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RESUMO

Os inibidores da tirosina quinase (ITQ) sdo compostos antitumorais que impedem
a fosforilacéo de proteinas em meio bioldgico. Entretanto, a atuacédo multi-alvo dos
ITQs os promovem a possiveis candidatos a realizacdo de estudos referentes ao
reposicionamento de farmacos para tratamento da Doenca de Alzheimer (DA). Por
este motivo, foram estudados o potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE) pelos farmacos Lapatinibe e Pazopanibe, bem como os seus modos de
interagdo proteinas-farmaco, tanto com a AChE quanto com as proteinas
plasmaticas HSA e gHSA, tendo em vista que a glicacdo de proteinas esta
altamente associada a DA. Os resultados indicaram forte inibicdo da AChE a nivel
de uM. Identificaram-se os tipos de inibi¢do, tendo o sistema pazopanibe-AChE
inibicdo ndo competitiva e a lapatinibe-AChE inibicdo acompetitiva. Os estudos de
supressao de fluorescéncia da AChE indicam mecanismo estético para os dois
farmacos com constante de ligacdo na ordem de 10° M1. Os parametros
termodinamicos obtidos revelam a presenca de interacdes dirigidas por for¢as de
Van der Waals e ligacdes de hidrogénio no sistema lapatinibe-AChE . Em
contraponto, o sistema pazopanibe-AChE revela a presenca de interacfes
hidrofobicas. Estudos de fluorescéncia sincronizada sugerem mudancas
conformacionais no microambiente dos residuos de triptofano e tirosina da
proteina em contato com a lapatinibe. Ja a pazopanibe ocasiona aumento na
polaridade apenas ao redor dos residuos de triptofano, permanecendo os residuos
de tirosina inalterados. O estudo de FRET demonstra que a distancia entre a
Pazopanibe e o seu sitio de ligacdo na AChE é de 2,23 nm. Os estudos de
fluorescéncia 3D indicam suaves alteragdes conformacionais na AChE ao interagir
com os farmacos. Em relacdo as proteinas plasméaticas, Pazopanibe interage de
forma estatica para HSA e gHSA, enquanto Lapatinibe interage de colisionalmente
com gHSA e forma um complexo com a HSA. Além disso, os dois farmacos
demonstram maior forca de interacdo com a HSA ao se comparar com sua forma
glicada. A partir disso, infere-se que tais farmacos sdo apropriados para a
realizacdo de estudos mais aprofundados no que diz respeito ao seu
reposicionamento para tratamento da DA, além da constatacdo da influéncia da
glicag&o na biodistribuicdo dos mesmos.

Palavras-chave: inibidor tirosina quinase; drogas multi-alvo; inibicdo enzimatica;

supressdo de fluorescéncia; doenca de alzheimer; glicacao.



ABSTRACT

Tyrosine kinase inhibitors (ITQ) are antitumor compounds which prevent the
phosphorylation of proteins in a biological environment. However, the multi-target
performance of ITQs makes them possible candidates for carrying out studies related
to the repositioning of drugs for the treatment of Alzheimer's Disease (AD). Therefore,
we studied the potential to inhibit the enzyme acetylcholinesterase (AChE) by Lapatinib
and pazopanib drugs, as well as their methods of protein-drug interactions, both AChE
and with plasma proteins HSA and GHSA, considering that glycation of proteins is
highly associated with AD. The results showed strong inhibition of AChE-level uM. We
identified the types of inhibition, the AChE-pazopanib system uncompetitive inhibition
and lapatinib-AChE acompetitive inhibition. The fluorescence quenching studies of
AChE show two static mechanism for drugs with binding constant on the order of 10°
M-1, The thermodynamic parameters obtained show the presence of interactions driven
by Van der Waals forces and hydrogen bonds in the AChE-lapatinib system. In
contrast, the system pazopanib-AChE reveals the presence of hydrophobic
interactions. synchronous fluorescence studies suggest conformational changes in the
microenvironment of tryptophan residues and tyrosine protein in contact with lapatinib.
Already pazopanib causes increase in polarity just around the tryptophan residues,
remaining tyrosine residues unchanged. The study shows that the FRET distance
between the pazopanib and its binding site on AChE is 2.23 nm. 3D fluorescence
studies indicate soft conformational changes in AChE to interact with the drug. With
respect to plasma proteins, Pazopanib interacts statically for HSA and gHSA, while
Lapatinib interacts in a collisional manner with gHSA and forms a complex with HSA.
In addition, the two drugs show greater strength of interaction with the HSA when
compared with their glycated form. From this, it is inferred that such drugs are suitable
for carrying out further studies with regard to the repositioning treatment of AD, as well
as verification of the influence of glycation on the biodistribution thereof.

Keywords: tyrosine kinase inhibitor; multi-targeted drugs; enzyme inhibition;
fluorescence suppression; alzheimer's disease; glycation.
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INTRODUCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA

Os eventos moleculares protagonizados por biomacromoleculas em meio
fisiolégico sdo cruciais para o bom desempenho das func¢des vitais de um
organismo. Tais eventos atuam de forma decisiva nos processos de
reconhecimento molecular entre farmacos e seus sitios de ligacdo endogenos,
como por exemplo, proteinas alvo, neurotransmissores, hormonios, entre outros
(ATTWOOD et al., 2020). Especificamente, as proteinas representam uma vasta
classe de alvos moleculares terapéuticos, onde dentre estas, as proteinas
transportadoras, enzimas, 0S receptores e canais ibnicos possuem maior
participacdo em terapias alvo (LANDRY; GIES, 2008). Desta forma, o estudo in
vitro de alvos moleculares biolégicos compreende uma das importantes etapas no
desenvolvimento de farmacos, tendo em vista que a formacéao de ligacdes entre o
farmaco e o alvo bioldgico caracteriza-se como um preltdio para a ocorréncia dos
efeitos farmacolégicos observados in vivo (COPELAND; POMPLIANO; MEEK,
2006).

Em doencas de alta complexidade como problemas neurodegenerativos, 0s
alvos moleculares pesquisados para terapia costumam ser variados, dificultando
significativamente a obtencéo de um farmaco que contemple o tratamento de todos
os efeitos ocasionados por tais enfermidades. No caso da Doenga de Alzheimer
(DA), sao discutidos determinados mecanismos moleculares para explicar tal
desordem. As vias patogénicas e alvos moleculares mais pesquisados sdo a
hipétese colinérgica envolvendo a enzima acetilcolinesterase (MARUCCI et al.,
2020), a hiperfosforilacdo da proteina tau (VOGEL et al., 2020), a agregacdo da
proteina beta amildide (LEE et al., 2021), o estresse oxidativo (SU et al., 2008), e
a hipoétese inflamatéria (KINNEY et al., 2018).

Contudo, uma caracteristica comum as doencas neurodegenerativas
consiste na deposicdo anormal de proteinas com estruturas defeituosas ou
agregadas (SIMIC et al., 2016) . A glicacdo de proteinas também tem sido
diretamente associada a DA (KONG et al., 2020), sendo esta doenca considerada

como uma espécie de diabetes tipo 3, devido ao fato de que alteracbes no
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metabolismo da glicose e consequente resisténcia a insulina demarcam o inicio de

todas as vias patogénicas mencionadas previamente (NGUYEN et al., 2020).

Tendo em vista as inUmeras variaveis a se levar em conta nos tratamentos
propostos para a doenca de Alzheimer, e a emergente pratica de reaproveitamento
de medicamentos j& aprovados para outras indicacdes terapéuticas, o objetivo
geral da presente tese € considerar o reposicionamento de farmacos inibidores da
tirosina quinase (ITQ) ao tratamento da DA, tendo em vista 0s objetivos

especificos:

e Analisar o potencial de inibicdo e as interacdes a nivel molecular de inibidores

da tirosina quinase (ITQ) com a enzima acetilcolinesterase;

e Avaliar o efeito da glicacdo da albumina sérica humana no biotransporte dos

ITQ.

1.1 Doencga de Alzheimer

A DA é uma das doencas neurodegenerativas mais corriqueiras atualmente,
existindo a possibilidade de haver mais de 100 milhdes de pessoas com tal
enfermidade em 2050 (BALLARD et al., 2020). Esta doenca € caracterizada pelo
progressivo e lento declinio cognitivo, que interfere no comportamento, na
capacidade de aprendizado e que ocorre de forma crbnica e irreversivel
(GUARINO et al., 2019).

As principais manifestacfes patoldgicas observadas na DA (Figura 1) sdo a
perda neuronal e de sinapses, a presenca de placas neuriticas extracelulares
desde o estagio inicial da doenca e de emaranhados neurofibrilares intracelulares
na fase tardia, onde na primeira se evidencia a participagdo da proteina beta
amiloide, e na ultima da proteina tau (HE et al., 2018; JACK et al., 2019). Associado
a essas caracteristicas, nota-se também o desenvolvimento de neurites distroficas
nos arredores das placas neuriticas, isto &, inflamacdes nas regiées dos dendritos
e dos axbnios (DETURE; DICKSON, 2019).

Adicionalmente, sdo constatadas alteracbes nos astrocitos e microglias,

células presentes no sistema nervoso central que modulam o funcionamento e a
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sinalizacao dos neurénios (RASBAND, 2016). Com isso, a depender do estagio da
doenca, os astrocitos podem sofrer variadas modificacbes decorrentes da
inflamacé@o cerebral, que podem levar a perda de funcdo, ou até mesmo a
proliferacdo e hipertrofia dos astrocitos, fendmeno conhecido como astrogliose
reativa (VERKHRATSKY et al., 2019). Ademais, como resposta a lesdo neural na
DA, ocorre a ativacao das células micrdgliais, pertencentes ao sistema imune, que
tem a capacidade de induzir a producdo de mediadores proinflamatorios, gerando
neurotoxicidade e aumentando o processo neuroinflamatério (AHMAD; FATIMA,;
MONDAL, 2019).

Figura 1 - Caracteristicas patolégicas definidoras da doenca de Alzheimer.
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Fonte: Adaptado de (CONGDON; SIGURDSSON, 2018).

Astrécito Célula Microglial

As placas neuriticas, ou placas beta amiloide (BA) mencionadas
previamente, se desenvolvem devido a alteragdes nas atividades das enzimas 3 e
y secretase, que realizam a clivagem anormal das proteinas precursoras da
amiléide (PPA), fato que leva a acumulacdo dos peptideos BA (RICCIARELLI;
FEDELE, 2017). As PPA apresentam este comportamento aberrante devido a
mutagbes em sua estrutura, bem como nos genes presenilina-1 (PSEN-1) e
presenilina-2 (PSEN-2), que séo responsaveis pela producdo das presenilinas,
proteinas constituintes da subunidade catalitica do complexo y secretase
(LANOISELEE et al., 2017).

Ja os emaranhados neurofibrilares sdo resultantes de alteragdes pos-

traducionais da proteina tau, tais como a hiperfosforilagcdo, oxidacao, nitracao e
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glicacdo, onde a primeira apresenta maior influéncia na patologia por conta do
grande numero de sitios alterados na tau ocupando 85 sitios, enquanto a glicacao
se classifica em segundo lugar ocupando 12 sitios (MARTIN; LATYPOVA; TERRO,
2011). Essas reacdes quimicas se originam a partir do envelhecimento da
proteina, sdo irreversiveis, cumulativas e costumam afetar o tempo de vida destas

biomoléculas, bem como causar disfuncées em geral (JAISSON; GILLERY, 2010).

A proteina tau se liga aos microtabulos, estrutura presente na célula que
regula o crescimento e eventos de sinalizacao celular, para facilitar o sistema de
desenvolvimento e transporte neuronal (YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU,
2020). Quando ocorre um desequilibrio nas atividades enziméaticas das quinases
(aumento) e das fosfatases (diminuicdo), a tau se torna hiperfosforilada, causando
uma despolimerizacado dos microtibulos e agregacao de oligbmeros da proteina
tau, posteriormente formando os emaranhados neurofibrilares (MOKHTAR et al.,
2013).

Também é levada em conta a atuagéo dos radicais livres na DA, ja que ha
maior acumulacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em individuos mais
velhos, situacdo que provoca danos em varios componentes celulares
(CHRISTEN, 2000). Este fenbmeno de producdo exacerbada de substancias
oxidantes no organismo, e consequente interrupcdo da sinalizacdo redox

induzindo & danos moleculares € intitulado como estresse oxidativo (SIES, 2020).

Essencialmente, os neurbnios apresentam grande tendéncia em serem
atacados pelos radicais livres, tendo em vista a baixa quantidade do antioxidante
glutationa, substancia primordial para a detoxificacdo das ROS no cérebro. Além
disso, ha influéncia do alto percentual de acido graxos poli-insaturados nas
membranas neuronais, e a grande quantidade de oxigénio requerida para o
metabolismo cerebral (CHRISTEN, 2000). Inclusive, € amplamente relatada a
participacdo de determinados metais na producdo das ROS, como o ferro,
aluminio, mercurio cobre e zinco, havendo maior incidéncia do envolvimento do
metabolismo do ferro na DA (SINGH, A. et al., 2019).
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A partir do estresse oxidativo, acabam por ser produzidas espécies que
podem trazer uma resposta prejudicial as células neuronais, como 0s produtos
derivados da peroxidagdo lipidica, as proteinas carboniladas, os produtos
proteicos de oxidacdo avancada, e os produtos finais de Glicagdo avancada
(AGEs) (JAISSON; GILLERY, 2010). A disposicao destes produtos oriundos de
modificacdes poés-traducionais provocadas pelo estresse oxidativo na regido
cerebral séo conhecidos pela promoc¢éo da agregacéo biomolecular, caracteristica
marcante na patologia da DA (SCHAFFERT; CARTER, 2020).

Uma série de estudos cientificos inferiram que o processo patologico
primario da DA se concentra no acumulo de formas patolégicas da BA, que
possibilitam a oligomerizacdo e formacao das placas neuriticas, gerando uma
resposta inflamatéria e desencadeando estresse oxidativo nos neurdnios, que
impedem a atividade normal das enzimas quinase e fosfatase, levando a
fosforilacdo da proteina tau e formacdo dos emaranhados neurofibrilares. Esta
cascata de eventos ocasionaria a morte dos neurénios e produziria a deméncia na
DA (GHOSH; CARDENAS; OSSWALD, 2016).

Por isso, alguns pesquisadores trabalham na obtencdo de medicamentos
gue impossibilitam ou revertem o acumulo das BA, tendo como exemplo o recente
farmaco aprovado Aducanumab (DUNN; STEIN; CAVAZZONI, 2021). Com menor
recorréncia, também sado avaliados potenciais inibidores das enzimas 3 e y
secretase (ZHAO et al., 2020) apesar de nao haver nenhum medicamento
aprovado pelas agéncias regulamentadoras com estes alvos moleculares.
Entretanto, estas enzimas podem nao constituir alvos moleculares interessantes
para a DA devido a capacidade destas processarem grande quantidade de
substratos envolvidos em inumeros eventos fisiologicos (RICCIARELLI; FEDELE,

2017).

Até o presente momento ndo foi encontrada a exata etiologia da DA,
restando apenas a elaboracdo de hipdteses para fundamentar as causas da
doenca. Por isso, alvos moleculares envolvidos nos eventos intermediarios

patolégicos da DA tem sido objeto de estudo para o desenvolvimento de terapias.
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Particularmente, o uso de neurotransmissores como alvo molecular para
tratamentos que amenizam os sintomas da DA tem se mostrado a via mais efetiva
e utilizada pelos medicamentos aprovados para uso, sendo a acetilcolina o

neurotransmissor mais aplicado neste sentido.

A acetilcolina atua como um mensageiro quimico na transmissao de sinais
através das sinapses e juncdes neuromusculares (KANDIMALLA; REDDY, 2017),
suportando adicionalmente outros papéis essenciais, atuando na funcao
autondmica do sistema nervoso periférico, como regulador do sono e da vigilia, e
na aprendizagem e memaria no sistema nervoso central (BERTRAND; WALLACE,
2020).

A acetilcolina é sintetizada a partir da acetilcoenzima A (Acetil CoA)
originada da mitocondria e da colina, sendo a reagéo catalisada pela enzima colina
acetiltransferase (Figura 2). Entdo, a acetilcolina € armazenada em vesiculas e
liberada pelas fendas sinapticas, onde o excesso da mesma € rapidamente
guebrada pela enzima Acetilcolinesterase em acetato e colina. Com isso, a colina
€ transportada para o axdnio terminal e é usada para fazer mais acetilcolina
(GAUTHIER, 2002). Desta forma, a acetilcolina, os receptores e as enzimas
atuantes nesse mecanismo descrito sdo nomeados de sistemas de transmissao

colinérgica.

Devido ao grande envolvimento da acetilcolina nas atividades cerebrais, e
tendo em vista que os principais sintomas da DA consistem no comprometimento
cognitivo e de memoaria, é extensamente discutida a hipotese colinérgica, onde o
déficit no sistema colinérgico esta diretamente relacionado com a DA e o
envelhecimento (BARTUS et al., 1982).
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Figura 2 — Sintese da acetilcolina e seu mecanismo de ac¢éo interneuronal.
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Fonte: Adaptado de https://socratic.org/questions/what-is-the-role-of-
acetylcholinesterase-at-a-synapse-1.

Esta  hipGtese  apresenta inumeros fundamentos  baseados
experimentalmente, sabendo-se que ha a alteracdo de marcadores colinérgicos
em pacientes com déficit cognitivo, além do que a inducédo do aumento da atividade
colinérgica se mostra benéfica em problemas cognitivos relacionados a idade
(DOUCHAMPS; MATHIS, 2017). Ademais, evidéncias cientificas relatam que a
enzima catalisadora da sintese de acetilcolina € reduzida entre 50 e 95% no
cérebro de pacientes com DA, além de se notar a consequente reducdo na

guantidade de acetilcolina e de acetilcolinesterase (GIACOBINI, 1990).

Em suma, partir destes fatos foi provado que os tratamentos que estimulam
a funcéo colinérgica sdo fundamentais para a terapia de pacientes com a DA. Por

este motivo, substancias que potencialmente provocam a inibicdo da enzima
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acetilcolinesterase, e que por isso induzem a permanéncia de maior quantidade de
acetilcolina no cérebro, sdo pesquisadas com o intuito de se encontrar um

tratamento definitivo para a DA.

1.2 Acetilcolinesterase

A AChE é uma glicoproteina integrante do grupo das serina hidrolase. Na
forma monomérica, esta enzima possui 537 aminoacidos, contendo 14 hélices a
envolvendo 12 folhas B estruturadas na forma elipsoidal (CHOUDHARY, 2015;
COLOVIC et al., 2013). A area onde se encontra o sitio ativo da AChE apresenta
uma profunda cavidade com entrada limitada, com regifes distintas: o sitio
catalitico (SC) e o sitio anibénico periférico (SAP). O SC é formado por dois outros
subsitios: o subsitio anibnico catalitico (SAC) e o0 subsitio estearasico
(BRAHMACHARI, 2017). A Figura 3 demonstra as regifes presentes no sitio ativo
e os residuos de aminoacidos presentes na cavidade catalitica.

O SAC conhecido como subsitio de ligacdo da colina possui residuos de
aminoacidos aromaticos que interagem com a amina quaternaria presente na
estrutura do substrato ACh, repercutindo em interacdes céation-mm. O SAC possui
papel fundamental na hidrélise da ACh, tendo em vista que este subsitio direciona
0 substrato em sua posi¢ao correta em relacdo ao arcabouco proteico do sitio
catalitico (BAJDA et al., 2013).

O subsitio esterasico, também conhecido como triade catalitica, possui
padrdo de aminoacidos comum ao grupo das serina hidrolase, contendo os
residuos de serina, histidina e o grupo carboxil oriundo do &cido glutamico. A
cavidade catalitica da AChE possui outras duas regides importantes: o sitio de
ligacéo acil e a cavidade oxianion. O sitio de ligacdo acil, composta por residuos
de triptofano e fenilalanina, tem a funcéo de controlar a especificidade do substrato
gue pode adentrar no sitio ativo, proibindo que grandes moléculas o acessem. A
cavidade oxianion é constituida de residuos de glicina e alanina, doadores de
ligacdes de hidrogénio e tem o papel de estabilizar o composto intermediario
existente na hidrélise da ACh (BAJDA et al., 2013).
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Figura 3 - Caracteristicas estruturais do sitio ativo da AChE (A). Residuos de aminoacidos
presentes na cavidade do sitio ativo da enzima AChE humana (B).
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Fonte: Adaptado de (COLOVIC et al., 2013) (A) e (ROSENBERRY et al., 2017) (B).

O SAP se localiza na entrada da cavidade catalitica a 20 A de distancia do
SAC, portanto € o primeiro local a interagir com a ACh durante o mecanismo de
catalise. Adicionalmente, é conhecido o envolvimento do SAP em casos
modulacdo alostérica da AChE, bem como em modificagdes conformacionais
ocasionadas por inibidores enzimaticos (JOHNSON; MOORE, 2006). O SAP
também tem sido apontado como o sitio de ligacdo de maior interacdo com
moléculas inibidoras da AChE (BAJDA et al., 2013; VARADARAJU et al., 2013).

1.3Inibidores da Acetilcolinesterase

Atualmente existem 4 inibidores da AChE aprovados dentre os 5 utilizados
em terapias para a doenca de Alzheimer: tacrina, donepezil, rivastigmina e
galantamina. A tacrina (Figura 4(A)) pertence ao grupo dos derivados de acridinas,
sendo o primeiro farmaco autorizado para uso comercial atuando na inibicdo da
AChE para a terapia em doenca de Alzheimer (DAVIS; POWCHICK, 1995). Esta
molécula foi utilizada originalmente como estimulante respiratério, sendo
reposicionada para tratar a doenca de Alzheimer em 1980 (SHARMA, 2019). A
tacrina inibe a AChE de forma reversivel e mista, sendo ndo-competitiva a baixas
concentracbes e competitiva em altas concentragcbes (AGATONOVIC-KUSTRIN;
KETTLE; MORTON, 2018). Isso significa que sua forma de interagir com a AChE
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e, portanto, seu comportamento em meio biologico difere de acordo com a
concentracdo do medicamento. Isto pode se traduzir em complicacdes em relacao
a farmacocinética e farmacodindmica da substéncia, pois sabe-se que a
concentragdo de um farmaco ndo se mantém constante ao percorrer pelo
organismo, podendo desta maneira gerar efeitos diferentes a depender da sua
dose. Esta droga interage por meio de empilhamento -1 com os residuos Trp84
e Phe330 presentes no sitio catalitico anidnico, além de conseguir penetrar a
barreira hematoencefédlica (HAREL et al., 1993). Contudo, o medicamento foi
descontinuado por ter baixa biodisponibilidade oral e provocar severos efeitos

colaterais no figado.

O donepezil (Figura 4(B)) € um medicamento constituinte da classe das N-
benzilpiperidinas utilizado desde 1996 para a doenca de Alzheimer. Esta droga
tem boa biodisponibilidade e ultrapassa a barreira hematoencefalica. O donepezil
inibe a AChE de forma reversivel e apesar de interagir dualmente no SAC e no
SAP, apresenta inibicdo ndo-competitiva por ndo entrar em contato diretamente
com a triade catalitica e a cavidade oxianion (SHARMA, 2019). No que diz respeito
as interacdes intermoleculares com o sitio ativo da enzima, o grupo indanona do
donepezil demonstra forte interacdo -1 com o residuo Trp279 do SAP, ja o
nitrogénio do grupo piperidinico forma uma interacdo céation-mr com o residuos
Phe330 do SAC, enquanto a porcdo do anel benzila forma interacdes por
empilhamento -1 no Trp84 do SAC (KRYGER; SILMAN; SUSSMAN, 1999).

Figura 4 - Drogas inibidoras da acetilcolinesterase aprovadas para tratamento da
Doenca de Alzheimer.

(A) (B)

(©)

Fonte: Elaborado pela autora.
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A Galantamina (Figura 4(C)) é um alcaloide natural, que age inibindo a
AChE competitivamente e de forma reversivel. Este medicamento interage
diretamente com o SAC pelo Trp84 por intera¢des 1-11 com 0 anel de ciclohexeno
do composto e pelos residuos Phe330 e Ser200 por meio de ligacdes de
hidrogénio (MARCO-CONTELLES et al., 2006).

A Rivastigmina (Figura 4(D)) é um carbamato que inibe a AChE de maneira
pseudo-irreversivel e competitiva. No Sistema AChE-Rivastigmina, o composto é
clivado em duas partes: o do grupo carbamato e o grupo de saida da Rivastigmina.
O grupo carbamato se liga covalentemente a triade catalitica da AChE por meio
do residuo Ser200, impedindo qualquer interacdo com o substrato por um longo
periodo. J& o grupo de saida permanece no sitio de ligacao, estabilizado pelas
interacdes -1 entre 0 seu grupo fendlico e os residuos aromaticos Trp84 e
Phe330 do SAC (BAR-ON et al., 2002).

Além destes compostos, pesticidas derivados de organofosfatos
demonstram a capacidade de inibir a AChE irreversivelmente, acumulando-se no
sistema nervoso central e periférico, consequentemente trazendo sintomas como
insuficiéncia respiratoria, convulsées, e faléncia mdultipla de érgdos (LORKE;
PETROIANU, 2019).

Atualmente, o desenvolvimento de drogas para o tratamento de Alzheimer
se baseia na obtencdo de compostos hibridos contendo a juncdo de grupos
moleculares presentes nos farmacos comerciais, além de se almejar a producéo

de uma unica droga multi-alvo, fato justificavel devido a complexidade da doenca.

Alguns grupos moleculares se mostram privilegiados no que diz respeito a
capacidade de inibicdo da AChE. Como a cavidade catalitica da AChE em sua
grande parte € constituida de residuos de aminoacidos aromaticos, compostos
contendo grupos pirimidina (VALASANI et al., 2013), indazois (TZVETKOQOV et al.,
2019) e quinolinas (FERNANDEZ-BACHILLER et al., 2010) se mostram bastante
efetivos como inibidores, sendo capazes de atuar a nivel do SAC e do SAP
(GUZIOR et al., 2015; KUMAR et al., 2018).
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1.4 Produtos Finais de Glicacdo Avancada

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) sdo compostos formados
através da glicacdo e oxidacdo ndo enzimética de proteinas, lipidios e acidos
nucleicos decorrente do contato com carboidratos simples como glicose e frutose
(SELLEGOUNDER et al., 2021). Este evento € chamado de reacdo de Maillard, e
ocorre tanto no organismo humano quanto em alimentos processados contendo
carboidratos e proteinas (NAGAI et al., 2014).

Com o decorrer da idade e/ou em casos onde ha desvios metabdlicos como
a hiperglicemia e hiperlipidimia, estresse oxidativo e presenca de processos
inflamatorios, ha grande tendéncia na acumulacdo dos AGEs pelo organismo
(MEERWALDT et al., 2008). Além disso, existe o conhecimento por especialistas
da &rea acerca da forte contribuicdo das AGEs no declinio de fun¢cdes motoras

envolvidas no envelhecimento normal das células e tecidos (DRENTH et al., 2016).

O processo de formacdo das AGEs (Figura 5) é iniciado com a etapa
reversivel de reagdo entre os grupos nucleofilicos das biomoléculas com grupos
carbonilicos reativos dos acucares, formando as instaveis bases de Schiff. Em
seguida ocorrem uma série de rearranjos para formar substancias mais estaveis,
gerando os produtos de Amadori. Na etapa intermedidria, os produtos de Amadori
se degradam levando ao surgimento de variados compostos dicarbonilicos
reativos como glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglicosona, entre outros. Na fase tardia,
as sucessivas reacbes promovidas pela glicacdo levam a formacdo dos
irreversiveis AGEs (ANGUIZOLA et al.,, 2013; GOLDIN et al.,, 2006). Esta
sequéncia de reacles ocorrem de forma lenta, podendo levar meses para se
completarem (VETTER, 2015).
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Figura 5 — Processo de Glicagcdo de proteinas, desde o estagio inicial até a formacéo dos
AGEs.
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A depender do pH, da temperatura, dos reagentes envolvidos no meio de
reacdo, o tipo de produto de Amadori formado pode variar, influenciando na
composicdo do AGE (STADLER; STUDER, 2015). Os AGEs possuem cor marrom
amarelada, e formam adutos insolluveis e fluorescentes que se acumulam em
proteinas de meia vida longa. A Glicacdo afeta todas as proteinas do corpo
humano, sejam elas intracelulares, extracelulares ou da circulagdo (FOURNET;
BONTE; DESMOULIERE, 2018). As proteinas modificadas pelos AGEs podem
perder as suas funcdes fisioldgicas e consequentemente ocasionar a degradacao
destas havendo a liberagdo dos AGEs no organismo, que sdo extremamente

prejudiciais para a saude (SINGH et al., 2014).

De forma adicional, a acumulacdo dos AGEs no organismo propicia a
formacdo de ligagcdes cruzadas entre as proteinas modificadas resistentes a
proteases, levando a formacdo de agregados de proteinas e de fibrilas amiloide
acumulados no corpo. Estes agregados se originam a partir da formacéo de

ligacdes covalentes entre os AGEs, da oxidag&o do enxofre das pontes dissulfeto
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das proteinas, além da formacdo de novos grupos reativos formados na proteina
no decorrer do processo de obtencdo dos AGEs (FOURNET; BONTE;
DESMOULIERE, 2018).

Segundo diversos autores, € notério o envolvimento dos AGES no
desenvolvimento da doenca de Alzheimer, tendo em vista que o processo de
amiloidose constitui etapa importante na patogénese da DA (MUNCH et al., 1997;
SASAKI et al.,, 1998; VITEK et al., 1994). Além disso, estudos demonstram a
presenca de AGEs em placas senis e emaranhados neurofibrilares identificados
através da imuno-histoquimica, evidenciando sua influéncia nesta desordem
(SMITH et al., 1994).

1.5Albumina Sérica

A albumina sérica humana (HSA) ilustrada na Figura 6, proteina majoritaria
no plasma, dentre diversas funcdes, protagoniza o0 carreamento tanto de
compostos enddégenos quanto de exdgenos pelo sistema circulatério (YAMASAKI
et al., 2013). A HSA é uma proteina globular com estrutura cristalina em formato
de coracdo, havendo em sua estrutura secundaria 67% de hélices a, 23% de
cadeias estendidas, e 10% de folhas-p (PETERS JR, 1995). A HSA possui 585
residuos de aminoacidos, possuindo apenas um residuo de triptofano (Trp-214)
em toda sua estrutura (BIRKETT; MYERS; SUDLOW, 1977). A HSA também
possui 35 residuos de cisteina, onde 34 destes participam de ligacbes dissulfeto
intramoleculares, e um nomeado de cisteina-34 (cis-34) representa 80% dos
grupos tiol no plasma (MACIAZEK-JURCZYK et al., 2018).
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Figura 6 - Estrutura da albumina sérica humana (HSA) com a representacdo dos dominios,
subdominios e locais de ligacao de Sudlow | e Il.

Sudlow |

Dominio Il

Fonte: (MONDAL; KRISHNA; SAKTHIVEL, 2017).

Seus sitios de ligacdo sao constituidos de trés dominios homoélogos |, Il e
[, que se dividem em subdominios A e B (SUGIO et al., 1999). A HSA possui trés
principais sitios de ligacdo, localizados do subdominio IIA (Sudlow Site ),
subdominio 1A (Sudlow Site Il) e subdominio IB (sitio Ill) (SUDLOW; BIRKETT;
WADE, 1976; ZSILA, 2013), e demonstra uma marcante habilidade em formar
complexos com xenobibticos, influenciando diretamente na farmacocinética de tais
substancias (FAISAL et al., 2020). Desta forma, a forca de ligac&o ou de afinidade
€ de grande importancia em estudos de interacdo de xenobidticos com proteinas
transportadoras, tendo em vista que a biodistribuicdo de pequenas moléculas no
organismo e seu potencial de toxicidade podem ser avaliados por tal parametro
(POOR et al., 2017).

Em desordens onde ocorre a alteracdo do metabolismo, como a doenca de
Alzheimer e diabetes, além de doencas cardiovasculares, € comum haver elevado
percentual de glicagdo da HSA no plasma humano (COSTA et al., 2019). Nesses
casos, tanto a estrutura quanto a funcionalidade da HSA pode sofrer modificacdes
(ANGUIZOLA et al., 2013). Por conta disso, a eficiéncia dos sitios ligantes da HSA
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pode ser alteradas, tendo em vista a ligacdo da glicose em sitios especificos
(Figura 7) (OETTL; STAUBER, 2007).

Devido ao seu forte carater nucleofilico, os residuos de lisina (Lis) e arginina
(Arg) e a cis-34 sédo os residuos de aminoacidos mais sensiveis para glicacdo HSA
in vivo e in vitro (RONDEAU; BOURDON, 2011). A glicacdo da HSA ocorre em
inUmeros sitios, sendo a Lisina-525 localizada no dominio Il o sitio mais ocupado,
correspondendo a 33% da Glicacdo (IBERG; FLUCKIGER, 1986). Além da Lis-
525, outros aminoacidos apresentam papel fundamental na interacéo de farmacos
com os sitios ligantes da HSA dentre eles: Arg-410 (localizado no sitio de ligacéo
I), Lis-199, e Arg-218 (que se encontram localizados na entrada do sitio 1)
(SZKUDLAREK et al., 2016).

Figura 7 - Localizag&o dos principais residuos de aminoacidos envolvidos na Glicagao.
Residuos de Lisina in vivo (a) e in vitro (c); Residuos de Arginina in vivo (b) e in vitro (d).

Arg-428

Sudlow site I
Lys 286 (subdemain IT1A)
Sudlow site T

(subdomain IIA)

Sudlow site 1

Sudlow site T
(subdomain I1A)

Sudlow site T1
(subdomain TTTA)
Sudlow site |
(subdomain ITA)

Sudlow site IT

Sudlow site I
(subdomain 11A)

(©) (d)
Fonte: (SZKUDLAREK; POZYCKA; MACIAZEK-JURCZYK, 2019).
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1.6 Reposicionamento de farmacos

O desenvolvimento de novas drogas terapéuticas € um procedimento que
demanda um longo periodo, além de exigir uma série de etapas que necessitam
de grande suporte financeiro (TIWARI et al., 2012). Como observado na Figura 8,
este processo leva de 11 a 16 anos, onde o principal obstaculo consiste na etapa
de descoberta de drogas, onde milhares de compostos sdo estudados num
periodo médio de 4 anos, apenas cerca de 250 moléculas sdo aprovadas para
estudos pré-clinicos, 5 sdo submetidas a testes clinicos e apenas uma droga é
aprovada para uso comercial (MATTHEWS; HANISON; NIRMALAN, 2016).

Figura 8 - Etapas envolvidas na descoberta de farmacos.

Descoberta de drogas  Fase pré-clinica Testes clinicos Aprovagdo regulatoria
B 1
5.000 - 10.000 250 =
5 compostos T -
compostos COMpostos | P w { farmaco novo—
- Identificagdo do - Toxicidade in vitro
alvo e validagéo e in vivo
- Engaios de - ADMET
desenvolvimento - Firmacocinética e Fase| Fasell Faselll
- Preparagéo do farmacodindmica

composto-prototipo

J-5anos 1-2anos 6 -7 anos 1-2anos

Fonte: Adaptado de (MATTHEWS; HANISON; NIRMALAN, 2016).

Devido a isto, estudos sobre o redirecionamento e aumento da
biodisponibilidade de farmacos ja comercializados passaram a integrar um tépico
importante nas pesquisas envolvendo a descoberta de drogas, tendo em vista que
0 mecanismo de acdo destes ja se encontram bem estabelecidos, facilitando o

desenvolvimento de novos produtos terapéuticos mais eficazes.
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O reposicionamento ou reaproveitamento de farmacos, € uma estratégia na
area de descoberta de drogas caracterizada pelo uso de medicamentos ja
existentes em indicagOes terapéuticas diferentes do seu direcionamento original
(PARVATHANENI et al.,, 2019). Como estes compostos j4 passaram pelos
processos avaliativos de biodisponibilidade e a farmacologia ja se encontra bem
descrita em literatura, se torna facilitada a aprovacdo da droga para entrar em

fases onde sao realizados os testes clinicos (YELLA et al., 2018).

Esta técnica permite que haja o encurtamento do periodo de
desenvolvimento do farmaco e menor investimento, considerando a existéncia
prévia de ensaios regulatorios de seguranca do medicamento (XUE et al., 2018).
Estudos reportam que cerca de 30% das drogas aprovadas nos ultimos anos séo
reposicionadas, contrastando com 6% de drogas admitidas pelas primeira vez,
reforcando o crescimento desta estratégia na descoberta de drogas (YELLA et al.,
2018).

Para reportar novas funcionalidades a moléculas conhecidas, séo
requeridos de 1 a 2 anos para a triagem e identificacdo das drogas que respondem
a novos alvos moleculares e em média 8 anos para o desenvolvimento de testes
clinicos com o farmaco reposicionado e o0 registro pelas agéncias
regulamentadoras, tempo reduzido em relacdo as estratégias tradicionais
(SERTKAYA et al., 2014).

A etapa de triagem pode ser realizada experimentalmente através de
ensaios de interacdo alvo molecular-droga e triagem fenotipica, onde neste ultimo
as drogas séao identificadas a partir de observacdes experimentais de alteracdo em
células e animais ao entrar em contato com a droga. Esta etapa também pode ser
feita com base em estudos de simulacdo computacional, existindo uma infinidade
de estratégias envolvendo a bioinformética (PARVATHANENI et al., 2019). Para
fins de exemplificagdo, a Tabela 1 relaciona uma série de farmacos autorizados

para reposicionamento.
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Tabela 1 - Exemplos de drogas reposicionadas aprovadas.

Farmaco Uso original Reposicionamento Referéncia
Itraconazol Antifungico Anticancer (PANTZIARKA et al.,
2015)
Aspirina Inflagga;gao, Antiplaguetario (PADHY; GUPTA,
Gemcitabina Antiviral Anticancer 2011)
Disfuncao erétil,
Sildenafila Angina hipertenséo (HERNANDEZ et al.,
2017)
pulmonar
Talidomida Enjoo Mieloma multiplo (AZVOLINSKY,
2017)
Céancer de
Tamoxifeno mama Desordem bipolar (MUTHYALA, 2011)
metastatico
. , " . (KASZNICKI;
Metformina Dlabe';les tipo Cancaevracliqe ap(;(())stata SLIWINSKA:
& DRZEWOSKI, 2014)
Naproxeno Inflamaggo, Doenca de Alzheimer (PADHY; GUPTA,

dor 2011)

Fonte: Compilado pela autora.

1.7 Inibidores datirosina quinase

As Tirosina Quinase (TQ) s&o uma classe de enzimas que catalisam a transferéncia
de grupos fosfato presentes no ATP para os residuos de tirosina de proteinas que
atuam no organismo (Figura 9). Essa fosforilacdo interfere em diversos processos
bioguimicos e fisiologicos, além de atuar na proliferacdo, migracdo, formacédo de
tumores e morte celular (JIAO et al., 2018; WANG; COLE, 2014). Por isso, alteracdes
na atividade destas enzimas podem ocasionar uma seérie de doengas no corpo
humano, destacando-se o cancer (DRAKE; LEE; WITTE, 2014).

Figura 9 - Estrutura quimica da tirosina e da fosfotirosina (A) e reacéo de fosforilagdo dos

residuos de tirosina (B).
A

:\(U\OH ﬁj\\J\

NH,
L
H 7

Tirosina Fosfotirosina

Fonte: Adaptado de (ABRAMCZYK et al., 2019).
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A Figura 10 demonstra de forma simplificada o mecanismo de acdo das
Tirosina Quinase e sua inibicdo. Os residuos de tirosina passiveis de fosforilacao
se encontram presentes na por¢ao intracelular dos receptores da tirosina quinase,
onde estes sdo ativados pelos fatores de crescimento (FC), isto €, ligantes
especificos que unem no dominio extracelular de cada tipo de receptor. Havendo
a ligacao receptor-FC, ocorre a dimerizacdo do receptor em questdo, que
consequentemente leva a autofosforilagdo. Em decorréncia disso, as TQ sé&o
ativadas, e a fracao intracelular dos receptores se tornam sitios de ligacao para
adaptadores e moléculas sinalizadoras, que proporcionam a transmissao de sinais
gue controlam a expressao de genes e a apoptose, interferindo em situagdes como
a metéstase, a angiogénese e a proliferacdo celular (DU; LOVLY, 2018; JIAO et
al., 2018; LEITE et al., 2012).Como a fosforilacdo dos residuos de tirosina constitui
importante funcdo na regulacdo do cancer, foram desenvolvidos medicamentos
gue impedem a atuacao destas proteinas, sendo classificados como inibidores da
tirosina quinase (ITQ). Estes inibidores substituem o ATP ou interagem de forma
nao-competitiva em seu sitio de ligacdo presente nos receptores da TQ,

bloqueando o desencadeamento de respostas celulares (POTTIER et al., 2020).

Figura 10 - Representacdo do mecanismo de agdo celular dos inibidores da tirosina

«cy EGFR, VEGFR,
PDGFR, ABL,

Recep.tor da
tirosina quinase

i m wmnmnn
Quugupppuun |

| | || Membrana
| | | Celular

Mecanismos de
JAK/STAT PI3K/AKT sinalizagio

N7

22

Metastase, Angiogénese, Proliferagao celular

Fonte: adaptado de (GABORA et al., 2019).
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Os ITQ sdo medicamentos considerados bem sucedidos na area de
terapias baseadas em alvos biolégicos. Em 2020, foram reportados 46 ITQ
voltados para o tratamento de tumores aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA), onde 21 destes apresentam potencial efeito em mais de um
alvo biolégico (ROSKOSKI JR, 2020). Esta atuacdo multi-alvo dos ITQs oportuniza
0 estudo destes em recuperacdo de outras enfermidades e até mesmo o

melhoramento da eficicia da droga com base no redirecionamento do farmaco.

1.8 Cinética Enziméatica

A avaliacdo da atividade de uma enzima pode ser analisada através do
modelo de Michaelis-Menten. Neste modelo, as rea¢des enzimaticas decorrem da
ligacdo (interacdo) de uma enzima (E) ao seu substrato (S), ocasionando a
formacao de um complexo enzima-substrato (ES), e posteriormente ao produto da
reacao (P) e a enzima livre (Esquema 1). As constantes de velocidade para cada
etapa da catalise levam a obtencdo da constante Km (Equacéo 1), compreendida
como a concentracdo de substrato ([S]) no momento em que a velocidade da
reacao (vo) atinge a metade da velocidade maxima da enzima (Vmax). O valor de
Km esta associado a afinidade da enzima ao substrato, por isso sdo desejados
valores pequenos para identificar alta afinidade. A equacao de Michaelis-Menten
representada na equacédo 2 relaciona a velocidade inicial da enzima a crescentes

concentracdes de substrato.

K, k (Esquema 1)

_kat ik (Eq. 1)
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_ Vmax.[S] (Eq. 2)
~ Kn tI[S]

De acordo com o modelo de Michaelis-Menten, a atividade de uma enzima
aumentara de forma linear a concentracdo do substrato, até o ponto em que
ocorrera a saturacao decorrente da formacdo do complexo ES. Neste ponto, a
velocidade da reacdo nao sofrera influéncias significativas da adicéo de substrato,
permanecendo constante como evidenciado no gréfico de Michaelis-Menten
(Figura 11(A)). A linearizagéao da equagéo de Michaelis-Menten produz a equagao
de Lineweaver-Burk (Equacéo 3) e consequentemente o grafico de Lineweaver-

Burk (Figura 11(B)), facilitando desta forma o calculo dos parametros cinéticos.

1 (Km)_1 1 (Eqg. 3)

Figura 11 - Gréfico da velocidade contra a concentragcéo de substrato de acordo com a
equacao de Michaelis-Menten (A). Grafico de Lineweaver-Burk, relacionando 1/v com
1/[S] (B).

(A) v (E) 1

max —

1V Slope = K /V

[S] ‘1K, 18]

Fonte: JIANG, 2013.
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Com o grafico de Lineweaver-Burk é possivel identificar Vmax pelo
intercepto do eixo y e calcular o Km pela inclinagdo da reta, onde

inclinag&o=Km/Vmax.

1.8.1 Inibicdo Enzimética

As enzimas tem apresentado protagonismo na descoberta de alvos
moleculares para o desenvolvimento de farmacos, tendo em conta que a interacao
droga-enzima tem resposta instantdnea e mecanismos bem estabelecidos
(RAMSAY; TIPTON, 2017). Inibidores enzimaticos representam uma grande
classe de medicamentos comercializados, podendo estes interagir com o seu alvo
molecular de formas covalentes e ndo covalentes de forma a suprimir o efeito
biologico das enzimas (HOLDGATE; MEEK; GRIMLEY, 2018).

A adicdo de um inibidor num sistema enzima-substrato modifica os
parametros cinéticos da enzima, de forma a suscitar a compreenséo do local onde
o inibidor interage na estrutura da proteina e a maneira em que isto ocorre. Os
inibidores enzimaticos podem ser reversiveis, pseudo-irreversiveis ou
irreversiveis. Os inibidores irreversiveis se unem a enzima via ligacdo covalente,
causando mudancas conformacionais no sitio ativo da enzima de forma a inativa-
la permanentemente. Os inibidores pseudo-irreversiveis inicialmente se ligam
covalentemente a enzima, entretanto a ligacdo € quebrada de forma lenta até a
enzima retornar ao seu estado livre. Os inibidores reversiveis se ligam a enzima
através de interacbes nado-covalentes, e sdo classificados em: competitivos,

acompetitivos, nao-competitivos e mistos.

Inibidores competitivos buscam se ligar ao sitio ativo da enzima em
competicdo com o substrato. Estes inibidores ndo afetam o intercepto do eixo vy,
mas modificam a inclinagdo do grafico de Lineweaver-burk, ou seja, 0 Vmax hdo &
alterado e Km aumenta (Figura 12(A)). Portanto, a equacao de Michaelis-Menten
para uma inibicdo competitiva altera 0 Km através do Ki (Equacdo 4 e 5)
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2011):
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py = —ymax-15] (Eq. 4) . [E10] (Eq. 5)
’ K- (1+ ) + 5] " [ED

Ki & a constante de dissociagdo do complexo enzima-inibidor e representa
a afinidade do inibidor a enzima e [EI] é a concentracdo do complexo enzima-
inibidor. Inibidores acompetitivos se ligam a enzima somente quando o substrato
se une ao sitio ativo, formando o complexo inativado enzima-substrato-inibidor
(ESI). Devido a isso, 0 Vmax € 0 Km séo gradualmente reduzidos em crescentes
concentrac@es de inibidor acompetitivo devido a equacao de Michaelis-Menten que
€ alterada de acordo com as equacdes 6 e 7 (Figura 12(B)). Kis representa a
constante de dissociagcdo do complexo enzima-substrato-inibidor, onde [ES] é a
concentracdo do complexo enzima-substrato e [ESI] é a concentracdo do
complexo enzima-inibidor-substrato (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

B Vi - [S] (Eq. 6) _ [ES].[1] (Eq.7)
12 Kis = W

K, + [s).(1+ &)

A inibicdo mista ocorre quando o inibidor pode ser ligar tanto com a enzima
livre quanto com o complexo enzima-substrato, interagindo de forma competitiva e
acompetitiva (Figura 12(D)). Entéo, Ki e Kis levam ao decrescimento do Vmax € 0
aumento do Km (Equacéo 8) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

- Vméx . [S] (Eq 8)
° K- (1+ 5) +[51. (14 L1)

Similar ao inibidor misto, o inibidor n&o-competitivo pode ser ligar
simultaneamente a enzima livre e ao complexo enzima-substrato fora do sitio ativo

da enzima. Por isso, para a equacéo de Michaelis-Menten no caso do inibidor n&o-
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competitivo Ki=Kis (Equagéo 9). Logo, a equacao € modificada de maneira que Vmax
decresce com o aumento de concentracdo do inibidor e 0 Km néo é alterado (Figura
12(C)) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

0 = Vmax. [S] (Eq.9)
km.(1+ S+ s1.(1+ 5

Figura 12 - Gréfico de Lineweaver-Burk para a inibicdo competitiva (A), Inibi¢cao
acompetitiva (B), Inibicdo ndo-competitiva (C) e inibicdo mista (D)

% 1o B 1Vo
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® Adicio de inibidor acompetitivo
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® Adicdo de inibidor ndo-competitivo
B Sem inibidor

/ i / N

Fonte: Adaptado de LOPINA, 2017.

1.9 Técnicas espectroscopicas para o estudo de interagcdes droga-proteina

Em generalidade, o estudo experimental de interacbes ocorridas entre
proteinas e ligantes se baseiam em técnicas biofisicas, sendo a espectroscopia de
fluorescéncia e a de UV-Vis as abordagens mais utilizadas devido a simplicidade
operacional e a alta sensibilidade dos equipamentos. Na andlise espectroscopica

de interagbes entre biomacromoleculas e ligantes, séo verificados os efeitos de



41

ligantes nos residuos de aminoacidos cromoforos contidos nas proteinas, pois
estes sdo detectaveis em tais estudos. Na presente tese sdo estudadas interacdes
entre farmacos e duas proteinas: a albumina sérica humana e a
acetilcolinesterase. A HSA possui um residuo de triptofano, 20 de tirosina e 52 de
fenilalanina espalhados pela estrutura da proteina (MACIAZEK-JURCZYK et al.,
2021), enquanto a AChE possui residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina em
seu sitio ativo, sendo estes 0s protagonistas a serem monitorados nestas técnicas

devido as suas propriedades cromoforas.

1.9.1 Supresséao de fluorescéncia no estado estacionario

O estudo de interacdo via fluorescéncia é realizado considerando-se a
supressdo da intensidade da fluorescéncia intrinseca de um fluoréforo (no
presente estudo, uma proteina) com a gradativa adicdo de um ligante. Este
fenbmeno ocorre pela interacdo de agentes supressores com o0s residuos de
aminoacidos aromaticos da proteina, sendo eles a tirosina (Tyr) e o triptofano (Trp),
gue no espectro de fluorescéncia apresentam emissao maxima em 303 nm e 340

nm, respectivamente.

Através da espectroscopia de fluorescéncia se torna possivel a obtencao de
parametros imprescindiveis para o estudo de interacdo droga-proteina. A equacao
de Stern-Volmer (Equacdo 10) identifica o mecanismo de supressdo de
fluorescéncia por intermédio da mudanca da constante de Stern-Volmer (Ksy) em

fungéo do aumento de temperatura.

% =1+k,.to =1+ Kgy [Ligante] (Eq. 10)

Onde F e Fo € a intensidade de fluorescéncia no comprimento de onda de
emissao maxima (Aemmax) Na presenca e auséncia do supressor, respectivamente,
[Ligante] € a concentracdo do supressor adicionado no sistema, k, € a constante
bimolecular de supressao e t, € o tempo de vida da biomolécula na auséncia do

supressor.
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O mecanismo de supresséo de fluorescéncia é definido como estatico ou
dindmico. O mecanismo estatico envolve a formacdo de um complexo nao-
fluorescente entre o supressor e o fluoréforo, que se forma no estado excitado e
permanece no estado fundamental (LAKOWICZ, 2013). O mecanismo estatico é
confirmado pela diminuicdo da Ksv de acordo com o aumento da temperatura
(LAKOWICZ, 2013), uma vez que 0 crescimento de temperatura promove o
enfraguecimento da interacdo presente no complexo (FAN et al., 2013; HU et al.,
2005).

Em contrapartida, o mecanismo dinamico € dirigido pela transferéncia de
energia do fluoréforo ao supressor no estado excitado, retornando ao estado
fundamental sem a emissdo de foton (LAKOWICZ, 2013). No mecanismo dinamico
a Ksy aumenta sincronicamente com o aumento de temperatura, tendo em vista
gue nessas circunstancias o contato entre o fluoréforo e o supressor € favorecido
(FAN et al., 2013; HU et al., 2005).

Em algumas situacdes pode ocorrer uma limitagdo no uso da equacao de
Stern-Volmer. A Figura 13 exemplifica o grafico de Stern-Volmer e os possiveis
desvios na linearidade da inclinacdo obtida da relacéo intensidade de fluorescéncia

VS. concentracdo de supressor:
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Figura 13 — Diagrama de graficos de Stern-Volmer com padréo linear (verde), com desvio
positivo (azul) e com desvio negativo (laranja) e as possiveis causas dos efeitos observados

A

- Quenching de esfera de agio
- Quenching dinimico + estatico
- Quenching estatico + esfera de acio
- Quenching dinimico + esfera de agio

- Que

- Quench

-
Q]

Fonte: Adaptado de https://www.spectroscopyonline.com/view/key-errors-avoid-
consideration-fluorescence-quenching-data

Uma extensa lista de fatores pode influenciar nesta circunstancia
(GEHLEN, 2020), observando-se em especial dois comportamentos que desviam

da linearidade da equagcéo mencionada e suas causas:

Desvio positivo

Ha casos em que ocorre uma fraca interagdo entre 0 supressor e 0
fluoréforo apesar da alta proximidade entre estes, havendo a auséncia de
formagdo um complexo bimolecular estavel, entretanto tal processo chega a se
assimilar a uma supressao estatica aparente (efeito pseudo-estatico). Este evento
€ nomeado como mecanismo de esfera de agéo e leva em consideracdo que no
momento em que uma substancia supressora e a substancia suprimida se
encontrar em uma regido de forma esférica de volume V, o mecanismo de
supressdo se dard de modo estatico (CASTANHO; PRIETO, 1998; GEHLEN,
2020). Experimentalmente, o grafico Fo/F vs. [supressor] resultante de tais
interacbes se da pela modelo de inclinacdo com curvatura para cima, como

observado na figura 13 e o modelo matematico utilizado para este tipo de
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mecanismo € representada pela equacédo 11, onde V é o volume de esfera de acao

e N € o numero de avogrado:

% = (1 + Ksy [Ligante])eltigantelVN (Eq, 11)

O desvio positivo também pode ser provocado pela mistura de mais de um
mecanismo de supressédo de fluorescéncia, chamado de mecanismo combinado.
Nesta situacdo obtém-se duas constantes: Ks, representando as intera¢des da
fracdo que formou o complexo néo-fluorescente, e Kp, refletindo a fracdo que atuou

nas interacbes com o mecanismo dinamico:

% = (1+ (Kp + Kg)[Ligante]) + KpKs[Ligante]? (Eq. 12)

Com a linearizacao da equacao 12 é possivel obter o produto de KsKp com
a inclinacéo, e Kp + K5 pelo intercepto de y, sendo factivel a identificacdo dos
valores das constantes de forma isolada com a equacédo 13 (GADOMSKA et al.,
2021):

F 1 .
(— - 1) ante] = (Kp + K) + KpKs[ligante](EqQ. 13)

Desvio negativo

Os casos em que ocorre 0 desvio da reta para a formacao de uma curvatura
para baixo € motivado, dentre outras causas, pela inacessibilidade de um
fluoréforo, ou seja, o0 supressor consegue interagir fracionadamente com a
molécula suprimida. Isso ocorre quando uma molécula possui mais de um
fluoréforo disponivel para interacéo, e 0 supressor tem acesso a apenas uma parte
destes. Para mensurar a fracdo acessivel ao fluoroforo, é utilizada a equacgéo de

Stern-Volmer modificada (Eq. 14):
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fo + ;] (Eqg. 14)

1
Fo—F  f fKsylligante

Onde f é a fragcdo acessivel ao fluor6foro. Também podem ocorrer eventos
diversos que levam ao desvio negativo da inclinacédo de Stern-Volmer, como por
exemplo, a emissdo induzida por agregacdo, que ocorre em agregados de
fluoréforos e resultam na reducéo da intensidade de fluorescéncia, além da auto-
supressdo de fluoréforos quando estes se encontram em altas concentragdes
(GEHLEN, 2020).

Outro fator que pode interferir na analise do grafico de Stern-Volmer € o
efeito filtro interno, que ocorre quando uma substancia supressora absorve energia
na regido de emissdo de um fluoréforo, levando a uma diminuig&o na intensidade
de fluorescéncia emitida. Tendo em mente que a absorcdo deve aumentar de
acordo com o aumento de concentracdo do supressor, deduz-se que este evento

interfere nos reais valores de Ksv. Para correcdo deste efeito, € comumente

utilizada a equacgéo 15:

(A1+43)

Feorr = Fops10 2 (EQ-lS)

Onde Onde Fcor € Fobs s@0 a intensidade de fluorescéncia corrigida e a
observada, respectivamente, e A1 e Az sdo a absorbancia do supressor no
comprimento de onda de excitacdo e emissdo, respectivamente. Além da equacao
de Stern-Volmer, existem outras maneiras de se obter parametros de interacdo
biomolécula-ligante. A equacdo de equacdo de duplo logaritmico (Equacéo 16)
torna possivel a avaliagdo da constante de afinidade (Kb) € 0 numero de sitios (n)

em que um supressor se liga no fluoréforo:

log (F"F_F) = log K, + n log[Ligante] (Eq. 16)

Onde n é calculado pelo coeficiente angular e Ky pelo coeficiente linear.

Tendo conhecimento de Kb, se torna possivel o calculo de parametros
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termodinamicos. Em temperaturas variadas, a plotagem do grafico de Van’t Hoff
(InKp vs. 1/T) elucida os valores de entalpia (AH®), entropia (AS°) e energia livre de

gibbs (AG®) a partir da combinacgao das equacdes 17 e 18:

AG® = AH® — AS°.T (Eq.17)
AG® = —RTInkK, (Eq. 18)

De acordo com Ross e Subramanian (1981), os parametros termodinamicos
sdo Uteis para a compreensao das forcas de interagdo ndo-covalentes envolvidas
no sistema fluoroforo-ligante. A representacao das interacdes intermoleculares de
biomoléculas e suas tendéncias termodindmicas sdo expostas na figura 14.
Quando ha a presenca de interacdes hidrofébicas, temos o comportamento
termodinamico onde AH>0 e AS>0. Este padrdo ocorre devido ao processo que
atua durante a formacéo de interacBes hidrofébicas: com a introducdo de uma
substancia ndo polar em meio aquoso, ha a quebra de ligacées de hidrogénio entre
as moléculas de agua para a acomodacao dos grupos hidréfobos. A quebra dessa
ligacdo adiciona calor ao sistema, justificando a natureza endotérmica de tais
interacOes. Por consequéncia, a interacao entre grupos nao polares se traduz na
dessolvatacdo das moléculas de dgua que circundam as substancias em solucao

aguosa, situacao que propicia o aumento de entropia do sistema.

Se AH<0 e AS<0 as interagdes ocorrem preferencialmente por forgas de Van
der Waals e pontes de hidrogénio, considerando a caracteristica exotérmica do
evento de solvatacdo de substancias em meio agquoso decorrente destas forcas.
Adicionalmente, o processo de solvatagdo resulta na diminuicdo de graus de
liberdade das moléculas de agua, tornando o sistema mais ordenado, situacéo que
reduz a entropia de forma significativa. Por outro lado, se AH<0 ou préoximo de O e
AS>0 ha a presenca de forcas eletrostéaticas, tendo em vista 0 aumento de entropia

e a natureza entalpica de interacfes derivadas de espécies carregadas.
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Figura 14 - Variacao dos parametros termodindmicos com relacéo as variadas interacoes
entre biomacromoléculas

Interagées
Eletrostaticas

AH~(: AS>0
Interagées
Hidrofébicas Ligacdes de
£ Hidrogénio, Van der
AH>0' AS>O T
AH< (: AS<p
Proteinas parcialmente
imobilizadas ou
Moléculas associadas Formacao de complexos
hidratadas hidrofobicamente

Fonte: Adaptado de https://www.creative-biostructure.com/protein-thermodynamics-
analysis-545.html.

1.9.2 Fluorescéncia sincrona

Uma forma de se detalhar as interacdes proteina-ligante é por meio da
investigacdo do que se sucede nos microambientes vizinhos aos residuos de
aminoacidos fluoréforos. A espectroscopia de fluorescéncia sincrona € uma
interessante maneira de avaliar estas regides, onde € possivel adquirir as
interacdes dos residuos de triptofano e tirosina de forma individual. As alteracfes
nos ambientes proximos aos residuos de aminoacidos sdo monitoradas pelos
deslocamentos no comprimento de onda de emissdo maxima, fato que
corresponde a mudancas na polaridade da proteina. Essas alteragbes sdo
observadas fazendo uma varredura com os monocromadores de excitacdo e
emissao no modo sincrono, onde o intervalo de comprimento de onda (AA) se faz
constante. Para os residuos de tirosina AA=15 nm e para os residuos de triptofano

AA=60 nm (ALMUTAIRI et al., 2020).

No caso de nao se notar deslocamento algum nos espectros de

fluorescéncia sincrona, se denota auséncia de mudancas no microambiente do
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residuo de aminoacido analisado. Deslocamentos batocrémicos, que consistem no
deslocamento de Amax para regides de menor energia (deslocamento para o
vermelho) indicam o aumento de polaridade ao redor dos residuos de aminoacidos
aromaticos. Em contraste, deslocamentos hipsocrémicos, que sdo caracterizados
pela alteragdo de Amax para regides de maior energia (deslocamento para azul),
séo resultantes do aumento da hidrofobicidade nas redondezas dos residuos de
aminoacidos. Adicionalmente, modificagdes na hidrofobicidade de proteinas sao
claros indicativos do desenovelamento proteico, podendo-se assumir a perda da
sua configuracao funcional (SIDDIQUI et al., 2019).

Também é possivel mensurar qual residuo de aminoacido esta interagindo
mais fortemente por meio da razdo da supressdo da fluorescéncia sincrona
(RSFQ%):

RSFQ(%) = (1-L)x 100 (Eg. 19)

Fazendo a comparacao entre RSFQ% para as interacbes de AA=15 nm e
AA=60 nm, tem-se ideia do provavel sitio de ligacdo da amostra na proteina, pois
tal parametro demonstrara a proximidade do ligante em relacédo aos residuos de

Trp e Tyr.

1.9.3 Fluorescéncia tridimensional

Também conhecida como espectroscopia em matriz excitacdo-emissao, a
fluorescéncia 3D realiza uma analise multicomponente, resultado num grafico que
relaciona comprimento de onda de excitacdo, comprimento de onda de emisséo e
intensidade de fluorescéncia. Atualmente, esta técnica vem sendo amplamente
utilizada para elucidar o mecanismo de interagdo de biomacromoleculas-ligantes,
com a finalidade de monitorar alteracbes no microambiente dos fluoréforos, de

maneira similar a fluorescéncia sincrona.
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A andlise dos espectros de fluorescéncia 3D de proteinas € realizada
observando dois picos principais: o pico | que pode ser visualizado em Aex/Aem =
280/340 corresponde aos residuos de aminoacidos fluoréforos, onde sua mudancga
evidencia alteragbes na regido circundante a Trp e Tyr. O pico Il (Aex/Aem =
230/340) € motivo de discussao entre os pesquisadores da area de fisico-quimica
de macromoléculas, tendo em vista que grande parte da literatura cientifica atribui
este pico a cadeia principal polipeptidica da proteina, deduzindo-se desta maneira
gue qualquer alteracao deste pico com a adicao de um ligante é derivada de uma
mudanca conformacional proteica. Por outro lado, (BORTOLOTTI et al., 2016)
descreveu que este pico ndo se deve a cadeia principal e nem a estrutura
secundéria da proteina, mas sim a excitagdo de um estado excitado mais alto

pertencente aos residuos aromaticos.

Adicionalmente, existem outros dois picos, um pertencente ao
espalhamento Rayleigh onde Aex=Aem (Pico A), e outro relativo ao espalhamento
de segunda ordem onde Aex=2Aem (Pico B) (LAKOWICZ, 2013). Com o intuito de
aprimorar a analise do espectro tridimensional, podem ser obtidos mapas de
contorno, possibilitando uma visdo bidimensional dos espectros a partir de uma
visdo aérea. O mapa de contorno facilita a inspecdo qualitativa da reducao de
intensidade de fluorescéncia da biomolécula. Para fins de exemplificacdo, foi
representado na figura 15 o espectro 3D da albumina sérica bovina e seu mapa de

contorno, sendo possivel avistar os picos mencionados neste topico.
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Figura 15 — Espectros de fluorescéncia tridimensional e mapas de contorno da albumina
sérica bovina medidos a 298 K e [BSA]= 1.5 uM.
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Fonte: Adaptado de (WANI et al., 2017).

1.9.4 UV-Vis

A espectroscopia na regiao do ultravioleta (entre 200 e 400 nm) e visivel (de
400 a 800 nm) é uma ferramenta capaz de detectar a absor¢cdo de fétons de
amostras contendo grupos cromoforos. Esta absorcdo de energia se deve as
transicdes de elétrons dos cromoforos do estado fundamental para o estado
excitado. A partir dessas transicdes, é possivel obter padrées diversos para cada

substancia.

As transi¢Oes eletrbnicas que originam o espectro de UV-Vis dependem da
estrutura quimica da substancia analisada e variam de energia conforme a figura

16. Como notado, as transicbes o— o* sdo de alta energia e por isso s&o
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detectados numa regido abaixo de 150 nm. As transi¢des n — o* ocorrem quando
a amostra apresenta pares de elétrons ndo ligantes, como compostos organicos
contendo heteroatomos e sdo avistados no espectro entre 150 e 250 nm. Ja as
transicbes m —» m* € n —» w * sd0 mais facilmente detectadas na espectroscopia
UV-Vis e correspondem a variados grupos cromoforos, como anéis aromaticos,
carbonilas, amidas, entre outros. As transicdes m — m * podem ser vistas nas
regides entre 150 e 250 nm, enquanto as transi¢cdes n — m * sdo observadas numa

faixa mais ampla, entre 200 e 700 nm.

Figura 16 — Representagéo dos niveis de energia de orbitais moleculares e suas
respectivas transigcdes eletronicas
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Fonte:https://archive.nptel.ac.in/content/storage2/courses/102103047/PDF/mod2.
pdf

No tocante a analise de proteinas, é concebivel a identificacdo da ligacéo
amida presente na estrutura proteica, isto é, na ligacdo peptidica, que absorve
energia na regido do UV distante, entre 180 e 230 nm. Neste caso, ocorrem as
transicdes eletronicas m -7+ em 195 nm e n—-m* entre 210 e 220 nm
(PIGNATARO; HERRERA; DODERO, 2020). Usualmente, em estudos de

interacao proteina-ligante, quando se observam alteragdes no espectro UV-Vis na
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regido mencionada previamente, se infere a modificacdo conformacional proteica
induzida por um ligante, tendo em vista que as ligacdes amida compdem a cadeia
principal da proteina (SIDDIQUI et al., 2021).

Na regido do UV proximo (de 240 a 295 nm) séo detectadas as transigdes
m — m* dos residuos de aminoacidos que contém anéis aromaticos como a
fenilalanina, tirosina e triptofano (LUCAS et al., 2006). Cada residuo de aminoé&cido
contribui para o espectro de UV-Vis de forma desproporcional, como demonstrado
na figura 17. O triptofano possui a maior intensidade de absorcao atribuido a
presenca do grupo indol em sua estrutura quimica, com pico maximo em 280 nm,
sobrepondo-se aos demais. A tirosina apresenta menor intensidade se comparado
com o triptofano, com Amax= 276 nm, enquanto a fenilalanina demonstra menor
intensidade de absor¢cdo com pico maximo em torno de 260 nm.

Figura 17 — Espectros de absorcdo na regido UV-Vis dos residuos de aminoacidos
triptofano, tirosina e fenilalanina e suas estruturas quimicas.
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Em relacédo a estudos de interacdo entre proteinas e ligantes, geralmente
se monitora a alteracdo na absorc&o do pico principal em 280 nm de acordo com
a sucessiva adicdo de ligante. Mudangas neste pico revelam perturbacdes no
microambiente onde se encontram tais residuos de aminoacidos. Também ha a
possibilidade de haverem deslocamentos do pico de maxima intensidade de
absorcdo, sendo avaliados do mesmo modo que os deslocamentos da

fluorescéncia sincrona.

1.9.5 Transferéncia de Energia por Ressonéancia de Forster (FRET)

Tendo em vista que interacdes proteina-ligante podem também resultar em
processos de transferéncia de energia, se torna necessario o estudo da técnica de
Transferéncia de Energia por Ressonancia de Forster (FRET). Esta técnica é
caracterizada como um processo ndo-radiativo que ocorre através da transferéncia
de energia entre um flu6foro doador e um flu6foro receptor localizados préximos
um do outro. Para que haja o processo de FRET entre moléculas, € preciso que a
distancia entre estas esteja na faixa de 0.5 nm - 10 nm, que haja a sobreposicdo
espectral entre a emissao do doador e a absor¢cdo do aceptor e uma adequada
orientacdo dos seus dipolos de transicdo (CLEGG, 2009; PRASAD; ZEUG;
PONIMASKIN, 2013; SANNAIKAR; INAMDAR; INAMDAR, 2019). A Figura 18
representa o processo decorrido da transferéncia de energia de ressonancia de

Forster.

Figura 18 - Representacdo do processo de transferéncia de energia de ressonancia de
Forster entre um doador (D) e um aceptor (A).
Transferéncia de energia
de ressonancia

Foton de

excitacao Féton

Emitido

Fonte: Adaptado de SIMKOVA; STANEK, 2012

Este processo pode ser identficado experimentalmente atraves de

alteracdes nos tempos de vida do sistema aceptor-fluéroforo em comparacao com
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o tempo de vida do doador livre, bem como com a sobreposicédo do espectro de
emissao do fluéroforo doador (proteina) e o espectro de absor¢cdo do fluéforo
aceptor (ligante). A eficiéncia do FRET (Errer) é inversamente proporcional a

distancia entre as moléculas (r), e é calculada pela equagéo 20:

F 5
E =1—-—=— =
FRET Fy  T6+RS

(Eq. 20)

Onde Ro é a distancia Foster a qual a eficiéncia do FRET atinge o valor de

50%. O valor de RO é obtido pela equacgéo 21:

R§ = 8,8x10725K?n~*® J (Eq. 21)

K é o fator especial do dipolo, n é o indice de refracdo do meio,® é o
rendimento quantico da fluorescéncia do doador J € a integral de sobreposicéo do
espectro de emisséo de fluorescéncia do doador com o espectro de absorc¢éo do

aceptor. o valor de J € obtido pela equacao 22:

Jo? F)e()A*d ()
Iy F()dy

J= (Eq. 22)

O estudo do FRET é frequentemente aplicado para se obter informacdes
sobre interagBes intermoleculares, justaposicdes espaciais e a distribuicdo de
supramacromoléculas e substancias que integram o meio biolégico, permitindo a
compreensao destes ambientes na escala molecular. Por conseguinte, é possivel
determinar a distancia entre os residuos de aminoacidos fluoréforos de proteinas
(molécula doadora) e os supressores de fluorescéncia (moléculas aceptoras),
permitindo-se a extracdo de informacdes adicionais sobre a posi¢cao do ligante em

relacéo a estrutura proteica.
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2 ESTUDOS DE INTERACAO E INIBICAO DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE PELAS DROGAS LAPATINIBE E PAZOPANIBE

2.1Introducéo e objetivos

A enzima acetilcolinesterase (AChE) apresenta papel Unico na sinalizacao
neuronal, tendo em vista sua fungcdo catalitica, atuante no neurotransmissor
acetilcolina (ACh). Esta enzima faz uso do substrato ACh hidrolisando-o, onde a
deficiéncia desta substancia consequentemente interrompe a transmissédo de
impulsos nervosos no cérebro (POHANKA, 2012). Apesar da sua importancia em
funcdes colinérgicas, a AChE também atua com funcionalidades divergentes da
acdo enzimética, tais como influéncias na diferenciacao, proliferacdo e adesédo
celular (LAZAREVIC-PASTI et al., 2017), na deposi¢cao da proteina amiloide em
orgaos (INESTROSA; DINAMARCA; ALVAREZ, 2008), na apoptose (XI et al.,
2015) e na formacgéo de tumores (RUIZ-ESPEJO et al., 2002).

No tocante a tumorigénese, em diversos tipos de células cancerigenas séo
relatadas expressfes anormais da AChE, bem como modificacdes estruturais
desta enzima. Além disso, a amplificacdo de genes relacionados ao grupos das
colinesterases em determinados tipos células de cancer reforca a participacao da
AChE em tumores malignos (MONTENEGRO et al., 2006; SYED et al., 2008). No
cancer de mama estes fatos previamente mencionados também sao recorrentes
(BERNARDI et al., 2010; RUIZ-ESPEJO et al., 2002; VIDAL, 2005), até mesmo em
casos onde h& a metéstase (RUIZ-ESPEJO et al., 2003).

Compostos inibidores da enzima tirosina quinase tém trazido resultados
eficazes na inibicdo da AChE (HUANG et al., 2016; JAVIDNIA et al., 2017; YANG
et al., 2015), reverberando a possibilidade da descoberta de potenciais drogas

multi-alvo passiveis de reposicionamento.

S&o crescentes as pesquisas relacionadas a descoberta de drogas multi-
alvo, tanto na area de design e desenvolvimento, quanto na compreensao do

mecanismo molecular envolvido no efeito terapéutico (APAYDIN; TOROK, 2019;
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BROEKMAN; GIOVANNETTI; PETERS, 2011). Uma série de medicamentos
antitumorais com varios alvos moleculares apresentam poder de inibicdo da AChE
(JONCZYK et al., 2020), destacando a relacdo entre o cancer e tal enzima
(GARCIA-RATES; GREENFIELD, 2017).

Em um estudo teodrico, foram identificadas 13 drogas dos 377 ITQs
analisados que possuem alta probabilidade de inibir a AChE. O medicamento
Pazopanibe, originalmente direcionado para o tratamento de cancer de mama, foi
verificado como melhor droga para inibicao da AChE dentre os 13 ITQs estudados,
fato comprovado também através de triagem experimental de inibicdo (YANG et
al., 2015).

O farmaco lapatinibe, integrante do grupo dos ITQ, foi primordialmente
arquitetado como droga multi-alvo para tratamento tumoral, mostrando dual
interacdo com receptores biolégicos voltados para o cancer de mama (ZHOU et
al.,, 2019). Além disso, lapatinibe e pazopanibe possuem a capacidade de
permear a barreira hematoencefélica, permitindo o seu uso em terapias de
metastase a nivel cerebral em pacientes com cancer de mama (GRIL et al., 2013;
SALEEM et al., 2015) , trazendo a possibilidade do reposicionamento destes
farmacos ao tratamento de desordens neurodegenerativas (GAGALO;
RUSIECKA; KOCIC, 2015).

Apesar de estudos sobre a Doenca de Alzheimer apresentarem grande
guantidade de proteinas como alvos moleculares terapéuticos, os medicamentos
atualmente aprovados pelas agéncias de controle para a DA foram desenvolvidos
majoritariamente com foco na inibicdo da AChE (POHANKA, 2012). Nos dias
atuais, existem apenas cinco medicamentos aprovados para o tratamento da DA
e 121 em fase de testes clinicos, sendo dentre estes 52 farmacos reposicionados
(SABBAGH, 2020). Dentre os farmacos selecionados para testes clinicos, dois
deles sao inibidores da tirosina quinase: o dasatinib, verificado como potente
inibidor da agregagéo da proteina tau, e o nilotinib, que atua eliminando as
proteinas B-amildide e tau (CUMMINGS et al., 2022).
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Recentemente foi aprovado o medicamento aducanumabe para o
tratamento da DA, considerando como alvo molecular a inibicado de fibrilas -
amiléide (ALI; GUPTA; CHAWLA, 2022). Entretanto, tal farmaco se mostra uma
opcédo inviavel financeiramente, tendo em vista que 0 mesmo contém em sua
composicao anticorpos monoclonais, tecnologia de alto custo devido a dificuldade

de obtencao de tais biomoléculas.

Desta forma, com o intuito de avaliar o potencial de reposicionamento dos
ITQ pazopanibe (Figura 19(A)) e lapatinibe (Figura 19(B)) para tratamento da DA,
e compreender detalhadamente o comportamento das interacdes intermoleculares
envolvidas no contato entre a AChE e as drogas, foram realizados estudos
espectroscopicos para avaliar a afinidade, o padrdo de inibicdo e de ligacdo
proteina-ligante e alteracdes conformacionais da enzima diante da interacdo aqui

estudada.

Figura 19 - Estrutura quimica dos farmacos Pazopanibe (A) e Lapatinibe (B).

(B)

Fonte: Elaborado pela autora.
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2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Reagentes

Nos experimentos descritos nesse capitulo foram utilizados agua
deionizada e apenas reagentes e solventes de pureza analitica. As drogas
lapatinibe e pazopanibe, a acetilcolinesterase de Electrophorus electricus, o iodeto
de acetiltiocolina e o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) foram obtidos pela

Sigma-Aldrich (EUA) e foram utilizados sem purificacéo prévia.

2.2.2 Metodologia

2.2.2.1 Obtencéo dos extratos de acetilcolinesterase

Foram obtidos extratos da AChE a partir de olhos de camardes da espécie
Litopenaeus vannamei e de branquias de ostras do mangue da espécie
Crassostrea rhizophorae, seguindo a literatura (DE SOUZA et al., 2018). Foram
homogeneizados 20 mg de tecido/mL em tampé&o Tris-HCl a 0.5 mmol.L (pH 8) e
centrifugados a 10,000 x g a 4° C durante 10 minutos. Os extratos foram obtidos a
partir do sobrenadante separado na centrifugacdo e armazenado sob refrigeracéo
a -20°C até a utilizacdo para as andlises. A dosagem de proteinas foi realizada
utilizando o método de Bradford modificado (SEDMAK; GROSSBERG, 1977). O
método de Bradford modificado consiste no uso do corante azul brilhante de
comassie, utilizando uma proteina padréo como a albumina sérica bovina (BSA).
O corante mencionado interage com a cadeia polipeptidica proteica, alterando seu
pico de absorcdo de 465 para 595 nm, gerando diferentes intensidades de
absorbancia de acordo com a concentracdo da proteina. A concentracdo da
proteina € mensurada com a elaboracdo de uma curva padrdao com a BSA e
obtencdo da equacdo linear de 1° grau para a mesma, estimando se a
concentragdo em 0.23 mg/mL de proteinas no extrato da Litopenaeus vannamei e

1.22 mg/mL no extrato da Crassostrea rhizophorae.
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2.2.2.2 Ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase

A inibicdo da acetilcolinesterase foi realizada no Laboratério de Enzimologia
(LABENZ) da UFPE. Tal estudo foi realizado com a AChE comercial Electrophorus
electricus, e com o0s extratos obtidos da Litopenaeus vannamei e Crassostrea
rhizophorae através do método de Ellman com modificacdes (ARAUJO et al.,
2018). As solucbes das drogas estudadas foram diluidas seriadamente com
concentracfes variando entre 0 e 300 uM. Numa placa de 96 pocos foram
incubados 10 pL dos compostos em variadas concentragdes com 10 pL da enzima
(1 pg/mL) a 298 K durante 1 hora. Apos esse tempo, foram adicionados 200 pL de
DTNB (0.25 mM) e 20 yL do substrato iodato de acetiltiocolina (62 mM) foi
acrescentado em cada poco da placa para o registro da absorbancia em 405 nm,
com o intuito de identificar o monitoramento do produto formado da reagao entre a
DTNB e o substrato utilizado. A absorbancia foi registrada entre 0 e 180 segundos.
A atividade especifica da enzima (atividade da AChE por mg de proteina total —

muU/mgq) foi obtida através da equacéo 23:

((41-40)/t) . FD
€ . [proteina]

Atividade especifica = .10% (Eq. 23)

Onde Az reflete a absorbancia medida das amostras e Ao é a absorbancia
do branco, FD é o fator de diluicao, € é o coeficiente de extingdo molar do produto
da reacdo DTNB-Substrato (13.600 L.molt.cm), e [proteina] é a concentracédo de
AChE utilizada na reagédo Os percentuais de inibicdo enzimética foram obtidos a

partir da equacéao 24

% Inibigio = = x 100 (Eq. 24)
0

Onde o EA:1 é a atividade especifica das amostras e EAo € a atividade
especifica do branco das solu¢fes analisadas. Sendo assim, foram calculadas as
concentracfes onde ha a inibicdo de 50% da enzima (ICso) através do software
Graphpad Prism 8.0.
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2.2.2.3 Estudo do tipo de inibicdo entre os farmacos e a AChE

A analise do tipo de cinética enzimatica foi avaliada pela plotagem do grafico
de Lineweaver-Burk, realizada através da curva de Michaelis-Menten
(LINEWEAVER; BURK, 1934). Para desempenhar o experimento, variaram-se as
concentracbes do substrato (0,83 a 20,83 mM) nas concentracdes das drogas
entre 0 e 300 uM. Os experimentos foram realizados com a acetilcolinesterase

comercial de forma quadruplicada.

2.2.2.4 Medidas de fluorescéncia no estado estacionario

Os estudos supressdo de fluorescéncia foram mensurados num
espectrofluorimetro de marca Jasco, modelo FP-6300 acoplado a um banho
termostatizado. Os espectros foram medidos com excitacdo em 280 nm e largura
de fenda de excitacdo/emissdo de 5 nm. Os espectros de emissao foram
registrados com intervalo de varredura entre 280 e 400 nm utilizando-se uma
cubeta de quartzo, onde foram adicionados 3 mL de solucdo de acetilcolinesterase
(0,1 pg/mL) e neste recipiente foi titulado o farmaco lapatinibe a concentracées
crescentes de 0 e 1,3 uM. Para analise das interacées da AChE com o farmaco
pazopanibe foi adotado o mesmo procedimento. Os experimentos foram realizados
em 296, 306 e 310 K. Para o calculo dos parametros que evidenciam o mecanismo
de ligacdo das interacbes entre a acetilcolinesterase e os farmacos foram
utilizados o grafico de Stern-Volmer (Eq. 10), e o grafico de duplo logaritmo (Eq.
16). Adicionalmente, as propriedades termodinamicas das interacdes aqui
analisadas séo obtidas através do gréafico de Van't Hoff (Eq. 17 e 18).

2.2.2.5 Transferéncia de Energia por Ressonancia de Fluorescéncia (FRET)

As medidas foram realizadas num espectrofluorimetro de marca Jasco,
modelo FP-6300, e num espectrofotometro modelo Lambda, marca Perkin Elmer
(EUA), usando uma cubeta com 1 cm de caminho optico. A FRET foi mensurada
a partir da sobreposicéo dos espectros de absorcéo dos farmacos (pazopanibe e

lapatinibe) e o0 espectro de emisséo de fluorescéncia da AChE com concentragdes
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na proporcdo 1:1. Além disso, foi registrado o espectro de emissdo de
fluorescéncia da mistura droga-AChE nesta mesma proporcdo. O comprimento de
onda de excitagdo da enzima foi de 280 nm e o0s espectros foram registrados entre
280 e 450 nm.

2.2.2.6 Estudo de fluorescéncia tridimensional

A espectroscopia de fluorescéncia tridimensional mostra informacdes
acerca das alteracdes conformacionais especificas da proteina utilizada nos
experimentos. Portanto foram medidos o espectro de fluorescéncia 3D da AChE
na auséncia dos farmacos lapatinibe e pazopanibe e na presenca das drogas na
proporcado de 1:1. Os espectros de emissdo e excitacdo foram registrados em

comprimentos de onda entre 220 e 400 nm, com incremento de 10 nm.

2.2.2.7 Estudo de fluorescéncia sincrona

A fluorescéncia sincrona foi realizada com base na variacdo simultanea dos
monocromadores de excitacdo e emissdo, fixando-se uma diferenca de
comprimento de onda (AA= A,,, — 4.,). Desta forma, € possivel tornar a técnica
mais sensivel as mudancas no microambiente ao redor dos residuos de
aminoacidos Triptofano (AA = 60 nm) e Tirosina (AA= 15 nm) da AChE enquanto a
mesma interage com os farmacos. A concentracdo utilizada para a enzima foi de
1,19.nmol.L™%, e a concentracdo dos farmacos variou de 0 a 5,95 umol.L™1, com

largura de fenda de excitacdo/emissao de 5 nm.

2.2.2.8 Estudo tedrico

Os estudos in silico foram realizados em colaboragdo com o professor Gustavo
Miranda Seabra, vinculado ao Departamento de Quimica Medicinal da

Universidade da Flérida (EUA). O procedimento utilizado foi detalhado a seguir.

Como estrutura inicial para analise das interagfes enzima-farmacos, foi

utilizada a AChE da espécie Tetronarce californica (PDBID: 6EUC) por ser


https://www.rcsb.org/structure/6EUC
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homologa a AChE oriunda da Electrophorus electricus (MARTINS et al., 2021)
usada nos experimentos de inibicdo e interacdo. Complementarmente, foram
analisados o comportamento das interagbes com a presenca do substrato
acetiltiocolina (ATC), inserindo-o no sitio de ligagdo por ancoragem molecular com
o programa Autodock Vina 4.2 (TROTT; OLSON, 2010).

Os parametros para ATC foram obtidos com Antechamber usando cargas
GAFF2 e AM1-BCC. Os complexos (com ou sem ATC) foram solvatados com uma
caixa octaédrica e modelo de agua OPC, com um preenchimento de 10 A entre a
proteina e os lados da caixa. Os sistemas foram inicialmente submetidos a 100
etapas de minimizacdo de energia onde apenas o0 solvente podia se mover,
seguido de 10.000 etapas de minimizacdo permitindo que todo o sistema se
movesse. Em seguida, eles foram aquecidos lentamente de 0 K a 310 K por 600
ps a volume constante e deixados em repouso nessa temperatura final por 400 ps.
Em seguida, os sistemas foram deixados para relaxar a pressao e temperatura
constantes por 2 ns, seguido por 200 ns de fase de produ¢cdo MD nas mesmas
condic¢des. As minimizagdes utilizaram o programa SANDER, e as simulagées MD
utilizaram a versdo CUDA do software PMEMD (GOTZ et al., 2012; LE GRAND,;
GOTZ; WALKER, 2013; SALOMON-FERRER et al., 2013), ambos parte do pacote
de simulacdo AMBER20 (CASE et al., 2020). As trajetérias resultantes foram
agrupadas em 30 clusters diferentes usando CPPTRAJ (também distribuido com
AMBER 20) com o esquema hierarquico-aglomerativo usando como referéncia
todos os residuos dentro de 15 A do substrato na estrutura original, e uma estrutura
representativa de cada cluster tomada para uso na atracacdo de Lapatinibe e
Pazopanibe, como forma de considerar a flexibilidade alvo nas ancoragens
(MEIRA MENEZES et al., 2021).

Para a AChE na presenca de ATC, o procedimento de ancoragem molecular
foi realizado em duas etapas. Primeiro, para detectar possiveis sitios de ligacao,
foi usada a técnica de ancoragem as cegas com QVina-W (HASSAN et al., 2017)
para encaixar os ligantes em cada estrutura representativa do complexo AChE-
ATC, usando uma caixa de grade centrada no alvo e grande o suficiente para

abranger todo a proteina (tamanho lateral - 70 A). Foram realizados 10
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experimentos de ancoragem para cada combinacdo de ligante-alvo molecular,
armazenando até 5 posicdes dentro de uma faixa de energia de 3,0 kcal.mol?* da
posicdo de classificagdo mais alta. As posicbes dos ligantes obtidas foram
agrupadas para determinar os sitios de ligacéo, resultando em 7 sitios distintos, e
o centro dos sitios foram determinados a partir da coordenada meédia das
estruturas representativas de cada ligante. Em seguida, os ligantes foram
ancorados em cada local em 10 repeti¢cbes, usando QVina2 (ALHOSSARY et al.,
2015) com uma caixa de grade com 47,25 A de lados e exaustividade no valor de
64, armazenando no maximo 5 posicées dentro de 3,0 kcal/mol da posicédo de
melhor classificacdo. Como as caixas de grade estavam sobrepostas, 0s
resultados finais da ancoragem foram atribuidos a sitios especificos com base na
distancia de posicao para cada sitio, ignorando a caixa de grade usada para o
encaixe. Para a proteina sem ATC, consideramos 0s mesmos centros de sitio
determinados para o sistema AChE-ATC, mas apenas ancoramos as moléculas
nos dois sitios mais promissores localizados na modelagem anterior (MEIRA
MENEZES et al., 2021).

2.3 Resultados e Discusséo

2.3.1 Atividade anticolinesterase dos farmacos

Os ensaios de inibicdo foram realizados com o intuito de analisar a
performance enzimatica da AChE quando a mesma interage com os farmacos
estudados. A analise colorimétrica de Ellman permite a caracteriza¢do da reacdo
enzima-subtrato através do reagente adicional DTNB (Figura 20). A acetiltiocolina
ao reagir com a AChE gera como produto o acido acético e a tiocolina, entretanto
tais produtos ndo absorvem energia na regidao UV-Vis, impedindo-os de serem
detectaveis nos espectrofotdbmetros. Ao adicionar o DTNB, a tiocolina reage com
0 mesmo e forma o acido 2-nitro-5-mercapto-benzdico (TNB), um produto de cor
amarela que absorve energia em 405 nm (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES,
2016).
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Figura 20 - Reac0les de identificacdo da hidrélise da acetiltiocolina pela AChE através do
DTNB (método de Ellman).
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Fonte: (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).

Nos estudos de inibicdo enziméatica realizados, ao registrar a velocidade da
enzima apos o periodo de incubagéo com os farmacos em diversas concentracdes,
verificou-se que ha a diminuicdo gradual da atividade enzimatica de acordo com o

aumento da concentracdo dos farmacos.

A Figura 21 representa a regressao nao-linear da atividade enzimética
diante da concentracdo dos potenciais inibidores, onde para a AChE da
Electrophorus Eletricus obteve-se o ICso de 0.08 uM para a lapatinibe e 2.69 pM
no caso da pazopanibe. Comparando-se com alguns inibidores comerciais da
AChE, o farmaco Lapatinibe € cerca de 5 vezes mais eficaz que a Tacrina e 8
vezes melhor que a Galantamina e 43 vezes melhor que a Rivastigmina (BASHA
et al., 2018).
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Figura 21- Curva de Inibicdo da Acetilcolinesterase através do contato da enzima com o
farmaco Lapatinibe (A) e Pazopanibe (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Extratos oriundos de tecidos de animais marinhos como os olhos de
camarfes e branquias de ostras, podem ser utilizados satisfatoriamente como
modelos para simular o ambiente biol6gico em relacéo a inibicdo da AChE, tendo
em vista a abundancia desta enzima nestes 6rgédos (DA SILVA BARBOSA et al.,
2020; DE SOUZA et al., 2018; GARCIA-DE LA PARRA et al., 2006). A figura 22
mostra uma comparagéo dos valores de ICso para a inibicdo da AChE comercial e
dos extratos da AChE oriundos da espécie Crassostrea rhizophorae. O ICso do
sistema contendo a AChE da Litopenaeus vannamei mostram valores de 6.41 uM
e 3.54 uM para a inibicdo com a lapatinibe e pazopanib, respectivamente. Para a
AChE da C. rhizophorae observaram-se valores de 0.004 uM para a lapatinib e
1.96 uM para a pazopanib. No geral, os valores de ICso no extrato da AChE da L.
vannamei se mostram suavemente mais elevados em relacdo a taxa de inibicdo
da enzima comercial. Um importante motivo para isso seria possivel distincao
estrutural entre as enzimas, e além disso, 0s extratos possuem menor pureza se

comparado com a enzima comercial.
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Figura 22 - Valores de ICsg relativos a inibicao da acetilcolinesterase extraidos das espécies
L. vannamei, C. rhizophorae e E. electricus pelos farmacos lapatinibe (em azul) e
pazopanibe (em vermelho).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em contraponto, os valores de ICso da C. rhizophorae demonstram alta
similaridade com a E. electricus. Os valores convergentes podem indicar possivel
homologia nas regides proximas ao sitio ativo nas enzimas analisadas. Devido a
auséncia do sequenciamento das proteinas presentes nos extratos, ndo foi
possivel verificar tal hipétese na presente tese. Ademais, em funcédo de se tratar
de dois extratos de composi¢do variada, e sendo possivel a interacdo da AChE
com outras biomoléculas presentes no extrato, as diferencas na fracao efetiva de
AChE disponivel para interagir com o farmaco em cada um destes também pode

ter sido um fator decisivo para as discrepancias observadas nos resultados.

Apesar disso, em todos os tipos de extrato de AChE foram evidenciados
valores de ICso em ordens de grandeza igual ou menor que puM, fato que mostra a
efetividade da inibicdo da AChE por parte dos farmacos estudados tanto em
sistemas in vitro isolados, quanto em sistemas de maior complexidade como os

extratos biologicos.
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Para determinar o tipo de inibicdo que ocorre entre a AChE e os farmacos,
foi analisada a cinética da enzima variando-se a concentracdo de substrato e a
concentracdo de inibidor, sendo possivel através disso elaborar o gréfico de
Lineweaver-Burk. A Figura 23 mostra que o gréafico duplo-reciproco apresenta
linhas paralelas em diferentes concentracdes do farmaco que interceptam o eixo x
e y em pontos distintos, possuindo perfil de inibicAo acompetitiva. Sendo assim, a
droga lapatinibe possui afinidade pela enzima apenas no momento em que ha a
ligacdo do substrato com a AChE, e Vmax’ € Km’ diminuem concomitantemente de

acordo com o aumento da concentracdo do inibidor.

Figura 23 - Gréfico de Lineweaver-Burk para o ensaio de inibi¢cdo da
Acetilcolinesterase pelo farmaco Lapatinibe.

0.0010-

>
e
- 0nM )
= 290nM &
= 29.0 nM 5
- 290 nM
1 1
-200 -100 100

0
1/[S] gV

Fonte: Elaborado pela autora.

Em contraponto, o duplo-reciproco da inibicdo da AChE com a pazopanibe
na Figura 24 mostram linhas que interceptam o eixo X em um mesmo ponto e o
eixo y em pontos divergentes, significando que a concentragbes crescentes do
farmaco o Km’ da enzima permanece inalterado e ha a diminuicdo da Vmax,
caracterizando a inibicdo como ndo-competitiva, ou seja, a ligagao do farmaco com

a enzima ocorre em local diferente dos sitios ativos da AChE.
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Figura 24 - Grafico de Lineweaver-Burk para o ensaio de inibicao da Acetilcolinesterase
pelo farmaco Pazopanibe.
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Fonte: Elaborado pela autora.

7

Considerando-se que a lapatinibe é um inibidor acompetitivo, é correto
afirmar que este medicamento € um potente inibidor da AChE, tendo em vista que
sua inibicdo aumenta de forma concomitante com o acréscimo de substrato.
Portanto, sua efetividade na acdo anticolinesterasica é facilmente notada

observando os valores de ICso com 0 seu tipo de mecanismo de inibi¢ao.

7

O tipo de inibicAo n&o-competitiva € recorrente para inibidores da
acetilcolinesterase, tomando-se como exemplo as drogas Donepezil e a Tacrina
(POHANKA, 2015). Em relacdo ao local de interacdo da enzima com o inibidor, é
bastante comum que inibidores ndo-competitivos apresentem afinidade com o
subsitio aniénico da AChE, sendo portanto um possivel local de interacdo da

pazopanibe com a enzima (KOSTELNIK; POHANKA, 2018).



69

2.3.2 Estudo de interacao farmaco-AChE por supresséao de fluorescéncia

Os estudos de supressao de fluorescéncia no estado estacionario refletiram
a sensibilidade da enzima ao interagir com os farmacos estudados. As curvas
observadas nas Figuras 25 e 26 mostram as intensidades de fluorescéncia
intrinsecas dos residuos dos aminodcidos tirosina e triptofano presentes em todas
as proteinas, e a diminuicdo das intensidades de acordo com a adicdo de

sucessivas aliquotas dos farmacos.

Figura 25 - Espectros de emisséo de fluorescéncia da AChE e sua supressao pela adicédo
da Lapatinibe a 296 K (A), 306 K (B) e 316 K (C), com Aexc = 280 nm. Solu¢cdo de AChE em
Tris-HCI 0,5 mM, pH 8.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Modificagdes no comprimento de onda maximo de emissédo evidenciam a
mudanca na polaridade do microambiente o qual se encontram os residuos de
aminoacidos responsaveis pela fluorescéncia, onde a 298 K a variagdo do Amax
comparando-se valores de intensidade de fluorescéncia com e sem a
concentracdo maxima dos farmacos correspondem a 3 nm para a lapatinibe e 5
nm para a pazopanibe. Para melhor compreensdo do microambiente de interacéo
da enzima com os farmacos, estudos de fluorescéncia sincronizada foram

analisados mais adiante.

Figura 26 - Espectro de emisséo de fluorescéncia da AChE e sua supressao pela adicado da
Pazopanibe a 296 K (A), 306 K (B) e 316 K (C). Solu¢cdo de AChE em Tris-HCI 0,5 M, pH 8.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A partir da analise do Amax de emissao foram identificados parametros que
permitiram a elucidacdo do mecanismo de interacdo entre os farmacos e a AChE.
A determinagcao do mecanismo de supressao da fluorescéncia pdde ser verificada
através do gréfico de Stern-Volmer (Figura 27) e seu desempenho atrelado a
mudanca de temperatura durante a interacdo. A andlise dos parametros de
interacao regeu-se pela observancia da constante de Stern Volmer (Ksv), onde se
define que hd o mecanismo dindmico se a Ksv aumentar de acordo com 0 aumento
da temperatura, e mecanismo estatico se tal constante for inversamente
proporcional a temperatura (LAKOWICZ, 2013).

Figura 27 - Gréfico de Stern-Volmer das interacdes entre o farmaco Lapatinibe e a
enzima Acetilcolinesterase (A) e interag6es entre o farmaco Pazopanibe e a AChE (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

As informacdes contidas na tabela 2 mostram que os valores de Ksv
aumentam em temperaturas mais elevadas no caso das interacfes da lapatinibe-
AChE, sugerindo que os mesmos interagem de forma dindmica. De forma oposta,
as interacfes pazopanibe-AChE descrevem que os valores da Ksv diminuem em
decorréncia do aumento da temperatura, suportando que ha a presenca do

mecanismo estatico nesta situacao.
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Tabela 2 - Parametros de ligacao e de supressao de fluorescéncia dos sistemas farmaco-
acetilcolinesterase.

Compostos Temperatura Ksv Kq Kb (10°)
(K) (10°) (10%)

Lapatinibe 296 10,49 10,49 6,82
306 5,66 5,66 2,66
316 3,42 3,42 0,46

Pazopanibe 296 2,33 2,33 2,42
306 2,01 2,01 1,90
316 1,35 1,35 1,09

Fonte: Elaborado pela autora.

Partindo-se do Ksv também foi calculada a constante de velocidade
bimolecular de supressdo (Kg), resultando em valores na ordem de 10%
Considerando que os valores de Kq obtidos aumentaram em uma ordem de
grandeza se comparados com o valor maximo de Kq para a supressao dinamica
em proteinas (2 x 10%° L.molt.s?), entende-se que ha a presenca do mecanismo
de quenching estético nos dois casos estudados (MAKARSKA-BIALOKOZ; LIPKE,
2019). As constantes dispostas na tabela 2 diminuem de acordo com o0 aumento
de temperatura, significando que o0 mecanismo de supressao estatica €
desfavorecido a temperaturas altas, pois sdo nessas condicdes que as interacdes
do complexo nédo fluorescente formado s&o enfraquecidas, proporcionando a

diminuigc&o das constantes.

A constante Ky representa o grau de afinidade entre a biomolécula e o
ligante, por isso € um parametro de substancial relevancia. Do ponto de vista
farmacolégico, as interagcbes moderadas sdo interessantes devido a alta eficiéncia
na biodistribuicdo de farmacos no organismo, possibilitando que o medicamento
atinja o seu alvo molecular de maneira apropriada. Em contraste, interacoes fracas
levam a meias-vidas curtas e impedem o transporte da substancia pelas
biomoléculas, enquanto interacdes muito fortes reduzem a concentracdo da
substancia livre no plasma devido a rapida eliminagdo pelo organismo (CHEN et
al., 2011).
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Os valores da constante Kp (Tabela 2) foram analisados pelos graficos de
Stern-Volmer modificado (Figura 28), obtendo-se nimeros da ordem de grandeza
de 10° L / mol, sinalizando moderadas interacdes entre os compostos e a AChE.
Comparando-se os dois medicamentos estudados observa-se que nas trés
temperaturas a lapatinibe apresenta maior afinidade a enzima, fator que ratifica os
estudos de inibicdo enzimatica. E importante levar em conta que o tipo de inibicéo
dos farmacos predominante revela a dependéncia da presenca do substrato para
a formacéo do complexo enzima-substrato-inibidor. Como os estudos de interacdo
foram realizados sem a presenca de substrato, € compreensivel que a Ko calculada
possa denotar menor contato entre a AChE e os farmacos do que a real interacao

observada in situ.

Figura 28 - Grafico de duplo logaritmico das interacdes entre o farmaco Lapatinibe e a
enzima Acetilcolinesterase (A) e do farmaco Pazopanibe e a enzima Acetilcolinesterase
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Fonte: Elaborado pela autora.

Confrontando os resultados obtidos com dados recentes da literatura, foram
encontrados valores de Ky com equivalente ordem de grandeza para interacdes de
AChE com a tacrina (composto aprovado para tratamento da DA), piperina,
curcumina e silibilina (SARAVANAN et al., 2021). Por outro lado, estudos com os
medicamentos originalmente aprovados para tratamento de diabetes tolbutamida
e clorpropamida mostram que os valores de K» se encontram em torno de 10%
havendo 10 vezes mais afinidade da AChE com os farmacos lapatinibe e
pazopanibe se comparados com tais medicacdes antidiabéticas (BARUAH et al.,

2021). Neste mesmo estudo notou-se que o farmaco glibenclamida apresentou
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constante de afinidade bastante equivalente ao lapatinibe, apesar das

performances enzimaticas néo se assimilarem entre si.

Informacdes termodinamicas relativas a interagdo foram determinadas
pelos graficos relacionado a energia livre de Gibbs (AG°) com o uso das Kb
calculados experimentalmente. Ao utilizar as inclinagdes e o0s intercepto no eixo y
dos graficos na figura 29, determinaram-se os valores de AH®, AS° e AG®, que

podem ser evidenciados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros termodinamicos da interagéo farmaco-acetilcolinesterase. Mudancga
dos valores de Entalpia (AH®), Entropia (AS°) e Energia livre de Gibbs (AG°) com a variacao

da temperatura.
Compostos Temperatura AH° AS° (J.K T. AS® AG®
(K) (kJ.mol?) mol?) (kJ.mol?) (kJ.mol?)
Lapatinibe 296 -104,97 -241,60 -71,51 -33,06
306 -73,92
316 -76,34 -31,79
-28,23
Pazopanibe 296 30,94 201,40 59,61 -28,55
306 61,62
316 63,64 -30,94
-32,58

Fonte: Elaborado pela autora.

Através dos sinais positivos ou negativos dos parametros termodinamicos
€ possivel avaliar quais os tipos de contribui¢cdes de ligacédo estdo envolvidos nas
interacdes farmaco-AChE. Valores de AH° e AS° positivos para o sistema AChE-
Pazopanibe caracterizam a relacdo com interacBes hidrofobicas, ja valores
negativos para ambos parametros mostram que a forca de ligacdo do sistema
AChE-Lapatinibe sdo provenientes de forcas de Van der Waals e ligacdes de
hidrogénio (FATHI et al., 2019; ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). O tipo de interacao
envolvida entre as interacdes dos farmacos e a AChE poderéa ser discutida com
maior propriedade no topico que contém o estudo tedrico de ancoragem molecular,
onde serdo relacionadas as estruturas quimicas dos farmacos aos efeitos

observados na enzima experimentalmente.
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Figura 29 — Relagéo AG° vs. Temperatura para a interacao Lapatinibe-Acetilcolinesterase
(A) e para a interagdo Pazopanibe-Acetilcolinesterase (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os valores de AG° calculados demonstram a espontaneidade das
interacbes analisadas. O fator T.AS° informa o parametro termodinamico que
contribui nas interacdes com maior predominancia. Como o valor T.AS° das
interacOes Pazopanibe-AChE se mostrou maior do que a entalpia, entende-se que
tais interacdes sdo dirigidas entropicamente, fato compativel com a presenca de
interacdes hidrofébicas, pois 0 aumento de graus de liberdade da agua libertada
no processo de dessolvatacdo de pazopanibe e AChE para a ocorréncia de
interacdes hidrofobicas corresponde a um sistema de entropia elevada. O oposto
ocorre com as interacdes Lapatinibe-AChE, que espelha o valor de T.AS° menor
gue AH° revelando que ha maior contribuicdo da entalpia, situacéo aceitavel para

as forcas de interacdo descritas para este sistema.

2.3.3 Mapeamento das altera¢cdes no microambiente dos fluoréforos da AChE

2.3.3.1Fluorescéncia sincrona

A espectroscopia de fluorescéncia sincrona revela informacgfes sobre
alteracbes no ambiente molecular ao redor da vizinhangca dos cromoforos
(residuos de triptofano e tirosina da enzima). Tais informacdes sao obtidas a partir
da analise do deslocamento da posi¢cado do pico maximo de emissédo do espectro
(SURYAWANSHI et al., 2016) (MAKARSKA-BIALOKOZ; LIPKE, 2019). Na Figura

30, os espectros das interagOes Lapatinibe-AChE apresentam relevantes
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deslocamentos batocrémicos (desvios para o vermelho) para 0s Aemmax dos
residuos de triptofano (287 nm — 292 nm) e de tirosina (362 nm — 373 nm). Estes
desvios podem sugerir a mudanca conformacional da enzima, de forma que a
hidrofobicidade na vizinhanga dos residuos de Trp e Tir diminui e a polaridade do

microambiente aumenta.

Figura 30 - Espectro de fluorescéncia sincronizada do sistema Lapatinibe-AChE AA = 15 nm

(A)
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onde Aemmax = 362 nm — 373 nm (A). Espectro de fluorescéncia sincronizada do sistema

Lapatinibe-AChE AA = 60 nm onde Aemmax = 287 nm — 292 nm (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 31 se refere aos espectros de fluorescéncia sincronizada das
interacdes Pazopanibe-AChE. Para os residuos de tirosina da proteina (Figura
31(A)), nao foram observados desvios relevantes no Aemmax (AN = 1 nm), levando
ao entendimento que nao houve perturbacéo na vizinhanga onde se encontram 0s
residuos de Tir. Em comportamento oposto, os residuos de triptofano (Figura
31(B)) refletem deslocamento batocrédmico do Aemmax notando-se a diferenga de 5
nm ao comparar o comprimento de onda maximo de emissao nha auséncia e na
presenca de 5,95 uM do Pazopanibe. Em relagdo a mudangas conformacionais no
sistema Pazopanibe-AChE, os resultados revelam aumento na polaridade da
vizinhanca onde os residuos de Trp se encontram. Sendo assim, pode-se inferir
gue tal farmaco interage mais fortemente com a proteina em areas préximas aos
residuos de triptofano (AMEEN et al., 2020).
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Figura 31 - Espectro de fluorescéncia sincronizada do sistema Pazopanibe-AChE AA = 15
nm onde Aemmax = 297 nm — 298 nm (A). Espectro de fluorescéncia sincronizada do sistema
Pazopanibe-AChE AA = 60 nm onde Aemmax = 292 nm — 297 nm (B).

(A) (B)

800

80

600- 60-

400+ 40

200+ 204

Intensidade de Fluorescéncia (U.A)

280 290 300 310 320
Comprimento de onda (nm)

Intensidade de Fluorescéncia (U.A)

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados evidenciados neste tépico confirmam o mecanismo de
inibicdo proposto entre os farmacos e a AChE, pois as interacfes entre AChE e
lapatinibe interferem nas regides proximas aos residuos de triptofano e tirosina,
sendo estes dois constituintes do sitio catalitico da acetilcolinesterase, reafirmando
a presenca de lapatinibe no arcabouco proteico e coerente com 0 mecanismo de
inibicdo acompetitivo. Enquanto a suave perturbacdo nos residuos de tirosina para
as interacdes entre AChE e pazopanibe certifica que este farmaco interage em
local diferente no sitio ativo, validando desta forma o mecanismo de inibicao nao-

competitivo.

2.3.3.2 Fluorescéncia 3D

Assim como o0 estudo de fluorescéncia sincrona, as medidas de
fluorescéncia tridimensional sdo importantes para a compreensdo acerca das
modificagcdes nas regides circundantes aos residuos de aminoacidos fluoroforos,
podendo indicar também alteracbes conformacionais na estrutura de proteinas
(ZHANG et al., 2018).

A figura 32 expde os espectros de fluorescéncia 3D da enzima AChE
(Fig.32(A)) e seu correspondente mapa de contorno (Fig.32(B)), sendo possivel

observar 3 picos de emissao de fluorescéncia.
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Figura 32 - Espectros de fluorescéncia 3D (A) e mapa de contorno (B) da AChE.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O pico a se refere a espalhamentos de radiacdo conhecidos como efeito
Rayleigh de primeira ordem (Aex = Aem) (LAKOWICZ, 2013; MAURYA et al., 2019;
TAYYAB et al., 2019), caracterizado pelo espalhamento inelastico de radiacdo. O
pico | corresponde a fluorescéncia dos residuos de triptofano e tirosina onde Aex/Aem
=280 nm/340 nm. O pico Il evidencia as transi¢cdes m — m * envolvidas nas ligagdes
C=0 de ligacbes peptidicas presentes no arcabouco proteico (estruturas
secundarias de proteinas) (BORTOLOTTI et al., 2016), onde onde Aex/Aem = 230
nm/340 nm. Nesta perspectiva, as mudangas no pico | e Il foram analisadas com
a adicdo dos farmacos, pois essas alteracbes podem indicar alteragcdes no
microambiente dos fluoréforos, bem como podem sugerir alteracdes na estrutura
secundéaria da proteina. Os valores na reducao da intensidade de fluorescéncia 3D

podem ser avistados na tabela 4.

Tabela 4 - Dados obtidos da fluorescéncia tridimensional da AChE e dos sistemas farmaco-

AChE.
Sistema Pico I [Aex/ Stoke Intensidade Pico ll Stoke  Intensidade

Aem AA (A.U) [Aex / Aem AA (A.U)
(nm/nm)] (nm) (nm/nm)]  (nm)

AChE 280/340 60 407,53 230/340 110 88,66

AChE- 280/340 60 391,50 230/330 100 81,58

Lapatinibe
AChE- 280/340 60 395,98 230/330 100 83,13

Pazopanibe
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 33 demonstra o espectro de fluorescéncia 3D (A) e os mapas de
contorno (B) da AChE na presenca da lapatibinibe. As intensidades do pico |
reduziram em cerca de 4% e do pico Il diminuiram em torno de 8% para interacfes
AChE-Lapatinibe.

Figura 33 - Espectros de fluorescéncia 3D (A) e mapa de contorno (B) das interacbes
Lapatinib-AChE.

(A) (B)

Fonte: Elaborado pela autora.

Adicionalmente, a Figura 34 expdem o espectro de fluorescéncia 3D (A) e
0 mapa de contorno da AChE ao interagir com o farmaco pazopanibe. As
intensidades do pico | decresceram em 3% e do pico Il diminuiram 6% para tais
interacdes. Os resultados revelam suave alteracdo na estrutura secundaria da
proteina ao interagir com os dois farmacos, confirmando as altera¢gfes nas regides
da enzima ao redor dos residuos de Trp e Tyr conforme identificado nos espectros

de fluorescéncia sincronizada e de fluorescéncia no estado estacionario.
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Figura 34 - Espectros de fluorescéncia 3D (A) e mapa de contorno (B) das interacdes
Pazopanib-AChE.
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Fonte: Elaborado pela autora.

De forma complementar também é possivel avaliar as alteragbes do
deslocamento stokes, disponiveis na tabela 4, com o intuito de verificar a mudanca
de polaridade da enzima com a adi¢do dos ligantes. Ao adicionar os farmacos no
sistema, € perceptivel a mudanca do deslocamento stokes em 10 nm para o pico
Il, correspondente a cadeia polipeptidica da proteina, sugerindo fortemente
mudanca da conformacdo global da AChE decorrente da interagdo com
pazopanibe e lapatinibe. Resultados similares foram encontrados em estudos de

interacdo AChE-Farmacos (SARAVANAN et al., 2021).

2.3.4 Estudo de FRET

O estudo de FRET foi realizado com o objetivo de se mensurar a distancia
entre os fluor6foros da AChE e pazopanibe. A Figura 35 exibe a sobreposicéo entre
0 espectro de absor¢cédo do pazopanibe e o0 espectro de emisséo de fluorescéncia
da AChE, indicando a alta probabilidade da ocorréncia de transferéncia de energia
nao radiativa. A integral de sobreposicdo dos espectros calculada a partir da
Equacéo 16 resultou no valor de J = 3,236.10** nm*.M-1.cm™. Atabela 5 demonstra

0s parametros obtidos para a analise do processo de FRET.

Tabela 5 - Par@metros de FRET obtidos a partir da interacdo Pazopanibe-AChE.
J (nm*M1lcm?) Ro (nm) r (nm) Errer
3,236.10%8 1,95 2,23 0,308

Fonte: Elaborado pela autora.
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A partir de J e das equacdes 20 e 21 foram identificados E, Ro e r, com
valores de 0,308, 1,95 nm e 2,23 nm, respectivamente. A distancia entre o doador
(enzima) e o receptor (farmaco) se encontra dentro da escala de 2-8 nm e satisfaz
a dependéncia 0,5.R0< r <1,5.R0 relatada na teoria da transferéncia de energia
nao radiativa proposto por Forster (ALMUTAIRI et al., 2020).

Figura 35 - Sobreposicéo dos espectros de emisséo de fluorescéncia da AChE (linha preta)
e absorcdo da Pazopanibe (linha rosa) a 298 K. [AChE] = [Pazopanibe] = 1,19 nmol.L™2.
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Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.5 Andlise dos sitios de ligacao por estudos in silico

Estudos teoricos computacionais sdo ferramentas essenciais para a
identificacdo de novas interacdes entre macromoléculas com ligantes bioativos,
trazendo informacdes adicionais aos resultados observados experimentalmente,
principalmente em relagdo ao tipo de interagdo em cada regido da estrutura do
ligante e seu efeito na biomolécula. A Figura 36 mostra a melhor posicdo de
encaixe da acetiltiocolina (ATC) no sitio catalitico de AChE onde a ATC posiciona-
se de forma que o sitio aniénico interagia com a amina quaternaria (nitrogénio em
azul) de ATC e rodeada pelos residuos hidrofébicos Trp81, Tyr328 e Tyr469, e o
grupo carbonil tioéster (oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo) apontando

para o sitio esterasico e a triade catalitica formada por Glu197, Ser198 e His467.
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As principais forcas de interacdo existentes no sistema ATC-AChE sao as

hidrofébicas e anion-r.

Figura 36 - Melhor posicdo de ancoragem de ATC (verde) encaixada em AChE, usada
como estrutura inicial para dindmica molecular.
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Fonte: (MEIRA MENEZES et al., 2021).

Para a compreensédo dos efeitos de lapatinibe e pazopanibe no complexo
ATC-AChE, os farmacos foram inseridos nas estruturas representativas obtidas a
partir do agrupamento de simulacbes de dinamica molecular. Com isso, o
agrupamento das melhores posicoes dos farmacos resultou em 4 sitios para
lapatinibe e 6 para pazopanibe, onde 3 deste Ultimo se sobrepdem com o0s sitios
de lapatinibe

Desta forma, foram investigados 7 sitios de ligac&o para as intera¢des, onde
as melhores posicbes para os farmacos em relacdo ao sistema estdo
representadas na Figura 37 e a distribuicdo das melhores pontuacdes da
ancoragem estéo dispostas na Figura 38. Estas pontua¢fes informam a afinidade
de acoplamento entre a biomacromolécula e o farmaco. As melhores pontuacdes
para a ancoragem molecular dos dois farmacos apresentam valor extremamente
semelhante, com valor de -11,8 para pazopanibe e -12,00 para lapatinibe,
significando que os mesmos podem estar interagindo na mesma regiao de ligacao

com a presenca de ATC. Como avistado nas figuras 37 e 38, lapatinibe e
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pazopanibe interagem prioritariamente ao sitio 1, ou seja, proximo ao substrato,

onde sua melhor posi¢cdo € demonstrada na Figura 39.

Figura 37 — Melhores posi¢des para as moléculas ancoradas no sistema AChE-ATC. ATC
esta representada na cor laranja.
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Fonte: (MEIRA MENEZES et al., 2021).

Como observado na Figura 39, o farmaco lapatinib se encontra posicionado
com o grupamento metil-sulfona direcionado para o sitio ativo Ser198, e mantido
no lugar por fortes ligacdes de hidrogéncio ao NH dos residos de glicina Gly116 e
Gly117. A outra extremidade da molécula é inserida no sitio aniénico, com Tyr328
estabelecendo uma ligacdo de hidrogénio ao éster, o primeiro grupo fenil em
interagdes 1-11 com Tyr332 e o fenil fluorado interagindo com Trp81. Um arranjo
semelhante é visto para Pazopanib, com o grupo sulfonamida apontando para
Ser198 no sitio esteratico, e a extremidade oposta interagindo com o sitio anidnico.
Fazendo uma analise comparativa, € perceptivel que os resultados tedricos
confirmam os estudos realizados experimentalmente, tanto na questdo de
afinidade proteina ligante e seus diferentes mecanismos de inibigdo enzimatica,

guanto em suas interac6es com os residuos de aminoacidos fluoroforos.



Figura 38 - Distribuigdo das pontuacdes de docking de Vina para cada droga em cada
suposto sitio de ligacdo em AChE-ATC, considerando apenas as posi¢des dentro de 2,5
kcal/mol da posi¢éo de melhor pontuacéo em cada local. Os niumeros acima das barras
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indicam o numero de posi¢des dentro da faixa de energia. Os pontos azuis indicam a média
de Boltzmann das energias, e o ponto vermelho indica a posicdo com melhor classificacdo.
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Figura 39 - Melhores posi¢des obtidas para lapatinibe e pazopanibe ancorados no sitio 1 de
AChE na presenga de ATC.
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Fonte: (MEIRA MENEZES et al., 2021).

De acordo com a Figura 38, também € possivel observar um segundo sitio
de ligacéo para os farmacos com valores de energia semelhantes com o sitio 1.
Este segundo sitio de ligacdo se localiza ao lado do substrato e posicionado de
forma oposta ao sitio 1. As pontuacdes de ancoragem molecular para as melhores
posicdes sdo -10,1 tanto para a lapatinibe quanto para pazopanibe. As pontuagdes
semelhantes ao sitio de ligagdo 1 se justificam pela proximidade entre os dois
sitios. A representacao dos sistemas estudados no sitio 2 se encontra na Figura
40. Ademais, os dois farmacos interagem via forcas TT-1 com o residuo de

triptofano Trp459.



86

Figura 40 - Melhores posi¢des obtidas para Lapatinibe e Pazopanibe ancorados em AChE-
ATC no sitio 2.
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Fonte: (MEIRA MENEZES et al., 2021).

Como os resultados de inibicdo enzimatica revelaram o mecanismo nao
competitivo entre pazopanibe-AChE se abre margem para a possibilidade de haver
interacdo com ou sem a presenca de substrato. Esta situagéo foi verificada pelos
métodos computacionais, onde os ligantes foram ancorados com base nos
mesmos parametros utilizados anteriormente nos sitios 1 e 2. Sem a presenca do
substrato ATC, os sitios 1 e 2 se sobrepuseram, distinguindo-se das posi¢cdes
obtidas com o substrato. Neste caso, a falta de ATC no sistema de estudo, 0s
farmacos tendem a interagir no sitio de ligagdo do substrato. A Figura 41 mostra
as pontuacdes de ancoragem para lapatinibe em pazopanibe nos sitios de ligacao
1 e 2 napresenca e na auséncia do substrato, observando-se pontuacdes similares

nos dois casos.
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Figura 41 - Distribuicdo das pontuacbes de ancoragem para cada droga nos sitios de

ligacdo 1 e 2 na presenca (azul) ou auséncia (laranja) de ATC.
Lapatinib Pazopanib

-8 ——

-9

ATC Present?
-10 . YES
—_— mm NO

1 2 1 2
CENTER CENTER

Fonte: (MEIRA MENEZES et al., 2021) .

A Figura 42 mostra as melhores posi¢des obtidas na ancoragem dos farmacos
no sitio de ligacdo 1 na auséncia do substrato. O residuo de triptofano Trp81 presente
no sitio catalitico aniénico também faz uma interagdo de empilhamento-1 com o anel
contendo fldor em lapatinibe. A quinazolina estabelece interacfes de empilhamento-
T com His467, situado na triade catalitica, além de entrar em contato com Trp231 e
Phe288, fazendo também ligacdes de hidrogénio com Asn397. O residuo Trp81l
também estabelece uma interagdo -1 com 0 grupamento indazol presente na
estrutura de pazopanibe. Adicionalmente, o grupo sulfonamida também estabelece
uma ligacdo de hidrogénio com o residuo Asn397, suportada de forma adicional por
uma interacdo de empilhamento-mr. Sabendo do tipo de mecanismo inibitorio da
lapatinibe, percebe-se a importancia da adicdo do substrato no estudo das interacoes,
por isso os estudos de ancoragem molecular levados em consideracdo para as
interacdes ocorridas entre AChE e lapatinibe foram os realizados na presenca de ATC.
Por outro lado, as analises envolvendo pazopanibe com substrato resultaram na
interacdo deste farmaco com poucos residuos de aminoacidos. Além disso, as
interacdes de pazopanib com os residuos fluoréforos Trp e Tyr sdo melhor descritos

nas intera¢cées do medicamento sem o substrato, como notado na Figura 42.
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Figura 42 - Melhores posi¢c0es obtidas para Lapatinibe (Pontuacdo Vina -10,8) e Pazopanibe
(Pontuagéo Vina -11,1) ancorados no Sitio 1 na auséncia de ATC.
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Fonte: (MEIRA MENEZES et al., 2021).
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3 EFEITOS DA GLICACAO DA ALBUMINA SERICA HUMANA NA INTERACAO
COM OS FARMACOS PAZOPANIBE E LAPATINIBE

3.1 Introducéo e objetivos

Pazopanibe e lapatinibe sdo medicamentos utilizados como inibidores das
proteinas tirosina quinase, impedindo o crescimento e proliferacdo de células
tumorais (SNEED et al., 2019). Com acao antiangiogénica, pazopanibe possui
propriedades de inibicdo em uma variedade de alvos moleculares, como no
VEGFR-1, 2 e 3, 0 PDGFR-a e 3, o FGFR-1 e 3, dentre outros (CHELLAPPAN et
al., 2017; SNEED et al., 2019), enquanto lapatinibe atua nos receptores
EGFR/HER1 e HER2.

Pazopanibe é um medicamento aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) em 2009 para combater o cancer de células renais avancado
(RCC) (PICK; NYSTROM, 2012), e em 2012 para sarcoma de tecido mole
avancado (STS) em pacientes tratados previamente com quimioterapia (VAN
TINE; TRENT, 2019). Enquanto lapatinibe tem aprovacéo pela FDA para terapias
de cancer de mama em estagio avancado (RYAN et al., 2008). Além disso,
pazopanibe e lapatinibe tem protagonizado uma série de estudos de triagem
clinica para tratamento dos mais diversos tipos de tumores (CRISTOFANILLI et
al., 2013; KERKLAAN et al., 2015; KOINIS et al., 2017; TAN et al., 2014; WARD et

al., 2012), reforcando deste modo sua importancia farmacolégica.

Nas atividades envolvidas na ADME (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo) de um farmaco, as proteinas do plasma sédo fundamentais, tendo em
vista seu papel como carreador de farmacos na circulacdo sanguinea (BOHNERT;
GAN, 2013). Por isso, interacbes entre farmacos e proteinas do plasma
desempenham papel importante em questdes farmacocinéticas e
farmacodinamicas, influenciando no volume de distribuicdo de um farmaco e sua
biodisponibilidade (WANAT, 2020). Intera¢cdes muito fortes levam a redugdo da
distribuicdo do farmaco ao alvo molecular, & necessidade de doses mais altas, e

ao prolongamento da meia vida do farmaco. Por outro lado, interacdes fracas
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dificultam a circulacdo do farmaco no organismo, impedindo sua efetividade
terapéutica (LI et al., 2015; NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Dentre as proteinas plasméaticas transportadoras, uma das mais
abundantes é a albumina sérica humana (HSA). A HSA tem preferéncia de ligacao
a moléculas éacidas e hidrofobicas (WANAT, 2020), sendo esta ultima uma
caracteristica de pazopanibe e lapatinibe (NGUYEN; SHAYAHI, 2013; WILSON et
al., 2015). A albumina sérica tem a habilidade de se ligar a farmacos de forma
reversivel, além disso, ligacdes entre HSA e farmacos podem reduzir a toxicidade
e aumentar a solubilidade dos medicamentos em meio fisioldgico (WU et al., 2018).
Portanto, é de grande relevancia o desenvolvimento de estudos de interacao entre
proteinas plasmaticas e farmacos na area da quimica medicinal, conforme

constatado o impacto de tais interagdes na eficacia dos medicamentos.

Em pacientes diabéticos e com doenca de Alzheimer, devido ao alto
estresse oxidativo em seus organismos € comum haver o alto nivel de glicose no
sangue (hiperglicemia), fato que leva ao aumento da concentragao de HSA glicada
(gHSA) na corrrente sanguinea (SINGH; MITRA, 2019; STOLZING et al., 2006).
Em casos de hiperglicemia, cerca de 30% da HSA se transforma em gHSA
(SARMAH et al., 2020), fato que suscita questdes em relacdo a alteracbes no
transporte de compostos enddgenos e exdgenos por conta de processos de

glicacao.

Desta maneira, o presente trabalho relata um estudo in vitro sobre as
interacdes entre pazopanibe e lapatinibe com HSA e sua forma glicada, através
técnicas espectroscopicas e estudos bioinformaticos de ancoragem molecular,
com o objetivo de identificar as caracteristicas do mecanismo de interagao,
magnitude das forcas de ligacdo, tipos de ligacdo, bem como os parametros

termodinamicos.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Reagentes

A Albumina Sérica Humana livre de acidos graxos (99%), a albumina sérica
humana glicada, a albumina sérica humana, e os farmacos pazopanibe e
lapatinibe foram adquiridos na Sigma Aldrich (USA), sendo utilizados sem
nenhuma purificacdo prévia. A solucdo estoque da HSA e da gHSA foram
preparadas na concentracdo de 5 uM utilizando uma solucdo tampéao contendo
Tris-HCl a 0,5 M (pH 7.4). As solucdes de trabalho foram preparadas pela diluicéo
seriada da solugéo estoque.

3.2.2 Metodologia

3.2.2.1 Medidas de espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de emissao fluorescéncia no estado estacionario foram
performados a partir da titulagdo da pazopanibe (0 a 4,86 uM) em uma solucéo de
HSA e gHSA na concentracgéo fixa de 0.3 uM, nas temperaturas de 296 K, 303 K
e 310 K. No caso da lapatinibe, as concentracdes do farmaco variaram entre 0 e
7,4 uM. O comprimento de onda de excitacdo foi fixado em 280 nm e o espectro
de emisséo foi registrado entre 290 nm e 400 nm. A largura das fendas de
excitacao e emissao foi de 5 nm. Os espectros obtidos foram corrigidos em relacao
ao efeito de filtro interno de acordo com método descrito previamente (MUSA et
al., 2020).

3.2.2.2 Estudo de fluorescéncia sincrona

A fluorescéncia sincrona foi realizada com base na variacao simultanea dos
monocromadores de excitagdo e emissdo, fixando-se uma diferenca de
comprimento de onda (AA= A.,, — 1.,). Desta forma, é possivel tornar a técnica
mais sensivel as mudancas no microambiente ao redor dos residuos de
aminoacidos Triptofano (AA = 60 nm) e Tirosina (AA= 15 nm) da HSA e gHSA
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enquanto a mesma interage com os farmacos. A concentracado utilizada para a
HSA e gHSA foi de 0,3 umol.L™1, e a concentragdo dos farmacos variou de 0 a 4,8
umol.L~! para pazopanibe e 0 a 7,4 umol.L™! para lapatinibe com largura de fenda

de excitacdo/emissao de 5 nm.

3.2.2.3 Espectros de absorcao na regidao UV-Vis

Os espectros de absorcdo de UV-Vis foram medidos no intervalo entre
200 nm e 400 nm a temperatura ambiente. A uma solucdo de HSA mantida em
uma concentracao fixa de 0,3 uM, aliquotas de pazopanibe foram adicionadas ao
sistema em concentracdes de 0 e 0,72 pM. O espectro de absorcdo de uma

solucéo de pazopanibe na auséncia da proteina também foi registrado.

3.2.2.4 Estudo tedrico de ancoragem molecular

Estudos de ancoragem molecular foram realizados em colaboragdo com
o Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami. A estrutura molecular de
Pazopanibe foi obtida do banco de dados ChemSpider com id nimero 8289501
disponivel no site www.chemspider.com. Os modelos de estrutura 3D com
diferentes estados de ionizacdo foram construidos através do aplicativo Gypsum-
DL (ROPP et al., 2019) e foram obtidos considerando o pH valores entre 6,4 e 8,4.
As estruturas cristalograficas de HSA (PDB id: 1A06 [58]) e gHSA (PDB id: 4Iw2
[66]) foram obtidas do banco de dados de proteinas (PDB). Informacfes
relacionadas a formatacao de entrada, configuracdo de protonacao das moléculas,
calculo de cargas e especificacdo de ligacdes rotativas no ligante e residuos da
proteina, foram realizadas via Autodock Tools (MORRIS et al., 2009), e dados
sobre a flexibilidade da ancoragem foram mensurados por meio do aplicativo
Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2010). O sitio de Sudlow localizado no
subdominio [IA, conhecido também como sitio 1, foi o primeiro sitio candidato
investigado. Os residuos LYS199, LYS195 e GLU292 foram definidos como
flexiveis para os calculos de encaixe neste sitio. Para a gHSA foi analisado o
mesmo sitio de ligacdo, onde apenas os residuos LYS436 e LYS444 foram
definidos como flexiveis. Um segundo sitio localizado no dominio 1IB também foi

considerado como possivel local de interagdo farmaco-proteina. Para este local,
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os residuos ARG114, ARG117, ASP183, ARG186, LYS190 e LYS519 foram
definidos como flexiveis no acoplamento HSA e gHSA. Para analises de interacéo
proteina-residuos-ligante individuais foi utilizado o software LigPlot (WALLACE;
LASKOWSKI; THORNTON, 1995).

3.3 Resultados e discusséao

3.3.1 Analisando a supresséo de fluorescéncia das proteinas

Como constatado nos capitulos anteriores, o estudo de supressédo de
fluorescéncia entre proteinas € ligantes € uma técnica bastante eficaz para a
analise das caracteristicas de interacdo entre tais moléculas. Nesta situacdo, a
proteina de estudo se trata da albumina sérica humana, constituinte principal do
sangue, apresentando residuos de triptofano e tirosina como os aminoacidos

fluoréforos detectaveis no espectro de fluorescéncia.

Comparando a intensidade de fluorescéncia entre HSA e gHSA sem a
presenca de farmaco, observa-se que a estrutura glicada apresenta menor
intensidade. Isto se deve a ligacdo da proteina com as moléculas de glicose, onde
possivelmente as mesmas se encontram ligadas em locais proximos ou
exatamente nos residuos de aminoacidos responsaveis pela fluorescéncia da

proteina, diminuindo desta forma sua intensidade.

A partir disso, ja é possivel compreender o papel da glicacdo em estruturas
proteicas e a modificacdo de suas funcionalidades. Notam-se também alteracfes
em relacdo ao comprimento de onda de maxima emissdo de fluorescéncia das
proteinas, onde para a HSA tem-se Aemmax= 332 nm e para gHSA Aemmax= 338 nm.
Isto se deve ao aumento de polaridade proporcionado pelas moléculas de glicose

adicionadas a proteina, causando um deslocamento batocrémico.

A intensidade da fluorescéncia diminui substancialmente conforme a
adicdo de pazopanibe em ambas as proteinas como observado na figura 43. A
figura 43 mostra também que a diminui¢do da intensidade da albumina que sofreu
glicagdo (Figura 43(B)) € mais pronunciada do que a intensidade da albumina sem

nenhuma modificacdo pos traducional (Figura 43(A)) para as trés temperaturas.
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Portanto, o percentual de reducéo para HSA é de cerca de 30%, enquanto para
gHSA o valor da reducdo se encontra em torno de 78%. Tal informacédo
preliminarmente demonstra que a ligagdo dos residuos de aminoacidos com a

glicose favorecem as interagdes entre pazopanibe e a albumina.

Figura 43 - Intensidade de fluorescéncia vs. Concentracdo de Pazopanibe adicionado em
HSA (A) e gHSA (B) a 296 K, pH 7.4.

(A) (B)

550

150

5004
1001

4504

400- 507

350

0 200 400 600 800
[Pazopanibe] (nM)

Intensidade de Fluorescéncia (U.A)

0 200 400 600 800
[Pazopanibe] (nM)

Intensidade de Fluorescéncia (U.A)

Fonte: Elaborado pela autora.

Para as interacdes com Lapatinibe, foram medidas as interacdées com HSA
nas temperaturas de 296 K e 303 K para fins de comparacdo, além de serem
mensuradas as interacdes lapatinibe-gHSA nas trés temperaturas. A figura 44
mostra que o evento de supressao da fluorescéncia de HSA (Figura 44(A)) por
parte da lapatinibe foi maior do que da gHSA (Figura 44(B)) a 296 K, tendo o
percentual de reducao de 28,12% para a HSA e 18,20% para gHSA, inferindo-se

maior interagao no sistema contendo a albumina néo glicada.

Ao comparar os dois medicamentos e suas interagdes com a albumina e
sua estrutura glicada, sdo notadas discrepancias no efeito de supressédo de
fluorescéncia em cada proteina, onde a presenca de glicacdo favoreceu a
interacdo entre pazopanibe e a albumina, enquanto as intera¢des lapatinibe-

albumina foram diminuidas mediante a reagéo de glicacao.
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Figura 44 - Intensidade de fluorescéncia vs. Concentracdo de Lapatinibe adicionado em HSA
(A) e gHSA (B) a 296 K, pH 7.4.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Considerando a literatura cientifica publicada em periodicos internacionais,
tem-se a informacdo dos sitios de ligacdo dos medicamentos pazopanibe e
lapatinibe na albumina sérica humana. Verifica-se que pazopanibe interage
preferencialmente com o sitio | (subdominio I1A) (KANDANDAPANI et al., 2021) e
lapatinibe se liga ao sitio Il (subdominio IB) (KABIR et al., 2016). A diferenca nos
sitios de ligacdo dos farmacos pode ser responsavel pelas divergéncias da
influéncia da presenca de glicose na albumina nas intera¢cdes com os farmacos,
pois alguns sitios de ligacdo podem estar ligados a um maior numero de moléculas
de glicose do que outras, levando em consideracdo os residuos de aminoacidos
nucleofilicos que sédo capazes de reagir a glicacao.

Conforme relatos cientificos, € conhecida a presenca de varios sitios de
glicacdo dos residuos de aminoécidos presentes no sitios | e Il da albumina
(ANGUIZOLA et al., 2013). Entretanto pouco se sabe da contribuicdo dos residuos
presentes no sitio Il (local de ligacao da lapatinibe), fato que pode integrar o objeto
de um estudo em trabalhos posteriores. Uma situacéo que pode ter ocorrido para
gue houvesse a diminuicdo da interacdo da lapatinibe com a albumina glicada
consiste no bloqueio do sitio de ligacao deste farmaco pelas moléculas de glicose
ligadas a proteina, impedindo desta forma a proximidade entre o residuso de

aminoacidos pertencentes ao subdominio IB e lapatinibe.
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3.3.2 Afinidade das interacdes

Para identificar de forma quantitativa as interacdes entre a albumina e sua
forma glicada com os farmacos a supressao de fluorescéncia foi analisada atraves
da equacdo de Stern-Volmer e o duplo logaritmo. Tal andlise foi realizada
estimando-se os parametros de interacdo como a constante de Stern-Volmer (Ksv),
bem como a constante de ligacdo Kbp. Os graficos de Stern-Volmer foram
preparados para obtencao dos parametros de interacdo HSA-Pazopanibe (Figura
45(A)) e gHSA-pazopanibe (Figura 45(B)). A partir desta equacao, os valores Ksy
foram determinados e resumidos na Tabela 6.

Figura 45 - Gréfico de Stern-Volmer para a supresséo de fluorescéncia da HSA (A) e gHSA (B)
causada por pazopanibe a 296 K, 303 K e 310 K.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 6 - Parametros de ligacdo entre Pazopanibe-Albumina

Amostra Temperatura (K) K (10°M1) K, (10° M1
HSA-Pazopanibe 296 6,37+0,13 6,76+0,10
303 5,27+0,09 5,50+0,09

310 3,79+0,02 3,80+0,09

gHSA-Pazopanibe 296 52,20£0,56  7,76+0,10
303 14,40+£0,35  2,29+0,05

310 5,70£0,10 0,91+0,02

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com esta tabela, os valores de Ksy diminuem com o aumento

da temperatura para os dois sistemas (HSA e gHSA com pazopanibe), indicando

a predominéancia do mecanismo estatico nos dois casos. Os valores de Ksv se
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encontram em torno de 10° M1, apresentando valores similares com constantes
de Stern-Volmer relatadas em outros estudos de interacdo entre inibidores de
tirosina quinase e proteinas (SHEN et al., 2015; TAYYAB et al., 2019). Entretanto
comparando-se as duas proteinas, no sistema gHSA-Pazopanibe observam-se
valores maiores de Ksy, fato que indica maior interacdo de pazopanibe com a
proteina glicada. Isto indica que a presenca de glicose ligada a determinados
aminoacidos da albumina afeta significativamente o modo de ligacdo a esta
proteina e consequentemente o biotransporte de pazopanibe no organismo.

A figura 46 exibe o grafico duplo logaritmo para as interacdes HSA-
Pazopanibe (Figura 46(A)) e gHSA-Pazopanibe (Figura 46(B)). Além disso, as
constantes de ligacao (Kb) determinadas a partir dos graficos estdo resumidas na
tabela 6. Os valores de Kb se encontram regido entre 6,76 x 10> e 3,80 x 10> M
com relagdo ao sistema HSA-Pazopanibe e entre 52,20 x 10° e 5,7 x 10° M! no
tocante ao sistema gHSA-Pazopanibe. Estes valores se assemelham de forma
pronunciada a valores de Kb relatados para intera¢des proteicas com compostos
heterociclicos contendo atividade biol6gica (KARTHIKEYAN et al., 2020; SINGH,
l. etal., 2019).

Do ponto de vista farmacoldgico, constantes Kr com valores proximos a
10° M sdo caracteristicos de interacdes moderadas, e quando tais valores
chegam préoximo a 106 M entende-se que as interacdes sdo fortes. Sendo assim
quanto maior o valor de Kb, menor sera o carreamento do farmaco no corpo
humano. Isso sugere que a introducédo do carboidrato na estrutura da albumina
provoca a diminuicdo da biodistribuicdo do medicamento no organismo, isto €,
gHSA néo realiza o transporte do farmaco pazopanibe de maneira satisfatoria.
Como resultado, o aumento da forca de interacdo gHSA-Pazopanibe pode reduzir
a atividade bioldgica efetiva do medicamento.

As interag6es proteina-Pazopanibe analisadas poderiam explicar a baixa
biodisponibilidade de Pazopanibe observada em estudos clinicos (DENG et al.,
2013). Tais resultados ajudam também a compreender a elevada dose diaria
necessaria de Pazopanibe para tratamentos antineoplasicos, necessitando de 800
mg/dia (VERHEIJEN et al., 2017). Além disso, entende-se o motivo pelo qual a

farmacocinética de Pazopanibe varia bastante entre pacientes, tendo em vista que,
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dentre outros fatores, cada individuo apresenta percentual diverso de albumina

glicada no plasma sanguineo.

Figura 46 - Gréfico duplo logaritmo das intera¢cdes HSA-Pazopanibe (A) e gHSA-
Pazopanibe (B) a 296 K, 303 K e 310 K, pH 7,4.
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Fonte: Elaborado pela autora.

De forma semelhante, para avaliar quantitativamente as interacdes
Lapatinibe-albumina, foi preparado o gréfico de Stern-Volmer a temperaturas
variadas (Figura 47). Com isso, foi visto que HSA e gHSA se portam de diferentes
maneiras entre si quando estéo interagindo com Lapatinibe. A Figura 47(A) mostra
que a inclinacao do grafico, ou seja o Ksy diminui com o aumento da temperatura
para o sistema HSA-Lapatinibe. Sendo assim, infere-se que o mecanismo das
interacdes é estatico. Em contraste, a Figura 47(B) mostra que no caso do sistema
gHSA-Lapatinibe, os valores de Ksy aumentam em temperaturas altas, significando
gue a glicacdo da albumina faz com que as interacdes desta com Lapatinibe sejam
favorecidas em temperaturas maiores. Sendo assim, o0 mecanismo para gHSA-
Lapatinibe é dinamico. Os valores das constantes de interacao séo explanados na

tabela 7.

Tabela 7 - ParAmetros de ligacao entre Lapatinibe-Albumina

Amostra Temperatura (K) Ks (10°M?1) K, (10° M7)

HSA-Lapatinibe 296 1,01 1,12
303 0,82 0,82

gHSA-Lapatinibe 296 0,30 -
303 0,40 -
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310 0,44 -

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao comparar as interacfes dos dois farmacos com a HSA, nota-se maior
forca de interacdo por parte do sistema HSA-Pazopanibe, significando que este
pode ser carreado aos alvos moleculares com maior probabilidade do que a
Lapatinibe. Os valores de Ksy para HSA-Lapatinibe justificam a sua alta dosagem
minima diéria terapéutica de 1500 mg por dia (DE JONGE et al., 2013), fato que
expdem a baixa biodisponibilidade deste medicamento no organismo humanao.

A presenca de glicose na albumina influenciou drasticamente nas
interagcdes com Lapatinibe, tendo em vista que o mecanismo de supresséo de
fluorescéncia foi modificado de estatico com a HSA para dindmico com a gHSA. O
mecanismo dinamico é caracterizado pela interacdo farmaco-proteina a distancias
intermoleculares maiores do que 0 mecanismo estatico, por iSso neste caso ndo &
possivel obter parametros como a constante de ligacdo, as forcas atuantes e as
informacgdes termodinamicas das interacdes entre Lapatinibe e a albumina glicada.

Figura 47 - Gréfico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia da HSA (A) e
gHSA (B) causada por lapatinibe a 296, 303 e 310 K, pH=7.4.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir do grafico duplo logaritmo (Figura 48) foram mensuradas as

constantes Kp, medidas a 296 e 303 K para as interagdes HSA-Lapatinibe,
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resultando em valores de 1,12 e 0,82 x 10° M. Tais valores caracterizam
interacbes moderadas assim como as interacbes albumina-Pazopanibe,
permitindo maior distribuicdo dos medicamentos no corpo. Vale salientar que
apesar de a constante de ligacdo entre proteinas de transporte e farmacos ser um
relevante indicativo para a farmacologia de medicamentos, outros diversos fatores
podem afetar a farmacocinética e farmacodinamica de compostos terapéuticos,
como pH do meio, interagdo entre medicamentos, interacdo com alimentos,

interag6es com outras biomoléculas, entre outros.

Figura 48 - Gréfico duplo logaritmo das intera¢cdes HSA-Lapatinibe a 296 K e 303 K, pH
7,4.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.3 Parametros Termodinamicos

Os parametros termodinamicos para as interacdes albumina-Pazopanibe
foram quantificados usando a relagdo AG°vs. temperatura e estdo exibidos na Figura
49, sendo os valores demonstrados na tabela 8. Como pode ser observado na referida
tabela, todos os valores de AG° sdo negativos, indicando a espontaneidade das

interacdes aqui estudadas.
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Figura 49 - Grafico de AG° vs. Temperatura das interacbes HSA-PAZO (A) e gHSA-PAZO

(B), pH 7,4.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como mencionado anteriormente, os valores dos parametros termodinamicos
podem indicar quais forcas estdo atuando nas interagcées (ROSS; SUBRAMANIAN,
1981). Em relagdo as interagcbes HSA-Pazopanibe, foram constatados valores de
entalpia menores que 0 e de entropia maiores que 0, sugerindo que 0 processo de
interacdo é exotérmico e governado por forcas hidrofébicas, de Van der Waals e
ligacbes de hidrogénio. Além disso, o valor positivo de AS° indica que houve a
dessolvatacao do sitio de ligacdo de HSA, processo caracteristico de sistemas onde

estdo presentes interacdes hidrofébicas.

Tabela 8 - Parametros termodindmicos da supresséo de fluorescéncia das interacoes
albumina-pazopanibe.

Amostra Temperatura (K) AH°® (kJ.mol?)  AS° (J.mol?) AG°® (kJ.mol?)
HSA-Pazopanibe 296 -24,58+0,16 +28,65+0,20 -33,06%0,10
303 -33,26+0,17
310 -33,46+0,09
gHSA- 296 -116,65+0,14 -281,34+0,13 -33,28+0,09
Pazopanibe 303 -31,32+0,12
310 -29,35+0,10

Fonte: Elaborado pela autora.

A adicdo de glicose na albumina também alterou as forcas de interacdo desta
proteina com a pazopanibe, onde no sistema gHSA-pazopanibe, os valores de AH° e
AS° sdo ambos negativos, fato que indica que o processo de interacdo também é
exotérmico, entretanto as intera¢des sao regidas por meio de forcas de Van der Waals

e ligacbes de hidrogénio, excluindo as interagdes hidrofobicas ocorridas na auséncia
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de glicacdo. De forma oposta as interacdes com HSA, os valores negativos de AS°
nas interacdes gHSA-pazopanibe demonstram a exposicéo dos sitios de interacdo ao

solvente, padréo tipico de interacdes observadas neste sistema.

Os parametros termodindmicos para as interacdes HSA-Lapatinibe foram
extraidas do grafico de van’t Hoff (Figura 50) com valores expostos na tabela 9. Tais
resultados evidenciaram valores de entalpia e entropia menores que 0, associando ao
envolvimento de forgas de interacdo do tipo Van der Waals e ligacdes de hidrogénio,
além de se tratar de um processo exotérmico. Ademais, a reducédo da desordem do

sistema HSA-Lapatinibe é refletida no valor negativo de entropia.

Figura 50 - Gréfico de van't Hoff das intera¢cdes HSA-Lapatinibe, pH 7,4.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A presenca do flior na estrutura quimica de lapatinibe pode ter sido um fator
predominante no tipo de forcas de interacédo presentes no sistema HSA-Lapatinibe,
tendo em vista que o flior tem alto impacto na formacéo de ligacdes de hidrogénio,
permitindo que a molécula tenha maior hidrofilicidade. O oposto pode ser notado na
estrutura quimica de pazopanibe, que possui estrutura mais hidrofébica do que
lapatinibe. Suas propriedades quimicas sao fatores que influenciam na
biodisponibilidade de tais farmacos, pois sédo estas que definem quais os tipos de
interacOes e a quais biomoléculas se devem ligar durante os processos de absorc¢ao,

distribuicdo, metabolizacdo, excre¢éo e toxicidade de um farmaco.
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Tabela 9 - Parametros de ligacao e termodinamicos da supressao de fluorescéncia das
interac6es albumina-lapatinibe.

Amostra Temperatura (K)  AH° (kJ.moll) AS° (J.mol?) AG° (kJ.mol?)
HSA-Lapatinibe 296 -39,21 -15,53 -29,28
303 -29,16

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.4 Distancia entre o fluor6foro e pazopanibe

Como revisado anteriormente, o estudo de FRET tem utilidade nos
estudos proteina-ligante com base nas informacgdes extraidas sobre a distancia a
qual o ligante se encontra dos residuos de aminoéacidos fluoréforos. E conhecido
que as interacBes proteina-ligante podem resultar em uma transferéncia de
energia ndo radioativa da macromolécula doadora para o ligante (aceitador). Para
que essa transferéncia de energia ocorra, deve haver uma sobreposi¢ao espectral
entre a absorcéo do aceitador e a emissao do doador. Além disso, a distancia entre
a molécula doadora e a aceitadora deve ser menor que 8 nm (MANJUBAASHINI
et al., 2018).

A Figura 51 mostra a sobreposicao espectral da absorgcéo de pazopanibe
com a emisséo de fluorescéncia de HSA (Figura 51(A)) e gHSA (Figura 51(B)),
onde os parametros de transferéncia de energia sdo mostrados na tabela 10. Nos
sistemas analisados, observou-se que as distancias entre a proteina e o farmaco

sao de 4,47 nm para HSA e pazopanibe e 5,58 nm para gHSA e pazopanibe.
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Figura 51 - Sobreposicdo do espectro de emissao de fluorescéncia de HSA (A) e gHSA (B)
com o espectro de absorcdo de pazopanibe a 298 K, pH 7,4. As concentracdes de HSA,

gHSA e pazopanibe foram fixadas em 0,3 pM.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tais valores sdo menores do que a distancia intermolecular méxima (8
nm), na qual FRET deve ocorrer, por isso se entende que pode haver este tipo de
transferéncia de energia ocorrer nas interacdes estudadas. Além disso, em ambos
0s casos, valores de Ro na faixa de 0,5.Ro e 1.5.Ro foram reconhecidos,
demonstrando a alta possibilidade de transferéncia de energia ndo radioativa
(CHENG et al., 2017). Adicionalmente, os valores de EFrer mostram que ha 58%
de probabilidade do FRET ocorre para as interacbes com HSA, enquanto para

gHSA ha a diminuicao dessa probabilidade para 27%.

Tabela 10 - Parametros de FRET obtidos a partir das interagfes entre a albumina e sua

forma glicada com pazopanibe

J (nm*.M1cm?) Ro (nm) r (nm) Errer
HSA-Pazopanibe 4.03 x 10% 4.73 4.47 0.58
gHSA-Pazopanibe 4.04 x 10% 4.72 5.58 0.27

Fonte: Elaborado pela autora.

Como avistado nos resultados da tabela 10, a presenca de glicose
interferiu nas interagbes da albumina com pazopanibe, aumentando a distancia
entre a molécula doadora e aceptora, além de diminuir a probabilidade de
transferéncia de energia. Isto se deve as forcas de interacdes que modificaram-se
a partir da insercdo da molécula de glicose na HSA, fazendo com que a distancia
entre estes impossibilite interacdes mais fortes em relacdo ao fluoréforo mais

relevante, que € o triptofano-214. O sitio de interagdo de pazopanibe na proteina
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e sua forma glicada pode ter sido alterada, podendo também ser um fator

importante a se levar em conta nos resultados de FRET.

3.3.5 Espectro de absorcao UV-Vis

A espectroscopia de UV-Vis é capaz de identificar satisfatoriamente as
mudancas em torno da cadeia polipeptidica das proteinas induzidas por interacdes
proteina-ligante. Para compreender de forma mais detalhada as interacdes albumina-
pazopanibe, os espectros UV-Vis de HSA (Figura 52(A)) e gHSA (Figura 52(B)) foram
registrados na presenca do farmaco. Como pode ser visto, o pico de HSA e gHSA em
torno de 212 nm esta relacionado a transicbes n-m dos grupos carboxilicos na
estrutura do polipeptideo da proteina. Além disso, 0 pico em torno de 278 nm esta
associado as transi¢des 1T-11 * de residuos de aminoacidos aromaticos (LI et al., 2011,
SAMARI et al., 2012).

Os espectros de HSA e gHSA apresentam um suave deslocamento
batocrémico no comprimento de onda de maxima intensidade, saindo de de 209 para
210 nm na presenca de pazopanibe, indicando altera¢des na cadeia polipeptidica das
duas proteinas. Além disso, uma reducao no pico em 278 nm € observada durante o
procedimento experimental, o que sugere um aumento da hidrofobicidade, isto €, uma
reducdo da polaridade no microambiente em torno dos aminoacidos aromaticos.
Adicionalmente, os espectros de UV-Vis podem indicar a formacdo do complexo nao-
fluorescente, onde a existéncia de alteragcbes do espectro UV-Vis caracterizam a
formacao de um complexo droga-proteina, enquanto as interagdes colisionais ndo
modificam o espectro (ABDELAZIZ et al., 2022). Por isso, de acordo com os resultados
vistos nos espectros UV-Vis confirma-se o0 mecanismo estatico observado também no

estudo de supressao fluorescéncia para os sistemas de interacao estudados.
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Figura 52 - Espectros de absor¢cédo de HSA (A) e gHSA (B) com concentracfes de
pazopanibe entre 0,0 € 0,72 pM a 296 K, pH 7,4.
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Fonte: Elaborado pela autora.
3.3.6 Espectro de fluorescéncia sincrona

Como relatado previamente, os espectros de fluorescéncia sincrona mostram
as alteracdes nos microambientes dos residuos de aminoacidos fluoroforos. A figura
53 mostra espectros de fluorescéncia para os residuos de tirosina da HSA (Figura
53(A)) e da gHSA (Figura 53(B)). Também é notado um pequeno desvio para o
vermelho no espectro da HSA, com cerca de 1 nm para AA = 15 nm, enquanto em AA

= 60 nm nao houve nenhum deslocamento.
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Os resultados obtidos sugerem um aumento na hidrofobicidade e uma
reducdo na polaridade da vizinhanca em torno dos residuos de tirosina da HSA,
enquanto os residuos de triptofano ndo foram impactados fortemente pela presenca
do farmaco. Com relacdo as interacdes entre gHSA e pazopanibe, ndo foram
observados deslocamentos nos espectros dos residuos de tirosina (AN = 15 nm)
(Figura 53(C)) ou nos residuos de triptofano (AA = 60 nm) (Figura 53(D)), mostrando
dessa forma que ndo houveram alteragBes na polaridade em torno dos fluoréforos
analisados presentes na estrutura de gHSA.

As observac0es feitas nos experimentos de fluorescéncia sincrona permitem
a conclusao do fato que a presenca de glicose na albumina reduzem as modificac6es
estruturais da proteina ocasionadas pelas interacdes com o medicamento
pazopanibe, apesar de haver maior diminuigdo da intensidade de fluorescéncia nas
interacbes gHSA-Pazopanibe se comparados com a HSA-Pazopanibe. As
modificacdes no microambiente também podem sugerir a proximidade do ligante a
determinado sitio de ligac&o.

Como h& apenas um residuo de triptofano na albumina sérica humana (Trp-
214), é plausivel deduzir que ha maior proximidade de pazopanibe ao Trp-214 na
albumina sérica glicada, pois ha o aumento na supressao de fluorescéncia para este
residuo. Para gHSA percebe-se que também h& maior supressao de fluorescéncia no
microambiente dos residuos de tirosina, se comparados com as interacdes da HSA.
Enquanto isso, pazopanibe pode estar mais afastado de Trp-214 na HSA, entretanto,
0 mesmo esta promovendo uma alteragao estrutural em alguma regido onde residuos
de tirosina se fazem presentes, fato evidenciado pelo deslocamento batocrémico.
Todas essas constatacdes corroboram com os resultados discutidos ao longo da tese,
validando desta forma o estudo realizado.
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Figura 53 - Espectros de fluorescéncia sincrona dos sistemas HSA-Pazopanibe com AA =
15 nm (A) HSA-Pazopanibe com A\ = 60 nm (B) gHSA-Pazopanibe com AA = 15 nm (C)
gHSA-Pazopanibe com AA = 60 nm (D). [HSA] = [gHSA] = 0,3 pM; [Pazopanibe] =0 - 0,72
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.7 Ancoragem molecular

Os estudos teoricos de ancoragem molecular podem auxiliar na
compreensao dos tipos de forcas predominantes na interacdes proteina-ligante, além
de ajudar a identificar o sitio de ligagdo do farmaco nas biomacromoléculas. O estudo
de ancoragem molecular neste capitulo levou em conta as intera¢des da albumina e

sua forma glicada com pazopanibe. Para este trabalho foram testados dois possiveis
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sitios de ligacéo para identificar a melhor ancoragem do farmaco, localizados no sitio

| e o sitio Il (subdominio I11A) (Figura 54).

A partir das estruturas extraidas do Protein Data Bank (PDB), é identificavel
a presenca de inumeros sitios onde ocorre a glicacdo, Unica situacdo que diferencia a
estrutura quimica de HSA e gHSA, como pode ser avistado na Figura 55(a). Além
disso, como um recente trabalho verificou o sitio | (subdominio 11A) como sitio de
ligacdo de pazopanibe em HSA (KANDANDAPANI et al., 2021), foi levada em conta
a glicosilacao do sitio em questéo para analise das interacdes do farmaco com gHSA,
mais especificamente no residuo Lys-195.

Figura 54 - Gréfico das interacdes ligante-proteina para a ancoragem de Pazopanibe no
sitio | A) HSA e C) gHSA e no sitio Il para B) HSA e D) gHSA.
A) B)
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Fonte: Modificado de MENEZES et al., 2021.

No tocante as interacbes HSA-Pazopanibe, foram identificadas duas
posicées no sitio | onde pazopanibe apresentam a melhor pontuacdo, nomeados
como pl e p2. Tais posi¢cOes diferem apenas do encaixe da base nitrogenada
localizada extremidade oposta ao grupo da sulfonamida, como verificado na Figura
55(b). Por isso, a pontuacdo de mudanca de energia livre calculada para as duas

posicdes sdo extremamente semelhantes (-9,4 kcal/mol para pl e -9,3 kcal/mol para
p2).

Figura 55 - Sobreposicdo das estruturas de HSA (PDB id: 1A06) e gHSA (PDB id: 4IW2)
(A). Melhores posic¢des de ancoragem (pl, p2) de Pazopanibe no sitio de ligacao | para HSA
(B) e gHSA (C).
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Fonte: Modificado de MENEZES et al., 2021.
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E notada certa estabilidade do complexo formado proporcionado pelas
interacdes hidrofobicas, situacdo que reduz a exposicdo dos residuos de aminoacidos
que se encontram interagindo ao solvente. Observam-se as interacdes hidrofébicas
de pazopanibe com os residuos Trp-214, Leu-219, Leu-260, Lys-195, Lys-199, Val-
455 e Leu-198. Também séo observadas a presenca de ligac6es de hidrogénio por
meio do grupo sulfonamida do farmaco através dos residuos Tyr-150, Ser-287 e Arg-
257. A priori, tendo em maos apenas os resultados das interacdes de pazopanibe com
HSA é possivel supor a interferéncia da glicacéo proteica, tendo em vista que alguns
residuos de aminoacidos atuantes nestas interacdes sdo extremamente passiveis de

sofrerem o processo de glicacdo, como por exemplo a lisina e arginina.

Com base na estrutura fornecida pelo PDB, o residuo de aminoé&cido Lys-
195, pertencente ao arcabouco proteico do sitio | se encontra glicado, havendo desta

forma a diminuicdo de espaco para pazopanibe interagir com os residuos deste sitio.

A melhor pontuacdo para ancoragem € de -9,4 kcal/mol, onde pazopanibe
interage com bastante proximidade da regido onde a glicose esta presente, como
observado na Figura 55(c). Sado identificadas interacbes hidrofébicas entre
pazopanibe e os residuos Pro-447, Lys-444, His-288, Glu-153 e Ser-192. De forma
adicional, séo verificadas ligac6es de hidrogénio por meio dos residuos Lys-436, His-
440 e Ser-192. Além disso, a presenca da glicacdo na albumina promoveu maior

exposicdo do sitio | ao solvente durante as interacées com pazopanibe.

Conforme visto nos resultados obtidos neste capitulo, pazopanibe n&o
provocou fortes alteragcdes na hidrofobicidade no micro ambiente pertencente ao
residuo de triptofano tanto da HSA quanto da gHSA, apesar de haver interacao entre
estes. Em contraponto, a regido onde se encontra residuos de tirosina da HSA sofreu
modificacdes, situacao justificada pelas interacdes de pazopanibe com aminoacidos
envolvendo ligacdes de hidogénio como Tyr-150. Para a gHSA néo se evidenciaram
interacdes semelhantes com residuos de tirosina, corroborando com os dados

experimentais observados na espectroscopia de fluorescéncia sincrona.
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4 CONCLUSAO

No Capitulo 2, os estudos de interacdo entre o Lapatinibe e Pazopanibe do TKI
e 0 AChE foram realizados utilizando técnicas in vitro (espectroscopia) e estudos
computacionais. Os ensaios enzimaticos demonstraram a inibicao eficaz da AChE por
drogas, sendo o Lapatinibe o mais potente na inibicdo deste alvo molecular. A
supresséao da fluorescéncia sugere que o mecanismo predominante é estatico para as
interacbes AChE-Pazopanibe e dinamico para as interacdoes AChE-Lapatinibe. As
forcas que governam as interacfes sdo hidrofébicas no Lapatinibe. Em contraste, o
Pazopanibe interage por meio das forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio.
Os resultados do FRET confirmam o mecanismo estatico das interagcdes AChE-
Pazopanibe. Os espectros de fluorescéncia sincrono e 3D sugerem mudancas
conformacionais nas enzimas quando em contato com as drogas. Este estudo revelou
aspectos moleculares das interacées da enzima AChE com medicamentos de grande
importancia farmacolégica e pode ser Gtil para futuros estudos de reposicionamento
desses medicamentos para a doenca de Alzheimer.

No Capitulo 3, os mecanismos de interacdo entre Pazopanibe e HSA néo
glicada e glicada foram elucidadas. Os parametros de afinidade de pazopanibe
mostraram que o farmaco liga-se mais fortemente a forma glicada gHSA tanto em
condicdes fisiologicas (310 K, pH 7,4), quanto nas demais temperaturas verificadas
experimentalmente. A diferenca nas interacfes esta associada a presenca de glicose
nos sitios de ligacao de pazopanibe, aumentando as interacdes observadas. Por fim,
os resultados apresentados estabelecem a glicacdo de HSA como um fator critico a
ser examinado na avaliacdo da farmacocinética e farmacodinamica dos farmacos

antitumorais.
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Furfural denrvatives are present ar high concentrations in many thermal processad foods. However, they are in.
tensely known for their carcinogenic and genotmxic potential, being the impact of these compounds i 2 bislogical
environment of parameunt imporiance. Here, the interaction of the bovine serum albumin (B54) and human
lnmhnni}rlﬂ proceins with four furfursl derivatives have been Far this purpese, it has been
s icmethods together withith 2l toolks. Results FFurl and Fur2 {ketoderive
atives) follow a dynamic mechanizm for both proteins. Besides, the carboood derivative Furd suppressed the BSA

Furfural and HT¥ fluarescence according to a static and dynamic mode, respeciively. In conizast, the otber carboo deriv
Mulli-spectioscogic atiwe Furd quenches the intrinsic fluorescenoe of bath proteins according to 2 static mechanism By one sde, the
IRET AT besi hinder Furd attached very tightly io both proteins, while Fur3 has similar affinity 1o BS54 s Furd but r less o
BSA HTF. On anccher side. Furl and Fur2 displayed weak affinities 1o BSA and akso to HTF. Ultimately, the theoretical
HTF results of molecular docking revealsd relevant sspects of fzvorne hind sites occupiad by the furfural derivatives in
the proteins,

& X0 Elsevier BV, All nighis reserved.

1. Introduwdion reporied a5 an example of furfural types generated by glycation in

Furans are funclional groups | 1] that play an essential role in organic
chemistry, being found in synthetic compounds, pharmacewticals, lis-
sues, cosmetics, amd foods [2,3] These compoursds are formed from
the furfural group and part of 2 substance group called Advanced
Glyeation End {AGEs) products Furans are produced in large quantities
during thermal processes in foods throwgh the Maillard reaction or
ghycation [4]. As a non-enzymatic reaction, glycation oicurs between
aming acid residwes af biomalecules, polyunsaturated Gty ads, o
even soorbic acid and carbanates from reduding sugars | 5,6). These
degradation products originate from intérmediate compowmnds called
Amador products, which, when dewatered at low pH, lead 1o urfural
derivatives [4,7], amang other products. 2-scetylfuran is widely
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loods. This malecule contribules o the caramelized sweel-baksamic
aroena|| 8= 10] in bread | 1] and industrialized baby foods [ 12]. This com=
pound was described a3 3 product in Maillard reactions between gly-
cinefpraline and ghicose | 13]. Furfural-acetose is also found nansrally
in foods such as coffee, and rum | 14] and is used industrially as a oot
Mavoring agent and sweet spice aroma | 15). Besides, after the resction
of an intermediate furfural metshalite with the scetyl-coenzyme A,
the 3=(2=luryl] acrylic ackd presence was observed [ 16].
Dexpile ifs extensive wse in the food industry, it is well-known that
these substances can polentially be genoloxic and carcinogenic
[17.18] The presence ol Amadion products in the blood plasma can pro-
vide marry harmifiul effects 1o living systems. These compounds birsd o
various receptors an the cell membrane, preventing the cell From
performing its funsctions | 19]. Hence, the literature correlated the diffi-
culty in controlling hyperghycemia in individuals with type 2 disbetes
containing the plasma proleing transferrin, albumin, and fibrin modified
by Amadori products [20]. The interaction process analysis between
hismnan plisma carrier proleing and subslances exogenous i the organ-
ism is evaluated aceording to the propantion of the imteraction sirength
The higher the interaction between carrier proteins and exogenous
compounids, the lewer the compound distribution in the organs and tis-
sues, and consequently, the lower the side elfects of the presence of this
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Human Serum Albumin (HSA] is the most abundant plasma iramsport prodein in the human body.
However, hyperghyeemic conditions (as in diabetic patients) lead to glycated HSA (gHSA) formation,
affecting many protein functionalities. Besides, diabetes is 2 wellknown risk Ector for various types of
cancers, which turns the interactiors of antitumaral drsgs with gHSA into paramount relevance. In this
view, this work focuses on the impact of the protein ghcation in the binding of the drug Pazopanib { PAZD,
a tyrosine kinase inhibitor used in antitumoral ireatments) by applying muli=speciroscopical and theos
retical technigues. Spectroscopic results reveal that PAZD quenches the HSA and gHSA intrinsic fluares.
cence following a static mechanism. On one side, PAZO presemts 2 high and similar affinities for HSA
(K, = 676 = 1W0° M) and gHEA (K, = 7.76 = 10° M~") under low temperatures (296 K, pH 74) On
another side, gHEA displayed less affinity bo PAZO tham HSA under physiological condidians (310 K, pH
7.4), indicating thar gHSA presence can negatively affect dnsg distribution. Thermodynamic results indis
cate that HSAPAZ( interactions are governed by bydrophobicfvan der Waals forces and hydrogen bands
[AH® = 0 and AS® > O} In contrast, cnly Van der Waals forces and hydrogen bonds (AH® < 0and AS® < 0]
predominate in the gHEA-PAZD interactions, FRET imvestigations aitest to nonsradioactive ensrgy transs
fer between the drug and considered proteins. U¥=Vis confirm the foemation of the PAZO=-HEA{-gHSA
complexes. Synchronous F shaw al changes in HSA Tyr
residues upon association with PAZD, while the gHSA microenvironment remains unchanged in the drug
presence. Molecular docking studies sugges: HSA glycosylation may have a relevant effect on PAZO bind-
ing modes. In summary, the evidence presented bere puts HSA glycation as a crucial factor to be cansid=
ered when evaluating pharmacokinetics and pharmaccdynamics of antitumaral drugs.

& 2021 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

2012 for advanced soft tissue sarcoma (5TS) patients, previously
rreated with chemotherapy |4]. In addition, a series of elinieal trial

Pazopanib {5-4-[(2,3-Dimethyl-2H-indazal-6-41) methylamino|-
2-pyrimiding Jaming] -2-methyl benzenesullonamide) or PAZD
{Fig. 1) is a medication applied as 4 tynasine kinase inhibitos, which
prevents the growth and proliferation of wmer cells |1]. With
antiangiogenic action, this drug has inhibitary properties. against
various molecular targels, such as VECFR-1, 2 and 3, PDGFR-o amd
s, FGFR-1 and 3, amoang others 1.2 ] Due o these relévant proper-
ties, PAZO was approved by the Food and Drug Administation
(FDA) in 2009 1o fight advanced renal eell cancer (RCC) |3, and in
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studies have been canducted with PAZ0 o trear the most diverse
tvpes af tumors |[5-10), thus reinforcing s pharmacological
impartance.

Plasma profeins are essential tools for investigations involving
drug absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME),
given [heir role a5 drug carriers in the bloodstream |11]. Binding
studies between drugs and biomacromolecules aré highly relevant
for understanding the mechanism of interaction of drugs in a bio-
logical environment [12,13]. Accordingly, interactions between
drugs and plasma prateins play an essential role in pharmacokinet-
i and pharmacodynamic |14]. Strong interactions reduce drug
availability to the malecular Largsl, requiring higher doses and pro-
longing the drug's hali-life. On the other hand, weak interactions
hirder drug circulation in the body, preventing its therapeutic
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6 ABSTRACT: Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are antitumor - vl [ee—
-cmpoundslhapumtbephosplnryhkbnnfpmh:ina - - & 2
 biclogi ritarget p of 1 g .
iTlﬂspmmuhesdumupmdﬂe didates for drug repositioning. ik %}é e ?’l
10 In this wnrk, interaction aml mlnblhcn nud.«u through 3 == -
1 5p and to evaluate L %
12 bindi i o‘ lapatinib and ib TKlIs to 2 >3 .
" xﬂthnmerue (AChE) are reported. The results indicated 7 > ; .

34 potent inhibition at the uM level The types of inhibition were p_—"t
15 identified, with pnopani) acting thmgl: metﬂh\‘e
The

s iuhibiticn aad )
= &mmcﬁ mpprennn studies indicate a static mechanim far
1 lapatinib—AChE and pazopanib—AChE systems, with a binding constant in the order of 10° M™". The obtained thermodynamic
pu:mewsrtvul lnh:n:bos\sdnnnbyvanchuk forces and hydrogen bmd:mﬂuhplhub—AOlEqﬁem(Nl‘mdAS‘(
mO) In contrast, the pazopanib—AChE system shows positive AH‘mdAS‘ of hy The Foster
nmnoemglnm&rmdy upp the studies p d. The 3D # m&umgpﬁ in the
of the tryptop Mmmmmduud&emmcmmm&hpwmbudpunpmb results
ummﬂt:&cﬁn hibition and ion of the drugs with AChE, making them interesting for conducting more inedepth
un:pnnhonmgmdxﬁxAChE n:hbncn.
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1. INTRODUCTION AD treatment, and 121 are undergoing dlinical trials, among 45

> FA \
16 The acetylcholinesterase (AChE) enzyme has a unique role in which SZ are repasitioned drugs.
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molecular mechanism behind the therapeutic effect. ‘A
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o el L TR SRR Ach g o e s molecules (TKIs) showed a2 neuroprotective effect' in s

 system. ™ Mﬂlﬁﬂdl studies on AD involve different proteins,
0 possible therapeutic molecular targets, all dmg currently Rhm“l August 3, 2021

40 approved for AD control have been developed ing on o November 11, 2021
41 AChE inhibition,"* and the only exception being the m::nl

4«2 FDA approval of aducanumab (Aduhelm-Biogen), the first
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