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APRESENTACAO

A colecdo “A Estruturacdao e Reconhecimento das Ciéncias Bioldgicas na
Contemporaneidade” da Atena Editora € uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigagdes e contribuicbes nas areas das Ciéncias Biologicas e que
se fundamentam na discusséo cientifica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares
desenvolvidos por autores de varios segmentos, potencializando discussdes e abordagens
contemporaneas em temas variados das Ciéncias Biologicas. Assim, a colegéo é para todos
os profissionais pertencentes as Ciéncias Biolégicas e suas areas afins, especialmente
aqueles com atuacdo no ambiente académico e/ou profissional. Cada volume foi organizado
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por
area da Biologia, onde os capitulos podem ser lidos na ordem que vocé desejar e de acordo
com sua necessidade.

O Volume | — “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capitulos
aborda a heterogeneidade e aplicagéo de conceitos nas areas de meio ambiente, ecologia,
sustentabilidade, botanica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventarios e
discussoes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as
espécies. As tematicas exploradas neste volume sdo de grande relevancia, pois apesar
da preocupacéo com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente nédo ser recente,
sabe-se que foi nas Gltimas décadas do século XX que essa teméatica entrou definitivamente
no discurso dos cidadaos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupacéo ainda néao se transformou
efetivamente em praticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume | procura auxiliar
a realizagdo de trabalhos nestas areas e no entendimento e desenvolvimento de praticas
que podem ser adotadas no &mbito da educacédo, em espacgos formais e ndo formais de
ensino, para o meio ambiente e manutencgéo da biodiversidade de forma de compreender,
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais.

O Volume Il — “Saude e Biotecnologia”, rene 18 capitulos que apresenta de
forma categorizada discussdes e estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de
ensino e pesquisa do pais, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisado de literatura realizados por diversos
professores, pesquisadores, graduandos, e pos-graduandos, cujas pesquisas seréo
apresentadas de maneira objetiva e didatica. A producéo cientifica no campo da Saude e
da Biotecnologia € ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capitulos que compdem
este volume refletem essa diversidade de olhares.

Assim, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes organizados,
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questdes e dimensdes
inerentes as areas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saude e Biotecnologia, como pilares



estruturantes das Ciéncias Biolégicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a constru¢do novos estudos, saberes
e praticas pautadas no reconhecimento da importancia dos seres vivos e dos recursos
naturais, com uma visédo multidimensional para a saude planetéria e para o enriquecimento

de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: Doengas cardiacas sao resultantes de
lesbes ateroscleréticas que acabam por obstruir
o fluxo sanguineo normal, e atualmente s&o
responsaveis por 31% das mortes que ocorrem
ao redor do mundo. Um dos principais fatores de
risco para o desenvolvimento de aterosclerose, e
consequentemente a progressao para um quadro
de doenca cardiovascular, é o tabagismo, ja que
0s principais componentes da fumaga do cigarro
sdo moléculas que atuam como agonistas do
receptor de hidrocarbonetos de arila (AhR), este
sendo responsavel pelo controle de fatores de
transcricdo diretamente envolvidos na evolu¢do
da aterosclerose. Os antagonistas deste
receptor atualmente reportados apresentam
severas limitagbes que os impedem de serem
utilizados na terapéutica, sendo as principais
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delas alosterismo, atividade agonista parcial,
tendéncia a biotransformacéo e citotoxicidade. O
motivo dessas limitacdes se deve principalmente
ao fato da auséncia de informacgbes acerca
da estrutura tridimensional do receptor, em
complexo ou ndo com ligantes, dificuldade essa
que pode ser explicada por se tratar de um
receptor citosélico, o que dificulta sua resolugéo
por cristalografia de raios-X. O estudo atual,
portanto, se baseou nos ligantes ja reportados na
literatura com atividade antagonista ao receptor,
bem como em algumas estruturas proteicas
homdlogas tridimensionalmente resolvidas, para
construir um padrdo farmacoférico comum a
esses ligantes, e a partir disso realizar triagens
virtuais em uma base de dados de compostos
naturais, 0 que resultou na descoberta de 4
novos compostos, com oOtimas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas in silico,
0s quais podem contribuir para o avanco dos
estudos relacionados aos inibidores de AhR.
PALAVRAS - CHAVE: Aterosclerose,
AhR, Triagem Virtual, Quimica Medicinal
Computacional, Produtos Naturais.

COMPUTACIONAL DEVELOPMENT
OF NEW ANTAGONISTS OF ARYL
HIDROCARBON RECEPTOR (AHR),WITH
POTENTIAL ATEROPROTECTIVE
EFICACY IN SMOKERS

ABSTRACT: Heart disease is the result of
atherosclerotic lesions that end up obstructing
normal blood flow, and are currently responsible
for 31% of deaths that occur around the world.
One of the main risk factors for the development
of atherosclerosis, and consequently the



progression to cardiovascular disease, is smoking, since the main components of cigarette
smoke are molecules that act as aryl hydrocarbon receptor agonists (AhR ), which is responsible
for the control of transcription factors directly involved in the evolution of atherosclerosis. The
currently reported antagonists of this receptor have severe limitations that prevent them from
being used in therapy, the main ones being allosterism, partial agonist activity, tendency to
biotransformation and cytotoxicity. The reason for these limitations is mainly due to the fact
that there is no information about the three-dimensional structure of the receptor, in complex
or not with ligands, a difficulty that can be explained by the fact that it is a cytosolic receptor,
which makes it difficult to resolve by X-ray crystallography. The current study, therefore, was
based on ligands already reported in the literature with antagonistic activity to the receptor,
as well as on some three-dimensionally resolved homologous protein structures, to build a
pharmacophoric pattern common to these ligands, and from then perform virtual screenings
on a data on natural compounds, which resulted in the discovery of 4 new compounds, with
excellent pharmacokinetic and pharmacodynamic properties in silico, which can contribute to
the advancement of studies related to AhR inhibitors.

KEYWORDS: Atherosclerosis, AhR, Virtual Screening, Computational Medicinal Chemistry,
Natural Products.

11 INTRODUGAO

Doencgas cardiovasculares decorrem de eventos agudos isquémicos resultantes
do desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas nas artérias responsaveis pelo suprimento
sanguineo local (Hopkins, 2013). Dados epidemioldgicos apontam que essas afeccbes
respondem por 31% da mortalidade brasileira (Ministério da Saude, 2010) e mundial
(Mendis et al., 2011), o que destaca a aterosclerose como um grave problema de saude
publica.

A aterosclerose € definida como uma doenca inflamatéria vascular que se
desenvolve em condicbes de hipercolesterolemia (aumento dos niveis séricos de
colesterol carreado por lipoproteinas de baixa densidade, LDL) e acomete segmentos
especificos da arvore arterial, especialmente pontos de bifurcagdo e ramificacdo de
artérias elasticas e musculares de médio e grande calibre, onde a perturbacao do fluxo
sanguineo laminar leva a perda do efeito ateroprotetor do estresse de cisalhamento laminar
(Maiolino et al., 2013). O processo aterogénico ocorre em quatro estagios: (1) disfuncao
endotelial e inflamagéo vascular; (2) deposicéo, retencao e modificagcdo de LDL no espaco
subendotelial e formacgéo de células espumosas; (3) formacéo de lesbes fibrogordurosas e
remodelamento arterial; e (4) precipitacdo de eventos agudos isquémicos (Hopkins, 2013).
O primeiro estagio resulta de alteragdes fenotipicas em células endoteliais, deflagradas por
estimulos agressivos, como hipercolesterolemia e tabagismo (Libby et al., 2011). Esses
estimulos induzem estresse oxidativo vascular, no qual espécies reativas de oxigénio
(ERO) reduzem a biodisponibilidade de moléculas de 6xido nitrico (NO) produzidas por
células endoteliais, levando a disfuncdo endotelial (Xanthoulea et al., 2009). Dadas as
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propriedades vasoprotetoras e antiinflamatérias do NO, a redugao de sua biodisponibilidade
ativa o fenétipo pro-trombotico de células endoteliais (Sprague & Khalil, 2009), que passam
a expressar moléculas de adesdo (ICAM-1) e adquirem permeabilidade aumentada a
macromoléculas (Maiolino et al., 2013).

A partir dai, se inicia o segundo estagio do processo aterogénico, no qual particulas
de LDL penetram na parede arterial, onde séo retidas a matriz extracelular subendotelial
(Tabas et al., 2007) e parcialmente oxidadas por ERO derivadas de células vasculares
(Skalén et al., 2002). As LDL minimamente modificadas/oxidadas (mmLDL) estimulam
células endoteliais a produzirem citocinas (monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1)
que recrutam mondcitos a parede vascular e induzem sua diferenciagdo em macréfagos,
que, por sua vez, promovem a oxidagao completa das mmLDL (Parhami et al., 1993).

As LDL completamente oxidadas (oxLDL) s&o internalizadas por macréfagos
na tentativa falha de fagocitose, resultando na formacdo de células espumosas, que
compdem as lesdes ateroscleroticas iniciais (estrias gordurosas) (Henriksen et al., 1981).
Em resposta a ativagéo de células endoteliais, plaquetas sdo ativadas e recrutadas ao
endotélio inflamado, onde liberam fatores de crescimento que estimulam a migracdo de
CMLV da tunica média para o espaco subendotelial, dando inicio ao terceiro estagio do
processo aterogénico. No espaco subendotelial, as CMLV proliferam e produzem colageno,
0 que leva ao desenvolvimento de uma capa fibrosa que recobre o nicleo lipidico da estria
gordurosa, formando uma placa fibrogordurosa crescente (Maiolino et al., 2013). Quando
essa placa atinge um estagio avangado de remodelamento expansivo, passa a obstruir o
fluxo sanguineo, originando os eventos isquémicos do quarto estagio (Little et al., 1988).

O tabagismo ativo ou passivo tem sido epidemiologicamente estabelecido como fator
de risco predominante para a aterosclerose (Kunitomo et al., 2009). De fato, a exposicao a
fumaca de cigarro aumenta em sete vezes o risco de doenca arterial periférica (Helibvaara
et al., 1978; Hughson et al., 1978) e em duas a cinco vezes o risco de doenca arterial
coronariana com eventos cardiacos subjacentes (Doll & Peto, 1976; Doll et al., 4 1980;
Piegas et al., 2003), como sequelas de eventos aterogénicos. Em estudo longitudinal,
Howard et al. (1998) observaram que a progressao da aterosclerose aumenta em 50% em
fumantes ativos e em 20% em fumantes passivos. Por fim, 69% do total de mortes anuais
atribuidas a exposigcéo passiva a fumaga de cigarro nos Estados Unidos é decorrente de
eventos cardiacos isquémicos causados por lesdes ateroscleréticas coronarianas (Glantz
& Parmley, 1991). Com base nessas evidéncias, e considerando que a prevaléncia do
tabagismo no Brasil é de 24% (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007), € possivel
denotar a importancia do desenvolvimento de ferramentas terapéuticas para atenuar a
progressao da aterosclerose em fumantes.

Os mecanismos fisiopatolégicos pelos quais a exposicao a fumacga do cigarro acelera
0 processo aterogénico envolvem a ativacdo de receptores para hidrocarbonetos arila
(AhR) por dibenzo-dioxinas policloradas (PCDD), dibenzo-furanos policlorados (PCDF),

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 10 “



bifenilos policlorados co-planares (Co-PCB) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAH) (Kasai et al., 2006; Hanieh, 2014). Todas essas substancias sdo contaminantes
presentes na fumaca do cigarro, e dentre elas, as mais potentes e seletivas na ativagéo
do AhR sao a PCDD 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e o PAH benzo(a)pireno
(BaP) (Marinkovic et al., 2010; Kerley-Hamilton et al., 2012). O AhR atua como fator de
transcricao e esta expresso em todos os tipos celulares envolvidos no processo aterogénico,
incluindo células endoteliais, CMLV, mondcitos/macrofagos, leucocitos e plaquetas. Em
auséncia de ligante, o AhR existe como complexo citosélico dimerizado a duas moléculas
da chaperona proteina de choque térmico 90 (Hsp90), a uma molécula da co-chaperona
de 23kDa p23, a uma molécula da proteina de interacdo com AhR (AIP) e a uma molécula
da tirosina-quinase c-Src (Abel & Haarmann-Stemmann, 2010; Barouki et al., 2012). Esse
complexo estabiliza o AhR numa conformacéo de alta afinidade para ligantes, previne sua
degradacéo proteolitica e impede sua translocagéo nuclear (Abel & Haarmann-Stemmann,
2010; Barouki et al., 2012; Hanieh, 2014). Mediante interagdo com agonistas (como a TCDD
e 0 BaP), o AhR libera a c-Src para o citosol, que, por sua vez, deflagra vias de sinalizagéo
ndo-gendmicas (Abel & HaarmannStemmann, 2010), como a ativagdo da montagem do
complexo NAD(P)H oxidase e subsequente produgédo de ERO (Sampaio et al., 2007).

A interagdo com o ligante também induz a exposicao da sequéncia de localizacdo
nuclear (NLS) do AhR, que permite a translocagdo do complexo AhR-ligante ao nucleo. Ai,
a chaperona é deslocada de seu sitio de ligagé@o pelo translocador nuclear de AhR (Arnt),
que, entdo, se dimeriza com o AhR (Soshilov & Denison, 2008). A partir dessa interagéo,
o heterodimero AhR/Arnt se associa com elementos responsivos a xenobi6ticos (XREs)
no DNA, e regula a expressao de genes responsivos (Abel & Haarmann-Stemmann, 2010;
Barouki et al., 2012; Hanieh, 2014), incluindo genes que regulam a sintese de fatores pro-
aterogénicos, como a enzima do citocromo P450 1A1 (CYP1A1), cuja expressdo génica
(sintese de RNAm) € induzida por ativacdo de AhR em células vasculares (Conway et
al., 2009; Majkova et al., 2011). A liberagdo da c-Src para o citosol, mediante ativagédo
de AhR, culmina com o acumulo de ERO derivadas do complexo NAD(P)H oxidase na
parede vascular (Sallée et al., 2014). Somado a esse mecanismo, a indugéo da sintese de
por ativacao de AhR também leva ao estresse oxidativo endotelial (Majkova et al., 2011),
uma vez que a biotransformacgéo de coPCB, presentes na fumaca do cigarro, por CYP1A1
induz ao desacoplamento de seu ciclo catalitico, gerando ERO (Schlezinger et al., 2006).
Em conjunto, as ERO geradas por ativagdo de AhR reduzem a produgéo endotelial e a
biodisponibilidade vascular de NO (Sallée et al., 2014), participam da modificagéo oxidativa
de particulas de LDL retidas na matriz (Kunitomo et al., 2009), ativam a sintese de MCP-
1 em células endoteliais (Majkova et al., 2009) e induzem a migracdo de CMLV (Kerzee
& Ramos, 2000), eventos cruciais durante o processo aterogénico (Hopkins, 2013). Por
mecanismos independentes da geragéo de ERO, a ativacdo de AhR induz a expresséo de
ICAM-1 em células endoteliais (Osterling et al., 2008), favorecendo a ativagéo do fenétipo
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pro-trombotico dessas células durante o 1° estagio do processo aterogénico (Hopkins,
2013).

Além disso, a ativacdo de AhR induz ao acumulo de colesterol por macréfagos
por induzir a expressao de interleucina 8 (IL-8) (Wu et al., 2011) e por mecanismos néo-
gendmicos mediados por c-Src (Vogel et al., 2004), favorecendo sua diferenciacdo em
células espumosas durante o 2° estdgio do processo aterogénico (Hopkins, 2013). Por
fim, a ativacdo de AhR induz a expressao de metaloproteinases (MMP-1, MMP-2, MMP-3
e MMP-9) em CMLV (Meng et al., 2009), responséaveis pela migracdo dessas células ao
espaco subendotelial para formacéo das lesdes fibrogordurosas durante o 3° estagio do
processo aterogénico (Hopkins, 2013).

A partir dessa interagcdo, o heterodimero AhR/Arnt se associa com elementos
responsivos a xenobiéticos (XREs) no DNA, e regula a expressdo de genes responsivos
(Abel & Haarmann-Stemmann, 2010; Barouki et al., 2012; Hanieh, 2014), incluindo genes
que regulam a sintese de fatores pré-aterogénicos, como a enzima do citocromo P450 1A1
(CYP1A1), cuja expressao génica (sintese de RNAm) é induzida por ativagdo de AhR em
células vasculares (Conway et al., 2009; Majkova et al., 2011).

Acaracterizacdo da participa¢do do AhR na progresséo da aterosclerose induzida por
exposicao a fumaca de cigarro tem sido evidenciada por meio da utilizacéo de antagonistas
desses receptores. Em geral, compostos fenolicos planares, predominantemente
derivados de flavondides, exibem propriedades antagonistas sobre AhR (Henry et al.,
1999). Dentre eles, os mais utilizados em ensaios funcionais sdo: alfa-naftoflavona (a-
NF) (Wilhelmsson et al., 1994); 3’-metoxi-4’-nitroflavona (MNF) (Henry & Gasiewicz,
2008); 6,2’,4’-trimetoxiflavona (TMF) (Murray et al., 2010); acido 2-metil-2H-pirazol-3-
carboxilico (2-metil-4-o-tolilazo-fenil)- amida (CH-223191) (Kim et al., 2006; Zhao et al.,
2010); resveratrol (Casper et al., 1999; de Medina et al., 2005; Mohammadi-Bardbori et al.,
2012); e kempferol (Ciolino et al., 1999). Entretanto, esses compostos apresentam sérias
limitacbes em suas propriedades antagonistas, sendo as mais comuns a baixa seletividade,
a presenca de agonismo parcial, sendo, portanto, capazes de ativar o receptor, a tendéncia
a biotransformagéao além de apresentarem propriedades citotéxicas (Casper et al., 1999; de
Medina et al., 2005; Mohammadi-Bardbori et al., 2012); e kempferol (Ciolino et al., 1999).

Em conjunto, essas limitagdes constituem um sério problema para a caracterizagéo
do papel exercido pelo AhR na fisiopatologia do processo aterogénico, e especialmente
para a padronizacdo desses agentes como farmacos ateroprotetores em ensaios pré-
clinicos e clinicos.

As limitagbes do antagonismo exibido pelos compostos supracitados sobre o
sistema AhR devem-se a escassez de informagdes estruturais do dominio de interacéo
com ligantes (ligand binding domain, LBD) desse receptor, uma vez que a analise dos
eventos moleculares resultantes da interacdo de ligantes com o AhR requer informagbes

estruturais tridimensionais detalhadas desse dominio, ainda n&o descritas (Pandini et al.,
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2007).

Para o presente estudo, baseando-se nas técnicas da quimica medicinal
computacional, foram selecionados os inibidores de AhR com atividade descrita na
literatura a partir de ensaios experimentais, além da utilizacdo de novas estruturas
homoélogas a familia, presentes no Protein Data Bank (PDB), com o objetivo de derivar
um padréo farmacoférico comum, bem como identificar os residuos responsaveis pela
atividade antagonista destas moléculas. A partir do padrdo farmacoférico obtido, foi
realizada uma triagem virtual em uma base de dados de 100.000 compostos naturais, e
posterior aplicacéo de filtros farmacocinéticos e de toxicidade, além da analise do modo
de ligag@o das moléculas resultantes as proteinas homologas, permitindo a obtengéo de 4
novas moléculas com 6timas propriedades farmacocinéticas e baixa toxicidade, bem como
potencial antagonista do AhR.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecao de antagonistas de AhR reportados na Literatura

Para a realizagéo deste estudo, foram recuperados dentre os 262 antagonistas
reportados da base de dados BindingDB (em http://www.bindingdb.org) os 4 mais potentes,
além de outros 2 antagonistas com estruturas reportadas em uma patente (Sherr et al.,
2019), sendo que as estruturas dessas moléculas podem ser visualizadas na Figura 1.
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Figura 1: Estruturas de antagonistas do receptor AhR, selecionadas da literatura.
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2.2 Selecao de estruturas homoélogas de AhR depositadas no PDB e
sobreposicdo dos modelos selecionado

Em uma busca feita no PDB por estruturas homélogas, foram obtidas inicialmente 14
estruturas. Destas, foram selecionadas duas delas, sendo respectivamente as estruturas
PDB ID 5TBM, do dominio PAS-B de humano em complexo com um antagonista de
AhR - 79A, bem como a estrutura PDB ID 6E3S, referente ao PAS-B de Mus muscullus
complexada a um agonista de AhR - HNJ401. Estas estruturas foram posteriormente
sobrepostas utilizando o software SPDBV, e a partir da analise desse alinhamento/
sobreposicao, feita utilizando o software Maestro, foram identificados os residuos envolvidos
somente na interagdo com o agonista - o residuo de Tirosina 278, com uma interagéo
pi-stacking com o ligante, bem como os residuos que se ligam somente ao antagonista,
no caso correspondendo ao residuo de Histidina 293, com uma Liga¢do de Hidrogénio
com o respectivo ligante. Também foi identificado que ambos os ligantes interagem com o
residuo de Fenilalanina 254, por meio de uma interagéo de natureza pi-stacking, importante
para posicionar/ancorar as moléculas na cavidade/bolsdo hidrofébico do receptor. Esse
detalhamento pode ser observado na Figura 2.

(:Ty'r|2754> ¢
N

-
NG

Phe 254\&\

Figura 2: Sobreposigao do Antagonista 79 A, (representado em amarelo, na forma de stick),
ao agonista HNJ 401, em verde, mostrando os residuos de AhR (em Diagrama Ribbons)
importantes nas interagoes.
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2.3 Docking de ligantes selecionados para obtencao do potencial modo de
ligacao

Os ligantes selecionados da literatura foram submetidos a um estudo de docking,
utilizando o software GOLD, para obtencao das poses (conformacao + posigéo) de menor
energia, que seriam utilizadas posteriormente para o célculo do padréao farmacoforico. Para
o estudo de docking desta etapa, foi definida uma esfera de 7 A, com as coordenadas sendo
(X:-4,93;2Z:7,20;Y: 3,93), utilizando o complexo PDB ID 5TBM para os célculos. As poses
de maior score (ou de menor energia de interagéo proteina-ligante) foram classificadas a
partir da fungcdo ChemPLP do GOLD, e podem ser vistas a partir da Tabela 1.

Moléculas Gold Score
(ChemPLP)
SID104074540 61.476
SID104074523 53.621
SID104074529 51.684
SID11108253 45.776
CBD7993113 41.595
CBD7950998 39.980

Tabela 1: Escores de docking dos antagonistas de Ahr selecionados a partir da literatura.

2.4 Derivacao do padrao farmacoférico

As poses de maior escore obtidas do docking realizado com o software GOLD 4.1,
foram utilizadas como input no software Discovery Studio 4.0, em conjunto com o inibidor
cristalografico do complexo PDB ID 5TBM, para a derivagdo de um padrédo farmacoférico
comum entre as estruturas. Com o Discovery Studio se realiza a sobreposicao dessas
estruturas baseada em caracteristicas quimicas em comum entre os grupamentos ativos e
subestruturas, os quais serdo classificados como features.

2.5 Triagem virtual na base de dados ZINC Naturals, utilizando o padrao
farmacoférico gerado

A partir do padréo farmacoférico gerado, este primeiramente foi refinado utilizando
o software Discovery Studio 4.0, e o modelo cristalografico PDB ID 5TBM, promovendo
uma melhor orientacdo aos features gerados, com o intuito de permitir uma melhor
complementariedade com relacdo aos aminoacidos da cavidade catalitica do receptor.
ApOs esse ajuste, o padrao farmacoférico foi entdo utilizado para uma triagem virtual na
base de dados ZINC Naturals, que contém 100.000 compostos, em busca de estruturas
que apresentassem maior coincidéncia/ajuste ao farmacéforo utilizado.
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2.6 Aplicacao de filtros ADMETox aos compostos oriundos da triagem virtual

Os compostos que foram recuperados da base de dados ZINC Naturals passaram
por uma série de filiros para a obtencdo das moléculas com melhores propriedades
farmacocinéticas, farmacodindmicas bem como baixa toxicidade. A intencdo nesta etapa
€ a obtencdo de moléculas que possam ser classificadas como hits, os quais tenham
capacidade de prosseguirem nos estudos sem apresentar posteriores propriedades
indesejadas. Para a analise das propriedades ADME, ou seja: Absorgéo, Distribuicéo,
Metabolismo e Excrecéo, foi utilizado o software QikProp, enquanto que para a analise
das propriedades de toxicidade, sendo elas, mutagénicidade, hepatotoxicidade,
carginogénicidade e teratogenicidade, foi empregado o software DEREK 2.0.

2.7 Docking das moléculas resultantes da triagem, apés aplicacéo dos
filtros ADME/Tox

Por fim, as moléculas que restaram (ou “sobreviveram”) da triagem virtual, e apés
passarem pelos filtros ADME/Tox, foram inseridas no software GOLD, para realizacéo de
um estudo de docking, utilizando a estrutura cristalografica PDB ID 5TBM para tal, com
o intuito de avaliar como essas moléculas se ligam ao receptor, se realizam interagbes
importantes com o residuo que liga antagonistas, procurando portanto eliminar moléculas
que tenham potencial de se ligarem a residuos da regido que liga agonistas e que iriam
causar indesejavel ativacao do receptor.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Padrao farmacoférico obtido

O padréao farmacoférico obtido com auxilio do software Discovery Studio apresentou
3 features: um hidrofobico, derivado de uma regido em comum as estruturas utilizadas para
o calculo, que sdao compostas por grupamentos apolares, tais como anéis aromaticos. O
outro feature se apresentou como aromatico, também em virtude dessas estruturas terem
como caracteristica a presenca de um grupo aromatico necessario para a estabilizagéo
da molécula na cavidade catalitica, com interagdo de natureza pi-stacking com o residuo
de Fenilalanina 254. Por ultimo, ha a presenca do feature referente a um grupo aceitador
de Ligacdo de Hidrogénio, que corresponde aos grupos carbonila e hidroxila que essas
moléculas apresentam, tendo correspondéncia quando realizamos a analise da cavidade
catalitica do modelo cristalografico PDB ID 5TBM, onde vemos que existe um residuo de
Histidina 293, que atua como doador de Ligacao de Hidrogénio para o inibidor cristalografico
79 A, e portanto € um requisito fundamental para essas moléculas que realizem interagédo
com esse residuo. Os features obtidos podem ser vistos na Figura 3, em sobreposicéo as
estruturas utilizadas para a sua obtencao.

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 10 “



Figura 3: Features derivados com o software Discovery Studio, em fase com as moléculas
utilizadas para sua obtencéo, onde as esferas verdes com o vetor apontando na direcdo oposta
correspondem ao grupo aceitador de Ligagcao de Hidrogénio, enquanto que as esferas laranjas

correspondem ao grupamento aromatico, e a esfera azul a um grupamento hidrofébico.

3.2 Triagem virtual na base de dados ZINC Naturals, utilizando o padrao
farmacoférico gerado

A partir do padréo farmacoférico obtido, composto por 3 features, sendo eles
respectivamente um grupo aceitador de Ligagdo de Hidrogénio, um grupo aromatico e
um grupo hidrofébico, foi realizada a triagem virtual na base de dados ZINC Naturals, e
dos 100.000 compostos que compde a base, 87.000 foram recuperados. Logo, o padrao
farmacoférico ndo conseguiu, de fato, fazer grande distincdo entre os compostos ali
contidos, aumentando a importancia das etapas subsequentes da aplicagdo de filtros
ADME/Tox e de estudos de docking.

3.3 Aplicacao de filtros ADME/Tox aos compostos oriundos da triagem
virtual e docking dos melhores candidatos

A partir dos 87.000 compostos que foram recuperados da triagem baseada em
padrao farmacoforico, foram aplicados uma série de filtros com o intuito de, ao final do
estudo, se obter apenas as moléculas que se mostrassem mais promissoras (in silico).
O primeiro filtro aplicado, o do software Discovery Studio, se trata do valor absoluto de
fit value, que faz meng¢édo ao quao bem uma determinada molécula se encaixa/ajusta ao
padrao farmacofoérico proposto para a triagem. As 1.000 estruturas de maior escore foram
selecionadas para as etapas seguintes, eliminando, portanto, 86.000 compostos. Ainda
no mesmo software, foi aplicado o filtro de peso molecular, com o intuito de selecionar
moléculas com valores menores do que 370 Da. Foram, portanto, selecionadas 270
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moléculas, eliminando mais 730. A partir disso, essas moléculas resultantes foram avaliadas
quanto as suas propriedades toxicol6gicas com auxilio do software DEREK, com o intuito
de analisar propriedades como toxicidade das estruturas, tais como hepatotoxicidade,
carcinogenicidade, teratogenicidade e mutagenicidade, restando 113 moléculas. Apés isso,
essas moléculas foram avaliadas com o software QikProp, investigando suas propriedades
farmacocinéticas (ADME), onde foram avaliados: % Human Oral Absorption, que diz
respeito a capacidade da molécula de ser absorvida por via oral em humanos, com um
valor aceitado acima de 80%; Log P, referente a lipofilicidade das moléculas, importante
propriedade na absorcdo das mesmas por via oral, sendo aceitos valores acima de 1,5 e
menores que 5; bem como as propriedades de permeabilidade celular, representadas pelos
parametros QPLog CACO e QPLog MDCK, com valores considerados étimos acima de
500. Desta andlise, resultaram 4 estruturas com 6timo perfil farmacocinético em potencial,
estando essas propriedades descritas na Tabela 2.

Estrutura %HOA Log P QPLog MDCK QPLog CACO
ZINC04025918 | 100 3,37 3505 3287
ZINC32123930 | 100 1,54 1165 1238
ZINC72325083 | 100 3,85 1475 2748
ZINCB5877814 | 100 2,68 2359 2678

Tabela 2: Propriedades Farmacocinéticas das 4 moléculas selecionadas da triagem virtual

Essas 4 moléculas foram finalmente submetidas a estudos de docking, utilizando a
estrutura cristalografica PDB ID 5TBM, sendo analisado o modo de ligagcdo das mesmas no
receptor, com o intuito de estabelecer se havia concordéncia com o inibidor cristalografico
79A. A estrutura 2D dessas moléculas estéo representadas na Figura 4.
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Figura 4: Estruturas 2D das moléculas selecionadas na triagem virtual

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 10



Com a realizagdo do docking dessas moléculas, foi possivel observar que elas
mantém concordancia conformacional ao inibidor cristalografico, interagindo com a regido
onde esta contido o residuo que liga somente antagonistas - a Histidina 293, nao realizando
nenhuma interacao com o residuo que liga agonistas - a Tirosina 278, ou com outro residuo
proximo a ele. As conformacdes das estruturas selecionadas bem como sua sobreposicao
ao inibidor cristalografico no sitio catalitico da estrutura cristalografica PDB ID 5TBM pode

ser observada na Figura 5.

Figura 5: Inibidor cristalografico (representado em balls and stick, na cor verde) sobreposto as
moléculas oriundas da triagem virtual (representadas em stick, na cor preta), no sitio catalitico
da estrutura cristalografica PDB ID 5TBM, aqui utilizada como referéncia.

41 CONCLUSAO

As técnicas de Quimica Medicinal Computacional se provaram eficientes para a
realizacdo de triagem virtual na busca por novas moléculas capazes de antagonizar o AhR,
possibilitando o descobrimento de 4 novas estruturas, em potencial, que apresentaram
excelentes propriedades farmacocinéticas, farmacodindmicas bem como baixa toxicidade
(in silico), devendo agora serem testadas em ensaios bioldgicos in vitro, afim de ser possivel
realizar a validacdo experimental de seu potencial inibitorio, de fato, além de guiar os
proximos passos no planejamento de novos e futuros antagonistas de AhR, com potencial

eficacia ateroprotetora em fumantes.
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