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Resumo

A inibicdo da enzima FAAH tem sido proposta como modo de acdo potencial para varias aplicagdes
terapéuticas. Os resultados de docking molecular mostram que as séries 2 e 3 apresentam energias de ligacéo
global na ordem de 8.8 — 12.1 (Kcal/mol). O risco toxicoldgico € baixo e os valores das propriedades fisico-
quimicas como drug-likeness e drug-score qualificam as séries 2 e 3 a candidatos a ensaios in vitro e in vivo.

Palavras-chaves: Endocanabindide, Inibidores da Enzima FAAH, Modelagem Molecula
Abstract

Inhibition of FAAH enzyme has been proposed as a potential mode of action for various therapeutic
applications. Molecular docking results showed that at 2 and 3 sets have overall binding energy in
the range of 8.8 - 12.1 (kcal/mol). The toxicological risk is low and the values of the physico-
chemical properties as drug-likeness and drug-score qualify the series 2 and 3 candidates for in vitro
assays and in vivo.
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INTRODUCAO

O sistema endocanabindide (SEC) é
formado por um grupo de endocanabindides e
seus receptores transmembranares
denominados canabinoide 1 e 2 (CB), assim
como por proteinas responsaveis pela sua
biossintese, recaptacdo e degradacdo. O SEC
estd envolvido numa variedade de processos
celulares tanto no sistema nervoso central
quanto no periférico assim como em outros
sistemas (PERTWEE, 2014).

Estudos mostraram que a modulacédo
dos receptores CB1 e CB2 utilizando
agonistas como  agentes  terapéuticos
apresentam limitacGes. Isto se deve ao perfil
de efeitos colaterais indesejaveis que estas
substancias exdgenas exercem ao ativarem 0s
receptores CB, incluindo disforia, tontura,
efeitos na piora da coordenagdo motora e
memodria (CRAWLEY et al., 1993).
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Os endocanabinoides, N-
araquidonoiletanolamida — (AEA) e o 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), desempenham
suas funcdes biologicas ao se ligarem aos
receptores CB1 e CB2, modulando diversos
processos  fisiopatologicos associados a
cognicdo, percepgdo da dor, inflamacdo,
apetite, esclerose multipla, cancer,
esquizofrenia, transtornos de estresse pos-
traumaticos, algumas doencas intestinais e
cardiovasculares entre outros (DI MARZO,
2009; BENSON et al., 2014; SCOTTER et al.,
2010; MOUSLESCH e VALLA, 2009).

Figura 1. Endocanabindides - AEA e 2-AG
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Além dos efeitos fisiologicos o
aumento da concentracdo de AEA nos tecidos
melhora a eficiéncia da resposta dos receptores
CB em uma série de distarbios, sem apresentar
os efeitos indesejados exercidos pelos
agonistas exogenos. Além de modular o sitio
de ligacdo, AEA exerce uma acdo especifica
sobre o sitio alostérico do receptor CB. O sitio
alostérico promove maior estabilizacdo sobre
as subunidades acopladas a proteina G do
receptor CB formando um complexo ternario
estdvel que impede os efeitos deletérios
(PERTWEE, 2005; PRETOSINO e DI
MARZO, 2010).

Entretanto, 0 principal
endocanabinodide, a AEA, sofre a acdo de
degradacédo da enzima hidrolase de amidas de
acidos graxos (FAAH). Assim, a aplicacédo
terapéutica da anandamida nos processos
fisiopatoldgicos é inviabilizada face ao seu
curto tempo de meia vida (CRAVATT et al.,
1996; SAARIO e LAITINE, 2007; MILENI et
al., 2010).

A FAAH é uma proteina integral de
membrana intracelular que pertence a uma
grande familia de enzimas que compartilham
uma regido altamente conservada contendo
130 aminoacidos denominada de “Serina
Hidrolases” (GIANG e CRAVATT, 1997).

A enzima FAAH é composta por duas
cadeias peptidicas e possui trés regibes que
permitem acesso ao seu sitio catalitico, figura
2. O canal de acesso a membrana (MA),
marcado em vermelho, é a regido responsavel
por conectar a membrana ancorada na face da
enzima ao seu sitio catalitico. A bolsa de
ligacdo da cadeia acila (AB) marcada em
laranja é regido contendo uma cavidade
hidrofébica onde ocorrem as reacGes
cataliticas. E por ultimo, a porta citosélica
(CP), marcada em azul, € uma cavidade
hidrofilica permeada por moléculas de agua e
que permite a saida dos produtos de catalise
enzimatica para o citoplasma (PALERMO et
al., 2015).

A FAAH esta presente em muitos
tecidos que formam: o cérebro, intestinos,
figado, testiculos, atero, rim, tecidos oculares,
do baco e do pulméao (THOMAS et al., 1997).
Dentro do cérebro, a expressao da FAAH varia
de
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Figura 2. Enzima FAAH (cadeias A e B) e suas trés regides

Cadeia A

Cadeia B e

Adaptado de Palermo et al., 2015.

uma regido para outra, apresentando maior
atividade no hipocampo e menor na medula.
No cérebro, a FAAH é expressa muitas vezes
nas mesmas celulas em que o receptor
canabindide CB1 estd expresso. No sistema
imune, os linfécitos e macrofagos expressam
FAAH e a expressdo € um pouco menor do
que no SNC (EGERTOVA et al., 1998).

Vérios estudos tém demonstrado que
os inibidores seletivos da enzima FAAH
podem oferecer uma abordagem terapéutica
racional no tratamento de determinadas
doencas e estados, onde a maior atividade
endocanabinoide traz um beneficio maximo,
uma vez que a vantagem da inibicdo da
enzima sobre a acdo direta de agonistas
canabinGides pode resultar em maior
seletividade, como seria aumentar a atividade
do sistema endocanabindide apenas em locais
onde a producdo dos endocanabindides esta
ocorrendo  (NICOLUSSI, et al., 2014
DUNCAN, et al., 2014; FAURE, et al., 2014).

Desta forma, no presente estudo
propomos a obtencdo de uma nova série de
inibidores da enzima FAAH através de
modificagdo molecular da série 2, com

posterior avaliacdo das séries 2 e 3 por
Docking Molecular e obtencdo de suas
propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas.

METODOLOGIA

Planejamento e Desenho Estrutural da Nova
Série de Inibidores da FAAH

Inserido no paradigma multidisciplinar
da Quimica Medicinal no presente trabalho
visamos o planejamento e o desenho da nova
série de inibidores da enzima FAAH a partir
da modificagdo molecular da série (2a-e),
estruturalmente  delineados explorando o
padrdo estrutural contendo anel spiro-
benzilico, conforme os esquemas 1 e 2.

A nova série (3a-e) desenhada a partir
do padrdo estrutural (2a), visa estudar a
influéncia de mudancas na natureza da regido
B (em vermelho) de (2a), utilizando a técnica
de otimizacdo estrutural mantendo o nucleo
spiro-benzilico por simplificagdo molecular,
seguida de uma restricdo conformacional,
esquema 2. A regido A foi mantida inalterada,
enquanto na regido C foram utilizados os
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mesmos substituintes da série 2 na nova série 3.

Esquema 1. Génese do padrdo estrutural da série (2a-e) desenhados como inibidores da enzima
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Esquema 2. Planejamento e desenho da nova série (3a-e) a partir do padrdo estrutural (2a)
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Estudos de Docking Molecular

A construcdo do modelo da enzima
FAAH1 humana ocorreu a partir da
superposicdo entre as sequéncias das
estruturas cristalinas das enzimas (ID 30J8A e
3PPMA) em complexo com os ligantes (ID
0J8 e JG1) a partir do Protein Data Bank. O
modelo foi validado com 96% de qualidade
usando 0 servidor completamente
automatizado SWISS-MODEL.

O programa AutoDock Tools foi
empregado para preparacdo dos arquivos de
entrada para as enzimas e ligantes das séries 2
e 3 no formato pdbqt. Antes do docking, os
ligantes nativos e moléculas de aguas foram
manualmente removidos da estrutura da
enzima 3PPMA, assim como adicionados
atomos de hidrogénio polares e cargas de
Kollman. A localizagdo nativa dos inibidores

(OJ8 e JG1) co-cristalizados na estrutura da
enzima 3PPMA, foram utilizados como
referéncia para orientar o docking (MORRIS
et al., 2009). O programa AutoDock Vina foi
utilizado para implementar a operacdo de
docking molecular entre a estrutura
tridimensional experimental de FAAH
3PPMA e os ligantes das séries 2 e 3, para
explorar os potenciais modos de ligacdo do
complexo ligante enzima (TROTT e
OLSON, 2010).

Predicdo de Propriedades Fisico-Quimicas e
de Risco Toxicolégico In Silico

OSIRIS Property  Explorer e
Chemicalize foram utilizados para estimar o
risco de efeitos toxicos, tais como:
tumorogénico, mutagénico, irritante e de
efeitos reprodutivos, assim como para
propriedades fisico-quimicas relevantes para
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farmacos, tais como: CLogP, LogS, drug-
likeness (farmaco-similar/semelhanca), drug-
score (ORGANIC CHEMISTRY PORTAL,
2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos de Docking MolecularAs
energias de ligacdo entre o complexo (ligante
— enzima) para as series 2 e 3 e o sitio ativo da
enzima 3PPMA, estdo na tabela 1.

Os ligantes das séries 2 e 3 foram
avaliados quanto a sua capacidade de ligagédo
para formagcdo do complexo (ligante-enzima)
de forma individual nos ensaios de docking
molecular utilizando o programa AutoDock
Vina. O valor de energia de ligacdo global
para cada complexo variou entre 8.8 — 12.1
(Kcal/mol).

Os ligantes co-cristalizados
experimentalmente no sitio ativo da enzima
FAAH, 0J8 considerado reversivel e JG1 ndo
reversivel, apresentaram energias de ligacao
global de -10.3 e -9.4, respecitivamente. Estes
dados mostram que varios ligantes das séries 2
e 3 apresentaram enegias de ligacdo global na
formacdo do complexo (ligante-enzima) com
valores superiores as encontradas para 0S
ligantes co-cristalizados na enzima FAAH.

As energias de ligacdo global obtidas
para 0s complexos contendo os ligantes (2b,
3b e 3e) apresentaram valores acima de
11(Kcal/mol), enquanto os ligantes (2a e 3a)
valores menores que 9 (Kcal/mol). Estes
resultados sugerem que a maior energia de
ligacdo do complexo contendo os ligantes (2b,
3b e 3e) pode estar relacionada as interacdes
do tipo © - = entre os anéis da regido C dos
ligantes e o residuo de aminoacidos
Fenilalanina 192 do sitio ativo da enzima.

A figura 3 mostra o complexo entre o
sitio ativo da enzima 3PPMA e o inibidor 3e.
A linha tracejada em amarelo mostra as
interacOes entre os aminoacidos [Ser 217, Ser
241 e Lis 142] da triade catalitica da enzima e
a estrutura do inibidor 3e.

A retirada do fragmento metileno (—
CH>) das estruturas quimicas da série 2 para

gerar a série 3 restringe a liberdade
conformacional da regido B. Os resultados
mostram que esta estratégia alterou a energia
de ligacéo global comparando o mesmo par de
substituinte da regido C nas séries 2 e 3. A
maior diferenca ocorreu no par dos ligantes
(2e e 3e) de 0.6 (Kcal/Mol) na energia de
ligacdo global.

Os resultados de Docking molecular
indicam que as séries 2 e 3 apresentam padrao
estrutural com caracteristicas que permitem a
interacdo com o sitio de ligacdo e ativo da
enzima FAAH que sdo constituidos pelos
aminoacidos (Metionina 191 e Serina 217) e
(Lisina 142, Serina 217 e Serina 241),
respectivamente.

Predicdo de Propriedades Fisico-Quimicas e
de Risco Toxicologico In Silico

Atualmente, varias abordagens tém
sido desenvolvidas para avaliar a drug-
likeness (farmaco-similaridade/semelhanca) de
compostos bioativos a partir de descritores
topoldgicos, impressbes digitais da estrutura
molecular e outras propriedades fisico-
quimicas, tais como peso molecular (PM),
solubilidade em &gua (LogS) e coeficiente de
particdo (CLogP) (TETKO, 2005).

Neste trabalho, o programa de cédigo
aberto OSIRIS foi utilizado para prever a
drug-likeness, LogS, CLogP, PM, drug-score e
0 risco de efeitos toxicolégicos para as
estruturas dos ligantes das séries 2 e 3 e dos
ligantes co-cristalizados na estrutura da
enzima 3PPMA (JG1 e OJ8).
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Tabela 1 — Energias de ligacéo das séries 2 e 3 por docking molecular
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Figura 3. Inibidor 3e e o sitio ativo da enzima
FAAH

O OSIRIS possui um banco de dados
de 3300 estruturas quimicas de medicamentos

comercializados e de 15000 compostos
quimicos disponiveis comercialmente da
empresa FLUKA. Esse conjunto de dados é
utilizado para avaliar e determinar a
frequéncia de ocorréncia de cada fragmento da

z COMPOStos

estrutura do ligante individual analisado. Além
de prever as propriedades fisico-quimicas e de
risco toxicoldgico, o programa estima a drug-
score. Esta € uma medida do potencial de
quimicos para satisfazer o0s
critérios para se tornar um possivel candidato
a farmaco. A drug-score cria uma pontuacao
geral estimada pela combinacdo dos resultados
de CLogP, LogS, PM, drug-likeness e o
registro de riscos de toxicidade (ORGANIC

CHEMISTRY PORTAL, 2015).

Os resultados obtidos por estimativa
computacional in silico para as propriedades
toxicologicas dos ligantes das séries 2 e 3,
estdo na tabela 2. Os resultados da avaliagédo
dos riscos toxicologicos por meio da base de
dados OSIRIS, mostram que os ligantes das
séries 2 e 3 ndo apresentaram resultados
positivos para mutagenicidade, efeitos
irritantes, efeitos reprodutivos e atividade
tumorogénica. Como pode ser observado na
tabela 2, apenas os ligantes 2e e 3e
apresentaram indicagdes de risco positivo para
efeito tumorogénico.

Tabela 2 — Avaliacdo do risco de toxicidade dos ligantes e propriedades fisico-quimicas

Propriedades

Ligantes Risco Toxicoldgico Fisico-Quimicas

Mutagénico Tumorogénico Irritante re plf;i:ﬁ:iios | iEé:S;s E:;?E
2a ) ) ) () -193 0.51
3a ) (-) () () -11.5 0.35
2b ) (-) ) - -2.74 0.31
3b ) () ) () -14.1 0.24
2c ) (-) ) - -0.28 0.58
3¢ ) ) ) () -10.2 0.36
2d ) () ) () -067 0.58
3d ) (-) ) 8] -8.7 0.41
2e ) (+) () ) 0.31 0.32
de ) (+) () () 77 018
0J8 ) (-) ) () 0.8 0.45
JG1 ) () ) () -123 0.32

Legenda: previsao de risco negativo (-) e positivo (+). Drug-likeness (faixa de-13 a 7). Drug-score (0-1)
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Uma caracteristica estrutural
presente nas estruturas quimicas dos ligantes
2e e 3e é a presenca de mais de um anel
aromatico que na andlise de avaliacdo de risco
pode estar contribuindo com uma pontuacao
maior de acordo com o método utilizado pela
base de dados do OSIRIS, ndo significando
que a estrutura va efetivamente apresentar este
risco, para esta confirmacdo seriam
necessarios testes in vitro e in vivo.

Os resultados de drug-likeness e
drug-score para as series 2 e 3 variaram de (-
11.5 a 0.31) e (0.18 a 0.58), respectivamente.
De forma geral, a restricdo conformacional

Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas dos ligantes

altera os valores de drug-likeness e drug-score
comparando 0 mesmo par de substituinte da
regido C nas séries 2 e 3, como pode ser
observado na tabela 2. Contudo, os resultados
permanecem dentro da faixa padréo para estas
duas propriedades fisico-quimicas (ORGANIC
CHEMISTRY PORTAL, 2015). Os resultados
obtidos por estimativa computacional in silico
das propriedades fisico-quimicas utilizadas
para predicdo das fases de absorgéo,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo - ADME
dos ligantes das séries 2 e 3, estdo na tabela 3.

Ligantes PM cLogP Log$S PSA/A? HBA HBD nrotb
2a 3214 1.01 -1.95 77.02 5 2 B
3a 3071 1.06 -2.65 77.02 4 2 5
2b 417 5 349 -519 56.79 4 1 B
3b 403,0 419 -9.78 56.79 3 1 5
2c 3534 2.31 -349 56.79 4 1 5
3c 3394 3.29 -4.36 56.79 3 1 4
2d 354 4 159 -2.87 69.68 ] 1 5
3d 340,71 2.29 -3.57 £9.68 4 1 4
2e 422 4 1.88 -4.56 108.6 8 1 6
Je 408, 2.59 -9.26 108.6 7 1 5

0J8 414 2 3.66 - 0.66 81.27 4 1 5
JG1 3352 405 -4.71 68.88 4 0 9

Legenda e valores de referéncia: PM — Peso Molecular (PM < 450); cLogP — Coeficiente de Particéo (cLogP
< 5); LogS — Solubilidade aquosa (LogS ~ -4); PSA — Area de Superficie Polar (PSA/A? 60~130 A2); HBA —
Atomos aceptores de Hidrogénio (HBA <10); HBD — Atomos Doadores de Hidrogénio (HBD <3); nrotb —

Mimero de ligactes rotacionaveis (nrotb < 8)

Os ligantes das séries 2 e 3
apresentaram valores das propriedades fisico-
quimicas compativeis com o0s de referéncia
parametrizados para farmacos que atuam no
sistema nervoso central. Os dados mostram
que a retirada do fragmento metileno (-CH2)
no processo de planejamento por restricdo
conformacional levando ao desenho da série 3

a partir da serie 2, parece influenciar muito
pouco nos valores das propriedades fisico-
quimicas quando sdo comparados os pares de
ligantes das séries 2 e 3 contendo 0 mesmo
grupo substituinte na regido C da estrutura
quimica.

A partir dos estudos de Lipinski
(2004), o conjunto de propriedades fisico-
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quimicas como as descritas na tabela 3, vem
sendo utilizadas para estimar a solubilidade
aquosa e permeabilidade de compostos ativos
e compreendem 0s primeiros passos para uma
boa biodisponibilidade por via oral. A
solubilidade aquosa de um composto afeta
significativamente as suas caracteristicas de
absorcdo e de distribuicdo. Tipicamente, uma
baixa solubilidade, leva a uma mé& absorgéo.
Essa condi¢do ficou conhecida como “Regra
dos Cinco”, porque para cada um dos
pardmetros, os valores encontrados eram
proximos a cinco ou multiplos de cinco
(LIPINSKI, 2004).

A combinacdo das propriedades
fisico-quimicas e de predicdo dos riscos de
toxicidade séo usadas para julgar o potencial
total de estruturas quimicas que sdo
qualificadas para ensaios farmacoldgicos e
posterior uso em um determinado alvo
terapéutico (TETKO, 2005). Neste sentido 0s
ligantes das séries 2 e 3 apresentaram valores
de drug-score que os qualificam para a sua
obtencdo por sintese quimica e posterior
avaliacdo farmacol6gica em ensaios in vitro e
in vivo.

CONCLUSAO

Os resultados do docking molecular
confirmaram a formagcdo dos complexos
(enzima — ligante) entre as estruturas quimicas
das séries 2 e 3 e a estrutura da enzima FAAH
(3PPMA). As energias de ligacdo global dos
ligantes (2b, 2e e 3e) apresentaram valores
superiores aos dos ligantes co-cristalizados na
estrutura  da enzima. Estes resultados
corroboram o planejamento e desenho
estrutural da nova série de inibidores da
enzima FAAH a partir da construcdo da série 2
oriunda inicialmente do ligante enddgeno
anandamida por estratégias de quimica
medicinal.

Os resultados de docking molecular
demonstraram ainda que a restricdo na
liberdade conformacional da série 2, influéncia
de forma direta as energias de ligacdo global
da série 3, que apresentaram valores entre 0.1
a 0.6 (Kcal/Mol) superiores comparando 0s

pares de ligantes com mesmo substituinte na
regido C da estrutura.

Os dados da predicdo de risco de toxicidade
para as séries 2 e 3 mostraram risco baixo.
Apenas dois ligantes apresentaram risco
relativo em apenas uma medida. Ja as analises
de propriedades fisico-quimicas como drug-
likeness e drug-score e as relacionadas a Regra
do Cinco estimadas para as séries 2 e 3
satisfazem aos parametros farmacocinéticos e
qualificam o padrdo estrutural das séries para
ensaios in vitro e in vivo.
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