzaldehyde Derivatives as Potent
Inhibitors for Alzheimer's Disease along with Molecular Docking Study.
Pharmaceuticals, v. 16, n. 2, 1 fev. 2023; AL-JOUFI, F. A.; SHAH, S. W. A,
SHOAIB, M.; GHIAS, M.; SHAFIULLAH; KHALIL, A. A. K.; JAMAL, S. B;
SHAH, S. M. H.;, ZAHOOR, M. Flavonoid Derivatives as Potential
Cholinesterase Inhibitors in Scopolamine-Induced Amnesic Mice: An In Vitro,
In Vivo and Integrated Computational Approach. Brain Sciences, v. 12, n. 6, 1
jun. 2022). Além disso, as ligacdes de hidrogénio também estdo envolvidas no
processo de estabilizacdo. Para o sistema BACE-1, a energia livre de ligacao
e de -15,768 kJ/mol, e as interacbes de van der Walls também sdo mais
importantes para a estabilizacdo. Para mais, as ligacdes de hidrogénio devem
ser importantes para a estabilizacdo dos sistemas, o0 que corrobora as
interacdes de longa permanéncia observadas na Figura 4. Esses resultados
sdo semelhantes aos observados em estudos de dinamica molecular para
inibidores BACE-1 (GUTIERREZ, L. J.; PARRAVICINI, O.; SANCHEZ, E.;
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RODRIGUEZ, R.; COBO, J.; ENRIZ, R. D. New substituted aminopyrimidine
derivatives as BACEL inhibitors: in silico design, synthesis and biological
assays. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, v. 37, n. 1, p. 229—
246, 2 jan. 2019; SRIVASTAVA, S.; SHARMA, S.; DEEP, S.; KHARE, S. K.
Screening of Multitarget-Directed Natural Compounds as Drug Candidates for
Alzheimer’s Disease Using In Silico Techniques: Their Extraction and In Vitro
Validation. ACS Omega, 17 out. 2023).
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REIVINDICACOES

1. Uso da Silodosina, caracterizado por ser aplicado no tratamento da

doenca de Alzheimer.
2. Uso da Silodosina, de acordo com a Reivindicacéo 1, caracterizado por

possuir as concentracdes de IC50 > 500,0 uM para a enzima AChE, IC50 = 3.02
uM para enzima BUuChE e 3 = pM para a enzima BACE-1.
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RESUMO

USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA DOENCA DE
ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer (DA) é, atualmente, um dos principais desafios de saude
publica mundial, caracterizada pelo declinio das habilidades cognitivas
individuais. Por ser considerada uma doenca multifatorial, o reposicionamento
de farmacos que possam atuar diante de varios alvos de maneira concomitante
se torna uma estratégia interessante para o tratamento da DA. Neste contexto,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar o novo uso do medicamento
Silodosina como potencial inibidor da acetilcolinesterase (AChE),
butilcolinesterase (BuChE) e beta-secretase 1 (BACE-1), principais enzimas
envolvidas nas hipo6teses de progressao da DA. Nos testes in vitro, a Silodosina
apresentou boa habilidade de inibicio da BuChE (IC50 = 3.02 uM). A
concentracdo 3 UM também foi capaz de inibir atividade da BACE-1 de células
PC12. Além disto, o comportamento molecular desses sistemas através do
tempo foi avaliado por Simulagéo Dinamica Molecular. Os resultados corroboram
com os testes in vitro, uma vez que as analises RMSD e RMSF demonstraram
que a Silodosina possui caracteristicas moleculares que permitem a
estabilizacdo da AChE, BUChE e BACE-1, apesar da estabilizacdo tardia dos
complexos com a enzima AChE. Desta forma, estes resultados sugerem que a
Silodosina pode ser util como farmaco multialvo no tratamento da DA. A presente
invencdo demonstra o novo uso da Silodosina como inibidor multialvo no

tratamento da DA.
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Sa0 Joao del-Rei, 26 de setembro de 2024.

Documento assinado digitalmente

b DEYSE BRITO BARBOSA
g ol Data: 27/09/2024 15:52:18-0300

verifique em https://validar.iti.gov.br
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DECLARACAO DO INVENTOR

TITULO DA INVENCAO: USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA
DOENCA DE ALZHEIMER

Eduardo Habib Bechelane Maia, CPF 047.922.726-88; residente na Rua Inhazinha
Epifanio, 131, Apt. 102, Divinépolis — MG, tendo conhecimento do requerimento de
patente feito em nome da Universidade Federal de S&o Jo&do del-Rei, em co-
titularidade com demais entidades parceiras, com sede a Praca Frei Orlando, n°
170, Centro, CEP 36307-352, inscrita no CNPJ sob o0 n° 21186804/0001-05, neste
ato representada pelo seu Reitor Marcelo Pereira de Andrade, declara que nada
tem a opor e da pleno consentimento a que o Instituto Nacional de Propriedade
Industrial — INPI conceda tal privilégio a aludida Universidade Federal de S&o Joédo

del Rei e as seus cotitulares estabelecidos em contrato.

Sao Joao del-Rei, 27 de Setembro de 2024.

Documento assinado digitalmente

b EDUARDO HABIB BECHELANE MAIA
g »! Data: 27/09/2024 15:43:08-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Assinatura
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DECLARAGAO DO INVENTOR

TITULO DA INVENCAQ: USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA
DOENCA DE ALZHEIMER

Franco Henrique Andrade Leite, 012.310.455-66; Rua Reginaldo Muritiba do Lago,
n. 220, condominio Quartier, Feira de Santana-BA, tendo conhecimento do
requerimento de patente feito em nome da Universidade Federal de Sao Joao del-
Rei, em co-titularidade com demais entidades parceiras, com sede a Praca Frei
Orlando, n°® 170, Centro, CEP 36307-352, inscrita no CNPJ sob o n°
21186804/0001-05, neste ato representada pelo seu Reitor Marcelo Pereira de
Andrade, declara que nada tem a opor e da pleno consentimento a que o Instituto
Nacional de Propriedade Industrial — INPI conceda tal privilégio a aludida
Universidade Federal de Sao Joao del Rei e as seus cotitulares estabelecidos em

contrato.

Sao0 Joao del-Rei, 26 de setembro de 2024.

Documento assinado digitalmente

b FRANCO HENRIQUE ANDRADE LEITE
g Ll Data: 27/09/2024 10:50:11-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br
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DECLARAGAO DO INVENTOR

TITULO DA INVENCAQ: USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA
DOENCA DE ALZHEIMER

GESSICA OLIVEIRA MENDES, 057.657.955-60 ; residente na Rua Jodo Mateus
de Souza, 96, Centro, Conceicdo do Coité-BA, tendo conhecimento do
requerimento de patente feito em nome da Universidade Federal de Sao Joao del-
Rei, em co-titularidade com demais entidades parceiras, com sede a Praca Frei
Orlando, n°® 170, Centro, CEP 36307-352, inscrita no CNPJ sob o n°
21186804/0001-05, neste ato representada pelo seu Reitor Marcelo Pereira de
Andrade, declara que nada tem a opor e da pleno consentimento a que o Instituto
Nacional de Propriedade Industrial — INPI conceda tal privilégio a aludida
Universidade Federal de Sao Joao del Rei e as seus cotitulares estabelecidos em

contrato.

Sao0 Joao del-Rei, 26 de setembro de 2024.

Documento assinado digitalmente

b GESSICA OLIVEIRA MENDES
g L Data: 27/09/2024 11:27:45-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Assinatura
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DECLARAGAO DO INVENTOR

TITULO DA INVENCAQ: USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA
DOENCA DE ALZHEIMER

Isabella Flores de Souza Marra, CPF: 12644194733; residente na Rua Ministro
Amarilio Lopes Salgado, 55, CEP 36033290, Juiz de Fora, tendo conhecimento do
requerimento de patente feito em nome da Universidade Federal de Sao Joao del-
Rei, em co-titularidade com demais entidades parceiras, com sede a Praca Frei
Orlando, n°® 170, Centro, CEP 36307-352, inscrita no CNPJ sob o n°
21186804/0001-05, neste ato representada pelo seu Reitor Marcelo Pereira de
Andrade, declara que nada tem a opor e da pleno consentimento a que o Instituto
Nacional de Propriedade Industrial — INPI conceda tal privilégio a aludida
Universidade Federal de Sao Joao del Rei e as seus cotitulares estabelecidos em

contrato.

Sao0 Joao del-Rei, 26 de setembro de 2024.

Documento assinado digitalmente

b ISABELLA FLORES DE SOUZA MARRA
g L Data: 26/09/2024 14:51:03-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br
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DECLARAGAO DO INVENTOR

TITULO DA INVENCAQ: USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA
DOENCA DE ALZHEIMER

Lorena Silva Matos Andrade, CPF: 026536605-47 ; Rua Dora Bittar Brighenti 118,
Sao Joao del Rei - MG tendo conhecimento do requerimento de patente feito em
nome da Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei, em co-titularidade com
demais entidades parceiras, com sede a Praca Frei Orlando, n° 170, Centro, CEP
36307-352, inscrita no CNPJ sob o n°® 21186804/0001-05, neste ato representada
pelo seu Reitor Marcelo Pereira de Andrade, declara que nada tem a opor e da
pleno consentimento a que o Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPI
conceda tal privilégio a aludida Universidade Federal de S&o Jodo del Rei e as

seus cotitulares estabelecidos em contrato.

Sa0 Jodo del-Rei, 31 de outubro de 2024.

Documento assinado digitalmente

b LORENA SILVA MATOS ANDRADE
g ! Data: 31/10/2024 14:45:31-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Assinatura
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DECLARAGAO DO INVENTOR

TITULO DA INVENCAQ: USO DA SILODOSINA PARA O TRATAMENTO DA
DOENCA DE ALZHEIMER

Eu Michel Pires da Silva, CPF 043.314.816-03 ; residente na Rua Bahia 1401 - AP
101 - CEP 35500-026, Divinépolis-MG, tendo conhecimento do requerimento de
patente feito em nome da Universidade Federal de Sao Joao del-Rei, em co-
titularidade com demais entidades parceiras, com sede a Praga Frei Orlando, n°
170, Centro, CEP 36307-352, inscrita no CNPJ sob o n° 21186804/0001-05, neste
ato representada pelo seu Reitor Marcelo Pereira de Andrade, declara que nada
tem a opor e da pleno consentimento a que o Instituto Nacional de Propriedade
Industrial — INPI conceda tal privilégio a aludida Universidade Federal de S&o Jodo

del Rei e as seus cotitulares estabelecidos em contrato.

Sao0 Joao del-Rei, 26 de setembro de 2024.

Documente assinado digitalmente

b MICHEL PIRES DA SILVA
g ! Data: 26/09/2024 12:18:28-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br
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__ SIAFI2024-DOCUMENTO-CONSULTA-CONGRU (CONSULTA GUIA DE RECOLHIMENTO DA UNIAO

27/06/24 17:34 USUARIO : LETICIA LONGATT
DATA EMISSAO : 27Junz24 TIPO : 1 - PAGAMENTO NUMERO : 2024GR800175
UG/GESTAO EMITENTE : 154069 / 15276 - FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE S.J.D
UG/GESTAO FAVORECIDA : 183038 / 18801 - INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDU
RECOLHEDOR : 154069 GESTAO : 15276

CODIGO RECOLHIMENTO : 72200 - 6 COMPETENCIA: JUN24 VENCIMENTO: 23Jul24
DOC. ORIGEM: 154069 / 15276 / 2024NP001234 PROCESSO : 23122.016776/2023
RECURSO : 3

(=) VALOR DOCUMENTO : 70,00

(-) DESCONTO/ABATIMENTO:

(=) OUTRAS DEDUCOES

(+) MORA/MULTA

(+) JUROS/ENCARGOS

(+) OUTROS ACRESCIMOS

(=) VALOR TOTAL : 70,00

NOSSO NUMERO/NUMERO REFERENCIA : 00029409162322211180

CODIGO DE BARRAS : 89610000000 0 70000001010 3 95523127220 9 00360640000 4
OBSERVACAO

PGTO DA TAXA PARA DEPOSITO DO PEDIDO DE PATENTE USO DA SILODOSINA PARA O TRATA
MENTO DA DOENCA DE ALZHEIMER, CONFORME MEMORANDO 1513/2024 SEIPI. N.N°294091623
LANCADO POR : 07045723628 - LETICIA LONGATT UG : 154069 27Jun2024 12:40
PF1=AJUDA PF3=SAI PF2=DADOS ORC/FIN PF4=ESPELHO PF12=RETORNA
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