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RESUMO

A epilepsia é uma doenca neuroldgica crénica caracterizada pela manifestacdo de
convulsbes e atividade cerebral atipica resultante da hiperexcitacdo neuronal
provocada pelo desbalanco das vias sinapticas inibitérias e excitatorias.
Intrinsicamente associados a hiperexcitabilidade, os canais de sodio dependentes de
voltagem (Nav) sao estruturas proteicas transmembranares que exercem um papel
essencial no controle do fluxo de ions pela membrana plasmatica, o que leva a
propagacdo do potencial de acao, fenébmeno responsavel pela geracao de impulsos
nervosos e que é considerado como ponto-chave para o controle de crises epilépticas.
Recentemente o antidepressivo Vortioxetina demonstrou potencial anticonvulsivante
através de mecanismos ainda ndo elucidados. Dessa forma, o presente trabalho
promoveu a avaliagdo comparativa do potencial anticonvulsivante da Vortioxetina com
dois farmacos antiepiléticos ja utilizados na clinica (Carbamazepina e Lamotrigina) em
dois modelos de canais de sodio dependentes de voltagem, utilizando o método
computacional de docking molecular através do software GOLD. Os resultados
obtidos demonstraram padrdes de interacdo intermoleculares semelhantes entre a
vortioxetina e a carbamazepina para Nav 1.2, enquanto para Nav 1.3, o farmaco teste
apresentou interagbes em comum tanto com a carbamazepina, quanto com a
lamotrigina. Além disso, nos calculos de afinidade realizados pelo programa a
vortioxetina apresentou a melhor pontuacdo de interacdo energética em ambas as
isoformas testadas. Frente aos resultados obtidos foi possivel inferir que a possivel
atividade anticonvulsivante demonstrada pela vortioxetina em estudos prévios pode
ser justificada pela sua atuacdo em canais de sdédio dependentes de voltagem.

Palavras-chave: Epilepsia. Reposicionamento de farmaco. Nav. Atracamento
molecular. GOLD.



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic neurological disease characterized by the manifestation of
seizures and atypical brain activity resulting from neuronal hyperexcitation caused by
the imbalance of inhibitory and excitatory synaptic pathways. Intrinsically associated
with hyperexcitability, voltage-gated sodium channels (NaV) are transmembrane
protein structures that play an essential role in controlling the flow of ions across the
plasma membrane, which leads to action potential propagation, a phenomenon
responsible for the generation of nerve impulses and which is considered as a key
point for the control of epileptic seizures. Recently, the antidepressant Vortioxetine
demonstrated anticonvulsant potential through mechanisms not yet elucidated. Thus,
the present work promoted the comparative evaluation of the anticonvulsant potential
of Vortioxetine with two antiepileptic drugs already used in the clinic (Carbamazepine
and Lamotrigine) in two models of voltage-gated sodium channels, using the
computational method of molecular docking through the software GOLD. The results
obtained showed similar intermolecular interaction patterns between vortioxetine and
carbamazepine for Nav 1.2, while for Nav 1.3, the test drug showed interactions in
common with both carbamazepine and lamotrigine. In addition, in the affinity
calculations performed by the program, vortioxetine presented the best energy
interaction score in both isoforms tested. Based on the results obtained, it was possible
to infer that the possible anticonvulsant activity demonstrated by vortioxetine in
previous studies may be justified by its action on voltage-gated sodium channels.

Key words: Epilepsy. Drug repositioning. Nav. Molecular docking. GOLD.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia € uma doenca neuroldgica grave associada ao estigma social, que
atinge cerca de 1% da populacdo mundial. A Liga Internacional Contra a Epilepsia
(ILAE) define o distirbio como a predisposicdo do cérebro em gerar atividades
hiperexcitatérias e sincronas, decorrentes do desbalanco entre vias sinapticas
excitatorias e inibitérias, que podem se manifestar através de sintomas motores ou
condutas e sensacdes incomuns (FISHER et al., 2014).

Individuos acometidos pela doenca, que ndo possuem acesso ao tratamento
ou ndo sao responsivos a eles, normalmente possuem instrumentos sociais
determinantes para a qualidade de vida prejudicados, como intera¢des interpessoais,
empregos, relacdes familiares e atividades cotidianas (STEIGER; JOKEIT, 2017).

Os canais de sodio dependentes de voltagem, especialmente as isoformas Nav
1.1, Nav 1.2, Nav 1.3 e Nav 1.6, sdo estruturas proteicas presentes nas membranas
de células neuronais no sistema nervoso central, que possuem papel critico no fluxo
transmembranar de ions que geram o potencial de acdo e propagam os estimulos
nervosos no cérebro (XU et al., 2013). Portanto, atualmente a modulacdo dos canais
ibnicos é a abordagem terapéutica mais utilizada na clinica contra a epilepsia, sendo
os “bloqueadores dos canais de sodio dependentes de voltagem” as drogas
anticonvulsivantes mais frequentemente aplicadas ao tratamento da doenca (WANG
e CHEN, 2019). Farmacos consagrados como a fenitoina, carbamazepina, valproato,
lamotrigina, entre outros, sdo exemplos de drogas pertencentes a essa classe de
atuacdo (ABOU-KHALIL, 2019).

Entretanto, apesar da ampla disponibilidade de medicamentos com diversos
alvos moleculares, desafios relacionados a efeitos colaterais e resisténcia ainda s&o
dilemas primordiais no tratamento da doenca. Estima-se que cerca de 30% dos
pacientes com epilepsia ndo respondem aos medicamentos convencionais (LAXER et
al., 2014; KRONER et al., 2016). Com isso emerge a necessidade da aplicacdo da
inovacdo terapéutica na descoberta e reposicionamento de farmacos que se
apresentem como estratégias alternativas para superar tais dificuldades.

A vortioxetina, um novo medicamento antidepressivo aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA), recentemente demonstrou resultados promissores quanto
a sua atividade anticonvulsivante avaliada em modelos animais de crise induzida por
penicilina e pentilenotetrazol (OGUN; CETINKAYA; BEYAZCICEK, 2019; AYGUN;
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AYYILDIZ, 2021). Além disso, promoveu a melhora no quadro clinico geral de paciente
com depressdo e epilepsia associada a sintomas visuais (escotomas), por
mecanismos ainda ndo elucidados (ONDER; COSKUN; GOKSUNGUR, 2018).

Com os adventos da bioinformatica, as técnicas computacionais de triagem
virtual avancaram de maneira rapida, principalmente devido a praticidade e ao baixo
custo de execucdo dos experimentos. Com isso, cada vez mais a comunidade
cientifica tem se interessado em desenvolver ensaios in silico utilizando o docking
molecular como ferramenta de investigacdo de varios compostos a nivel molecular.
De modo geral, os programas disponiveis utilizam as estruturas quimicas dos ligantes
a serem estudados e a estrutura cristalizada do alvo terapéutico de interesse para
simular a interag&o ligante-receptor a fim de avaliar parametros como a afinidade entre
eles, bem como os tipos de interagdo intermolecular e os residuos de aminoacidos
envolvidos (PRIETO-MARTINEZ; ARCINIEGA; MEDINA-FRANCO, 2018).

Considerando a importancia terapéutica dos canais de sédio dependentes de
voltagem para o tratamento anticonvulsivante e as recentes descobertas sobre o
potencial da vortioxetina nesse quesito, abordagens baseadas em bioinformética
utilizando docking molecular como ferramenta de estudo, podem oferecer percepcdes
sistematicas para a compreensdo da base estrutural de sua interacdo com essas
proteinas e auxiliar no entendimento de seu possivel mecanismo antiepilético,
promovendo perspectivas de direcionamentos para futuras investigagcbes do seu

reposicionamento voltado a esta atividade.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 EPILEPSIA: DEFINICAO, INCIDENCIA E CLASSIFICACAO

Segundo a International League Against Epilepsy (ILAE, em portugués Liga
Internacional Contra a Epilepsia), a epilepsia € um distlrbio neurolégico crénico
caracterizado pela predisposi¢ao persistente do cérebro em gerar crises convulsivas,
as quais sao desencadeadas pela atividade neuronal anormal, excessiva e sincrona
localizada principalmente no cortex cerebral. As crises convulsivas, atualmente
chamadas apenas de “crises”, sdo marcadas por sensag¢des, comportamentos e/ou
movimentos atipicos, podendo levar a consequéncias neurobiolégicas, cognitivas e
psicossociais (FISHER et al., 2017).

A epilepsia é uma das doencas neuroldgicas mais comuns em todo mundo,
afetando cerca de 50 milhGes de pessoas ao redor do globo. Desse montante,
aproximadamente 80% dos individuos estdo concentrados em paises
subdesenvolvidos, onde existe uma maior dificuldade de acesso a servicos de saude
e tratamento adequado (SEXENA; LI, 2017). As primeiras manifestacfes da doenca
podem ocorrer em diversas faixas etarias, porém a maior incidéncia é relatada em
criancas menores de 5 anos, acometendo 60/100.000 individuos, seguida pela idade
adulta e adolescéncia, com incidéncias de 35/100.000 e 21/100.000 individuos,
respectivamente (RINEY et al., 2021).

De modo geral, as crises epilépticas podem se apresentar de diversas maneiras
e sua classificacdo segue um padréo baseado nas caracteristicas da crise e no ponto
predominante em que a atividade elétrica distopica se iniciou no cérebro (ponto focal)
(FISHER et al., 2017). As crises podem ser classificadas de acordo com seu ponto
focal, divididas em: focais (anteriormente denominadas parciais), generalizadas e
desconhecidas (ndo classificadas ou inclassificaveis). As crises focais sdo aquelas
que tem origem identificada em um dos hemisférios cerebrais, podendo ser
subclassificadas de acordo com o comprometimento da consciéncia do paciente em
seu intercurso, designadas como “sem comprometimento da consciéncia” ou “com
comprometimento da consciéncia”. Posteriormente as crises sao novamente
classificadas de acordo com sua sintomatologia, se as manifestages foram de origem

‘motora” ou “ndo motora” as quais sao atribuidas subdesignagdes especificas
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segundo os sintomas apresentados, como ténicas, clénicas, mioclonicas e tbénico-
clénicas (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018).

As crises focais com progressao tonico-clonica bilateral, sdo assim
denominadas por terem seu inicio focal progredido para os dois hemisférios cerebrais.
Ja as crises generalizadas, possuem inicio difundido em ambos os hemisférios e neste
caso, a classificacdo segundo o prejuizo da consciéncia esta ausente nas crises
motoras, uma vez que se admite que neste tipo sempre ha comprometimento de
consciéncia. Sendo assim, as crises generalizadas podem ser classificadas segundo
seus sinais de forma semelhante as crises focais, divididas em “motoras” ou “ndo
motoras”, mas recebem novas subdesignacbées de acordo com os sintomas.
Entretanto, quando o inicio da manifestacao epiléptica ndo é determinado, as crises
séo classificadas como desconhecidas, mas também sdo separadas em motoras e
nao motoras e ainda em néo classificadas, quando ndo ha informacdes suficientes
sobre a manifestacdo de sintomas (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018).
A Figura 1 apresenta um resumo dos principais tipos de convulsdes segundo a ILAE.

Figura 1 — Classifica¢é@o dos tipos de crises epilépticas segundo a ILAE.

ILAE 2017 CLASSIFICACAO DOS TIPOS DE CONVULSAO

Inicio

Inicio focal Inicio generalizado desconhecido
Sem perdada Com perdada Motor Motor
consciéncia  consciéncia Toénico-clénica Tonico-Clonica
Toénica Espasmos epilépticos
Clonica "
Motor Mioclénica Nao Motor
Automatismos Mioclénica-ténica-cléonica- Paragem de atividade
Atonica Mioclénica-atonica
Clonica Atonica
Espasmos epiléticos Espasmos epilépticos Nao classificada
Hipercinética
Mioe e Nao Motor
Tipica
= Atipica
Nao MO_tOI‘ Mioclénica
Autonomica Mioclonica palpebral
Paragem de atividade
Cognitiva
Emocionais
Sensoriais

focal com progresséao
a ténico-clonica bilateral

Fonte: adaptado de FISHER et al. (2017).
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Uma vez constatado o diagnostico de epilepsia, a etiologia € um ponto
amplamente explorado, pois reflete diretamente na escolha do tratamento adequado
e no aconselhamento prognéstico da doenca. Quando conhecidas, as causas podem
ser diversas, incluindo genética, infecciosa, metabdlica, imune ou multiplas nos casos
em que se manifestam diferentes etiologias no mesmo individuo. (FALCO-WALTER,;
SCHEFFER; FISHER, 2018).

2.2 POTENCIAL DE ACAO E SINAPSES NEURONAIS

No cérebro a comunicacao neuronal se da através da conducdo de impulsos
Nnervosos responsivos a estimulos, propagada pela geracdo de potencial de acéo
através de sinapses neurais. Devido a diferenca da concentracdo de ions Na*, K*,
Ca?* e/ou CI dentro e fora das células nervosas, estas apresentam um potencial
elétrico, também chamado de potencial de membrana, de aproximadamente -70mV.
O controle do fluxo transmembrana desses ions e a consequente redistribuicdo de
carga elétrica através da membrana é o que medeia a geracao e propagacao, ou
ainda, a inibicdo de um potencial de acédo. Os principais ions envolvidos no potencial
de acdo sdo o Na* e o K*, sendo o K* 20 vezes mais concentrado que o Na* no
ambiente intracelular, ao passo que Na* se concentra 10 vezes mais concentrado no
ambiente extracelular quando comparado ao K* (FLETCHER, 2011).

O potencial de acdo se inicia quando, em resposta a ligacdo de um
neurotransmissor em canais dependentes de ligante, a membrana axonal do neurénio
atinge uma despolarizacao de aproximadamente 20mV, levando a uma diferenca de
potencial (DDP) de -70 mV a -50 mV, que € chamada de “potencial limiar”. A partir
desse momento ocorre a abertura abrupta de canais de sodio dependente de
voltagem (Nav) que permite um influxo rapido de Na* para o interior da célula
causando uma despolarizagdo na membrana, processo denominado fase ascendente.
Em dado momento, a DDP ultrapassa 0 mV chegando até aproximadamente +40 mV,
atingindo o pico de ultrapassagem ou overshoot. Logo em seguida, os canais de sédio
comecam a se fechar paralelamente a ativacdo dos canais de potassio dependentes
de voltagem (Kv), promovendo o efluxo de K* e caracterizando a fase descendente do
potencial de acdo, em que ocorre a repolarizacdo. Na ultima etapa do processo
descendente a membrana se torna ligeiramente mais negativa que no potencial de

repouso, processo denominado hiperpolarizacdo pdés-potencial ou undershoot. Ao



17

final, acontece a restauracao gradual e eficiente do potencial de repouso pela atuacéo
da bomba de Na*/K* que faz com que a membrana saia do estado de hiperpolarizacéo
(Figura 2).

No periodo em que os canais de sédio estdo fechados durante a repolarizagéo,
outro potencial de acdo ndo pode ser gerado, evento chamado de periodo refratario
absoluto. Ao passo que quando a membrana esta hiperpolarizada pela abertura dos
canais de potassio, mais corrente despolarizante é necesséria para a geracao de um
potencial. A este evento se da o nome de periodo refratério relativo (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2002).

Figura 2 — Etapas do potencial de acao.

omv

Fonte: retirado de BEAR; CONNORS; PARADISO (2002).

No sistema nervoso central (SNC) humano desenvolvido, a maioria das
transmissbes sinapticas é quimica, ou seja, acontecem por intermédio de
componentes quimicos chamados neurotransmissores que se ligam a receptores
ionotrépicos (canais de cation ativados pela ligacdo direta dos neurotransmissores)
ou metabotrépico (acoplados a proteina G). Esse tipo de sinapse pode ser de carater
excitatorio ou inibitério. Isto €, quando um neurbnio pré-sinaptico libera
neurotransmissores na fenda sinaptica, estes irdo se ligar a seus respectivos
receptores pos-sinapticos, que podem promover a despolarizacdo da membrana até
0 potencial limiar (estimulo excitatério) ou levar a sua hiperpolarizagdo (estimulo
inibitério), sendo os neurotransmissores glutamato e acido y-aminobutirico (GABA) os
principais representantes dos respectivos mecanismos, atuando sequencialmente nas

vias glutamatérgicas e gabaérgicas (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2002).
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As vias inibitorias e excitatorias se apresentam criticamente balanceadas nos
circuitos neurais, de modo que quando esse equilibrio é afetado, podem ocorrer
alteracdes neurologicas graves, como no caso da epilepsia, em que o quadro de
hiperexcitabilidade sobrepde a regulacao inibitoria (WANG; CHEN, 2019).

2.3 CANAIS DE SODIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM

Os canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) sdo pecas-chave na
eletrofisiologia de células excitaveis, pois sao as estruturas responsaveis pela geracao
e propagacdo do potencial de ag¢do, mecanismo este que conduz os impulsos
nervosos de uma célula a outra ao longo das redes neurais. Durante o potencial de
repouso 0s Nav permanecem fechados, mas s&o ativados (abertos) quando a
despolarizacdo da membrana atinge um limiar elétrico (potencial limiar) detectado por
segmentos que atuam como sensor de voltagem. Dessa forma, a alta seletividade dos
canais ao Na* promove o influxo seletivo desse ion a favor de seu gradiente de
concentracdo. Em seguida, a inativacdo dos canais de sodio de forma paralela a
ativacado de canais de potassio dependentes de voltagem, redefinem o campo elétrico
da membrana ao estado de repouso (SHEN et al., 2017).

Topologicamente os Nav sdo constituidos por uma subunidade alfa (a)
formadora de poro e subunidades beta () auxiliares. Sendo a subunidade alfa
formada por uma Unica e longa cadeia polipeptidica subdividida em quatro dominios
homaologos (DI, DII, DIl e DIV), cada um contendo seis segmentos transmembranares
(S1, S2, S3, S4, S5 e S6). Os segmentos S1 a S4 sdo os responsaveis pela formacao
do dominio de detecgdo de voltagem, ao passo que S4 & denominado “sensor de
voltagem” devido a carga de residuos positivos responsivos a despolarizacao da
membrana, para abertura do poro. Ja os segmentos S5 e S6 possuem sequéncias
especificas de aminoacidos que formam o filtro de seletividade aos ions sédio (Na+)
(Figura 3) (MANTEGAZZA et al., 2010).
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Figura 3 — Topologia dos canais de sédio dependentes de voltagem.
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Fonte: retirado de SHEN et al. (2017).

Entre os dominios DIIl e DIV ha a presenca de uma alga que funciona como
porta de inativacdo rapida ocluindo os canais por tempo determinado durante a
repolarizacdo da membrana, até que potencial elétrico transmembranar alcance valor
suficientemente negativo e o canal retorne ao seu estado normal, estando novamente
apto a ser ativado. A acao da alca de inativacéo € o motivo pelo qual um novo potencial
de acdo ndo pode ser gerado ao longo do refratario absoluto (BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2002; MANTEGAZZA et al., 2010). Por isso, inUmeros anticonvulsivantes
moduladores de Nav atuam se ligando a esta por¢cdo do canal para manté-los
inativados por um periodo maior, diminuindo a atividade das vias excitatorias
(ROGAWSKI; LOSCHER; RHO, 2016).

Nove subunidades formadoras de poros dos canais de sédio dependente de
voltagem codificadas por diferentes genes foram identificadas em mamiferos (Nav 1.1
— Nav 1.9), além de uma isoforma atipica ndo controlada por voltagem (Nav X)
(BARONI; MORAN, 2011). Os Navs eucarioticos estédo estruturalmente relacionados
entre si porque compartilham alta similaridade de sequéncia de aminoéacidos (LI et al.,
2022), entretanto, cada isoforma apresenta particularidades quanto as identidades
estruturais, padrbes de expressédo tecidual, propriedades cinéticas e biofisicas. Os
subtipos Nav 1.1, Nav 1.2, Nav 1.3 e Nav 1.6, sdo os principais representantes dos
canais de sodio no SNC e estéo distribuidos de maneiras heterogéneas nos diferentes
segmentos que constituem o neurénio, incluindo corpos celulares, dendritos e axénios
(CATTERALL; KALUME; OAKLEY, 2010). Nos ax6nios mielinizados, as areas de

intervalo entre uma bainha de mielina e outra (nédulos de Ranvier) possuem uma alta
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expressao de canais de sodio, de modo que o potencial de acao salta rapidamente de
uma area mielinizada a outra e o influxo de Na* acontece predominantemente nos
nédulos de Ranvier, minimizando as perdas elétricas e promovendo o impulso
saltatério eficiente e rapido (MARTI; PEREZ; MADRENAS, 2018; SCHMIDT;
KNOSCHE, 2019).

Em neurdnios excitatorios, Nav 1.2 e Nav 1.6 sdo as principais isoformas de
canais de sodio (OLIVA; BERKOVIC; PETROU, 2012) e por isso sao muito
importantes na regulacdo de potenciais de acéo e liberagdo de neurotransmissores
excitatérios, exercendo um papel central na plasticidade neural e na fisiopatologia das
epilepsias (XU et al., 2013). Estudos realizados em roedores demonstraram que 0s
canais Nav 1.3 sdo mais frequentes em neurénios embrionarios, tendo sua expressao
reduzida a medida que os canais Nav 1.1 e Nav 1.2 aparecem (CATTERALL;
KALUME; OAKLEY, 2010). No entanto, sua expressdo no SNC humano permanece
na idade adulta e seu papel permanece essencial nos mecanismos de gerenciamento
da excitabilidade neuronal, podendo provocar convulsdes quando este se encontra
disfuncional (MANTEGAZZA et al., 2010; XU et al., 2013).

Contrastando com o0s demais, 0s canais Nav 1.1 S80 expressos
predominantemente em neurbnios inibitérios GABAérgicos, promovendo a
despolarizacdo e ativacdo dessas vias. Neste caso, quando sua atividade é
prejudicada, as descargas inibitérias sdo afetadas, o que pode causar
hiperexcitabilidade e contribuir para o desencadeamento de convulsdes (DUFLOCQ
et al., 2008). A interacao equilibrada e contrabalanceada entre Nav 1.2, Nav 1.3 e Nav
1.6 com Nav 1.1 parece se apresentar como chave para a funcdo neuronal normal
(MARTIN et al., 2007).

2.4 TERAPIAS ANTIEPILEPTICAS

A principal abordagem terapéutica para o controle da epilepsia atualmente esta
baseada no uso de drogas antiepilépticas (DAES), que somam até o momento cerca
de 30 farmacos que atuam em diferentes alvos moleculares e apresentam variados
espectros de eficicia, propriedades farmacocinéticas, perfis de seguranca e
tolerabilidade (ABOU-KHALIL, 2019). Considerando que a fisiopatologia da doenca
esta relacionada principalmente com a capacidade intrinseca de disparo de um

neurénio mediada pelos canais i06nicos dependentes de voltagem e pelas
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propagacdes desbalanceadas entre as transmissdes sinapticas excitatérias e
inibitorias, atualmente, os mecanismos de acdo das DAEs disponiveis no mercado
podem ser classificados em trés grupos gerais:

)] Modulacao dos canais ibnicos dependentes de voltagem;

1)) Inibicdo da excitacdo sinaptica;

i) Aumento da inibicdo sinaptica.

Desses, a modulacdo dos canais idnicos, em particular o bloqueio dos canais
de sodio dependentes de voltagem, é a abordagem mais utilizada, principalmente no
tratamento de crises focais em geral, ou focais com progressao bilateral tdnico-clénica
e generalizadas motoras (WANG; CHEN, 2019). As DAEs utilizadas na clinica ha
muito tempo como a fenitoina, carbamazepina e lamotrigina possuem tais canais
como alvo e apesar de suas diferencas estruturais, € provavel que seus mecanismos
de blogueio e acdo farmacolbgica sejam semelhantes (XIE; GARTHWAITE, 1996).
Acredita-se que essas drogas suprimam as convulsGes através da inibicdo dos
disparos repetitivos de alta frequéncia, apresentados em canais com atividade atipica
nos casos de epilepsia (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

2.5 POTENCIAL TERAPEUTICO ANTICONVULSIVANTE DA VORTIOXETINA

A vortioxetina (1-[2-(2,4-dimetilfenil-sulfanil)-fenil]-piperazina) ¢ um novo
antidepressivo multimodal classificado como inibidor seletivo da receptacdo de
serotonina (ISRS) aprovado em 2013 pela Food and Drug Administration (FDA) para
o tratamento de transtorno depressivo maior (TDM) em adultos. Sua atuagcado combina
o agonismo do receptor 5-hidroxitriptamina 1A (5-HT1A) com a inibicdo do
transportador de serotonina (SERT). Além disso, também atua como um antagonista
dos receptores 5-HT3, 5-HT1D e 5-HT7 e como um agonista parcial dos receptores 5-
HT1B (D’AGOSTINO; ENGLISH; REY, 2015).

Recentemente alguns estudos publicaram resultados interessantes a respeito
da atividade anticonvulsivante desse farmaco. Em um relato clinico, o uso da
vortioxetina em paciente depressivo com epilepsia generalizada do lobo occipital com
sintomas visuais (escotomas) apresentou resultado bem-sucedido na reducdo dos
escotomas visuais relacionados a convulsdo, bem como ao transtorno depressivo
maior (ONDER; COSKUN; GOKSUNGUR, 2018). A vortioxetina também demonstrou
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atividade satisfatoria em modelo animal de convulsao induzida por penicilina, no qual
promoveu reducdo na propagacao de crises agudas. De forma similar, em modelos
animais de convulséo induzida por pentilenotetrazol (associado principalmente a
crises mioclénicas e tbnico-clénicas) a vortioxetina minimizou a frequéncia média das
crises, aumentou seu periodo de laténcia e diminuiu sua duracéo total. JA em modelos
epilépticos de crise de auséncia utilizando ratos WAG/RIj, o farmaco ndo causou
alteracdes significativas na quantidade e duragéo das crises quando administrado em
baixas doses (OGUN; CETINKAYA; BEYAZCICEK, 2019; AYGUN; AYYILDIZ, 2021).

Apesar da acdo anticonvulsivante da vortioxetina ainda nao ter sido de fato
elucidada, a investigacao de sua atuacdo como potencial modulador dos canais Nav
€ uma abordagem estratégica para a descoberta de seu mecanismo de acao na
reducdo dos sintomas associados a epilepsia, tendo em vista seus resultados
promissores em modelos de crise focal/focal com progressao bilateral, uma vez que
tais condi¢cdes clinicas mimetizadas por esses modelos respondem bem a
moduladores de canais Nav. Além disso, a vortioxetina exibiu resultados pouco
expressivos em modelo de crise generalizada ndo motora (crise de auséncia),
tradicionalmente responsivos a moléculas moduladoras de canal de calcio do tipo T
(CARCA et al., 2019), reduzindo a possibilidade do seu mecanismo estar associado a

esse tipo de canal.

2.6 DOCKING MOLECULAR E INTERACOES LIGANTE-RECEPTOR

Cada vez mais cresce a necessidade por metodologias mais rapidas, eficazes
e de baixo custo direcionadas a descoberta de novos candidatos a farmacos ou ao
reposicionamento de medicamentos ja disponiveis para outras atividades
terapéuticas. Nesse contexto, a tecnologia de triagem virtual tem se desenvolvido de
maneira rapida, pois trata-se de um método que permite delinear o rastreamento
virtual de grandes bibliotecas de moléculas a fim de selecionar in silico estruturas com
caracteristicas desejaveis e potencialmente bioativas frente a determinados alvos
farmacoldgicos de interesse (VERLI, 2014). Essa abordagem pode ser utilizada para
complementar resultados experimentais obtidos em estudos in vitro e/ou in vivo, bem
como triagem preliminar para filtrar e reduzir o nimero de moléculas necessarias em

ensaios biolégicos, de maneira a contribuir para a otimizacdo do processo de
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descoberta de um novo farmaco e seus possiveis mecanismos de acéo (LI et al.,
2014).

Dentro dessa categoria, 0 atracamento ou docking molecular é atualmente a
técnica mais empregada no rastreamento e design de drogas baseada em estrutura.
Essa ferramenta busca através de modelos matematicos predizer aproximadamente
0 modo de interacdo e a afinidade dos ligantes com um alvo terapéutico (FERREIRA
et al., 2015). A simulacdo de reconhecimento ligante-proteina visa obter a via de
menor energia baseada na complementariedade quimica do complexo que varia de
acordo com as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas de ambas as estruturas
interagentes (ABREU et al., 2015).

As caracteristicas estruturais estdo associadas aos arranjos espaciais
moleculares, dados por variagbes na orientacdo, posicionamento espacial e rotacoes
de ligacdes quimicas presentes no complexo. Enquanto o grau de afinidade do ligante
pelo alvo é definido pelas interacBes intermoleculares que dependem de suas
caracteristicas fisico-quimicas. Os principais tipos de interacdes incluem: ligacbes de
hidrogénio; interagfes de van der Waals; interacdes ibnicas; interagdes hidrofobicas;
interacOes do tipo cétion-1r; interagdes envolvendo anéis aromaticos do tipo -11 e
empilhamento-T (VERLI, 2014).

A ligacdo de hidrogénio é uma interacdo de carater atrativo entre dipolos
permanentes de um atomo de hidrogénio (carregado positivamente) e um atomo
eletronegativo, gerando forca intermolecular intensa. A interacdo cation-m € uma
interacdo molecular ndo covalente entre um sistema 1 com alta densidade eletrénica
e um cation adjacente. As interacdes ibnicas sdo provindas de espécies moleculares
que apresentam cargas negativas e positivas que se atraem. Enquanto que um
empilhamento ™ € uma interagao do tipo dipolo-dipolo, entre anéis aromaticos e/ou
hetero-aromaticos, devido a polarizacdo das nuvens eletrbnicas ou em relacdo a
atracdo eletrostatica entre os elétrons 1 do anel aromatico com carga parcial positiva
o em um atomo presente na estrutura. Ja as interacdes do tipo empilhamento-T
apresentam caracteristica semelhante, mas a organizacdo das espécies em vez de
ser paralelo é perpendicular (FOKOUE et al., 2020).

As ligacOes de van der Waals fazem parte do grupo das interag@es hidrofobicas
e podem ser separadas em forcas de Keesom, for¢cas de Debye, forcas entre dipolos
instantaneos e forcas de dispersao de London. A caracteristica do grupo € que sao



24

forcas atrativas ou repulsivas residuais presentes entre atomos que nao estao ligados
covalentemente ou interacdes eletrostaticas (FOKOUE et al., 2020).

Muitos programas de docking molecular foram desenvolvidos desde a década
de 80 (LI et al., 2014), entre eles, o GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking)
esta entre os softwares mais utilizados e citados na literatura e destaca-se por seu
desenvolvimento continuo. Atualmente, o programa conta com quatro funcdes de
pontuagcédo (Goldscore, Chemscore, ASP e ChemPLP), que consistem em fungbes
matematicas utilizadas para predizer de maneira aproximada a afinidade de ligacdo
entre ligante e receptor (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anticonvulsivante da Vortioxetina (1-[2-(2,4-
dimetilfenilsulfonil)-fenil]-piperazina) através da investigacao in silico de sua atuacéo

em canais de sodio dependentes de voltagem.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a estrutura do ligante teste (Vortioxetina) e dos ligantes de referéncia
(Carbamazepina e Lamotrigina);

e Obter e tratar as estruturas proteicas cristalizadas dos canais Nav 1.2 e Nav
1.3;

e Identificar a melhor posi¢céo de ligacdo dos ligantes nos sitios ativos dos canais
e suas respectivas pontuacoes de fitness;

e Analisar os numeros e tipos de intera¢cdes quimicas realizadas entre ligantes e
receptores;

e Analisar os residuos de aminoacidos envolvidos nas interacfes farmaco-
receptor;

e Comparar o desempenho do ligante teste, frente aos ligantes de referéncia em

suas capacidades de interacdo com as estruturas dos canais selecionados.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E OTIMIZACAO DOS FARMACOS LIGANTES

Para o presente estudo a Carbamazepina e a Lamotrigina foram escolhidas
como referéncias para comparacdo da afinidade e modos de interacdes
intermoleculares da Vortioxetina aos modelos de Nav, uma vez que esses farmacos
sao anticonvulsivantes que possuem comprovadamente como alvo terapéutico os

canais de sodio dependentes de voltagem (QIAO et al., 2014).

Figura 4 — Representacao estrutural dos ligantes selecionados.
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Fonte: retirado de DrugBank online (2022).

As estruturas quimicas dos trés farmacos (Figura 4) foram obtidas a partir do
banco de dados PubChem no formato SDF (structure-data file format) e submetidas
ao software Avogrado (verséo 1.1.3) para definicdo de suas respectivas conformagdes
tridimensionais. Posteriormente, os ligantes tiveram suas energias otimizadas no
préprio programa, utilizando o campo de forca MMFF94 nas configuracfes padroes,
para definicdo de suas conformagBes mais estaveis, ou seja, de menor energia livre

entre seus atomos.

4.2 SELECAO E OBTENCAO DOS ALVOS MOLECULARES

Com base nos dados obtidos na literatura a respeito da influéncia nas
atividades neuronais relevantes para o desencadeamento e controle de crises

epilépticas, foram selecionadas as estruturas cristalograficas de duas isoformas
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promotoras de atividade excitatoria de canais de soédio dependentes de voltagem
predominantes no SNC disponiveis no banco de dados Protein Data Bank (PDB) com
o intuito de avaliar a potencialidade da atividade bloqueadora/depressora dos
farmacos testados, sendo elas: Nav 1.2 (PDB ID: 6J8E) e Nav 1.3 (PDB ID: 7TW7F).
Para a validacdo dos modelos, a principio foi realizado um estudo utilizando a
plataforma UniProtKb (Universal Protein Knowledgebase), onde se obtiveram as
sequéncias de aminoacidos em formato de arquivo fasta das isoformas disponiveis
para os canais de sodio codificados por genes humanos. Com isso, as sequéncias
foram submetidas a ferramenta BLASTp (protein-protein) para alinhamento com o
acervo de moléculas disponiveis no banco de dados do PDB, de modo a selecionar
0s cristais com maior similaridade de identidade genética e melhor qualidade de

resolucéo disponiveis.

4.3 ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR

O software GOLD (verséo 2020.3.0) foi escolhido para desenvolver os ensaios
in silico de atracamento molecular devido a sua robustez e compatibilidade com os
receptores-alvo selecionados para o estudo. O programa se baseia em um algoritmo
de busca genético que faz alusdo a teoria evolutiva de Darwin para encaixar ligantes
flexiveis em sitios de ligacdo de proteinas, gerando diversas conformacdes do ligante
gue sao avaliadas pela funcéo de pontuacao do programa, tendendo a evoluir para a
melhor solucéo (VERDONK et al., 2003).

As estruturas dos canais foram tratadas no préprio software através da
remocéao de ligantes, solventes, cofatores e demais artefatos provenientes do arquivo
PDB original, além da adicdo de atomos de hidrogénio, que ndo sdo difratados no
experimento de cristalografia de raios-X, portanto, ndo estdo inclusos nas estruturas
cristalograficas.

As coordenadas plotadas para definicdo do Grid Center (Tabela 1) foram
obtidas a partir do programa Discovery Studio Visualizer e foi utilizada como referéncia
a posicéo do ligante 979 (3beta,14beta,17beta,25R)-3-[4-metoxi-
3(metoximetila)butoxi]spirost-5-en), ID: 929, que se trata de um detergente hidrofébico

co-cristalizado em comum nos 2 receptores (Nav 1.2 e Nav 1.3).
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Tabela 1 — Coordenadas utilizadas no grid center.

Receptor Coordenadas
X Y Z
Nay 1.2 (PDB ID: 6J8E) 133,983 133,293 139,865
Nay 1.3 (PDB ID: 7W7F) 131,125 134,147 140,051

Fonte: Autora (2022).

Esse sitio de ligacdo esta localizado na regido de abertura do canal na face
citoplasmatica da proteina (Figura 5), e foi mapeado em estudos de atracamento
molecular e eletrofisiologia com base na estrutura obtida em crio-microscopia
eletronica da isoforma Nav 1.4 (PDB ID: 6AGF) (CRAIG et al., 2020). Além disso,
gquando comparada através de calculos de atracamento com uma regido mais
profunda do poro de Nav 1.5 (PDB ID: 6LQA), essa regido demonstrou resultados mais
favoraveis a ligacdo de moléculas com sistema de anéis hidrofobicos semelhante ao
ligante 929 (GULSEVIN et al., 2022). O tamanho da area de andlise foi considerado

para atomos dentro de um raio de 100 A.

Figura 5 — Estrutura do canal Nav 1.2 (PDB ID: 6J8E) acoplada ao ligante de referéncia (ID: 929)

destacado em amarelo.

Fonte: Autora (2022).

Para a obtencdo dos scores de pontuagdo, a funcdo padrdo ChemPLP
(Piecewise Linear Potential) foi selecionada, pois demonstrou melhor desempenho
para previsédo de pose e triagem virtual sob condi¢ces padronizadas em experimentos
comparativos de atracamento em relagédo as demais funcdes disponiveis no GOLD,
além de exigir menor custo computacional para os experimentos (LIEBESCHUETZ;
COLE; KORB, 2012).
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Foram realizadas andlises em triplicata, em que os trés ligantes estudados
foram submetidos simultaneamente ao docking com cada um dos dois receptores, a
fim de se obter a média dos valores de Fitness para avaliacdo do perfil de afinidade
de cada um dos farmacos e utilizou-se a pose mais bem pontuada para analise dos
resultados demonstrando os modos de interagdo em que ocorreram as melhores

condicBes de afinidade.

4.4 ANALISE DAS INTERACOES INTERMOLECULARES

Os complexos gerados a partir das conformacdes melhor pontuadas pela
funcdo de Fitness foram plotados no programa Discovery Studio Visualizer (BIOVIA,
2021), que permitiu a visualizacdo e analise do atracamento molecular, com o qual foi
possivel estudar quais foram os tipos de interagdes intermoleculares presentes no
docking, além do seu perfil de carga, residuos envolvidos, angulos do ligante, bem
como a representacdo grafica das estruturas em 3D e esquematizacao das ligacdes
através de diagramas em 2D.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos no docking foram avaliados estatisticamente no programa
Origin 2020b. Os resultados foram expressos em média e desvio padrao e foi aplicado
o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pds-teste de Dunn, com nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PONTUAGOES DE AFINIDADE

Anticonvulsivantes tipicos como lamotrigina e carbamazepina sdo moléculas
eletroneutras que contém grupos polares ndo ionizaveis e apresentam em sua
estrutura um nucleo farmacoférico em comum: um anel aromético disponivel para
interagcGes aromatica-aromatica com cadeias laterais de residuos importantes com 0s
canais Nav (LIPKIND; FOZZARD, 2010). Analogamente, a vortioxetina também
apresenta uma estrutura eletroneutra com uma regido polar nédo ionizavel, bem como
dois anéis aromaticos ligados por um tioéter, onde um desses anéis apresenta duas
metilas na posicao orto e para. Portanto, seu arcabouc¢o dinamico pode apresentar de
maneira similar ligacdes de relevancia terapéutica no sitio de acéo.

Para predizer a afinidade in silico entre um ligante e seu receptor a funcao
ChemPLP (equagéo 1), utilizada pelo GOLD, calcula a energia de interagdo utilizando
o Potencial Linear por Partes (frLp) para modelar a complementariedade estérica do
complexo. Além disso, os termos de ligacao de hidrogénio e metal dependentes de
distancia e angulo séo considerados (fchem-hb, fchem-cho, fchem-met). A pontuacao interna
do ligante consiste no potencial de choque de atomos pesados (flig-clash), bem como
no potencial de tor¢éo (fiig-tors). Além disso, a funcéo é capaz de calcular acoplamentos
covalentes (fchem-cov), cOnsiderando cadeias laterais flexiveis (fchem-prot) € moléculas
de agua explicitas, bem como restricdes de manuseio (fcons) (GOLD USER GUIDE,
2021).

Fitness chempLp = - (WpLp . frLP + Wiig-clash . flig-clash + Wiig-tors . flig-tors
+ fchem-cov + Worot . fchem-prot + Weons . fcons) - (fchem-hb + fchem-cho + 1)

fchem—met)

Os valores de pontuacao Fitness obtidos para as isoformas Nav 1.2 e Nav 1.3
sao demonstrados separadamente nas tabelas 2 e 3 respectivamente, bem como as
médias e desvio padrdo das analises em triplicata realizadas com cada um dos
farmacos testados. A pontuagcéo € um namero adimensional e quanto maior for, indica

que melhor sera a interacéo ligante-proteina prevista (FERREIRA, 2016).
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Tabela 2 — Valores de afinidade com Nav 1.2 (PDB ID: 6J8E).

Moléculas Fitness 1 Fitness 2 Fitness 3 Média = DP

Vortioxetina 55.21 55.21 55.46* 55.093% + 0.43684
Carbamazepina 48.26 51.61* 51.55 50.473 +1.91704

Lamotrigina 44.41* 42.50 42.93 43.28 £ 1.00195

Nota: os resultados estédo expressos como média + desvio-padréo. Teste estatistico de Kruskal-Wallis,
seguido de pds-teste de Dunn.
Legenda: *Melhores poses rankeadas pelo GOLD no docking molecular.
a8 p<0,05 vortioxetina em comparacdo com lamotrigina.
Fonte: Autora (2022).

Tabela 3 — Valores de afinidade com Nav 1.3 (PDB ID: 7W7F).

Moléculas Fitness 1 Fitness 2 Fitness 3 Média + DP

Vortioxetina 40.72 40.96 41.03* 40.903% + 0.16258
Carbamazepina 33.95 36.21* 31.55 33.903 £ 2.33035

Lamotrigina 39.36* 38.69 38.40 38.817 + 0.49238

Nota: os resultados estédo expressos como média + desvio-padréo. Teste estatistico de Kruskal-Wallis,
seguido de pds-teste de Dunn.
Legenda: *Melhores poses rankeadas pelo GOLD no docking molecular.
a p<0,05 vortioxetina em comparagdo com carbamazepina.
Fonte: Autora (2022).

Para a isoforma Nav 1.2, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
valores de Fitness obtidos para a vortioxetina e a carbamazepina. Ja para a isoforma
Nav 1.3, ndo houve diferenca significativa entre os valores de Fitness apresentados
pela vortioxetina e a lamotrigina.

Os resultados compilados na docagem demostraram uma linearidade no
ranking de pontuacdes, tendo a vortioxetina se destacado com as maiores médias de
afinidade em ambos os canais, Nav 1.2 (55.093) e Nav 1.3 (40.903), resultado
indicativo do seu provavel poder de ligagdo aos receptores estudados. Ja& a
carbamazepina apresentou maior pontuagdo em Nav 1.2 (50.473), enquanto a
lamotrigina se sobressaiu em sua afinidade com Nav 1.3 (38.817), quando comparada
a carbamazepina neste mesmo alvo.

Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que a lamotrigina apresentou uma
taxa de desligamento (off-rate) muito menor para a subunidade alfa de Nav 1.3 quando
comparada a carbamazepina, o que indica que este farmaco permanece ligado por
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mais tempo a este receptor pela sua maior afinidade, promovendo um periodo de
inativacdo do canal maior que a carbamazepina (QIAO et al.,, 2014), o que
possivelmente estd relacionado aos tipos de interacgdes ligante-receptor realizadas.
Os resultados de afinidade obtidos pelo GOLD corroboram com essas informacdes e
podem ser correlacionados com a realizacdo de quatro ligacbes de hidrogénio
(interacdes fortes) da lamotrigina, frente a uma Unica ligacdo de hidrogénio
apresentada pela carbamazepina em Nav 1.3, como sera apresentado mais adiante.

Seguindo a mesma linha de raciocinio, podemos conjecturar pelas pontuagdes
Fitness que o conjunto de interacdes intermoleculares realizadas pela vortioxetina
(ligacdes carbono-hidrogénio, interacdes alquila, pi-alquila e pi-enxofre) em ambos os
canais, apesar de mais fracas que as ligacdes de hidrogénio apresentadas pelas
moléculas de referéncia (GOMEZ-JERIA et al., 2020), promoveria uma taxa de
desligamento ainda menor comparada aos outros dois farmacos e consequentemente

sua maior permanéncia no sitio de ligacao.
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5.2 DOCKING MOLECULAR Nav 1.2
O resumo das interacbes quimicas realizadas entre o canal Nav 1.2 e 0s

farmacos esta apresentado na tabela 4. A representacdo do complexo canal-farmaco

em 3D e 2D com o perfil das interacdes intermoleculares envolvidas esta na figura 6.

Tabela 4 — Resumo das interagdes intermoleculares entre a vortioxetina, carbamazepina e

lamotrigina com a isoforma Nav1.2.

Farmaco testado Tipo de ligagao Quﬁgggggg Es Residuos do canal
L'gi‘{gfo;"é‘ﬁgno' 2 Serina 1461A
Alauil 5 Cisteina 940A
uila
g Leucina 939A
Vortioxetina Leucina 1465A
LA p Cisteina 940A
i-Alquila
a Fenilalanina 936A
Fenilalanina 1421A
Pi-Enxofre 1 Fenilalanina 1421A
Ligag&o de Hidrogénio 1 Leucina 939A
Bi-Alquil 5 Leucina 1465A
i i-Alquila
Carbamazepina q Valina 974A
Pi-Piem formade T Fenilalanina 1462A
Pi-Pi Empilhada Fenilalanina 978A
Glutamina 383A
Ligacdo de Hidrogénio 2
Lamotrigina Glutamato 387A
T 5 Lisina 1422A
i-Alquila
< Alanina 1714A

Legenda: “A” se refere a identificagdo da cadeia formadora da subunidade alfa no PDB.

Fonte: Autora (2022).
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Figura 6 — Esquematizacdo das intera¢des intermoleculares entre cada farmaco com o canal Nav 1.2.

» 1
LEU 5
A:1465 SER
B A:1461
PHE
A:1462

WALITY

.
[ .
g e PHE'/ /! //K )
A978 ¢
! k r y . El1a3g I

- Ligacao carbono hidrogénio |:| Alguila
|:| Fi-enxofre

[ Pi-alquila

I Ligacio de hidrogénio B FiFiemformadeT
[ Pi-PiEmpilhada

Legenda: (A) Complexo tridimensional Nav1.2-Vortioxetina; (B) Diagrama 2D Navl1.2-Vortioxetina; (C)

Complexo tridimensional Nav1.2-Carbamazepina; (D) Diagrama 2D Nav1.2-Carbamazepina; (E)

Complexo tridimensional Nav1.2-Lamotrigina; (F) Diagrama 2D Navl1.2-Lamotrigina.
Fonte: Autora (2022).
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Na comparacdo dos resultados entre as trés moléculas, a vortioxetina nao
apresentou nenhuma interacio em comum com residuos de aminoacidos
apresentados pela ligacao da lamotrigina a este receptor. No entanto, em comparacao
com a carbamazepina, a vortioxetina apresentou uma interacao do tipo alquila com a
Leucina 939 na metila da posicéo orto de um dos anéis aromaticos, 0 mesmo residuo
em que a carbamazepina fez ligacdo de hidrogénio em seu grupamento amida.
Ademais, ambas as estruturas se ligaram através de interacao pi-aquila com a Leucina
1465. Além das interacbes em comum descritas, a vortioxetina apresentou
individualmente duas ligacdes carbono-hidrogénio (Serina 1461), interacdo alquila
(Cisteina 940), pi-alquila (Cisteina 940, Fenilalanina 936/1421) e pi-enxofre
(Fenilalanina 1421) (Tabela 4).

Previamente, um estudo de docking molecular usando um modelo de Nav 1.2
por homologia com a estrutura cristalina dos canais de potassio, rastreou interacdes
hidrofébicas semelhantes as encontradas no nosso estudo para carbamazepina com
os residuos Leucina 1465 préximo ao domino DIII-S6 e Fenilalanina 978, proximo ao
dominio DII-S6 localizados no centro do poro, de modo que seu anel aromatico ligante
a esses residuos praticamente ocluiu o lumen do canal (LIPKIND; FOZZARD, 2010).
Dessa forma, € possivel pressupor, baseado na semelhanca de interacdo com
residuos importantes para atuacdo bloqueadora da carbamazepina, principalmente
com a Leucina 1465, que a vortioxetina pode atuar em regides relevantes dessa
isoforma para promover atividade bloqueadora e consequentemente

anticonvulsivante.



5.3 DOCKING MOLECULAR Nav 1.3

O resumo das interacbes quimicas realizadas entre o canal Nav 1.3 e as
moléculas de vortioxetina, carbamazepina e lamotrigina estdo apresentados na tabela

5 e a esquematizacao 3D e 2D dos perfis de interacéo intermoleculares estao contidos

na figura 7.

Tabela 5 — Resumo das interacfes intermoleculares entre a vortioxetina, carbamazepina e

lamotrigina com a isoforma Nav1.3.

Farmaco testado

Tipo de ligacéo

Quantidade de

Residuos do canal

ligacbes
Glutamato 386D
Ligagéo c:ilrpono- 3
hidrogénio Glutamato 386D
Alanina 1684D
Lisina 1417D
. _ Alquila 3 Metionina 1420D
Vortioxetina Alanina 1684D
Metionina 1420D
Pi-Alquila 3 Tirosina 384D
Alanina 1684D
Pi-Enxofre 1 Tirosina 384D
Interagéo repulsiva 1 Glutamina 390D
Ligacao de Hidrogénio 1 Glutamato 386D
Carbamazepina Pi-Alquila 2 Metionina 1420D
Pi-Pi Empilhada 1 Tirosina 384D
Glutamato 946D
Ligag&o de Hidrogénio 4 Glutamato 943D
Glutamato 386D
Lamotrigina Aspartato 1712D
Alquila 1 Alanina 1684D
Pi-Alquila . Metionina 1420D

Alanina 1684D

Legenda: “D” se refere a identificagdo da cadeia formadora da subunidade alfa no PDB.
Fonte: Autora (2022).



Figura 7 — Esquematizacao das intera¢cdes intermoleculares com o canal Nav 1.3.

- Ligacdo carbono hidrogénio I:l Alquila

I:l Pi-enxofre

MET 1420

[ Pi-alquila

LYs ,
D:1417 ,

Complexo tridimensional Nav1.3-Carbamazepina; (D) Diagrama 2D Nav1.3-Carbamazepina; (E)

Complexo tridimensional Nav1.3-Lamotrigina; (F) Diagrama 2D Nav1.3-Lamotrigina.

Fonte: Autora (2022).
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- Ligacao de hidrogénio - Interac&o repulsiva
[ Pi-PiEmpilnada

Legenda: (A) Complexo tridimensional Nav1.3-Vortioxetina; (B) Diagrama 2D Nav1.3-Vortioxetina; (C)
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Por se tratar de uma estrutura cristalografica recentemente disponibilizada em
bancos de dados, para Nav 1.3 ndo foram encontrados registros académicos que
revelassem os residuos de importancia para acao anticonvulsivante em modelos
deste canal. Logo, a comparacao das interacdes dos aminoacidos semelhantes entre
a vortioxetina com farmacos de referéncia que ja possuem atividade inibitoria relatada,
podem fornecer informacdes significantes para investigacdo de sua atividade nesta
isoforma.

A vortioxetina apresentou interacfes com todos os aminoacidos mapeados no
docking da carbamazepina e com 3 tipos de aminoacidos atingidos pela lamotrigina,
diferindo em alguns casos nos tipos de ligacdes quimicas. A vortioxetina apresentou
duas ligagbes carbono-hidrogénio com Glutamato 386, enquanto que a
carbamazepina e a lamotrigina fizeram cada uma, uma ligagéao de hidrogénio. Por sua
vez a vortioxetina apresentou uma ligacdo aquila e uma ligacdo pi-alquila com
metionina 1420, ja carbamazepina fez duas ligacdes pi-alquila e a lamotrigina uma
ligac&o pi-alquila com o residuo. A vortioxetina apresentou uma interagdo pi-aquila e
uma pi-enxofre com a tirosina 384, ja a carbamazepina fez uma interacdo empilhada
pi-pi, porém esse residuo ndo foi mapeado no atracamento com a lamotrigina. Por
outro lado, a vortioxetina realizou uma ligacdo carbono-hidrogénio, uma interacao
alquila e uma pi-alquila com a Alanina 1684, enquanto a lamotrigina realizou
interagcBes alquila e pi-alquila com o mesmo residuo e este ndo foi localizado no
docking da carbamazepina (Tabela 5).

Neste caso, a vortioxetina exibiu similaridade com residuos em comum tanto a
lamotrigina, quanto a carbamazepina, especialmente com Glutamato 386 e a
Metionina 1420 que realizaram os mesmos tipos de intera¢des quimicas com os dois
farmacos padrdes utilizados na terapéutica clinica, dessa forma € possivel presumir
gue estes fragmentos facam parte do arcabouco proteico relacionado ao bloqueio do
canal. Logo, o potencial anticonvulsivante demonstrado pela vortioxetina em estudos
prévios (ONDER; COSKUN; GOKSUNGUR, 2018; OGUN; CETINKAYA;
BEYAZCICEK, 2019; AYGUN; AYYILDIZ, 2021) também pode estar associado a sua

atividade em Nav 1.3, assim como foi suposto para Nav 1.2.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no docking molecular mostraram que a vortioxetina
apresentou pontuacdes de afinidade mais altas que os farmacos de referéncia em
ambos os canais estudados, informacéo que, do ponto de vista eletrofisioldgico, pode
estar correlacionada com a sua maior permanéncia no sitio de ligacdo em comparacgao
a carabamazepina e lamotrigina. Em relacdo as interagBes intermoleculares
realizadas pelo farmaco teste, foram localizados residuos semelhantes a
carbamazepina para o canal Nav 1.2, especialmente com a Leucina 1465, aminoacido
ja mapeado em estudo prévio de docking como provavel agente de importancia para
o bloqueio das correntes de sodio nesta proteina. Em contrapartida, para Nav 1.3, a
vortioxetina apresentou interagcdes com residuos semelhantes aos dois farmacos
usados como comparativo (lamotrigina e carbamazepina), com destaque para
Glutamato 386 e a Metionina 1420, que aparecem simultaneamente nos trés
complexos formados com o canal e, portanto, podem estar associados ao blogueio e
inibicdo da atividade desta isoforma. Desta maneira, conjecturamos que o
melhoramento dos sintomas associados a epilepsia manifestados pela vortioxetina em
estudos anteriores, pode estar relacionado a sua atuacdo em canais de sodio
dependentes de voltagem. Portanto, considerando o carater meramente preditivo da
triagem virtual, as informacdes levantadas podem ser Uteis para sugerir a execucao
de futuros estudos eletrofisioldgicos com intuito de caracterizar o papel deste farmaco
na inibicdo dos canais de sbédio e assim, delinear seu mecanismo de ag¢do no

tratamento da epilepsia.
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