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Resumo

A Doenca de Alzheimer (DA) e o Transtorno Depressivo Maior (TDM) constituem sérios
desafios tanto na clinica quanto na sociedade, devido a sua crescente incidéncia, ao
impacto negativo na qualidade de vida e a limitagdo das opg¢des de tratamento
disponiveis. Neste estudo, foram idealizados, analisados por métodos computacionais e
sintetizados compostos selenados derivados da tacrina e da vortioxetina, que sé&o
medicamentos representativos para DA e TDM, respectivamente.

Os compostos derivados da tacrina (T12-T14) apresentaram maior estabilidade
conformacional em relagdo ao composto de origem e ndo mostraram indicios de
hepatotoxicidade quando comparados a tacrina original. Ademais, demonstraram uma
boa permeabilidade tedrica, capacidade de transposi¢cao da barreira hematoencefalica e
menor interacdo com a CYP2D6, o que diminui as chances de interagdes com outros
medicamentos e a formagao de metabdlitos téxico.

Os compostos derivados da vortioxetina (V8, V9, V13 e V14) demonstraram afinidades
de ligagcdo mais elevadas que a molécula original com os receptores 5-HT1B e 5-HT3A,
além de interagdes benéficas com MAO-A e MAO-B. A previsdo metabdlica revelou uma
diminuicdo na metabolizacdo de fase |, indicando um potencial maior de
biodisponibilidade em comparagao a vortioxetina disponivel e utilizada.

As simulagdes de dinamica molecular validaram a robustez dos complexos entre ligantes
e receptores, e os achados em conjunto sustentam a teoria de que a adi¢cdo de
fragmentos selenados pode resultar em alternativas terapéuticas mais seguras e
eficazes. Esta pesquisa evidencia a sinergia entre os protétipos tacrina e vortioxetina,
ressaltando o potencial para o avango de medicamentos multialvo voltados a disturbios
neurodegenerativos e psiquiatricos.

Palavras-chaves: Doenca de Alzheimer; Transtorno depressivo; Planejamento racional

de farmacos; Predicdo metabdlica; Docking molecular.



ABSTRCT

Alzheimer's Disease (AD) and Major Depressive Disorder (MDD) pose serious challenges
both clinically and in society due to their increasing incidence, negative impact on quality
of life, and limited treatment options. In this study, selenated compounds derived from
tacrine and vortioxetine, representative medications for AD and MDD, respectively, were
designed, analyzed computational methods, and synthesized.

The tacrine-derived compounds (T12—-T14) exhibited greater conformational stability than
the parent compound and showed no evidence of hepatotoxicity compared to the original
tacrine. Furthermore, they demonstrated good theoretical permeability, blood-brain barrier
crossing capacity, and reduced interaction with CYP2D6, which reduces the chances of
interactions with other medications and the formation of toxic metabolites. The
vortioxetine-derived compounds (V8, V9, V13, and V14) demonstrated higher binding
affinities than the parent molecule for 5-HT1B and 5-HT3A receptors, in addition to
beneficial interactions with MAO-A and MAO-B. Metabolic prediction revealed a decrease
in phase | metabolism, indicating a greater potential for bioavailability compared to the
currently available and widely used vortioxetine.

Molecular dynamics simulations validated the robustness of the ligand-receptor
complexes, and the findings collectively support the theory that the addition of selenated
fragments may result in safer and more effective therapeutic alternatives. This research
demonstrates the synergy between the tacrine and vortioxetine prototypes, highlighting
the potential for advancing multi-targeted drugs targeting neurodegenerative and

psychiatric disorders.

Keywords: Alzheimer's disease; Depressive disorder; Rational drug design; Metabolic

prediction; Molecular docking.
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1. INTRODUGAO

A deméncia se manifesta como um declinio gradual das fungdes cognitivas,
impactando a capacidade de memorizar, aprender, se comunicar e executar tarefas
cotidianas. A Doenca de Alzheimer (DA) surge como a principal patologia e com maior
contribuicdo para esse quadro, sendo responsavel por cerca de 60% a 70% dos casos
globais (WHO, 2023; BREIJYEH & KARAMAN, 2020). O ritmo acelerado do
envelhecimento populacional tem intensificado esses problemas, com previsdes
preocupantes indicando que aproximadamente 150 milhdes de individuos poderao
conviver com alguma forma de deméncia até 2050 (WHO, 2017).

Assim como a DA, a depresséo € um problema de saude mental muito comum e
uma das maiores razdes de afastamento do trabalho em todo o mundo (HARSANY], et
al., 2023; OMS, 2017). Pesquisas tém demostrado que existe uma ligagdo nos dois
sentidos entre a depressao e a DA. Isso significa que pessoas que ja tiveram depresséao
tém uma chance bem maior de desenvolver DA, e pacientes com DA costumam ter
sintomas depressivos a medida que a doenca avanca (SAIZ-VAZQUEZ, et al., 2021;
KITCHING, 2015). Essa relagao bidirecional entre as duas doengas mostra como €&
importante criar tratamentos que combinem abordagens diferentes e que sejam
realmente eficazes.

Apesar dos avancgos cientificos, tanto a DA quanto a depressao ainda carecem
de tratamentos satisfatorios. Os farmacos atualmente disponiveis para DA, como os
inibidores da acetilcolinesterase (AChE) e os moduladores de receptores NMDA (N-metil-
D-aspartato), proporcionam apenas alivio paliativo dos sintomas, sem alterar a
progressao da doenga (PARDO-MORENO et al., 2022; MAKHAEVA et al., 2020). No
caso da depressao, os medicamentos disponiveis visam predominantemente o aumento
de neurotransmissores monoaminérgicos, como serotonina e noradrenalina. Contudo,
cerca de 30% dos pacientes com depressao nao apresentam resposta adequada aos
tratamentos existentes (HALL et al., 2024), e o uso desses remédios ainda apresenta
desafios consideraveis, como o tempo que levam para comecgar a sua agao desejada e a

frequéncia com que causam reagdes indesejadas, a exemplo de problemas sexuais,
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aumento de peso e danos ao figado como a hepatotoxicidade. (TODOROVIC VUKOTIC,
et al., 2021; ALAM et al., 2014).

A tacrina, o primeiro inibidor da AChE licenciado para DA, € um excelente
exemplo das limitagdes terapéuticas atuais. Foi retirada do mercado devido a sua
hepatotoxicidade, principalmente associada a criagdo do metabdlito 7-hidroxitacrina
(MCENENY-KING et al.,, 2017). De forma semelhante, os inibidores da monoamina
oxidase (MAQO) e os antidepressivos triciclicos apresentam riscos significativos de
interagbes medicamentosas e alimentares adversas (HILLHOUSE & PORTER, 2015).
Diante desse cenario, ha um interesse crescente no desenvolvimento de medicamentos
com acao multialvo, que possam modificar simultaneamente multiplas vias
fisiopatolégicas e tenham qualidades anti-inflamatérias e antioxidantes que possam
afetar diretamente os mecanismos subjacentes aos transtornos de humor e a

neurodegeneragao.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Demeéncia

A deméncia € uma sindrome que pode ser causada por diversas doencas, que
causam danos ou deterioram o sistema nervoso central (SNC). Deméncia pode ser
considerada um termo geral para um conjunto especifico de sintomas caracteristicos de
perda de memoria, causada pela destruigao de células nervosas. Essa destruicdo acaba
danificando o cérebro, ocasionando a deterioracdo das fung¢des cognitivas como,
capacidade de aprendizagem, orientagdo, compreensao, linguagem e incapacidade de
realizar atividades diarias (WHO, 2021).

A incidéncia dos casos de deméncia no mundo vem demonstrando um crescimento
constante a cada ano, como reportado em um relatério da Organizagao Mundial da Saude
(OMS) em 2017, o qual estimava que a populagdo mundial afetada por deméncia era de
55 milhées de individuos. No transcorrer de apenas quatro anos, esses numeros
aumentaram substancialmente, chegando a 78 milhdes em 2021, de acordo com os
mesmos dados reportados pela OMS em 2021. E a previsdo é de que o numero de
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pessoas afetadas por deméncia alcance a quantidade de 150 milhdes de casos até o ano
de 2050, conforme relatado pela OMS 2021(WHO, 2021).

Embora multiplas patologias tenham sido identificadas como causadoras ou
contribuintes para o desenvolvimento de deméncia, a DA desponta como a mais
prevalente, com estimativas apontando para sua participagdo em aproximadamente 60-
70% dos casos (HOLTZMAN, et al., 2011). Além disso, pesquisas sugerem que a
presenca de sintomas depressivos, ou a manifestagcao da propria depressao no inicio da
vida, apresentam consistentemente uma associacdo substancial com um risco
aumentado, em até duas vezes ou mais, para o desenvolvimento subsequente de
deméncia (BROMMELHOFF, et al., 2009).

2.2 Alzheimer

A Doencga de Alzheimer € uma das principais doengas neurodegenerativas, que
acomete pessoas de diferentes idades, sendo que o maior nimero de casos é observado
em pessoas com idade acima de 65 anos (MASTERS, et al., 2015). E uma doenca
altamente complexa com deterioracao progressiva das fungdes cognitivas e varios outros
sintomas mentais, como alucinagbes, delirios e anomalias comportamentais. Os
problemas associados a DA, causam um grande impacto socioeconémico, sendo
responsavel por cerca de 60-70% do numero total de casos de deméncia em pessoas
acima de 65 anos (WHO, 2020).

Todavia é evidente que a etiologia da DA parece ser muito complexa e multifatorial.
Ha evidéncias cientificas de que a DA familiar de inicio precoce é causada por mutacdes
genéticas, e a causa da DA esporadica de inicio tardio, no entanto, permanece pouco
compreendida (WU, et al., 2012).

O risco do desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, como a DA e outros
tipos de deméncia, demonstra uma correlagdo significativa com o avanco da idade.
Estudos epidemiolégicos indicam que, em média, aproximadamente 1 em cada 14
pessoas com idade superior a 65 anos € 1 em cada 6 pessoas com idade superior a 80

anos sao afetadas por essas condi¢oes (2022 Alzheimer's disease facts and figure).
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Entretanto, € importante ressaltar que existe uma subpopulagao notavel na qual as
manifestagdes precoces de DA ocorrem antes da idade usualmente associada a essa
condigdo. Aproximadamente 1 em cada 20 pessoas diagnosticadas com a DA apresenta
sintomas antes de atingir a idade de 65 anos. Essa manifestag&o particular € conhecida
como a “Doencga de Alzheimer de Inicio Precoce” (MENDEZ, 2019).

Ha um conjunto crescente de evidéncias que sugerem uma ligacéo entre depresséao
e DA. Alguns estudos relatam que pessoas com depresséo tém maior probabilidade de
desenvolver DA em algum momento ao longo da vida. Outros descobriram que pessoas
com DA tém maior probabilidade de sofrer de depressao (KITCHING, 2015).

A natureza exata da relagao entre depressao e DA nao é totalmente compreendida.
No entanto, existem varias explica¢des possiveis. Uma possibilidade é que a depresséao
seja um fator de risco para DA. Isto significa que as pessoas que tém depressao tém
maior probabilidade de desenvolver DA, mesmo que nao apresentem quaisquer outros
fatores de risco. Outra possibilidade é que a depressao seja um sintoma prodrémico da
DA. Isto significa que a depressao pode ser um sinal precoce da DA, mesmo antes do
aparecimento de outros sintomas (BROMMELHOFF, et al., 2009).

Também é possivel que a depressao e a DA sejam causadas pelos mesmos fatores
subjacentes. Por exemplo, ambas as condigdes tém sido associadas a inflamacao, ao
estresse oxidativo e a alteragcdes na estrutura e fungao do cérebro.

Seja qual for a explicagao, € evidente que exista uma ligagéo entre depressao e DA.
Isto significa que € importante rastrear a depressdo em pessoas com DA e tratar a
depressao, caso ela ocorra. E atrelado a isso, o tratamento para a depressao pode ajudar

a melhorar as fungdes cognitivas e a qualidade de vida em pessoas com DA.

2.3 Depressao

A depressdao é um transtorno mental comum e uma das principais causas de
incapacidade no mundo inteiro, acompanhando a humanidade ao longo de sua historia
(OMS, 2001). Transtorno depressivo maior é normalmente entendido como um mau
funcionamento da neurotransmissao ou circuitos cerebrais que regulam o humor, prazer

e recompensa. A etiologia dos transtornos depressivos ainda é desconhecida, visto que,
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varios fatores estdo envolvidos em sua fisiopatologia, como neurotransmissores e
alteragbes neuroendocrinas, genética e outro eventos como, respostas ao estresse e
outros eventos bioldgicos (PASQUINI, et al., 2014).

Alguns quadros depressivos podem ser acompanhados de sensagao de
incapacidade ou culpa demasiada, alteragdes do apetite com ganho ou perda de peso,
insbnia ou sonoléncia excessiva, queixas somaticas, fadiga, pensamentos negativos e
diminuicdo da concentragdo. Segundo relatorio da OMS, centenas de milhdes de
pessoas sofrem de depressdo no mundo (WANG, et al., 2007). E um dos principais
disturbios do SNC que afetam mais de 264 milhdes de pessoas em todo o0 mundo. Em
um relatério de 2017 havia uma previsao que, até 2030, a depressao ira ocupar o primeiro

lugar na carga total de doengas (OMS, 2017).

2.3.1 Transtorno depressivo maior (TDM)

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é a forma mais comum e severa da
depressao, sendo amplamente estudado e reconhecido como um dos principais
disturbios psiquiatricos que afetam a saude publica globalmente (FRIES, et al., 2023).
Essa condigdo é marcada por episddios depressivos que podem ocorrer uma unica vez
ou se repetir, apresentando sintomas como um humor consistentemente baixo,
desinteresse ou falta de prazer em atividades que antes eram apreciadas (anedonia),
cansaco extremo, sentimentos intensos de culpa ou inutilidade, mudangas no apetite e
no peso, disturbios do sono (insénia ou hipersonia) e dificuldades cognitivas
significativas, especialmente em areas como memoria, concentracdo e tomada de
decisdes (APA, 2013). Para que sejam considerados para o diagndstico, esses sintomas
devem persistir por pelo menos duas semanas e provocar um sofrimento significativo ou
interferir nas diferentes areas da vida do individuo (CUI, et al., 2024).

Sob a perspectiva epidemioldgica, a depressao maior (TDM) revela-se como um
problema de saude com significativa prevaléncia em todo o mundo, com mais de 280
milhdes de individuos impactados (OMS, 2021). Este transtorno € uma das principais
causas de incapacitacao em nivel global, resultando em altas taxas de faltas no trabalho

e comprometendo o desempenho académico e social. Além disso, esta correlacionado a
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um risco elevado de suicidio, que € uma das complicagbes mais graves associadas ao
transtorno (FERRARI et al., 2013). Além da consideravel morbidade, a depressao maior
frequentemente coexiste com outras condi¢gdes clinicas e psiquiatricas, como os
transtornos de ansiedade, a dependéncia de substancias e doencas do coragao, o que
intensifica ainda mais o seu impacto global.

A fisiopatologia do TDM ainda nao totalmente esclarecida e resulta de diversos
fatores, englobando a interacdo de predisposigbes genéticas, modificagcbes
neuroquimicas e influéncias do ambiente (ZHAO, et al., 2021). A teoria monoaminérgica,
que sugere uma escassez de neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e
dopamina no sistema nervoso central, continua sendo uma das mais reconhecidas e
fundamenta o uso da maioria dos antidepressivos atuais. No entanto, pesquisas recentes
indicam que a patologia ndo pode ser totalmente explicada apenas por mudangas nos
niveis de monoaminas, mas também envolve processos como neuroinflamacgao,
disfuncdo do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA), estresse oxidativo, reducédo da
neuroplasticidade e modificacdes estruturais em areas do cérebro, como o hipocampo e
o cortex pré-frontal (KONG et al., 2025).

As evidéncias neurobiologicas indicam que o TDM compartilha mecanismos
patologicos com doengas neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer. Isso ocorre
especialmente no contexto da inflamacgao crbnica leve, do acumulo de espécies reativas
de oxigénio e da diminuicdo na expressao de fatores neurotréficos, como o BDNF (fator
neurotréfico derivado do cérebro) (NUMAKAWA & KAJIHARA, 2025). Essa inter-relacao
fisiopatoldégica pode ajudar a compreender a associagdo bidirecional comumente
observada entre depressdo e deterioracdo cognitiva, além da maior prevaléncia de
deméncia em pessoas que t&ém um histérico prévio de depressao (SAIZ-VAZQUEZ et al.,
2021).

Do ponto de vista terapéutico, os antidepressivos convencionais, como 0s
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS), antidepressivos triciclicos e
inibidores da monoamina oxidase, apresentam resultados limitados, um longo tempo
antes de se observar efeito clinico e um perfil de efeitos colaterais consideraveis
(D’AGOSTINO et al., 2015). Aproximadamente 30 a 40% dos pacientes com transtorno

22



depressivo maior (TDM) ndo apresentam uma resposta adequada aos tratamentos
existentes, o que caracteriza um quadro de depressao resistente (HALL et al., 2024).

2.3.2 Transtorno Depressivo Persistente (Distimia)

O Transtorno Depressivo Persistente, frequentemente chamado de distimia, é
uma forma crénica de depressdo caracterizada por sintomas depressivos que sao
moderados, mas persistentes, com uma duragdo minima de dois anos em adultos e de
um ano em criangas e adolescentes (APA, 2013). Ao contrario do TDM, no qual os
sintomas sao mais intensos e ocorrem em episodios, a distimia se apresenta de forma
continua e gradual, podendo passar desapercebida por longos periodos devido a sua
manifestagéo clinica menos marcante (CUKIERMAN-YAFFE et al., 2021). Os principais
sinais incluem um humor constantemente deprimido, cansacgo, baixa autoestima,
dificuldades de atencgao, alteragdes no sono e na alimentagao, além de sensacbes de
desesperanga. Embora esses sintomas sejam menos incapacitantes a curto prazo em
comparagao com o TDM, eles tém um efeito acumulativo significativo na qualidade de
vida, no desempenho profissional e nas relagdes sociais ao longo do tempo (KESSLER
& BROMET, 2013).

A literatura indica que individuos com distimia tém uma probabilidade maior de
desenvolver episédios de TDM ao longo de sua vida, um fendbmeno denominado "dupla
depressao" (BRINKMANN, et al., 2019). Essa combinacgéo clinica esta relacionada a
prognoésticos menos favoraveis, maior intensidade dos sintomas, alta taxa de recorréncia
e aumento do risco de suicidio (SCHRAMM et al., 2020; CUELLAR et al., 2005). No que
diz respeito a neurobiologia, estudos sugerem que a distimia compartilha mecanismos
fisiopatolégicos com o TDM, como disfung¢des nos sistemas monoaminérgicos, alteragoes
na atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), processos inflamatérios
persistentes e estresse oxidativo (MALHI et al., 2020).

O manejo da distimia apresenta um desafio na pratica clinica, uma vez que a
eficacia dos antidepressivos tradicionais costuma ser limitada e a presenga de sintomas
persistentes € comum (PARISH, et al., 2023). As abordagens terapéuticas englobam a
utilizagéo de inibidores seletivos da recaptagao de serotonina (ISRS), terapia cognitivo-
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comportamental e, em determinadas situagdes, a associagdao de medicamentos com

agentes que atuam na noradrenalina e dopamina (THASE, 2006).

2.3.3 Depressao Pos-parto

A depressao poés-parto (DPP) € uma condigcdo psicolégica que pode afetar de
10% a 20% das mulheres logo ap6s o parto, sendo uma das complicagdes mais comuns
relacionadas a saude mental das maes (KHAMIDULLINA, et al., 2025). Sua origem é
multifacetada, envolvendo uma combinagcdo de aspectos biolégicos, emocionais e
sociais. Dentre os fatores biolégicos, as mudangas hormonais abruptas que se verificam
apds o parto sao particularmente relevantes, como a queda acentuada nos niveis de
estrogénio e progesterona, que podem afetar negativamente a transmissao de serotonina
e dopamina, prejudicando a estabilidade do humor (AGRAWAL, et al., 2022). Ademais,
ha indicios de que a DPP esta ligada a uma inflamagdo aumentada, com elevagao de
citocinas inflamatdrias, como IL-6 e TNF-q, reforcando a ideia de que mecanismos
imunologicos tém um papel crucial na sua fisiopatologia (ZHU, et al., 2022).

Sob a perspectiva psicoldgica e social, elementos como um histérico de disturbios
depressivos, falta de apoio social, problemas no relacionamento conjugal, vivéncias
traumaticas e pressédo financeira sao fatores que podem favorecer o surgimento da
depressao pos-parto (YIM et al., 2015). Do ponto de vista clinico, essa condigéo se revela
através de um humor consistentemente deprimido, perda de interesse por atividades,
cansago, sensagao de inadequagdao como mae, além de disturbios no sono e na
alimentacgao, o que pode afetar de forma significativa a relagcado entre mae e bebé. Essa
falha nos cuidados maternos pode ter consequéncias diretas no desenvolvimento
cognitivo, emocional e social da crianca, perpetuando um ciclo de vulnerabilidade
psicoldgica entre as geragdes (LEISTIKOW et al., 2024).

Na sua forma mais severa, a depressao poés-parto pode se manifestar como
depressao pos-parto psicoética, que se caracteriza pela presencga de delirios, alucinacées
e confusao nos processos de pensamento, estando associada a um elevado risco de
suicidio entre as maes e infanticidio (IANCU, et al., 2023). O tratamento clinico desse

transtorno continua a ser um desafio, uma vez que as opg¢des farmacoldgicas
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convencionais — como antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS) — tém um inicio de agéao lento, eficacia restrita e riscos associados a
amamentacédo, incluindo a transferéncia de medicamentos através do leite materno
(REUTER, et al., 2024).

2.4 Etiologia da doenca de Alzheimer

2.4.1 Hipotese da Cascata amiloide

A cerca do desenvolvimento da doenga, varias teorias vém sendo discutidas ao
longo dos anos, no entanto, a mais aceita pela comunidade cientifica € a hipotese da
cascata amiloide, em que a proteina precursora amiloide € responsavel pela plasticidade
neuronal e formagao sinaptica (RICCIARELLI & FEDELE, 2017).

A hipétese da cascata amiloide foi proposta apds a descoberta de placas no
cérebro de pacientes em 1992, uma das principais e mais estudada hipotese até o
presente momento (CACACE, et al., 2016). O fundamento desta hipétese se da pelos
acumulos patolégicos de B-amiloide, um fragmento peptidico de uma proteina de
membrana chamada proteina precursora de amiloide, que é sequencialmente clivada por
duas proteases de aspartato, - e y-secretases. A principal B-secretase (BACE1) é uma
proteina transmembrana. Essas atuam como as principais causas da DA, assim podendo
ser considerada a provavel iniciadora da sua patogénese induzindo a formagao de
emaranhados neurofibrilares, prejudicando o processo de sinapse e, em ultima analise,

induzindo a perda neuronal figura 1.
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Figura 1: Clivagem da proteina precursora amiloide que dependendo das secretasses envolvidas, é

processado a via ndo amiloidogénica ou amiloidogénica adaptado de (Ricciarelli, & Fedele, 2017).

Postula se, que o peptideo B-amiloide e os produtos de clivagem da sua proteina
precursora, a glicoproteina integral, ou proteina precursora amiloide, sdo neurotoxicos e
podem levar a formagéo das placas senis, resultando em morte celular (GIACCONE, et
al., 1987).

2.4.2 Hipotese Colinérgica

Outra hipotese aceita sobre a doenca de Alzheimer € a colinérgica, a mais antiga
descrita (COYLE, et al., 1983). A hipdtese colinérgica foi proposta por Peter Davies e
Maloney em 1976. Estes, estudaram e compararam as atividades das principais enzimas
envolvidas na sintese de neurotransmissores, incluindo a acetilcolina (DAVIES &
MALONEY, 1976). Essa hipdtese sugere que a perda da fungado colinérgica no SNC
contribui para o declinio cognitivo associado a doenga e ao envelhecimento, o que
significa que podera haver uma correlagdo entre a perda das fungdes cognitivas do
paciente e a diminui¢do dos niveis de acetilcolina no cortex e hipocampo (FALCO, et al.,
2015).
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A hipotese colinérgica, revolucionou o campo da pesquisa relacionada a DA,
passando de conceitos mais intuitivos da neuropatologia, para observagao de baixa
atividade da neurotransmissdo sinaptica. O esgotamento de neurotransmissores
colinérgicos no coértex cerebral alterando niveis basais de acetilcolina em portadores da
DA (HAMPEL, et al., 2018).

Logo, tendo em vista a importancia do sistema colinérgico para o funcionamento
do cérebro e considerando que, os neurdnios colinérgicos tém ampla distribuicdo no
cérebro humano, diversas linhas de pesquisas sugerem que, este ocupa um papel central
na aprendizagem, memoria e outras fungdes cerebrais dependentes de acetilcolina,
assim como, a degradagao do neurotransmissor colinérgico, possui vinculos significativos
com o declinio cognitivo relacionado com idade e com a deméncia na DA (MESULAM,
2013).

Na DA é descrito que ha uma perda neuronal acentuada particularmente no nucleo
basal de Meynert, de onde se originam os circuitos colinérgicos, que se dirigem ao cortex
frontal, temporal e hipocampo. As evidéncias mostram que os niveis de acetilcolina no
liquido cefalorraquidiano cortical cerebral foram significativamente mais baixos em
pacientes com DA (JU & TAM, 2022). Tal diminuicdo pode estar associada a acao da
acetilcolinesterase (AChE) (Figura 2), entre outros fatores, enzima que por sua vez cliva

o neurotransmissor acetilcolina (GREIG, et al., 2008).
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Figura 2: Estrutura cristalografica da enzima AChE Codigo (PDB: 2ACE). Estrutura secundaria: em
vermelho, alfa-hélice; em verde, folhas beta; em cinza, os loops; e em amarelo o neurotransmissor

acetilcolina ligado no sitio ativo.

O sitio ativo da AChE consiste em dois sub sitios, um anidnico e outro esterasico.
Nesse ultimo, encontra-se a triade catalitica composta pelos aminoacidos, Ser203,
Glu334 e His447, os quais sado essenciais para a atividade catalitica (ZHOU, et al., 2010).
A capacidade catalitica da AChE esta associada a um residuo de serina (Ser200) que
esta estrategicamente posicionado dentro de seu sitio ativo. Esse residuo serve como
nucledfilo, capaz de iniciar o passo critico na hidrolise da acetilcolina. Nesse caso, o
grupo hidroxila da serina promove um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do grupo
acetil da acetilcolina, posteriormente no processo hidrolitico, o oxigénio da serina
nucleofilica forma uma ligagéo covalente com o grupo acetil da acetilcolina, formando o

intermediario acetil-enzima como pode ser visto na Figura 3 (DE BOER, et al., 2021).

28



0]
O S
SN~ Ne. D o™
7~
O His447 o _
0 His447 Ser203
Ser203 \\\NH Ser203 \\\N \ /g
L+ N X
07/% 0 dH— N =NH
Glu334 ﬁ/ ~®>~""OH O§<‘o—
Glu334
A
< Glu33
OH ) O
l o) JK
Ser203 /. \OH O
His447 Ser203 Ser203
His447 H-O"
0 l His447
M LIV HNTY, < cH
HO NH N2 NN
O_ N\H\ LN\H+
© 0" 0-
Glu334 §< Oﬁ
Glu33 Glu334

Figura 3: Mecanismo quimico de hidrdlise da acetilcolina pela agdo da AChE, adaptado de (Zhou et al
2010.)

Na etapa seguinte, na qual ocorre a hidrdlise, enquanto ligado no sitio ativo da
AChE, o complexo intermediario sofre uma mudancga conformacional para estabilizar-se.
Este sendo intermediado por uma molécula de agua que atua como um nucledfilo,
permitindo um segundo ataque nucleofilico, tendo como alvo o carbono carbonilico do
intermediario acetil-enzima, levando a clivagem da ligagéo acetil-colina. Essa clivagem

resulta na liberacdo de acetato e colina (DE BOER, et al., 2021).

2.4.3 Hipdtese Glutamatérgica

O glutamato é o neurotransmissor excitatério mais abundante no SNC dos
mamiferos e a grande maioria da neurotransmissao excitatoria no SNC dos mamiferos é

mediada pelo glutamato e seus receptores, principalmente receptores ionotropicos de
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glutamato (ZHOU & DANBOLT, 2014). E amplamente distribuido no SNC e a
neurotransmissao glutamatérgica excitatoria via receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR)
€ considerada critica para a plasticidade sinaptica e a sobrevivéncia dos neurdnios.

A sinalizagdo sinaptica NMDAR via glutamato insuficiente, compromete a
sobrevivéncia das células neuronais. No entanto, a estimulagao excessiva da sinalizacao
glutamatérgica, ou desequilibrio fisioldégico entre excitagao e inibigdo no cérebro pode
resultar em citotoxicidade, na qual as células nervosas séo danificadas ou mortas. Sendo
esses, sintomas implicitos da DA, ou trauma neurolégico, como acidente vascular
cerebral (WANG & REDDY, 2017).

O glutamato ¢ liberado pelas vesiculas sinapticas e exerce seu papel através da
ativagao de varios receptores ionotropicos (canais de ions dependentes de ligante) e
metabotropicos (receptores acoplados a proteina G) de glutamato localizados
principalmente na parte pos-sinaptica da sinapse. No entanto, sua liberacdo excessiva,
também pelas células gliais, pode afetar varios receptores extra-sinapticos nos neurdnios
e microglia, e pode contribuir para a excitotoxicidade neuronal. A excitotoxicidade é
definida como a morte celular dos neurénios resultante das ag¢des téxicas de aminoacidos
excitatorios (STOLERO & FRENKEL, 2020), (CZAPSKI & STROSZNAJDER, 2021).

A ciéncia relata que a excitotoxicidade aguda pode ser mediada por uma provavel
despolarizagdo excessiva da membrana pos-sinaptica neuronal. Isto resultaria em um
desequilibrio osmdético quando contrabalangado por um influxo de Na*, Cl- e agua,
levando a eventual ruptura das membranas celulares. Muitas linhas de pesquisas
evidenciam e demonstram um aumento no glutamato e outros agonistas glutamatérgicos

endogenos em doengas neurodegenerativas, sobretudo na DA (DONG, et al., 2009).

2.4.4 Hipotese da Hiperfosforilagdo da Proteina Tau

A proteina Tau é expressa de forma mais abundantemente em axdnios de
neurbnios do SNC, mas também pode ser encontrada no compartimento
somatodendritico de neurénios, oligodendrdcitos e tecidos ndo neurais (HOLPER, et al.,
2022), e desempenha um papel importante na manutengéo da morfologia e integridade

neuronal. Logo, a fosforilagdo anormal ou hiperfosforilagdo formando emaranhado de

30



neurofibrilas e a consequente agregacao da proteina Tau no cérebro, sao caracteristicas
comum encontradas na DA (SIMIC, et al., 2016).

A Tau com fosforilagédo reversivel € um processo bioldégico normal em animais em
hibernagdo e durante o sono. E possivel ser observada em neurénios em
desenvolvimento que tém naturalmente niveis de fosforilagdo de Tau semelhantes aos
da Tau hiperfosforilada de cérebros com DA (WEGMANN, et al., 2021). No entanto, a
Tau anormalmente hiperfosforilada ndo s6 perde a sua atividade biolégica e se dissocia
dos microtubulos, como também promove a sua polimerizagcédo, formando o emaranhado
de neurofibrilas. Essa proteina normal é soluvel, porém, seus oligdbmeros hiperfosforilado
sao normalmente insoluveis e agregados, sendo toxicos para os neurénios que os levam
a morte neuronal e a deméncia (ALONSO, et al., 1997), (NASERI, et al., 2019). Na sua
condigdo natural, a Tau é fosforilada nos seus residuos de serina e treonina, e cerca de
20% da proteina pode sofrer fosforilagéo, pois constitui-se de um total de 80 residuos de
serina ou treonina e cinco residuos tirosina que também sao locais potenciais de
fosforilagdo (JOHNSON & STOOTHOFF, 2004).

A fosforilagao da proteina Tau é normalmente facilitada por algumas quinases que
transferem um grupamento fosfato do trifosfato de adenosina para os residuos de
aminoacidos propicios a serem fosforilados na Tau. Existem trés tipos principais de
quinases que estado envolvidas na fosforilagcdo da Tau, as quinases dirigidas por prolina
como por exemplo, Glicogénio Sintase Quinase 38 (GSK 38), e quinases 5 dependentes
de ciclinas (CDKS), as nao prolina quinases direcionadas, como a Tau-tubulina quinase

e por fim as tirosinas quinases (ROY, et al., 2023).

2.4.5 Hipotese Neuroinflamatoéria

A liberacao de moléculas pré-inflamatérias pode levar a disfungao sinaptica, morte
neuronal e inibicdo da neurogénese. Logo, a neuroinflamagao geralmente se refere a
uma resposta imune inflamatéria no SNC que pode ser causada por varios motivos
patolégicos sendo esse processo marcado pela indugédo da produgao de citocinas pré-
inflamatoérias (LENG & EDISON, 2021).
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Estudos mais recentes evidenciam o envolvimento muito precoce deste
mecanismo, podendo comegar mesmo antes do surgimento das patologias descritas
anteriormente como a proteina Tau e B-amiloide na patogénese de DA (PRATER, et al
2023). No entanto, como a inflamacéo € a resposta protetora do corpo as lesdées ou
infeccbes, nesse caso, a inflamagao é amplamente aceita como uma resposta celular
padrao a muitas moléculas associadas a doengas produzidas endogenamente, incluindo
B-amiloide e proteina Tau (PATANI, et al., 2023).

A resposta inflamatoria no SNC € mediada pela microglia e pelos astrocitos, que
sdo células imunolégicas macrofagicas residentes do SNC, que exercem fungdes na
vigilancia e na fagocitose. Quando ativados, eles atuam como a primeira linha de defesa
contra patogenos. Além disso, a microglia também funciona como um estimulador para o
reparo da mielina e remogéo dos agregados de proteinas neurotoxicas (GRICIUC, et al.,
2013). A resposta inflamatéria mediada pela microglia pode ser ativada por meio de
receptores toll-like (TLRs) presentes na superficie celular. Os TLRs tém um papel
importante na regulagdo da polarizagdo dos macrofagos, indicando se essas células
terdo uma resposta classica (M1) que possui uma alta atividade microbicida e pro
inflamatdria e/ou por um perfil alternativo (M2) que esta relacionado ao reparo tecidual e
a atividade anti-inflamatéria (LI, et al., 2022).

Na super ativagao da resposta imune ou a inflamacgao crénica, a ativagao continua
das células gliais provoca a superprodugdo de fatores inflamatoérios, resultando em
comprometimento neuronal. Uma vez desencadeadas por motivos patolégicos, como
morte neuronal, ou agregados proteicos, a microglia € ativada e comecga a migrar para o
local da lesao e inicia uma resposta imunoldgica, que pode ser um fator de iniciacdo da
DA ou de intensificagdo, ou até de ambos os casos, na deposi¢cado anormal de B-amiloide
no SNC (FRIKER, et al., 2020).

Essas sao as principais observagdes etioldgicas que ressaltam a complexidade da
interacdo entre idade e susceptibilidade a disturbios cognitivos, principalmente
relacionados a DA. Alinhado a isso ha uma necessidade continua de investigagcéo
cientifica e clinica para compreender melhor os fatores subjacentes a essa variabilidade

e consequentemente, possam ser desenvolvidas estratégias de intervencéo apropriadas.
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2.5 Etiologia do transtorno depressivo

2.5.1 Hipotese Monoaminérgica

Uma das principais e a mais discutida no meio cientifico é a hipdtese
monoaminérgica. Essa postula que a depressdo estaria associada ao déficit de
neurotransmissores monoaminérgico como: noradrenalina, serotonina e dopamina no
SNC (SCHILDKRAUT, 1967). O déficit de neurotransmissores monoaminérgicos pode
estar associado a acdo da Monoamina oxidase (MAO) sendo ela, uma flavoenzima,
localizada na membrana externa das mitocondrias (NICHOLS & NICHOLS, 2008).
Existem duas isoformas funcionais que sdo denominadas Monoamina oxidase A e
Monoamina oxidase B, essas catalisam a desaminacdo oxidativa das monoaminas
inativando esses neurotransmissores (GRIMSBY, et al., 1991).

A emocgao é considerada um dos principais assuntos estudados quando se trata
do transtorno depressivo, no entanto, € o menos conhecido entre todas as ciéncias da
vida. Recentemente, muitos estudos associaram emog¢des a neurotransmissores
monoaminas. Esses estudos sugerem que as emocgbdes sao mediadas por trés
neurotransmissores monoaminas, sao eles: norepinefrina, dopamina e serotonina
(LIANG, et al., 2021). A deplecgao dos niveis de serotonina, norepinefrina e/ou dopamina
no sistema nervoso central, pode ser considerado a base fisiopatoldgica subjacente da
depressao.

Diversos fatores contribuem, para o déficit de monomanias do SNC. Além da agao
de Monoaminas oxidases que metabolizam os neurotransmissores monoaminérgicos,
existem fatores genéticos como, mutagdes genéticas ou variagdes nos genes envolvidos
na sintese de neurotransmissores, metabolismo ou fungao do receptor que podem levar
a redugdo dos niveis de serotonina, dopamina ou norepinefrina. Mutagbes no gene
transportador de serotonina (SLC6A4) podem afetar a recaptacdo de serotonina e
contribuir para a deficiéncia da mesma (NG, et al., 2015).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), é o principal neurotransmissor
monoaminérgico. A modulagdo dos receptores da serotonina é considerada um fator

crucial na patogénese da depressao, e atualmente sado conhecidas sete subfamilias de
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receptores 5-HT em mamiferos, (5-HT1-7) e pelo menos quatorze subtipos de receptores
foram identificados, a patogénese da depressao esta associada a dois tipos de receptores
5-HT, séo eles, 5-HTA e 5-HTB.

2.5.2 Hipdtese do déficit GABAérgico

Evidéncias crescentes apontam para uma associagdo entre transtornos
depressivos maiores e o déficit GABAérgicos, em que diversos estudos sugerem que o
déficit GABAérgico esta presente na etiologia dos transtornos depressivos (LLOYD, et
al., 1989). O acido y-aminobutirico (GABA) é o neurotransmissor inibitério cerebral que
esta presente em todos os niveis do neuroeixo que € composto pelo encéfalo e pela
medula espinhal, e tem como funcdo principal equilibrar e ajustar a neurotransmissao
excitatoria de varios sistemas neuronais. O GABA exerce seus efeitos pela ativacao de
duas classes de receptores totalmente diferentes, os receptores ionotrépicos (GABA A)
e os metabotrépicos (GABA B), que sdo conhecidos como elementos chave de controle
do estado de ansiedade (LUSCHER, et al., 2011).

Os receptores GABA sao canais ibnicos pentaméricos compostos por quatro
subunidades a, B, y € 6. O receptor GABA tipo A é o mais abundante no cérebro humano
adulto e é composto por duas subunidades a1, duas subunidades 82 e uma subunidade
y2 (MULLIGAN, et al., 2019).

2.5.3 Hipotese da Resposta ao Estresse

A hipdtese de que o estresse atua como gatilho para a depressao é corroborada
por varios estudos que vém sendo desenvolvidos ao longo dos anos. Os eventos
estressantes da vida tém sido um foco importante da epidemiologia psiquiatrica, em
particular, numerosas investigagdes encontraram uma correlagdo entre a ocorréncia de
eventos estressantes na vida e o subsequente inicio de um episédio do transtorno
depressivo maior (SCHUTTER, 2012).

Nessa logica, o transtorno depressivo também pode ser considerado como um
mecanismo de defesa adaptativo em resposta ao estresse excessivo de forma
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exacerbada. Foram observados em pacientes deprimidos esses fatos, como o resultado
de um sistema biologico desregulado que ndo consegue restaurar a homeostase interna
em resposta ao estresse. Tais observagdes levaram a ideia de que a depressao envolve
comprometimento do funcionamento do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA)
(KNORR, et al., 2010).

O estresse promove a secregao do fator liberador de corticotrofina, que promove
a secrecao do horménio adrenocorticotréfico pela hipofise anterior. O horménio
adrenocorticotrofico promove a secregao de glicocorticoides pela glandula adrenal, que
leva a elevacdo de glicocorticoides no sangue e no liquido cefalorraquidiano
(KAGEYAMA, et al., 2021). Glicocorticoides elevados suprimem a secregao de
corticotrofina através dos receptores de glicocorticoides no hipocampo e sao revertidos
para o nivel normal, essa cascata € conhecido como feedback negativo do eixo HPA
(GJERSTAD, et al.,, 2018). O estresse eleva os niveis de glicocorticoides, e o
glicocorticoide elevado diminui o volume do hipocampo, consequentemente a diminuigcao
do volume do hipocampo pode induzir a falha do feedback negativo do eixo HPA, e a
subsequente elevacéo adicional dos niveis de glicocorticoides e o agravamento da falha

do eixo HPA resultam em transtorno depressivo (CONRAD, 2008).

2.6 Abordagens terapéuticas para a doenga de Alzheimer

A estratégia de tratamento para DA, esta baseada em trés pilares, sdo eles:
inibidores da AChE baseados na hipotese colinérgica; moduladores de receptores NMDA
baseados na hipdtese glutamatérgica; estratégias mais recentes inibidores da BACE1 e
anticorpos para remocao de placas S-amiloides, ambos baseados na hipétese da cascata
amiloide.

A maioria dos farmacos e os mais antigos disponiveis para tratamento da DA estao
baseados na hipétese colinérgica, ou seja, séo inibidores da AChE. Essas drogas séo
usadas para mediar e aumentar as transmissdes colinérgicas do SNC, aumentando a
transmissao neuro colinérgica, a qual neutraliza a deplecao gradual do neurotransmissor

acetilcolina aumentando a sua biodisponibilidade na fenda pés-sinaptica (STANCIU, et
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al., 2019). Atualmente, existem trés medicamentos prescritos, como inibidores da AChE,

donepezil, galantamina, rivastigmina figura 4.

;Qiﬁp SRS

Donepezil Rivastigmina Galantamina

)

NH,

X

| ~

N
Tacrina

Figura 4: Inibidores da AChE disponiveis para tratamento da DA

A tacrina com o nome comercial Cognex®, demonstrou inibir o metabolismo da
acetilcolina e, portanto, estender sua atividade e elevar os niveis no cértex cerebral. No
entanto, o uso extensivo de tacrina foi limitado, uma vez que mostrou varios efeitos
colaterais e toxicidade. Assim, muitos esforgos foram realizados para preparar analogos
da tacrina para superar os efeitos adversos relacionados (VALLIANATOU, et al., 2019).

Apesar da B-amiloide ser a hipétese mais discutida no meio cientifico, ainda ha
poucas terapias aprovadas e disponiveis. Atualmente existem dois farmacos que atuam
na hipétese amiloide, baseados em anticorpos e com aprovagao acelerada pela FDA
(Food and Drug Administration), que interagem com o peptideo S-amiloide anormal, com
o intuito de ajudar a reduzir o numero de placas no cérebro. O Aducanumab com o0 nome
comercial Aduhelm® foi aprovado pela FDA em 2021, no entanto ndo teve os resultados
esperados. Mais recentemente o Lecanemab, que também se liga com alta afinidade as
placas amiloides e as elimina do cérebro foi aprovado para tratamento de pacientes com
DA. E com o nome comercial de Legembi® o primeiro anticorpo monoclonal liberado pela

FDA para o tratamento da DA Figura 5.
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Figura 5: Estrutura peptidica do Aducanumab disponivel no PDB cédigo(6CO3), e Lecanemab, baseados

em anticorpos monoclonais.

Outro farmaco disponivel para o tratamento da DA é a mematina ou cloridrato de
memantina Figura 6, com o nome comercial Heimer®. Este farmaco esta associado a
hipdtese glutamatérgica, bloqueando os efeitos tdxicos associados ao excesso de
glutamato e dessa forma, regulando a ativagdo do glutamato em receptores, via agao

antagonista aos receptores NMDA.

NH, NH, HCI
CH, CH,
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Figura 6: Estrutura da memantina e cloridrato de memantina inibidores antagonista de receptores NMDA.
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Nao existe tratamento definitivo para a DA que proporcione cura, os tratamentos
existentes sdo apenas paliativos, estes consistem na prescricdo de inibidores de
acetilcolinesterase (COELHO, et al., 2009). Os farmacos de primeira escolha para o
tratamento da doencga sdo os inibidores da AChE, porém estes causam grandes efeitos
colaterais tais como, prisdo de ventre, diarreia, gases, perda de apetite, dores
musculares, nauseas, dor de estdmago, vOmitos, perda de peso, e possivel
hepatotoxicidade (SANT’ANA, et al., 2018).

2.7 Estratégia de tratamentos para o transtorno depressivo

Uma variedade de classes farmacologicas e farmacos podem ser usados para
tratar depressao, e sendo subdivididos por classes. Sao eles: inibidores da MAO, como
moclobemida e clorgilina; inibidores da recaptagao de serotonina, como imipramina e
nortriptilina; inibidores seletivos da recaptagcdo de serotonina, como fluoxetina e
sertralina; e inibidores de recaptagdo de noradrenalina como desipramina, (VISMARI, et
al., 2008). Com destaque para os multialvos moduladores e estimuladores de serotoninas
como vortioxetina, com o nome comercial de Brintellix® e a vilazodona, com o nome
comercial de Viibryd® Figura 7. A vortioxetina é um antidepressivo com atividade
multimodal, atualmente aprovado para o tratamento do transtorno depressivo da classe
dos moduladores de serotonina (D'AGOSTINO, et al., 2015).
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Vortioxetina Vilazodona

Figura 7: Estrutura da Vortioxetina e da Vilazodona, moléculas multialvos.

Os farmacos mais utilizados sdo os da classe dos triciclicos. Eles exercem sua
atividade modulando cerca de 5 vias distintas de neurotransmissores. Esses

medicamentos funcionam inibindo a recaptacdo de serotonina e noradrenalina nos

38



terminais  pré-sinapticos, resultando em concentracbes elevadas desses
neurotransmissores na fenda sinaptica (HILLHOUSE & PORTER, 2015). O aumento dos
niveis de norepinefrina e serotonina na sinapse pode contribuir para o efeito
antidepressivo (BECK & ALFORD, 2011). Os triciclicos tém um perfil farmacoldgico
diversificado com agdo farmacoldgica significativa em dois transportadores de
recaptacdo, e trés proteinas receptoras, diferentemente de outras classes de
antidepressivos, que sao classificados com base no seu mecanismo de acdo (MORENO,
et al., 1990).

2.8 Desafios clinicos e farmacolégicos no manejo do transtorno depressivo

Os medicamentos disponiveis até o0 momento na sua grande maioria seguem a
tendéncia de farmaco de um alvo sé e ndao sdo capazes de controlar eficazmente a
complexa fisiopatologia da depressao (SINGH, et al., 2022). Apesar de existirem todas
essas classes de medicamentos antidepressivos, todos convergem para produzir um
aumento imediato nas concentragcbes de neurotransmissores monoaminas, no entanto,
ainda existe uma populagéo de pacientes que nao responde a esses medicamentos (LEE,
et al., 2010).

Os inibidores de MAO e moduladores de recaptacdo de monaminas tém como
efeitos adversos principais, a hipotenséo ortostatica grave, insdnia, aumento de peso,
edema e disfuncdo sexual, além de induzirem uma crise hipertensiva se os pacientes
ingerirem alimentos com tiramina (HILLHOUSE & PORTER, 2015). Entretanto, os
triciclicos tém como efeitos colaterais anticolinérgicos que sao comuns, entre eles: boca
seca, visao turva, obstipagao e retencao urinaria (KING & ASHRAF, 2018).

Nesse contexto a vortioxetina € um antidepressivo multimodal aprovado para o
tratamento do TDM, atuando como inibidor seletivo da recaptagéo de serotonina (ISRS)
e modulador de diversos receptores serotoninérgicos, como agonista 5-HT,A,
antagonista 5-HT; e 5-HT,, e parcial agonista 5-HT,;B (BANG-ANDERSEN et al., 2011).
A eficacia antidepressiva da vortioxetina nao é universal, embora haja evidéncias de

melhora precoce em dominios cognitivos, o efeito antidepressivo completo geralmente
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requer de duas a quatro semanas de tratamento (THASE et al., 2015), o que representa
uma limitagdo em casos que demandam inicio de agdo mais rapido.

Além disso do ponto de vista farmacocinético, a vortioxetina € rapidamente
metabolizada pelo complexo CYP e principalmente pela enzima CYP2D6 tornando-a com
uma baixa biodisponibilidade. Assim, o uso concomitante de inibidores ou indutores
dessa isoenzima pode exigir ajuste de dose, além do risco de variabilidade interindividual

em pacientes com diferentes perfis metabodlicos (CHEN et al., 2018) Figura 8.
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Figura 8: Metabolizagdo enzimatica da vortioxetina via citocromo P450 (CYP) 2D6, CYP3A4/5, CYP2A6,
CYP2C9, CYP2C19, alcool desidrogenase (ADH), aldeido desidrogenase (ALDH) e uridina difosfato
glucuronosiltransferase (UGT). Adaptado (CHEN et al., 2017).
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Outro fator limitante € o custo elevado da vortioxetina, principalmente em
comparagao com antidepressivos de primeira linha mais acessiveis, como os ISRS
classicos (fluoxetina, sertralina), o que pode dificultar sua ampla adogédo em sistemas

publicos de saude ou por populag¢des de baixa renda (KENNEDY et al., 2016).
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Portanto, embora a vortioxetina represente um progresso no tratamento do
transtorno depressivo maior, sua utilizacdo ainda é limitada por fatores como eficacia
variavel, custo, restricdes populacionais, metabolismo dependente do CYP, efeitos

colaterais e auséncia de biomarcadores preditivos.

2.9 Limitagoes e desafios terapéuticos no tratamento da doenga de Alzheimer

Apesar da intensa investigagao dos mecanismos de patogénese da DA durante as
ultimas décadas, pouco foi alcangado em termos de tratamentos. Os principais agentes
terapéuticos utilizados para a DA sao os inibidores da AChE. Enormes esforgos tém sido
feitos para investigar o desenvolvimento de medicamentos para a DA, ainda assim, sdo
€scassos 0s avangos na geracao de medicamentos aprovados para prevenir ou curar a
doenca.

As drogas anticolinesterasicas tém como objetivo principal compensar a
deficiéncia do neurotransmissor acetilcolina, no cérebro, ajudando a restaurar os niveis
de acetilcolina no SNC. Embora esses medicamentos possam reduzir temporariamente
os sintomas da DA, eles nao podem impedir a progressao dos danos cerebrais. Isso se
deve ao fato de que os mecanismos moleculares precisos da DA ainda nao sao
totalmente compreendidos. Todavia, atualmente esta claro que a DA é uma doenca
multifatorial, de natureza muito complexa, necessitando de farmacos com agao
multimodal ou multialvo (MAKHAEVA, et al., 2020).

O tratamento convencional, que implementa inibidores da colinesterase, ha muito
tempo € considerado a escolha de primeira linha para o tratamento da DA leve a
moderada, pois, por muito tempo foi o unico disponivel. No entanto ndo estao livres de
efeito adversos, o espectro de toxicidade pode variar de paciente para paciente, o que
também pode ser aumentado pelo tipo de inibidor da colinesterase ao qual o paciente é
exposto.

Dessa forma, a tacrina € um exemplo que teve seu uso descontinuado devido a
efeitos adversos graves que se manifestaram como lesdao hepatica induzida pelo
medicamento. Postula-se que a hepatotoxicidade da tacrina surge da sua

biotransformacao hepatica, ja que ela é rapidamente metabolizada por enzimas do
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complexo citocromo P450 (CYP) (MCENENY-KING, et al., 2017). Estima-se que a
principal via metabdlica da tacrina € a hidroxilagdo pelo CYP1A2, dando origem a
derivados 1-, 2-, 4- e 7-hidroxi (Figura 9). E amplamente descrito que o principal causador
da hepatotoxicidade da tacrina € o metabdlito 7-hidroxitacrina, pois ele pode ser um
precursor do metabdlito quinona o qual € muito reativo causando lesdes hepaticas
(NOVAK, et al., 2023).
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Figura 9: Rota metabdlica do mecanismo de toxicidade da tacrina, Adaptado McEneny-King, et al., 2017.

210 Bioquimica e propriedades do Selénio

A importancia bioldgica essencial do selénio esta associada a sua ocorréncia em
proteinas e enzimas. Além disso, o selénio € um oligoelemento dietético essencial, que
em determinados momentos desempenha um papel antioxidante. Foram identificadas
varias enzimas dependentes de selénio nas quais o centro ativo contém esse elemento

quimico, na forma de por¢ao selenocisteina. (MESSARAH, et al., 2012).

42



As selenoenzimas mais conhecidas e caracterizadas que ocorrem comumente em
mamiferos sao a glutationa peroxidase, a selenoproteina P e a tiroxina 5-desiodinase. A
glutationa peroxidase e a selenoproteina P, sdo enzimas antioxidantes que catalisam
reacdes redox, como a reduc¢ao de hidroperdéxidos nocivos usando duas moléculas de
glutationa. Além disso, estudos relatam que compostos contendo selénio apresentam
atividade mimética a enzima glutationa peroxidase, que catalisam a redugao de radicais
livres de hidroperédxidos e peroxinitritos funcionando como protetor celular do estresse
oxidativo (BURK & HILL, 2015). Pesquisas demostraram que o selénio € essencial para
o funcionamento adequado do cérebro, e que este pode influenciar em varias patologias
que afetam o sistema nervoso central em pacientes idosos (CARDOSO, et al., 2015).

Diante disso, sabendo dos respectivos mecanismos de ag¢ao das moléculas
supracitadas, neste trabalho foi proposto a modificacdo molecular de farmacos. A
proposta desse trabalho é de um estudo tedrico agregado a sintese de novas moléculas,
partindo da tacrina como molécula alvo, para a doenga de Alzheimer e vortioxetina como
molécula alvo para depressao.

A técnica de modificagdo molecular € um processo empregado na descoberta de
novos farmacos. Esse método envolve a utilizacdo de uma substancia quimica, pré-
estabelecida e com agao biolégica bem caracterizada, como protétipo para criagao de
analogos, homoélogos ou congéneres estruturais (ZHOU & ZHONG, 2017)
(KOROLKOVAS, 1988).

211 Planejamento racional de farmacos

O design racional de farmacos € um conjunto de diversas estratégias cientificas
concebidas por pesquisadores para desenvolver novos compostos quimicos adequados
para uso terapéutico, no qual o alvo biolégico € conhecido em detalhes e, em alguns
casos, a estrutura de moléculas bioativas previamente conhecidas também € utilizada
(LI, et al., 2021). Essa abordagem é crucial na descoberta de farmacos, particularmente
para doengas multifatoriais com alta complexidade fisiopatolégica, como a doenga de

Alzheimer (DA) e o transtorno depressivo maior.
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Dentre os métodos utilizados no design racional de farmacos, destacam-se o
structure-based drug design (SBDD) e o ligand-based drug design (LBDD). O SBDD
baseia-se no conhecimento estrutural da estrutura tridimensional e das biomoléculas-
alvo, tipicamente obtido por cristalografia de raios X ou espectroscopia de ressonéancia
magnética nuclear (RMN), e utiliza orientagdo sistematica para o design de compostos
com espessura e seletividade ideais (WEI, & MCCAMMON, 2024). Enquanto a estratégia
LBDD utiliza dados experimentais ou computacionais de compostos conhecidos para
prever e modelar a atividade de novos compostos por meio de relagbes quantitativas de
estrutura-atividade (QSAR), farmacoforo e outros métodos estatisticos figura 10
(FERREIRA, et al., 2015).
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Planejamento racional de farmaco

Design baseado na
estrutura do receptor
SBDD

Design baseaado na
estrutura
do ligante
LBDD

Sintese

H

A\

Avaliagdo Biologica

Figura 10: Ciclo do planejamento racional de farmacos: planejamento, selegao, sintese e avaliagdo de
compostos guiadas por abordagens SBDD e LBDD.

Além disso, o design racional de farmacos moderno integra um robusto conjunto
de ferramentas in silico, como docking molecular, dindmica molecular e calculos
baseados na Teoria do Funcional da Densidade (DFT). Esses calculos permitem prever
a conformagcao molecular mais favoravel no sitio ativo, obter uma estimativa das

interacdes intermoleculares, calcular a forca das ligagdes quimicas, os parametros de
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reatividade e as propriedades eletrénicas relevantes para a esstimativa farmacolégica de
novas molécuals. (CHANG et al., 2022)./

Outra parte fundamental da etapa de planejamento racional é o estudo inicial das
propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas, examinando parametros ADME
(Absorgao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) especificos. Essa
estratégia busca identificar moléculas com alta atividade bioldgica, mas que também
apresentem propriedades adequadas para serem convertidas em um farmaco seguro e
eficaz (LI et al., 2019).

A aplicagdo combinada dessas metodologias € de especial interesse para o
design de farmacos multialvo, que sado destinados a modular, simultaneamente,
diferentes vias fisiopatoldgicas, obtendo efeitos terapéuticos amplificados e
possivelmente, reduzidos efeitos adversos. Este conceito recebe muita atencéo,
particularmente no campo de tratamento de doengas neurodegenerativas e transtornos
psiquiatricos, pois as abordagens terapéuticas atuais disponiveis sao falhas (SALMAN,
etal., 2021).

212 Farmacos contendo selénio: potencial terapéutico e implicagoes

farmacolégicas

O selénio é um elemento essencial, com papel na homeostase celular, e esta
envolvido em diversos processos bioldgicos, como os realizados por selenoproteinas
como por exemplo, glutationa peroxidase e selenoproteina P, que desempenham fungdes
redox/antioxidantes no organismo (BURK & HILL, 2015; MESSARAH, et al., 2012). Além
de sua fungado enddgena, o selénio tem ganhado grande destaque na quimica medicinal
como um promissor farmaco, devido ao seu uso como um principio ativo sintético para a
construcao de novos agentes terapéuticos.

A incorporagdo de atomos de selénio em moléculas bioativas pode levar a
mudancas significativas em suas caracteristicas fisico-quimicas e eletronicas, como
reatividade molecular, distribuicdo de densidade eletrbnica e comportamento
farmacocinético (ZHOU & ZHONG, 2017). Compostos contendo selénio frequentemente
apresentam atividade antioxidante, atividade redox, efeitos anti-inflamatérios e
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neuroprotetores, além de potencial modulagdo de processos celulares relacionados ao
estresse oxidativo e a inflamacgao, mecanismos relatados na fisiopatologia da doenca de
Alzheimer e transtornos depressivos (CARDOSO, et al., 2015; MAKHAEVA, et al., 2020).

Do ponto de vista quimico, os compostos selenados podem apresentar
vantagens relacionadas a sua versatilidade estrutural como a capacidade de mimetizar a
acao das enzimas com atividades antioxidantes, como a glutationa peroxidase, além de
conferir protegdo contra radicais livres e espécies reativas de oxigénio (BURK & HILL,
2015). Adicionalmente, modificagdes moleculares envolvendo a inser¢ao de grupos
selenados podem resultar em melhorias na afinidade de ligagao aos alvos terapéuticos,
alteracao no perfil de solubilidade, e modulagao da lipofilicidade e da permeabilidade,
parametros essenciais para a biodisponibilidade oral e penetragao em tecidos alvo como
a barreira hemato encefalica, no sistema nervoso central (LUO, et al., 2014).

No desenvolvimento de novos candidatos a farmacos, o selénio tem sido
explorado tanto como um substituto de bioisdstero quanto como um atomo central em
novos andaimes moleculares, com o objetivo de aumentar a atividade terapéutica, bem

como reduzir os efeitos colaterais dos farmacos tradicionais (ZHOU & ZHONG, 2017).

3 HIPOTESE

Este trabalho parte da hipotese de que a alteracdo molecular de farmacos
aplicados no tratamento de DA e depressao, através da adigao de porgdes selenadas,
pode levar ao desenvolvimento de novos compostos com uma reforgada atividade
antioxidante, potencial atividade multialvo e reduzida toxicidade, principalmente em
relagcao a hepatotoxicidade evidenciada nos tratamentos tradicionais.

Para investigar essa hipdtese, sera adotada uma abordagem multidisciplinar que
combina planejamento racional de farmaco via teoria do funcional da densidade (DFT),
estudos de Docking molecular, simulagdes de dindmica molecular, predigbes
farmacocinéticas e toxicolégicas in silico. Os compostos mais promissores serao
sintetizados e caracterizados estruturalmente, com o objetivo de viabilizar futuros estudos
biolégicos in vitro e in vivo. Aqueles, assim, sdo expectados a contribuir para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes, seguras e capazes de agir
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concomitantemente sobre varios alvos moleculares da depressao e da Doenga de

Alzheimer.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Planejar, sintetizar e avaliar as propriedades tedricas fisico-quimicas de derivados

de farmacos utilizados como antidepressivos e contra doencga de Alzheimer.

4.2 Objetivos especificos

* Propor modificagdes moleculares de farmacos;

» |dentificar e caracterizar as propriedades fisico-quimica de derivados;

» Realizar estudos de Docking molecular e dinamica molecular;

» Estudar a relagao entre estrutura e atividade destes compostos;

» Sintetizar os compostos aplicando técnicas de planejamento racional e quimica
combinatoria;

» Realizar ensaios biolégicos para avaliar a atividade biolégica antidepressiva e

doenca de Alzheimer em colaboragdo com grupos parceiros.
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5 METODOLOGIA

O processo de planejamento de novos derivados contendo selénio, teve como
ponto de partida os estudos de influéncias da reatividade molecular e atividade in silico,
originando assim compostos, os quais foram propostos seus aspectos quimicos
estruturais de derivados contendo grupos funcionais de diferentes caracteristicas. Além
disso, estes compostos foram submetidos aos estudos in silico de propriedades
farmacocinéticas e de toxicidade, visando identificar caracteristicas e perfis limitantes de
continuidade de cada derivado as demais etapas de desenvolvimento do trabalho (Figura
11).

METODOLOGIA

l

[Planejar e propor modificagées]

inserindo Selénio

I I

Caracterizar as propriedades Avaliar as Propriedades
fisico-quimicas DFT QSAR
in silico in silico

N J
| |

[Predigoes toxicolégicas] [ Analise por Docking e ]

e metabdlicas Dinamica molecular

N /

NH, | | (" NH

R,Se AR N
D : | Atividade bioldgica Atividade Bioldgica
N .

- anti-Alzheimer Antidepressiva . SeR . .
R= Aril, Alquil, Naftil R= Aril, Alquil, Naftil
Figura 11: Organograma da metodologia aplicada para o desenvolvimento desse trabalho.
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5.1 Estudos tedricos e planejamentos

O método TFD (Teoria da Densidade Funcional), o funcional B3LYP restrito sera
usado para todos os compostos na forma neutra e suas formas catidbnicas quando
avaliadas, e o funcional B3LYP irrestrito (UB3LYP). As novas estruturas foram
submetidas a andlise conformacional pelo método semiempirico PM3 (Terceira
Parametrizagcdo) empregado na otimizagdo de geometria para obtencao de estruturas de
menor energia mais estaveis, bem como, parametros teoricos relevantes para o estudo
da relagao entre estrutura e atividade quantitativa molecular (QSAR). Os calculos de
propriedades eletrénicas tais como orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO),
parametro relacionado com a capacidade doadora de elétrons que caracteriza compostos
como nucleofilico. Ja o orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO), esta
relacionado com a capacidade aceptora de elétrons que caracteriza um eletréfilo
(FRISCH et al., 2004). Para compostos gerados apds a abstragdo de um elétron
(mecanismo SET) e abstragdo homolitica do atomo de hidrogénio (mecanismo HAT), s&o
estudados para a avaliacdo do potencial redox e capacidade antioxidante,
respectivamente.

Para nossos estudos, foram verificados os seguintes descritores disponiveis
dentro do HyperChem e do PM3: Energia Total (eV); Energia de Ligacao (eV), Energia
Eletronica (eV); Energia de Hidratagdo (kcal mol-1); Refratividade; Polarizabilidade
Molecular (a.u.); Momento de Dipolo (D); Coeficiente de particdo (LogP) Orbital de
fronteria mais alto ocupado (HOMO) (eV); orbital de fronteira mais baixo desocupado
(LUMO) (eV); Eletronegatividade de Mullikan (eV) (PARR, et al., 1989). O potencial de
ionizagao (PI) é calculado como a diferenga de energia entre a molécula neutra (EMO) e
o respectivo cation radical livre (EM++) (Equagéo 1).

Pl = [EM+] — [EMO] (1)

Densidades de spin, foi calculada usando os pacotes Gaussview e Gaussian 2009
(FRISCH, et al., 2004), (TFD), no nivel B3LYP (PARR et al. 1989) com o conjunto de
base 6-31+ G** (HEHRE, 1986). Foram propostos 19 derivados com modificagbes

estruturais da tacrina para aprimorar suas propriedades farmacoldgicas, aumentando a
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eficacia multialvo e a inibicdo da acetilcolinesterase, com intuito de reduzir a sua

toxicidade clinica, e em contra partida aumentar a seletividade figura 12.
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Figura 12: Estruturas propstas dos derivados da tacrina.
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Foram propostos tambem 17 derivados com modificacbes estruturais da
vortioxetina inseridndo selénio para aprimorar suas propriedades farmacoldgicas,

conforme mostrado na figura 13.
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Figura 13: Estruturas propstas dos derivados da vortioxetina.
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5.2 Predigao metabdlica e toxicidade

A previsdo de metabolismo foi realizada utilizando as ferramentas computacionais
como PreADMET, Metatox e Xenosite (CUNHA et al.,2015), esses métodos se
configuram como métodos rapidos, interativos, confiaveis e amplamente utilizados no
meio cientifico para o planejamento e desenvolvimento de farmacos. Utilizamos também
o software Derek Nexus e o ADMET Predictor® 11.0 (SIMALATION PLUS, 2024), para
predicdo metabdlica e de toxicidade. O software DEREK realiza uma avaliagao
abrangente sobre a probabilidade de toxicidade, utilizando regras especializadas em
toxicologia aplicadas aos dados extraidos de bases de conhecimento especificas atraves
da interface do programa. A uniformizag¢ao da estrutura no software emprega um conjunto
de regras de transformacdo que abrange, entre outros aspectos, a percepg¢ao de
aromaticidade, a conversdo de nitrogénios pentavalentes e a eliminagdo de
estereoquimica especifica. O propdsito dessa padronizacao € interpretar as estruturas de
forma mais precisa, visando aprimorar as previsdes (DOBO et al., 2012).

Estas técnicas permitem a identificagcdo do comportamento das moléculas como
inibidores ou substratos importantes de enzimas do complexo CYP P-450, como por
exemplo: CYP3A4; CYP2C9 e CYP2D6, assim como das principais enzimas envolvidas
na excregao, UDP-glicuronosiltransferase (UGT) e a sulfotransferase (SULT) que séo
metabolizadoras de fase Il. A predicao do comportamento frente as rotas metabdlicas é
importante para se avaliar as provaveis enzimas envolvidas e a regiosseletividade em
pontos especificos das moléculas e suas implicagcbes no processo de eliminacédo e
toxicidade (HODGSON, 2001; LEE et al., 2004; MATLOCK et al., 2015; RUDIK et al.,
2017).

5.3 Docking molecular
Os estudos de docking proteina-ligante foram realizados com base nas estruturas

cristalinas de proteinas alvos conhecidas como Monoaminoxidases e acetilcolinesterase

extraidas do banco de dados Protein Date Bank (PDB).
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O estudo de docking molecular foi realizado com o auxilio do programa AutoDock
Vina (MORRIS et al., 2009), e a interface grafica PyRx (DALLAKYAN; OLSON, 2015). O
AutoDock € um conjunto de ferramentas que permitem a predicdo da interagdo entre
ligante-macromolécula. Para identificar as possiveis combinagbes ligante-
macromolécula, o programa possui 3 opgdes de algoritmos: SA (Simulated Annealing),
GA (Genetic Algorithm) e LGA (Lamarckian Genetic Algorithm). Nesse trabalho, o
algoritmo de busca utilizado foi o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), que apresenta
os melhores resultados na busca do minimo global (MORRIS et al., 2009; TURNER et
al., 2000).

Foi aplicada a funcdo de escore de energia para determinar a energia livre de
ligacdo nas interagdes entre os derivados da tacrina e vortioxetina e seus respectivos
alvos biologicos utilizando o PyRx 0.8.30. A avaliagdo de cada posi¢ao (conformacéo +
orientacao) dos ligantes também foi levada em consideragao na escolha dos melhores
valores de score, assim como na andlise da afinidade de ligagdo, empregando o
AutoDock 4.2 / Vina 1.1.2 para investigar a seletividade (e a afinidade de ligagédo) dos
derivados desenvolvidos. Compostos coo-cristalizados junto as estruturas alvos foram
utilizados como modelos ou controles positivos de inibigdo e interagdo com as enzimas
alvos. As energias livres de ligagao sdo apresentadas em valores negativos de Kcal/mol,
onde valores em mddulo mais altos indicam maior liberagcéo de energia resultante de um
numero aumentado de interagdes com os aminoacidos do sitio ativo das enzimas. As
coordenadas espaciais usadas para delimitar o sitio de ligagdo da AChE e sua isoforma
BUAChE, assim como para BACE1 e BACE2 estao descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Coordenadas e tamanhos do local ativo das enzimas empregadas na pesquisa sobre

a interagao dos derivados da tacrina sugeridos com os alvos enzimaticos, conforme os dados

obtidos durante a validagdo molecular.

Receptor Ligante Coordenadas Dimensodes da Grid
Centrais box

AChE X=48.55 X=15.44
(PDB: 7E3I) Tacrina Y=-40.53 Y=15.03
Homo sapiens Z=-29.92 Z=14.95
BuAChE X=132.97 X=19.14
(PDB: 4BDS) Tacrina Y=115.85 Y=19.98
Homo sapiens Z=41.29 Z=19.95
BACE1 X=17.12 X=25.0
(PDB: 4XXS) CFA Y=-38.67 Y=25.0
Homo sapiens Z=9.26 Z=25.0
BACE2 X=10.46 X=25.0
(PDB: 1FKN) OM99-2 Y=-2.50 Y=25.0
Homo sapiens Z=0.15 Z=25.0

Ja as coordenadas espaciais usadas para delimitar o sitio de ligagdo da MAO-A e

sua isoforma MAQO-B, assim como para os receptores 5-HT3A e 5-HT1B estao descritos

na tabela 2.
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Tabela 2: Coordenadas e tamanhos do local ativo das enzimas empregadas na pesquisa sobre
a interacdo dos derivados da Vortioxetina sugeridos com os alvos enzimaticos, conforme os

dados obtidos durante a validagdo molecular.

Receptor Ligante Coordenadas Dimensoées da Grid
Centrais box
MAO-A X=-34,02 X=70,23
(PDB: 2Z5Y) Harmina Y=-30,85 Y=59,97
Homo sapiens Z=-20,68 Z=74,01
MAO-B X=51,72 X=12,48
(PDB: 4BDS) Safinamida Y= 155,92 Y=12,98
Homo sapiens Z= 27,99 Z=13,25
5-HT3A X=5,39 X=15,12
(PDB: 2YME)  Granisetrona Y=-7,45 Y=15,56
Homo sapiens Z=72,12 Z=1 5, 13
5-HT1B X=9477 X=20,10
(PDB: 6G79) Donitriptano Y= 53,59 Y=22,11
Homo sapiens Z= 64,22 Z=20,09

A analise das interagdes entre os diferentes residuos de proteina e os ligantes,
incluindo ligagdes de hidrogénio, interagcdes hidrofébicas, eletrénicas e aromaticas, foi

realizada utilizando o software Discovery Studio Modeling Environment (BIOVIA, 2016).

5.4 Dinamica molecular

Simulagdes de dindmica molecular (DM) sdo metodologias de mecanica molecular
que buscam aproximacgdes simples baseadas na fisica Newtoniana para simular
movimentos atdmicos reduzindo, assim, a complexidade computacional. A DM
proporciona a obtencao de modelos moleculares bastante similares com a realidade
biolégica, visto que, podem descrever caracteristicas como a flexibilidade molecular e
simular o efeito da temperatura (DURRANT & MCCAMMON, 2011).

As simulacdes foram conduzidas para avaliar a estabilidade dos complexos ao
longo do tempo. Topologias de ligantes para cada complexo foram preparadas usando o
servidor AnteChamber PYthon Parser interface (ACPYPE) (KAGAMI et al., 2023; SOUSA
DA SILVA & VRANKEN, 2012), que atribui cargas e parametrizagdes de campo de forca
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a pequenas moléculas organicas com base no Campo de Forga Ambar Generalizado
(GAFF). A estrutura da proteina foi otimizada antes das simulagbées de MD. A ferramenta
PDB2PQR versao 3.6.2, disponivel através do servidor Adaptive Poisson-Boltzmann
Solver (APBS) (DOLINSKY et al., 2007; JURRUS et al., 2018), foi empregada para este
propésito. A estrutura foi processada para atribuir estados de protonagcdo de aminoacidos
em pH 7,4 usando o algoritmo PROPKA integrado ao PDB2PQR. Além disso, as liga¢des
de hidrogénio foram otimizadas, as moléculas de agua foram removidas e as cargas
atbmicas foram atribuidas de acordo com o campo de forca AMBER.

Todas as simulagdes foram realizadas utilizando o método de MD de todos os
atomos com o pacote Groningen Machine for Chemical Simulations (GROMACS), versao
2022 (ABRAHAM et al., 2015; BERENDSEN et al., 1995). As posi¢des iniciais dos
complexos AChE-tacrina, AChE-composto 12 e AChE-composto 13 foram obtidas a partir
de calculos de docking. As simulagdes foram realizadas em uma caixa d'agua triclinica
com condi¢des de contorno periddicas aplicadas a todos os sistemas. O modelo de agua
TIP3P (JORGENSEN et al., 1998) foi utilizado para descrever moléculas de agua, e a
carga liquida foi neutralizada pela adi¢do de ions Na* e Cl- a uma concentragao de 0,15
M. O campo de forca AMBER99SB (TIAN et al., 2020), integrado ao pacote GROMACS,
foi empregado para todas as simulagdes do sistema.

Todos os sistemas foram equilibrados em duas etapas: (i) usando o conjunto
candnico (NVT mantendo um numero constante de particulas, volume e temperatura por
100 ps, e (ii) usando o conjunto isotérmico-isobarico (NPT), mantendo um numero
constante de particulas, pressao e temperatura por 1000 ps. As interacoes eletrostaticas
de longo alcance foram modeladas usando o método Particle Mesh Ewald (PME)
(ESSMANN et al., 1995). O acoplamento de temperatura foi obtido usando o termostato
de reescala V (BUSSI et al., 2007) ajustado em 310,15 K, enquanto o controle de presséo
durante o equilibrio e a producéo do NPT foi mantido usando o barostato de reescala C
(BERNETTI & BUSSI, 2020) com uma presséo de referéncia de 1 bar e compressibilidade
de 4,5 x 10-5/bar. Os comprimentos de ligagao covalente foram restritos aos seus valores
de equilibrio usando o algoritmo LINCS (HESS et al., 1997). Os passos de integragao de
todas as simulagdes foram definidos como 2 fs. Por fim, uma trajetoria de 100 ns foi obtida
para cada complexo tridimensional, e as simulagdes foram executadas em ftriplicata. Os
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valores do desvio quadratico médio (RMSD) e da flutuagdo quadratica média (RMSF)
foram calculados para avaliar a estabilidade estrutural. O numero de ligagbes de
hidrogénio formadas ao longo dos 100 ns também foi analisado. Todos os graficos foram
preparados usando o OriginPro, versédo 2024b (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
EUA).

5.5 Sintese organica dos derivados da tacrina propostos

Os derivados foram sintetizados de acordo com Sacramento et al., 2024,
buscando ir ao encontro dos principios da Quimica Verde (LENARDAO, et al., 2003). Os
compostos tiveram suas estruturas elucidadas por métodos espectroscépicos de analise
organica, como espectros de massa (EM) de baixa resolugao, espectros de massas de
alta resolucdo (EMAR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio, carbono
e selénio. Além de outras propriedades como o ponto de fusao, solubilidade e coeficiente

de partigao.
5.6 Avaliacao biolégica in vitro

5.6.1 Ensaio DPPH

O método utilizado para avaliar a capacidade antioxidante dos compostos nas
concentracdes iniciais (variando de 1 a 50 mM) por meio da atividade sequestrante dos
radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e adaptado de CHOI e colaboradores
(2002). Na presenca de um antioxidante, o DPPH é reduzido, formando difenil-picril-
hidrazina de coloragéo amarela, resultando em uma diminuigao da absorg¢ao (Sharma e
BHAT, 2009). Essa redugao na absorbancia foi monitorada via cinética da reagéo para
avaliar a atividade antioxidante por espectrofotometria a um comprimento de onda de 517
nm. Acido ascorbico (Sigma-Aldrich) foi utilizado como controle positivo, agua como

controle negativo e DMSO como veiculo.

5.6.2 Ensaio ABTS
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A atividade antioxidante por meio da neutralizagdo dos radicais 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) foi determinada conforme o método descrito
por RE e colaboradores (1999). Concentrag¢des iniciais (variando de 1 a 50 mM) dos
compostos foram adicionadas a 1 mL da solu¢do de ABTS (7 mM) com persulfato de
potassio (140 mM) diluido em tampao fosfato de potassio (10 mM, pH 7,0). A reacao foi
incubada a temperatura ambiente, protegida da luz, por 30 minutos. Na presenca de
antioxidantes, a mistura sofre uma mudancga de cor de turquesa para incolor, a qual foi
medida a um comprimento de onda de 734 nm. Acido ascérbico (Sigma-Aldrich) foi

utilizado como controle positivo, agua como controle negativo e DMSO como veiculo.

5.6.3 Ensaio FRAP

O potencial de reducao foi determinado utilizando o ensaio de poder antioxidante
redutor do ion férrico (FRAP), conforme uma versdao modificada do método descrito por
STRATIL e colaboradores (2006). Concentragdes iniciais (variando de 1 a 50 mM) do
composto foram adicionadas a solu¢ao FRAP de 1 mL (acetato de sédio 38 mM, FeCl;
20 mM e triazina 10 mM / HCI 40 mM na proporcao de 10:1:1, respectivamente). A mistura
resultante foi incubada a 37 °C por 40 minutos. Quando ocorre a reduc¢ao dos ions férricos
a ferrosos, a mistura muda de coloracdo amarelada para roxa. Essa reagao foi medida a
593 nm. Acido ascérbico (Sigma-Aldrich) foi utilizado como controle positivo, &gua como

controle negativo e DMSO como veiculo.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Planejamento e estudos tedéricos DFTs de derivados da tacrina

Foram realizados estudos teodricos completos desses derivados da tacrina e
vortioxetina, contendo uma por¢do organica de selénio, com o intuito de obter um
entendimento mais aprofundado dos seus respectivos mecanismos de acao e toxicidade.
Além disso, é de interesse obter derivados com menos efeitos adversos e com maior

potencial de acdo no tratamento das doengas descritas neste trabalho. Posteriormente,
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objetiva-se sintetizar os derivados com potencial farmacolégico para um possivel novo

farmaco e continuar com os estudos in vitro e in vivo.

Realizamos uma analise QSAR, calculos de docking molecular, e uma predigao

toxicoldgica. Além disso foram realizados estudos DFTs para predi¢cao de estabilidade e

reatividade conforme energias dos descritores moleculares tabela 3.

Tabela 3: Calculos DFTs dos descritores HOMO e LUMO, GAP e eletronegatividade

Comp HOMO LUMO GAP ELERONEGATIVIDADE

(eV) (eV) (eV) (eV)

T -6,66 -5,62 1,04 6,14
T2 -6,63 -5,62 1,00 6,13
T3 -6,50 -5,61 0,88 6,05
T4 -6,47 -5,61 0,86 6,04
T5 -6,51 -5,61 0,89 6,06
T6 -6,63 -5,61 1,01 6,12
T7 -6,69 -5,61 1,07 6,15
T8 -6,66 -5,61 1,05 6,14
T9 -6,64 -5,61 1,03 6,13
T10 -6,76 -5,61 1,15 6,18
T11 -6,69 -5,56 1,12 6,12
T12 -6,74 -5,62 1,11 6,18
T13 -6,66 -5,62 1,14 6,14
T14 -6,74 -5,62 1,12 6,18
T15 -6,48 -5,37 1,10 5,93
T16 -6,42 -5,60 0,81 6,01
T17 -6,66 -5,59 1,07 6,13
T18 -6,63 -5,59 1,03 6,11
T19 -6,50 -5,59 0,91 6,05
Tacrina -8,89 -5,72 3,16 7,30

Através deles é possivel obter ainda dados fundamentais acerca da compreensao

da capacidade elétron-doadora da molécula, isso relacionada ao HOMO e sua energia
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que esta associada ao potencial de ionizagao. Além disso, € possivel obter dados sobre
a capacidade elétron-receptora da molécula, isso relacionada ao LUMO e sua energia
corresponde a afinidade eletrénica (Tabela 3).

A diferenca de energia entre LUMO e HOMO nos fornece a energia do GAP, a
qual esta diretamente relacionada com a estabilidade da molécula. Logo, um GAP muito
baixo indica que o composto é muito reativo, no entanto, uma energia de GAP muito alta
fornece um indicativo de que o composto € muito estatico, e com uma alta estabilidade
cinética. Isso, pois, € energeticamente desfavoravel adicionar um elétron ao LUMO no
orbital ocupado mais alto e para remover elétrons do HOMO o orbital mais baixo
desocupado. Além disso, a eletronegatividade € amplamente utilizada para fazer
previsbes sobre o comportamento quimico, e descritores moleculares como a
eletronegatividade € uma boa medida da capacidade molecular de atrair elétrons para si
(Tabela 3).

Subsequentemente foi analisada a distribuicdo eletrébnica de HOMO e LUMO
quanto as caracteristicas dos substituintes nas moléculas estudadas, a fim de verificar a
influéncia desses grupos e a influéncia do atomo de selénio ligados a molécula Figura
14.

61



Tacrina LUMO

NH,
Y Se@fﬁ@
P
N

™

J

Figura 14: Mapa da distribuicédo eletronica de HOMO e LUMO de compostos com substituintes neutros.

HOMO T7

Foi possivel observar que o farmaco tacrina tem a sua densidade eletronica de
HOMO e LUMO igualmente distribuida nos anéis aromaticos. Porém, para os compostos
selenados mesmo com um grupo neutro a densidade eletrdbnica de HOMO ¢é atraida para
0 anel aromatico vizinho ao selénio, deixando o substituinte com maior capacidade de

doar elétrons Figura 15.
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Figura 15: Mapa da distribuicdo eletronica de HOMO e LUMO de compostos com substituintes doadores
de elétrons.
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HOMO LUMO

Figura 16: Mapa da distribuicao eletrénica de HOMO e LUMO de compostos com substituintes retiradores

de elétrons.
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Ao analisar a distribuicdo eletrénica de HOMO e LUMO nos derivados contendo
grupos doadores e retiradores de elétrons, ndo foram observadas diferencas
significativas quando comparados esses grupos, exceto o composto T14 contendo um
grupamento naftila, e o composto T11 com um atomo de bromo substituido na posigao
orto ao selénio os quais possuem a densidade de LUMO atraida para o anel aromatico
como representados nas figuras (Figuras 14 e 16). Os demais derivados seguem o
mesmo padrao no qual o mapa de HOMO esta majoritariamente distribuido entre o atomo
de selénio e anel substituinte e o LUMO esta distribuido no anel amino-acridina da tacrina
conforme representado nas (Figuras 14 e 16). Em termos gerais, derivados da anilina
atraem a energia do orbital HOMO, como observado na tacrina figura 13, apesar disso,
os derivados contendo selénio atraem a densidade de HOMO para o atomo de selénio e
para o anel vizinho.

Os mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP) fornecem uma
representacao visual da distribuicdo da densidade eletronica nos compostos utilizados.
As regides vermelhas sdo areas de potencial eletrostatico negativo (alta densidade
eletrénica), enquanto as regides azuis sao areas de potencial positivo (baixa densidade

eletrénica), conforme ilustrado na Figura17.
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Figura 17: Mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP) da tacrina e seus derivados modificados por

selénio.

Os resultados obtidos para os compostos T1, T2 e T4 foram escolhidos de forma
estratégica, visto que cada um deles contém um tipo especifico de substituinte, para que
pudéssemos comparar a influéncia dos elétrons na densidade de carga molecular de
forma consistente. A analise comparativa dos compostos T1, T2 e T4 é indispensavel,
pois permite compreender como diferentes padrbes de substituicdo neutro, doador e
retirador de elétrons modulam a distribuicao do potencial eletrostatico.

O composto T1, com um substituinte neutro, apresenta uma distribuicdo de
potencial eletrostatico bastante uniforme. Isso o torna uma referéncia valiosa para
comparacgao, visto que é possivel observar a distribuigdo de carga basal sem que ela seja
influenciada por efeitos doadores ou retiradores de elétrons.

O composto T2, contém um grupo doador de elétrons e conforme indicado por
mais regides negativas (vermelho) ao redor do grupo doador. Esse aumento na
densidade eletrbnica em certas regides pode aumentar as interagdes nucleofilicas ou
hidrofébicas com o alvo biolégico, além de alterar significativamente o perfil reativo do

composto.
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O composto T4, por sua vez, possui um substituinte retirador de elétrons,
resultando em uma polarizagéo de carga distinta, evidenciada pelo aumento das regides
de potencial positivo (azul) e pela concentracdo de regides negativas (vermelho)
préximas ao halogénio. Isso sugere uma maior tendéncia a interagir com sitios
eletrofilicos e influencia diretamente a reatividade e as interagdes com biomoléculas.
Além desses compostos, o MEP da Tacrina foi incluido como referéncia padrao para essa

analise.

6.2 Propriedades QSAR dos derivados da tacrina.

A importancia dos estudos computacionais QSAR se aplica principalmente na
predicao de forma qualitativa e quantitativa de propriedades fisico-quimicas que podem
estar relacionadas tanto com a toxicidade como com a atividade biolégica de moléculas
estudadas como possiveis farmacos (PASHA et al 2010). Dentro da analise QSAR temos
alguns parametros da regra de Lipinski, no qual, este postulou que para uma molécula
ser considerada um bom candidato a farmaco deve conter algumas caracteristicas para
que apresente uma boa biodisponibilidade oral. Dentre estas caracteristicas esta o LogP
coeficiente de particdo octanol-agua e massa molecular, onde LogP deve ser menor ou
igual a 5 e a massa molecular ndo deve ultrapassar 500 daltons (da) (LIPINSKI et al
2001).

Por outro lado, descritores como a Polarizabilidade de uma molécula, caracteriza
a capacidade do seu sistema eletrénico a ser distorcido por um campo externo. E
desempenha um papel importante na modelagem molecular em muitas propriedades e
atividades biolégicas (WANG et al 2007), conforme valores (Tabela 4). Assim, os valores
obtidos para as propriedades tedricas de solubilidade e permeabilidade dos derivados

estudados estio descritos na tabela abaixo.
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Tabela 4: Propriedades tedricas de solubilidade e permeabilidade de derivados da Tacrina, calculos

realizados pelo método PM3.

Comp. LogP EH Polarizabilidade Massa molecular
(kcal/mol) (A3) (da)
T 3,99 4,00 36,82 353,33
T2 4,46 -2,78 38,66 367,35
T3 3,74 -5,71 39,30 383,35
T4 4,51 -3,73 38,75 387,77
T5 4,13 -3,79 36,73 371,32
T6 4,78 -3,72 39,45 432,22
T7 4,78 -3,73 39,45 432,22
T8 4,87 -3,49 38,39 421,32
T9 3,74 -4,76 39,30 383,35
T10 4,46 -3,06 38,66 367,35
T11 3,78 -5,62 38,36 432,22
T12 3.86 -1,18 42,33 396,41
T3 4,75 -2,94 33,95 489,32
T14 4,99 -4,31 44,09 403,38
T15 4,15 -5,88 47,65 508,38
T16 3,51 -0,63 34,50 333,33
T7 3,59 -4,60 34,99 339,30
T18 4,06 -3,38 36,82 335,33
T19 3,73 -4,29 34,90 357,29
Tacrina 2,83 -3,28 24,91 198,27

Ao analisar os dados descritos na tabela acima, € possivel notar que nenhuma das
moléculas apresentaram valores de LogP que violam a regra de Lipinski, estando todas
com valores considerado como ideal (menor que 5) para que seja considerado um
possivel farmaco. Contudo, todos os compostos contendo selénio apresentaram LogP

maiores que a tacrina. Outro fator importante é a EH (Energia de Hidratagdo) em que, os
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compostos que apresentam LogP maior, também apresentam uma maior energia de

hidratacao.

6.3 Analise das propriedades farmacocinéticas da tacrina

A ferramenta computacional PreADMET pode prever o percentual de Absorgao
Intestinal Humana (AlH%). Os dados de absorc¢ao intestinal humana sdo a soma da
biodisponibilidade e da absorcdo que é avaliada a partir da razdo de excrecdo ou
excregcao cumulativa na urina, bilis e fezes (PLATTS et al., 2001). Para a classificagao da
AIH é considerado como mal absorvido a percentagem de 0 ~ 30%, moderadamente
absorvido, 30~70%, e bem absorvido de 70 ~ 100%. Pode observar-se, que com estes

resultados todos os compostos apresentam uma boa absorcédo Tabela 5.
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Tabela 5: Predi¢cdes das propriedades farmacocinéticas dos derivados da Tacrina.

Comp. AlH (%) PBH Permeabilidade Permeabilidade
(LogCC) SNC (LogPS) (LogP 8 x 105 ca-2 nm/s)
T1 98.16 0.09 -1,42 1.54
T2 98,60 0,06 -1,42 1,38
T3 99.65 -0.09 -1,53 1.01
T4 97,14 0,05 -1,42 1,39
T5 98,15 0,04 -1,46 1,24
T6 97,08 0,05 -1,42 0,99
T7 97,30 0,06 -1,43 1,00
T8 96.22 0.04 -1,40 1.01
T9 99,94 -0,08 -1,54 1,02
T10 98,88 0,08 -1,42 1,38
T11 97,36 0,06 -1,42 0,99
T12 98,63 0,08 -1,38 0,98
T13 93,65 0,08 -1,36 1,01
T14 98,97 0,07 -1,23 0,97
T15 100 -0,06 -1,13 0,99
T16 95,24 -0,03 -1,73 1,47
T17 98,13 0,12 -1,47 1,53
T18 98,57 0,09 -1,46 1,38
T19 98,12 0,07 -1,50 1,24
Tacrina 94,17 0,21 -1,70 1,58

A Penetragéo da Barreira Hematoencefalica (PBH) é representada pela relagao
entre as concentragdes em estado estacionario de compostos radiomarcados no cérebro
e no sangue periférico (Ccérebro/Csangue). O PreADMET pode prever dados in vivo das
taxas de penetragao de PBH, classificando os compostos conforme estes parametros:
para uma alta absorgao no sistema nervoso central (SNC) LogCC acima de 0,3, parauma
média absorc¢ao 0,3 ~ 0,1 e para uma baixa absor¢do menor que -1 (MA et al., 2005).

Portanto, nesse parametro farmacocinético apenas os compostos T3, T9, T15 e T16
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estado fora do limite aceitavel apesar de todos apresentarem dados abaixo do composto
tacrina.

Foi realizado o calculo tedrico para a permeabilidade dos compostos quanto a
permeabilidade no SNC, considerando que os alvos estdo no SNC, logo, considera-se
que os compostos com LogPS maior que -2 tem permeabilidade no SNS, enquanto
aqueles com LogPS menor que -3, ndo penetram no SNC. Tendo esses valores como
base, € possivel observar que todos os compostos estudados estdo dentro dos
parametros aceitaveis conforme valores expostos na Tabela 5.

Para os estudos in silico de permeabilidade celular, foi utilizado como parametro
células Caco-2, que sao derivadas do adenocarcinoma do célon humano e possuem
varias vias de transporte de drogas através do epitélio intestinal. Para a previsdo da
permeabilidade das células Caco-2 no PreADMET, sao aplicadas estruturas quimicas a
pH 7,4, faixa essa utilizada nos estudos de permeabilidade as células Caco-2, logo, para
classificar a permeabilidade celular considera-se os valores de LogP 8x10 ca-2 nm/s),
valores menores que 0,1 uma baixa permeabilidade, valores entre 0,1~0,9 possui média
permeabilidade, valores acima e 0,9, alta permeabilidade (YAMASHITA et al., 2000).
Assim todos os compostos analisados possuem uma boa permeabilidade celular tedrica,

de acordo com os valores observados na Tabela 5.

6.4Predicao de toxicidade de derivados da tacrina

Ainda se analisou a toxicidade de todos os derivados propostos da tacrina, atraves
do Web server, ProTox-ll. Foi realizado calculos para os paradmetros como a
hepatotoxicidade ou Lesado Hepatica Induzida (LHI). Foi calculado também a predigéo de
carcinogenicidade, a predicao de mutagenicidade bem como a predicao citotoxicidade,
calculamos ainda a probabilidade de ativagdo do receptor aril-hidrocarboneto (AhR) o
qual esta envolvido com lesdes renais. Além disso, foi possivel predizer a dose letal DL50,
que é a quantidade de uma substancia capaz de matar 50% dos animais testados. Por
fim, a classe de toxicidade foi analisada, em que, 1 representa o indice muito toxico, 2
téxicos, 3 relativamente téxico 4 prejudiciais, 5 pode ser prejudicial e 6 nao toxico

conforme mostrado na (Tabela 6). E possivel observar um padrdo na probabilidade de
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serem negativos para hepatotoxicidade, ja que todos apresentam risco baixo de
hepatotoxicidade. A classificacdo da toxicidade relativa dos compostos foi realizada com
a predicdo de acordo com a (EC, 2008) proposta de grau 1 (DL50 < 5 mg/Kg) =
extremamente toxico; grau 2 (DL50 = 5-50 mg/Kg) = muito toxico; grau 3 (DL50 = 50-300
mg/Kg) = toéxico; grau 4 (DL50 = 300-2000 mg/Kg) = moderadamente toxico; grau 5 (DL50
<2000 g/Kg) = praticamente atoxico. No entanto destaca-se que a DL50, e a classe de
toxicidade todos derivados analisados apresentaram valores melhores quando

comparado a o farmaco tacrina (Tabela 6).
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Tabela 6: Predicio de toxicidade onde (-) negativo, (+) positivo e probabilidade P(A) de 0 a 1 de ser positivo

ou negativo.
COMP LHI CANCER MUTAGENICO CITO AhR DL50 CLASSE
P(A) P(A) P(A) P(A) P(A) (mg/Kg)
™ (-)0,66 (-)0,70 (+) 0,90 (-)0,72 (+) 0,94 136 3
T2 (-)0,66 (-)0,69 (+) 0,89 (-)0,71 (+)0,89 136 3
T3 (-)0,66 (-)0,55 (+) 0,81 (-)0,63 (+)0,62 136 3
T4 (-)0,62 (-)0,72 (+) 0,87 (-)0,74 (+)0,81 136 3
T5 (-)0,59 (-)0,71 (+) 0,88 (-)0,76 (+)0,79 136 3
T6 (-)0,62 (-)0,69 (+) 0,88 (-)071 (+)0,78 136 3
T7 (-)0.62 (-)0,69 (+) 0,88 (-)0,71 (+)0,78 136 3
T8 (-)0,62 (-)0,71 (+) 0,72 (-)0,72 (+) 0,67 136 3
T9 (-)0,67 (-)0,53 (+) 0,73 (-)0,67 (+)0,58 135 3
T10 (-)0,67 (-)0,67 (+) 0,87 (-)0,70 (+)0,84 134 3
T1 (-)0,63 (-)0,67 (+) 0,86 (-)0,68 (+)0,73 136 3
T2 (-)0,67 (-)0,63 (+) 0,83 (-)0,69 (+)0,75 137 3
T3 (-)0,62 (-)0,72 (+) 0,72 (-)0,78 (+) 0,67 136 3
T4 (-)0,66 (-)0,70 (+) 0,90 (-)0,72 (+)0,94 134 3
T15 (-)0,66 (-)0,70 (+) 0,90 (-)0,72 (+)0,94 136 3
T16 (-)0,67 (-)0,70 (+) 0,67 (-)0,65 (+)0,57 138 3
T17 (-)0,65 (-)0,64 (+) 0,86 (-)0,74 (+)0,81 136 3
T18 (-)0,65 (-)0,64 (+) 0,85 (-)0,74 (+)0,77 136 3
T™9 (-)0,58 (-)0,67 (+) 0,86 (-)0,78 (+)0,67 137 3
Tac (-)0,67 (-)0,65 (+) 0,91 (-) 0,72 (+)1 40 2

6.5Predigcao metabdlica de derivados da tacrina

Utilizando o ADMET Predictor®, realizamos inicialmente uma predicao
metabdlica para o farmaco tacrina afim de validarmos nosso método e compararmos os
resultados dos derivados propostos. A predi¢ao identificou potenciais vias metabdlicas e

metabdlitos primarios (M1a, M2a, M3a e M4a) derivados do farmaco tacrina. Previu-se
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que a tacrina seria extensivamente metabolizada pelas enzimas CYP1A2 e CYP2DG6,
como metabolismo de fase I.

Essas enzimas catalisam modificagdes estruturais, resultando na formagao dos
metabdlitos M1a, M2a, M3a e M4a, o metabdlito predominante M1a, é reconhecido como
o principal intermediario reativo responsavel pela toxicidade dados estes que corroboram

com a literatura. Os metabdlitos subsequentes incluem M2a, M3a e M4a figura 18.
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Figura 18: Via metabdlica da tacrina mediadas pelas enzimas CYP1A2 e CYP2DG6.

Realizamos uma predicdo metabdlica para todos os compostos planejados,
apresentamos aqui os que apresentaram melhores resultados tedricos. Estudos de
predicao metabdlica revelaram que nossos compostos exibiram resultados teoricos
favoraveis em comparacao com a tacrina. Foi possivel observar que, a probabilidade de
formacdo de intermediarios reativos foi significativamente reduzida. A principal
transformacao metabdlica observada foi a substituicdo de um grupo metil por um grupo
hidroxila (-OH) (GOMBAR, et al., 2006).

Realizamos uma analise abrangente dos perfis metabdlicos de todos os
derivados propostos e os comparamos com o perfil metabdlico da tacrina no contexto do
complexo enzimatico CYP. Apresentamos aqui os resultados dos compostos T12 e T13
os apresentam melhores desempenho em todas as analises. Nossa avaliagao revelou
uma formacéo significativa dos provaveis metabdlitos MT1b e MT2b no composto T12

figura 19, representando 35% e 30% do total de produtos metabdlicos, respectivamente.
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Figura 19: Predicoes metabdlicas de fase | do derivado de tacrina modificado por selénio (composto T12)
mediadas pelas enzimas CYP2D6, CYP2D9 e CYP3A4.

Catalisada principalmente pelas isoformas CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4, a
biotransformag¢ao do composto T13 resultou em multiplos metabdlitos oxigenados, dos

quais MT1c e MT2c, cada um com 20%, emergiram como os principais metabdlitos figura
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Figura 20: Vias metabdlicas do derivado de tacrina modificado por selénio (composto 13) mediadas pelas
enzimas CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4.
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Cabe destacar que a predigdo do perfil metabdlico foi realizada para todos os
compostos estudados. Entretanto, com o intuito de priorizar as moléculas com maior
potencial terapéutico identificado em etapas prévias, optou-se por apresentar
detalhadamente os resultados obtidos apenas para os compostos mais promissores.
Essa descoberta sugere que as vias metabdlicas catalisadas por CYP2D6, CYP2D9 e
CYP3A4 sao predominantemente utilizadas durante a biotransformacdo desses
compostos. Notavelmente, apesar da alta atividade metabdlica observada, os metabdlitos
gerados a partir desses derivados ndo apresentam caracteristicas estruturais tipicamente
associadas a hepatotoxicidade. Essa observagao destaca a seguranga potencial desses
compostos, pois a auséncia de metabdlitos hepatotdxicos pode reduzir a possibilidade
de efeitos adversos relacionados ao figado, uma preocupagdo comum no

desenvolvimento de compostos que tém como alvo o complexo CYP.

6.6 Analises de docking molecular de derivados da tacrina

Apods a obtencgéo dos resultados anteriores foram realizados estudos de docking
molecular, para verificar a afinidade de interacdo dos derivados com seus alvos.
Inicialmente foi realizada a validacdo do método de acoplamento, (redocking), pelo
encaixe das estruturas dos ligantes padrbes tacrina, AChE e WCA (BACE1), com
informagdes cristalograficas descritas em literatura, até a obtengdo da conformacao,
semelhante a informacgéo cristalografica. A comparagao entre os ligantes cristalograficos
(cor vermelha) e a melhor conformacao obtida (cor azul) dos ligantes, mostraram as
posicoes satisfatorias e mais estaveis (conformacgdo de orientagdo) com valores de
RMSD (root-mean-square deviation) de 0,971 e 0,945 A para tacrina, AChE e WCA para
BACE1 figura 21. Os valores do desvio médio (RMSD) devem estar no intervalo entre O

e 2 A para ser aceitaveis.
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Figura 21: Validagao da metodologia de docking molecular de A AChE (Homo sapiens, PDB 7E3I) e

BACE1 (Homo sapiens, PDB 4XSS) com seus respectivos ligantes cristalograficos (tacrina e WCA).

Nessa etapa, foi estimada a energia de interagdo do complexo receptor-ligante.

Os compostos foram submetidos a docagem molecular para AChE e sua isoforma

Butirilcolinesterase (BUAChE) assim como para a BACE1 e sua isoforma (-secretase 2

(BACE2), os resultados estdo demonstrados conforme valores de score mostrado na

(Tabela 7).
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Tabela 7: Resultados dos valores de afinidade de ligagdo (AG), em - kcal/mol, dos derivados da tacrina

com Acetilcolinesterase (3-secretase 1.

Comp. AG (-kcal/mol) AG (-kcal/mol) AG (-kcal/mol) AG (-kcal/mol)

(AChE) (BuAChE) (BACE1) (BACE2)
T -10,2 -9,8 -9,2 -9,0
T2 -10,4 -10,1 -9,1 -8,9
T3 -10,5 -9,3 -8,9 -8,9
T4 -10,4 -9,5 -9,0 -8,8
T5 -10,6 -9,6 -9,0 -8,9
T6 -10,1 -9,6 -9,1 -8,8
T7 -10,2 -9,8 -9,0 -8,9
T8 -11,5 -10,7 -9,3 -9,6
T9 -10,1 -9,5 -9,0 -8,9
T10 -10,1 -9,8 -9,3 -9,2
T11 -9,7 -10,1 -9,0 -8,8
T12 12,7 -10,8 -9,3 -9,5
T13 11,7 -11,9 -9,9 -9,7
T14 -12,4 -12,0 -10,0 -9,8
T15 -9,8 -11,2 -10,7 -9,1
T16 -10,2 -8,0 -9,3 -7,5
T17 -9,8 -9,6 -9,0 -8,7
T18 -10,7 -9,9 -9,0 -8,7
T19 -10,2 -9,7 -9,3 -9,1
Tacrina -9,3 -8,2 -9,3 -1,7

Através da avaliagao dos resultados da Tabela 7, foi possivel observar que houve
um padrao de interagao para os compostos de T12 a T14 em que foi obtido os melhores
scores de energia de ligacao, tanto para os alvos primario quanto para suas isoformas.
O composto com a menor energia de interagdo foi composto T12, o qual contém um
grupamento mesitila. Destaca-se, por tanto, as interagbes do grupo mesetileno com os
aminoacidos substituidos com anel aromatico do sitio anidnico, sendo essas interagdes

do tipo 1r-sigma com o Trp86 e Tyr 337, além da interagdo Tr-alquil com um aminoacido
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catalitico His447 e outras interagdes hidrofébicas com aminoacidos do sitio ativo figura

22.
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Figura 22: Mapa de interagdo do composto T12 e AChE a melhor orientagéo ligante recptor A e interagéao

2D evidenciando as princiapis interagoes no sitio ativo B.

Outro composto que demonstrou uma interagao significativa foi o composto T12,
que também apresentou um dos menores scores de energia de interagdo. Destacando
as interagdes das ligagdes convencionais de hidrogénio com aminoacidos importantes do

sitio ativo como Trp86, Trp439 e Tyr449 além de outras interagdes com aminoacidos dos

sitios periféricos figura 23.
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Figura 23: Mapa de interagcdo do composto T13 e AChE a melhor orientagao ligante recptor A, perfis de

[ Pi-eistacked
|:| Pi-Pi T-shaped
B |:| Pi-alkyl

interagdo 2D mostraando as principais interagdes B.

Para a analise docking da BACE1 o composto T15 obteve o melhor score de

interacao figura 24.
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Figura 24: Mapa de interagdo do composto T15 e BACE1 a melhor orientagao ligante recptor A, perfis de

interagdo 2D mostraando as principais interagdes B.

No composto T15, foi possivel observar interagdes importantes de natureza -
aniénica com um aminoacido essencial, o aspartico (Asp32), situado no sitio catalitico da
BACE1. Além disso, foram determinadas interacdes hidrofdbicas com residuos de
aminoacidos alojados dentro dos limites da regido da alga que abrange a bolsa catalitica

incorporada mostrado na figura 24.

6.7 Analises por simulagdao de Dinamica Molecular

Para garantir a confiabilidade de nossos resultados e validar a estabilidade do
sistema, combinamos o docking molecular com simulagdes de dindmica molecular (DM).
Os resultados do docking para os complexos AChE-tacrina, AChE-Composto T12 e
AChE-Composto T13, bem como a apoproteina AChE, foram submetidos a simulagdes
de DM de 100 ns para analisar seu comportamento atdmico em detalhes. O desvio
quadratico médio (RMSD), a flutuagao quadratica média (RMSF) e o numero de ligagbes
de hidrogénio foram calculados para os trés complexos. Simulacbes da apoproteina
AChE também foram conduzidas para melhor compreender seu comportamento atdmico

intrinseco. Os resultados de RMSD de simulagdes triplicadas da estrutura proteica para
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cada sistema revelaram que a apoproteina AChE tende a se estabilizar em torno de 40
ns, com valores de RMSD variando entre 0,4 e 0,6 nm.

Os resultados foram consistentes entre as triplicatas para o Composto T12,
enquanto flutuagdes ligeiramente mais pronunciadas foram observadas para a tacrina e
o Composto T13. Esses achados sugerem que todos os trés ligantes exibem algum grau
de movimento dentro do sitio de ligagdo, com o Composto T12 demonstrando a maior
estabilidade. No geral, os dados de RMSD destacam a estabilidade e a dindmica
conformacional da AChE quando ligada a diferentes ligantes. Embora cada ligante induza
algum nivel de flutuagdo, a estrutura da proteina permanece estavel, indicando uma
ligacao eficaz sem grandes interrupgoes.

Em resumo, considerando o complexo AChE-Tacrina, a estrutura proteica se
estabiliza em torno de 0,4 nm apds 20 ns, e os atomos pesados do ligante se estabilizam
em 0,4 nm apds 40 ns, indicando instabilidade inicial seguida de estabilidade (Figura 25-
A). Em relagdo ao composto selenado T12, tanto a AChE quanto o ligante se estabilizam
rapidamente em torno de 0,4 nm, indicando um complexo estavel ao longo da simulagao
(Figura 25-B), e um comportamento semelhante foi observado no complexo AChE-
Composto T13 (Figura 25-C).

A AChE - Tacrina B AChE - Composto T12 € AChE-Composto T13

0.6 06 HMW M 0,6 -

RMSD (nm)

RMSD (nm)

RMSD (nm)
o
=

o
o

0.2

0.0 T T T ) 1 . . . . .00 T T |
] 20 40 60 80 100 0 20 40 80 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo (ns) Tempo (ns) Tempo (ns)

—— AChE Ligante

Figura 25: Analise de RMSD de complexos de AChE com Tacrina (A), Composto T12 (B) e Composto T13
(C). O RMSD da estrutura da proteina AChE (ajustada a sua propria estrutura) € mostrado em magenta,

enquanto o RMSD dos atomos pesados do ligante (ajustados a estrutura da proteina) € mostrado em azul.

De forma abrangente, os dados de RMSD indicam que todos os trés ligantes
apresentam flutuagdes iniciais, que se estabilizam ao longo do tempo. No entanto, tanto

os Compostos T12 quanto T13 apresentam perfis de estabilidade semelhantes,
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sugerindo que formam complexos mais estaveis com a AChE em comparagao com a
Tacrina. A estabilizagdo dos valores de RMSD para os ligantes implica que eles
permaneceram dentro do sitio de ligacdo durante todo o periodo da simulagdo, sem
dissociacgéo significativa.

Os valores de flutuagdo quadratica média (RMSF) foram calculados para avaliar
a flexibilidade dos residuos da cadeia proteica durante as simulagbes de MD. A RMSF
quantifica o desvio médio da posicdo de cada atomo em relacédo a sua posicdo media ao
longo de uma simulac¢do ou dentro de um conjunto de estruturas. Os valores de RMSF
obtidos em todas as execugdes triplicadas para a apoproteina AchE e seus complexos
com tacrina Composto T12 e Composto T13 indicam que a maioria dos residuos exibe
baixa flutuacao, refletindo estabilidade estrutural.

No entanto, observou-se aumento da flexibilidade na regido em torno do residuo
600 em todos os sistemas, consistente com a natureza dindmica dos dominios terminais
da proteina. O alinhamento e a consisténcia dos valores de RMSF entre as triplicatas,
representados pela linha mediana, confirmam a confiabilidade e a reprodutibilidade dos
resultados. Essa consisténcia ressalta a area comum de flexibilidade ou desordem na

estrutura da AChE figura 26 e reforca a estabilidade dos complexos analisados.
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Figura 26: Analise RMSF da estrutura proteica da apoproteina AChE (linha azul suave) e seus complexos

com Tacrina (linha azul escura), Composto T12 (linha rosa) e Composto T13 (linha vermelha).
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No complexo AChE-Tacrina, o numero de ligagdes de hidrogénio flutua mais
significativamente entre as triplicatas, com uma mediana de aproximadamente 1. Isso
sugere ligagdes de hidrogénio em menor numero e menos estaveis em comparagao com
os compostos derivados. Para o complexo AChE-Composto T12, o numero de ligagdes
de hidrogénio apresenta variagdo moderada, com uma mediana em torno de 2, indicando
que o Composto T12 forma ligagbes de hidrogénio mais estaveis com a AChE em
comparagao com a Tacrina. Finalmente, o complexo AChE-Composto T13 demonstra o
maior numero de ligagdes de hidrogénio, com uma mediana de aproximadamente 3. Além
disso, as flutuacdées sdo mais moderadas entre as triplicatas, sugerindo que o Composto
T13 forma as ligagdes de hidrogénio mais estaveis com a AChE entre os ligantes
testados.

As medianas entre as triplicatas para cada complexo estdo resumidas na figura
25, reforgcando a conclusdo de que o Composto T13 da AChE exibe as ligagcbes de
hidrogénio mais estaveis e numerosas, seguido pelo Composto T12 e pela Tacrina. Essas
descobertas destacam o potencial do Composto 13 para formar interagdes estaveis com

AChE, ressaltando sua eficacia como um ligante promissor figura 27.
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Figura 27: Numero de ligagdes de hidrogénio formadas ao longo do tempo para AChE em complexo com

Tacrina (linha azul suave), Composto T12 (linha azul escura) e Composto T13 (linha rosa).
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6.8 Sitese dos derivodos proposto

Em relacdo aos derivados da tacrina, conforme mencionado anteriormente, este
trabalho aborda a sintese e a otimizagdo das condigbes de reagao para a obtengao de
derivados desses compostos, que ja estavam em andamento. Todas as modificagdes
moleculares propostas inicialmente foram na posigcao C7 do anel aromatico do farmaco.

de acordo com os procedimentos conduzidos conforme o (Esquema 1).
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Esquema 1: Etapas sintéticas para obtencéo de derivados da tacrina (SACRAMENTO, et al., 2024).

6.9 Avaliagao in vitro da atividade antioxidante

A analise da atividade antioxidante do composto T12 foi conduzida utilizando os

testes DPPH, ABTS e FRAP, que exploram distintos mecanismos de neutralizacdo de
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radicais livres. A Vitamina C, reconhecida por sua elevada capacidade antioxidante e
eficiéncia na eliminacédo de espécies reativas de oxigénio, foi empregada como controle
positivo, nas mesmas concentracdes utilizadas para o composto testado. No teste DPPH,
que mede a habilidade de doagéo de elétrons ou hidrogénios diante do radical estavel
2,2-difenil-1-picril-hidrazil, o derivado T12 demonstrou uma atividade antioxidante
reduzida nas concentragdes avaliadas (10-500 uM), apresentando percentuais de
neutralizacdo consideravelmente menores em comparagao ao controle positivo. Embora
tenham sido registradas pequenas variagbes estatisticamente significativas em algumas
concentragodes (*p < 0,05), os indices ndo ultrapassaram 30% de neutralizagéo, sugerindo
um desempenho modesto em relagao a esse radical.

No teste de ABTS, que avalia a habilidade de eliminar o radical catidbnico ABTS-",
os dados revelaram uma baixa eficacia antioxidante. Embora o composto tenha induzido
uma leve diminuigao do radical nas concentragdes de 10, 50 e 500 pM (**p < 0,01; ***p <
0,001), os indices de neutralizagdo se mostraram consideravelmente inferiores aos do
controle positivo. Esses resultados indicam que T12 apresenta uma capacidade limitada
de atuar pelo mecanismo de captura dos radicais do tipo ABTS".

No teste FRAP, que verifica a habilidade redutora dos compostos em relagao aos
ions férricos, o T12 evidenciou um efeito antioxidante somente na concentracdo maxima
testada (500 uM), mostrando um aumento significativo na absorbancia em comparagao

ao controle negativo (***p < 0,001) figura 28.
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Figura 28: Atividade antioxidante do derivado T12 avaliada pelos ensaios DPPH, ABTS e FRAP,
comparando com a tacrina na concentragdo de 50uM. Os dados estdo expressos em média + erro padrao
da média (n= 3). A significancia estatistica foi considerada para p < 0,05. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001 quando comparado com o controle negativo. As analises foram feitas por ANOVA de uma via seguido
pelo teste post hoc de Tukey.

No ensaio DPPH, os resultados indicaram que T13 nao apresentou atividade
antioxidante significativa em nenhuma das concentracbes testadas (10-500 uM),
mantendo percentuais de neutralizacdo muito inferiores ao controle positivo, cuja
atividade foi altamente significativa (***p < 0,001). A auséncia de significancia estatistica
em todas as concentragdes sugere que T13 tem baixa ou nula capacidade de doar
elétrons ou atomos de hidrogénio para neutralizar o radical DPPH.

Resultados semelhantes foram observados no ensaio ABTS. Ainda que o
composto tenha demonstrado alguma atividade antioxidante na maior concentragao
testada (500 pM, *p < 0,05), os niveis de neutralizagdo dos radicais ABTS+* foram
consideravelmente inferiores ao controle positivo, indicando eficacia limitada. Em
concentragbes mais baixas, a atividade antioxidante foi praticamente ausente, com
valores proximos aos do controle negativo.

No ensaio FRAP, que avalia o potencial redutor do composto frente aos ions
férricos, o derivado T13 apresentou baixa capacidade antioxidante, evidenciada por
valores de absorbancia discretos e sem significAncia estatistica na maioria das
concentragdes. Apenas em 500 uM foi observado um leve aumento da atividade redutora,

embora ainda distante dos niveis obtidos pela tacrina (***p < 0,001) figura 29.
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Figura 29: Atividade antioxidante do derivado T13 avaliada pelos ensaios DPPH, ABTS e FRAP,
comparando com a tacrina na concentragdo de 50uM. Os dados estdo expressos em média + erro padrao
da média (n= 3). A significancia estatistica foi considerada para p < 0,05. *p < 0,05 e ***p < 0,001 quando
comparado com o controle negativo. As analises foram feitas por ANOVA de uma via seguido pelo teste
post hoc de Tukey.

6.9Planejamento e estudos QSAR de derivados da vortioxetina

Alguns descritores das propriedades QSAR foram calculados para derivados da
vortioxetina. Nesses estudos, foi possivel observar algumas caracteristicas importantes
e relevantes para moléculas cuja finalidade sao alvos proteicos. Os dados de LogP e EH,
bem como de Polarizabilidade e Massa Molecular obtidos para os compostos
apresentados na (Tabela 8) com valores LogP, EH, onde os maiores valores de LogP
indicam sua maior lipofilicidade, assim como os menores valores de EH (kcal/mol),
representando a menor energia liberada em contato com o solvente aquoso, diretamente

relacionado com a lipossolubilidade (Tabela 8).
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Tabela 8: Propriedades tedricas de solubilidade e permeabilidade de derivados da vortioxetina, calculos

realizados pelo método PM3.

Compostos LogP EH Polarizabilidade Massa molecular
(kcal/mol) (A3) (da)
V1 3,84 -2,04 35,28 345,25
V2 2,91 -3,86 31,61 317,29
V3 2,66 -5,52 34,08 347,32
V4 3,38 -2,62 33,45 331,32
V5 3,43 -3,66 33,54 351,74
V6 3,05 -3,68 31,52 335,28
v7 3,79 -3,37 33,17 385,29
V8 3,91 -4,34 38,88 367,35
V9 3,91 -4,35 38,88 367,35
V10 3,38 -3,14 33,45 331,32
V11 2,66 -4,31 34,08 347,32
V12 3,43 -3,75 33,54 351,54
V13 3,79 -3,45 33,17 385,29
V14 4,67 -2,84 34,74 453,29
V15 3,70 -3,77 34,24 396,19
V16 3,52 -2,92 33,85 407,19
V17 -0,49 -13,13 33,91 363,30
Vortioxetina 4,46 -2,60 36,03 298,45

6.10 Analises DFT dos derivados da vortioxetina

De acordo com as analises de DFT dos derivados da vortioxetina, podemos
observar que HOMO e PI, quando comparados entre si e entre a vortioxetina nao ha
diferenca significativa. Como o maior valor de HOMO e o menor valor de Pl estédo
diretamente relacionados com a capacidade de doar elétrons, e a capacidade doadora
de elétrons caracteriza o composto como nucleofilico, tendo nucleofilicidade
relativamente préxima (ANTONCZAK, 2008). Logo, os compostos V16 e V17
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apresentaram maiores valores de HOMO, portanto, teoricamente, eles apresentam maior

capacidade para doar elétrons conforme valores apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Propriedades tedricas relacionadas a reatividade molecular de derivados selenados da

vortioxetina.
Compostos HOMO LUMO GAP Pl
(eV) (eV) (eV) (kcal/mol)
V1 -6,63 -4,95 1,68 155,60
V2 -6.52 -5.00 1.51 156,87
V3 -6.57 -4.97 1.59 150,60
V4 -6,52 -4,98 1,54 155,50
V5 -6.52 -4.98 1.54 156,87
V6 -6,53 -4,96 1,57 155,28
v7 -6,61 -4.99 1.61 156,87
V8 -6,67 -5,66 1,01 149,99
V9 -6,62 -5,78 0,84 148,99
V10 -6.70 -4.88 1,81 150,60
V11 -6.64 -4.82 1,82 150,60
V12 -6.66 -4.81 1.85 156,87
V13 -6.64 -5.00 1.64 156,87
V14 -6.60 -5.05 1.55 163,15
V15 -6.82 -4.94 1.88 156,87
V16 -4, 77 -4,43 1,05 155,99
V17 -5,00 -4,06 1,65 157,23
Vortioxetina -7.79 -5.15 2.63 150,60

O potencial de ionizagao (PIl) é a energia necessaria para a retirada de um elétron
ou doacao de um elétron em uma reacao redox de uma molécula, podendo assim, esses
valores tedricos representarem possiveis interagcdo com enzimas antioxidantes. Apenas
os compostos V3, V9, V10, e V11 apresentaram valores menores, 0s quais, teoricamente,

seriam os compostos menos reativos em relagédo as enzimas antioxidantes. Para analisar
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0s parametros teoricos avaliados no estudo de relagio estrutura e atividade, tem-se como
padrdo que, menores valores de Pl indicam melhor estabilidade da forma cation radical
e, consequentemente, ativos pelo mecanismo SET (Single electron transfer).

Ja o LUMO, esta relacionado com a capacidade de receber elétrons, e GAP com
a estabilidade do composto. Diferengas significativas foram observadas apenas para os
compostos V8 e V9, que mostraram uma diferenga significativa para LUMO evidenciando
uma deficiéncia em elétrons, podendo indicar sitios de acepgéo de grupos nucleofilicos
através de ataque por grupos ricos em elétrons (XUE et al., 2014).

Os orbitais moleculares de fronteira, desempenham um papel fundamental na
analise da reatividade quimica de uma molécula quando essa interage com uma enzima
ou proteina alvo. Para realizar essa analise, verificou-se os mapas de distribuicdo
eletrébnica correspondentes ao HOMO e LUMO das moléculas Vortioxetina e Se-
Vortioxetina conforme mostrado na figura 30. A finalidade dessa investigagao consiste
em comparar essas distribui¢cdes eletrénicas a fim de determinar se a presencga do atomo

de selénio exerce influéncia significativa na referida distribuigéo.
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Figura 30: Topologias dos orbitais HOMO dos derivados da vortioxetina.
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Adicionalmente, realizou-se uma comparagao entre o composto V1, que € um
derivado selenado, mas que apresenta uma variagdo na estrutura aromatica em relagao
a vortioxetina, na medida em que ndo possuem os grupos metila. Esse estudo visa avaliar
a possivel influéncia das metilas na distribuicdo eletronica dos orbitais moleculares.
Contudo, pode-se observar que ha diferengas na distribuigdo de HOMO quando substitui
o atomo de enxofre por um atomo de selénio V1, e uma diferengca na distribuigcao
densidade de HOMO no composto sem as metilas V2, esse sendo atraida para o anel
vizinho a piperazina (Figura 28). No entanto, também se realizou a comparagdo com
outros compostos, que possuem diferentes caracteristicas.

Destaca-se ao observar os resultados, um indicio de que o atomo de selénio
desempenha um papel mais substancial na configuragdo do mapa de HOMO, com uma
contribuigdo mais expressiva na diregdo do grupo xileno do composto V1, em relagéo ao
enxofre presente na vortioxetina. Ademais, foi possivel notar uma inversao na dinamica
observada no mapa de LUMO, quando comparando o mapa de HOMO da vortioxetina e
Se-vortioxetina composto V1, no qual o enxofre assume uma contribuicdo mais
preponderante em relacéo ao selénio (Figura 29).

Além disso, foi possivel observar um padrdao de distribuicdo da densidade
eletrénica de LUMO, com diferenca apenas em compostos com substituintes de mesma
caracteristica quimica. Porém em posicdes de substituicado diferente como o composto
V5 substituido na posigéo para ao selénio com grupo retirador de elétrons (cloro) no qual
atrai a densidade eletrénica de LUMO para o anel aromatico modificado. Ja o composto
V12 onde o grupo cloro esta na posi¢ao orto ao selénio a densidade eletrénica de LUMO
continua no anel aromatico da estrutura base, conforme mostrado na (Figura 29). Da
mesma forma os compostos V4 e V10 possuem uma distribuicido da densidade eletrénica
de LUMO diferente, mesmo sendo substituintes com caracteristica iguais, sendo
doadores de elétrons, mostrando entdo que a posicdo pode estar induzindo a
caracteristica aceitadora ou doadora elétrons dos compostos interferindo na capacidade

antioxidante ou pré oxidante da molécula Figura 31.
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Figura 31: Mapa de distribuicdo de LUMO, de derivados da vortioxetina.

94



6.11  Estudos farmacocinéticos e toxicolégicos dos derivados da vortioxetina

O estudo de absorcédo e distribuicao para os derivados propostos da vortioxetina

foi realizado. As predicbes de propriedades farmacocinéticas que afetam a

biodisponibilidade estdo expostas na tabela 10, com isso os parametros AlIH, PBH e

Permeabilidade foram analisados para os derivados da vortioxetina. Sendo assim, péde

observar-se que os compostos tém uma boa biodisponibilidade, pois estdo dentro do

aceitavel para um candidato a farmaco. Apenas o composto V2 nado teve um bom

parametro de biodisponibilidade para ultrapassar abarreira hemato encefalica conforme

exposto na (Tabela 10).

Tabela 10: Predi¢des das propriedades farmacocinéticas dos derivados da Vortioxetina.

Compostos AlH PBH Permeabilidade
(%) (LogCC) (Pcaco-2 nm/s)
V1 100 0,05 1,34
V2 87,67 -0,01 1,48
V3 84,73 0,03 1,35
v4 84,07 0,03 1,50
V5 97,34 0,01 1,51
V6 87,95 0,02 1,63
v7 96.60 1,11 1,48
V8 99,68 1,26 1,44
V9 99,00 1,23 1,47
V10 84,27 0,04 1,50
V11 84,99 0,03 1,57
V12 98,30 0,02 1,50
V13 97,57 1,08 1,50
V14 95,00 1,08 1,11
V15 98,23 0,01 1,50
V16 97,27 0,09 1,50
V17 74,74 0,17 1,19
Vortioxetina 94,48 0,94 1,34
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Para a absorgao conforme estes parametros: alta absor¢ado SNC LogCC acima de
0,3; para uma média absorcao 0,3 ~ 0,1; para uma baixa absor¢ao menor que -1.A analise
do perfil toxicoldgico dos produtos da vortioxetina foi conduzida por meio do software
Derek Nexus, que é uma ferramenta de avaliagdo fundamentada em regras estruturais e
amplamente utilizada na triagem inicial de toxicidade de substancias potenciais para
medicamentos. Este sistema se baseia em um banco de dados robusto de alertas
toxicolégicos estruturais, correlacionando subestruturas moleculares determinadas com
efeitos negativos identificados na literatura cientifica e em bancos de dados de toxicidade
tabela 11.

Tabela 11: Predi¢ao de toxicidade para os derivados propostos da vortioxetina.

Compostos Carcinﬁgenicidade em Hepatotoxicidade Sensibilizagao
umanos em Humanos da pgle
V1 - - PLAUSIVEL
V2 - - PLAUSIVEL
V3 - - PLAUAIVEL
V4 - - PLAUSIVEL
V5 - - PLAUSIVEL
V6 - - PLAUSIVEL
v7 - - PLAUSIVEL
V8 - - PLAUSIVEL
V9 - - PLAUSIVEL
V10 - - PLAUSIVEL
V11 - - PLAUSIVEL
V12 - - PLAUSIVEL
V13 - - PLAUSIVEL
V14 - - PLAUSIVEL
V15 - - PLAUSIVEL
V16 - - PLAUSIVEL
V17 PLAUSIVEL - PLAUSIVEL
Vortioxetina - EVIDENCIAS PLAUSIVEL
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O alerta sobre a toxicidade dos compostos projetados abrange tanto a espécie
humana quanto a do camundongo. Para essa analise, o software utiliza substancias
potencialmente nocivas, selecionadas como controles positivos para a validacdo da
ferramenta computacional. O sistema executa essa avaliagcdo fundamentando-se nas
regras predefinidas e descreve a conexao entre uma caracteristica estrutural e um grupo
téxico que pode ser responsavel por determinados tipos de toxicidade. Além da
toxicidade, considera-se que o DEREK também consegue identificar elementos
especificos ligados a carcinogenicidade, mutagenicidade, sensibilizagdo cutanea,
irritacao, teratogenicidade, hepatotoxicidade e neurotoxicidade (YAMASHITA et al., 2000;
CUNHA et al., 2015).

Os compostos estudados mostraram reagdes variadas em relacédo ao potencial de
toxicidade, com énfase na sensibilizacdo da pele e na carcinogenicidade como os
principais aspectos ativados. A seguir, serdo apresentados os principais resultados
preditivos para cada um dos derivados.

Foi constatado que todos os compostos derivados da vortioxetina analisados
mostraram indicios validos de potencial para causar sensibilizacdo na pele. Essa
categorizagao sugere que as composi¢cdes moleculares possuem elementos quimicos
que, conforme a literatura especializada em toxicologia, apresentam provas suficientes
para estarem ligadas a esse tipo de reagao adversa.

O aviso fundamentado surge quando existe um conhecimento sdlido acerca da
interacdo de certos grupos funcionais com proteinas da epiderme, embora o risco real
esteja atrelado a variaveis como a absorcédo pela pele, o metabolismo na regido e a
regularidade da exposi¢do. Entre as subestruturas frequentemente ligadas a

sensibilizacao

6.12 Estudo de docking molecular para os derivados da vortioxetina

Nesta etapa foram realizados estudos de docking molecular, a fim de prever as
interacdes dos derivados da vortioxetina com os receptores 5HT (serotonina) o sistema

serotoninérgico que possui cerca de 14 receptores associados a proteina G, verificou se
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também o perfil de interagao para as proteinas MAO-A e MAO-B os scores de interagao
foram analisados para os quatro receptores que a vortioxetina tem agao conforme (Tabela
12).

Tabela 12: Resultados dos valores de afinidade de ligacdo (AG), em - kcal/mol, dos derivados da

vortioxetina com os receptores 5-hidroxitriptamina 1 B, (5-HT1B) e 5-hidroxitriptamina 3A, (5-HT3A).

Compostos (-kcﬁlcl;mol) (AG 5(-:|?erng|) (AG I\(,LIL(,:(:)aI‘;moI) (AG Ifl;;c(:)alleol)
5-HT1B

V1 -8,6 8,0 -8,7 -9,2
V2 -7,8 -7,8 -8,2 -8,2
V3 -8,2 -7,2 -8,2 -8,6
V4 -8,1 -7,5 -9,2 -8,7
V5 -8,1 -7,6 -8,3 -8,5
V6 -8,2 -8,2 -8,2 -9,0
v7 -8,8 -7,9 -9,4 -9,7
V8 -9,8 -8,9 -9,0 -9,1
V9 -9,7 -8,9 -10,0 -10,3
V10 -8,4 -7,9 -7,6 -8,7
V11 -8,1 7,7 -7,4 -7,8
V12 -8,3 -8,0 -8,0 -8,6
V13 -9,3 -8,5 -8,9 -9,7
V14 -10,2 -8,3 -9,7 -6,3
V15 -8,6 -7,6 -8,8 -7,8
V16 -8,0 -7,5 -9,3 -8,9
V17 -8,3 7,7 -9,2 -9,1

Vortioxetina -8,4 -7,9 -9.4 -9,4

Este estudo objetivou identificar a interacdo dos derivados propostos e compara-
los com a vortioxetina, a qual possui agao agonista com o receptor 5-hidroxitriptamina
1B, (5-HT1B), e uma grande afinidade com esse receptor. Possui agdo agonista parcial

com o receptor 5-hidroxitriptamina 3 A, (5-HT3A) e afinidade moderada, no caso do
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receptor 5-hidroxitriptamina 3A, (5-HT3A), a vortioxetina tem agédo antagonista com uma
afinidade moderada (OKADA et al., 2019).

Os resultados obtidos no estudo de interacdo com os receptores 5-HT1B e 5-HT3A
para os derivados propostos mostraram que alguns desses compostos possuem
possiveis atividades biologicas, pois, alguns tem score de energia de interagdo melhores

que o padrao com atividade conhecida (vortioxetina) figura 32.
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Figura 32: Mapa de interacdo do composto V14 com o receptor 5-HT1B a melhor orientacdo ligante

receptora A, perfis de interagdo 2D mostrando as principais interagdes B.

O composto V14 foi o que obteve o melhor score de interagcdo com o receptor 5-
HT1B, conforme mostrado na figura 30. E possivel observar diversas interacdes com
importantes aminoacidos do bolsao ativo deste receptor, destacando as interacbées como
ligagdes convencionas de hidrogénio com a Tirosina 134 (Thr134) e a Cisteina 133
(Cys133), além de interagbes halogénicas com o Aspartato 129 (Asp129) e Isoleucina
130 (1le130), os aminoacidos Cys133, Asp129 e lle130, estao posicionados de forma que
as cadeias laterais formam uma fenda hidrofdbica. Isso pode explicar a interacdo desses
aminoacidos com a porg¢ao trifluorometila (CF3) do composto V14, cabe destacar também
as interagdes com os aminodacidos Fenilalanina 330 (Phe330) e o Triptofano 327 (Trp327)
0s quais sdo os aminoacidos que podem estar relacionados com a ativagao e inativacao

desse receptor.
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Os receptores 5-HT3, formam complexos homoméricos e heteroméricos que
medeiam uma corrente de entrada de rapida ativagao e dessensibilizagao, no transporte
de ions de sodio e potassio. A subunidade tem um papel crucial no controle de abertura
e fechamento desse canal, e ainda exerce um papel na sensibilizacdo das demais
subunidades, o interesse farmacolégico por esse receptor pode ser tanto agonista como
antagonista.

O composto V8 interage com um conjunto de aminoacidos posicionados na fenda
superior do sitio de ligagéo, destacando as interagdes 17-sigma e 17-1m com 0s aminoacidos
isoleucina 116 (lle116), triptofano 145 (Trp145), tirosina 186 (Tyr186) e a tirosina 193
(Tyr193) Figura 33.
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Figura 33: Mapa de interacdo do composto V8 com o 5-HT3 e a melhor orientagao ligante-receptor A,

perfis de interacdo 2D evidenciando as principais intera¢des B.

A cavidade do sitio de ligagdo da MAO-A, é formada por aproximadamente 11
residuos alifaticos e 5 aromaticos. Nos quais deixa a cavidade com um ambiente muito
hidrofébico, os quatro aminoacidos principais que desempenham um papel importante na
atividade catalitica séo, lisina 350 (Lys305), triptofano 379 (Trp397), tirosina 407 (Tyr407)
e tirosina 444 (Tyr444), na MAO-A.

A MAO ¢é uma flavoenzima, ou seja, dependente de um cofator para realizar suas
fungdes enzimaticas dependente do cofator Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD),

portanto tem um sitio de ligagao longo, divido por grupos preferencias de residuos como
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dominios de ligagdo ao FAD e dominio de interacdo com o substrato os residuos que
interagem com o substrato vai de 89-219 e 295-399 ja os residuos que interagem com o
FAD vai de 220-294 e 400-462, logo nosso composto parece ter preferéncia de ligagao
com o grupo de aminoacidos que interagem com substrato conforme mostrado na figura
34.
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Figura 34: Mapa de interacdo do composto V9 com a MAO-A e a melhor orientagdo ligante-receptor A,

perfis de interagdo 2D mostrando as principais interagdes B.

6.13 Predicao metabdlica da vortioxetina

A previsdao metabdlica para a vortioxetina realizada por meio do software ADME
predictor, com intuito de validarmos o método, bem como o conhecimento sobre os locais
de oxidacgao preferencial do complexo enzimatico citocromo P450 (CYP), sugere que a
vortioxetina é predominantemente metabolizada por meio da hidroxilacdo e oxidacao de
enxofre. Essas transformacgdes sdo consistentes com o metabolismo esperado para
compostos com nucleos aromaticos e contendo heteroatomos, demonstrando a
vulnerabilidade quimica da molécula quanto a biometabolizacido hepatica.

Entre os metabdlitos que podem ser formados, a adi¢do de grupos hidroxila e a
oxidagao do enxofre, que produz sulféxidos e sulfonas, resulta na formacao de espécies

mais polares. Essas modificacdes podem aumentar a hidrossolubilidade e, por esse
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motivo, podem favorecer a eliminagao renal, diminuido assim a biodisponibilidade da

vortioxetina figura 35.
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Figura 35: Predicdo metabdlica da vortioxetina por meio da biotransformagdo mediada por enzimas do

complexo citocromo P450 (CYP).

Essa analise mostrou uma forma de seletividade na inser¢do de grupos
hidroxilas, refletida na maior formacao de certos metabdlitos. Essa seletividade pode ser
explicada pela menor densidade eletronica e menor impedimento estérico em algumas
regides da molécula o que favorece o encaixe com isoformas do CYP, como o CYP2D6
e CYP3A4, que sao frequentemente relatadas como responsaveis pelo metabolismo de
farmacos no geral, dados estes que corroboram com a literatura.

Ao analisarmos a vortioxetina apenas com substituicdo do atomo de enxofre por
selénio na estrutura, observamos que alterou o perfil metabdlico de forma drastica talvez
devido a maior polarizabilidade do selénio e a sua suscetibilidade a processos oxidativos
de oxidacéao do citocromo P450 (CYP). Ha diferengas significativas entre os dois sistemas

na ocorréncia predominante dos principais metabdlitos.
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A vortioxetina tem maior propensdo a produzir metabdlitos hidroxilado e de
enxofre oxidado (sulfoxidos e acidos sulfénicos) (entre 35% e 25%, respectivamente). O
analogo selenado apresentou uma propensao muito menor a oxidagdo de metabdlitos,
exemplificada pelo metabdlito correspondente com maior probabilidade de ser formado
(M1c: 25%). Essa redugcdo pode ser devida aos intermediarios selenados ser
quimicamente mais estaveis ou a ligagdo mais fraca do sistema enzimatico CYP a esses

centros de reacéo Figura 36.
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Figura 36: Principais metabdlitos previstos para o derivado selenado da vortioxetina por agao das

enzimas do citocromo P450.

Nestes resultados, no entanto, ha um maior numero de metabdlitos hidroxilados
no anel aromatico, com alteragdes em sua predominéancia (25%, 20% e 10%). Esses
achados indicam que a presenca de selénio redireciona o metabolismo e diminui a
formacéao deles.

Analisamos os compostos mais promissores, e o composto V8, apresentou um

perfil metabdlico particularmente promissor, distinguindo-o dos demais compostos nos
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estudos de predigcdo metabodlica computacional. Em relagdo aos derivados produzidos
pela acdo das enzimas do citocromo P450 (CYP), as transformagbes oxigenadas sao
mais seletivas para a porc¢ao naftil. Observamos que ha uma probabilidade maior para a
epoxidagao do naftaleno, formando os metabdlitos M2c em (20%) e M4c em (15%) figura
37.

¢ H
s Fok
T .
LA &
gy o Py

MV4c 15% MV3c 15%

/

O

Figura 37: A determinagéo dos principais metabolitos oxidativos do composto V8 ocorre através da
mediagao enzimatica pelo complexo citocromo P450.

O estudo preditivo de metabolismo do composto V14, observamos um
comportamento melhorado quando comparado com a vortioxetina, este também obteve
bons scores em diversas analises tedricas supracitadas. Essa analise centrada na
participacdo do sistema enzimatico do complexo CYP, indicou a formacdo de cinco
principais metabdlitos oxidativos: M1c (20%), M2c (10%), M3c (10%), M4c (10%) e M5c
(10%). Essas transformagbes metabdlicas tém como base, principalmente um

metabolismo oxidativo, de caracteristicas da fase | do metabolismo hepatico figura 38.
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Figura 38: A determinagao dos principais metabdlitos oxidativos do composto V14 ocorre através da

mediagao enzimatica pelo complexo citocromo P450.

Os metabdlitos observados sao formados por hidroxilagdo em posicoes
estratégicas, o metabdlito M1c apresenta hidroxilagdo, em uma posi¢ao distinta da cadeia
lateral representando o principal produto de biotransformagédo com 20% de frequéncia
relativa. O metabdlito M4c, com 10%, apresenta hidroxilagdo semelhante, porém em uma
posicao distinta da cadeia lateral. Ja M2c e M3c exibem padrées mais complexos de
oxidacdo, com multiplas hidroxilagdes, tanto no anel aromatico quanto na cadeia lateral
contendo selénio. Essas modificagdes sugerem uma maior suscetibilidade dessas
regides a bioativagao enzimatica. A presencga de grupos trifluorometila (—CF3) na porgéo
selenofenila pode influenciar significativamente o perfil metabdlico, favorecendo

oxidagdes seletivas.
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6.14 Sintese dos derivados mais promissores da vortioxetina

Quanto aos derivados da vorioxetina, empregamos a abordagem SBDD Structure
Based Drug Design, ou seja, planejamento de farmacos baseado na estrutura do alvo
bioldgico, estes estudos ainda estdo em andamento. Logo, pretendemos sintetizar os
derivados estudados teoricamente que apresentaram os resultados mais expressivos.
Este estudo encontra-se em fase de desenvolvimento conforme mostrado no esquema
2.

NH Zn (15 equiv.)

H NH
O:CI + [Nj THF, 70 °C l\(\) NH,4CI (10 equiv.) ©:N\)
3di ” o
NO, N 1as ©: THF, 70 °C NH,

NO, Ny, 24 h
c d e (70%) f(62%) RSeSeR
‘BUONO (2.6 equiv.) g
ta., Ny, 1h

" NH
L
SeR
R= Avil, Alquil, Naftil

Esquema 2: Etapas sintéticas para obtencéo de derivados da vortioxetina.
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7 CONCLUSOES

As simulagdes computacionais efetuadas através de calculos fundamentados na
Teoria do Funcional da Densidade (DFT) revelaram que os compostos derivados
apresentam diferentes perfis de reatividade, com mudangas notaveis nos valores de
HOMO-LUMO, GAP eletrénico, momento dipolar e eletronegatividade. Essas variagbes
indicam modificagdes significativas em relagao a estabilidade quimica e ao potencial de
interagdes intermoleculares. As propriedades eletrénicas identificadas sugerem que a
adicdo de atomos de selénio pode aumentar a capacidade antioxidante, imitando a
atividade de enzimas.

A alteracéo na estrutura da tacrina e da vortioxetina, através da adicdo de grupos
selenados e substituintes com diversas caracteristicas eletrénicas, levou a criacdo de
compostos com perfis eletrénicos distintos. Andlises DFT mostraram que os compostos
contendo selénio apresentaram valores de GAP eletronico variando entre 0,86 € 1,15 eV,
para derivados da tacrian e 0,84 e 1,88 eV, para derivados da vortioxetina, o que sugere
uma boa estabilidade e um potencial de reatividade regulada para compostos contendo
atomos de selénio. As distribuicdes HOMO-LUMO demonstraram mudangas na
densidade eletrdnica em areas propensas a interagdo com alvos farmacoldgicos.

Analises com docking molecular indicaram que varios compostos possuem altas
afinidades de ligagdo. Os compostos T12, T13 e T14 derivados da tacrina apresentaram
uma energia de ligagcdo entre -11,7 kcal/mol e -12,7 kcal/mol com a enzima AChE,
superando a tacrina padrao, que possui -9,4 kcal/mol, o que sugere um potencial inibitério
mais significativo. Por outro lado, os compostos V8, V9 e V14 derivados da vortioxetina
apresentaram uma afinidade de interagdo que varia entre -9,7 e -10,2 kcal/mol com o
receptor 5-HT1B, sendo comparavel ou até superior a vortioxetina, que apresenta -9,2
kcal/mol, e mostrou interacdes estaveis com residuos cruciais, como Asp129 e Phe330.

As analises realizadas in silico das propriedades ADME-Tox mostraram que os
compostos tém uma boa permeabilidade tedrica, alta absorgéo intestinal e potencial de
atravessar a barreira hematoencefalica (PBH). Os compostos T13 e T14, derivados da
tacrina contendo selénio, ndo apresentaram sinais de hepatotoxicidade, ao contrario da

tacrina original, cuja principal desvantagem € o seu metabolismo através da CYP1A2,
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resultando na formacdo do metabdlito 7-hidroxitacrina. Além disso, os derivados
selenados revelaram um menor potencial para inibir a CYP2D6, o que pode reduzir as
interacbes medicamentosas, especialmente no contexto do uso de antidepressivos. Além
disso a predicdo metabodlica para derivados selenados da vortioxetina, prevé uma
reducao drastica na metabolizagdo da fase i, associada a rapida metabolizagao e baixa
biodisponibilidade de antidepressivos como a vortioxetina.

As simulagdes de dinamica molecular realizadas durante 100 ns evidenciaram a
estabilidade estrutural dos complexos formados entre ligante e receptor, apresentando
desvios médios de RMSD abaixo de 2,5 A. Os graficos de RMSF revelaram baixa
variacao dos residuos que participam da interacao direta, indicando que a conformagao
ativa e a estabilidade da interacédo foram preservadas durante o periodo simulado.

Os resultados obtidos corroboram a hipétese inicial de que alteragdes na estrutura
da tacrina e da vortioxetina, particularmente com a adi¢cdo de fragmentos selenados,
podem resultar em compostos mais seguros e com um potencial terapéutico elevado.
Esta pesquisa enfatiza a relevancia da combinagéo entre quimica medicinal, modelagem
molecular no ambito da biotecnologia e sintese organica no processo de desenvolvimento
de novas opgdes de medicamentos para doengas complexas e multifatoriais.

Dessa forma, as informagdes aqui apresentadas servem como um alicerce para
novas pesquisas bioldgicas, enfatizando o potencial dessas moléculas como modelos
multialvo no tratamento de doengas neurodegenerativas e disturbios psiquiatricos.

E importante mencionar que as informagdes obtidas sobre os derivados da tacrina
ja foram publicados em revistas cientificas da area. A sintese foi publicada no ano de
2024 (SACRAMENTO, et al., 2024) e os dados tedricos no presente ano (MORAIS et al.,
2025). Enquanto os achados relativos aos derivados da vortioxetina estdo neste
momento sendo organizados para publicagdo em um periddico especializado da area.

Portanto, alguns desses derivados da vortioxetina seguirdo para as proximas
etapas do trabalho que € a sintese dos derivados que apresentam caracteristicas
promissoras, sendo os compostos V8, V9, V13 e V14. Esses compostos apresentaram
um bom score de energia de interagao para os alvos testados, no caso do receptor 5-
HT1A que é um dos alvos de maior afinidade da vortioxetina, demostrando energia de

interacdo menor que o farmaco controle.
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