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Resumo

Neste novo estudo, os resultados de docking molecular mostram que as novas séries (2, 3 e 4) de inibidores da
enzima FAA1 apresentam energias de ligacao global na ordem de 5.5 — 10.2 (Kcal/mol). O risco toxicologico é
baixo e os valores das propriedades fisico-quimicas como drug-likeness e drug-score qualificam as séries a
candidatos a ensaios in vitro e in vivo.

Palavras Chave: Endocanabinoéide, Inibidores da FAAH1, Otimizacao Estrutural.
Abstract
This new study molecular docking results showed that at (2, 3 and 4) sets of inhibition of FAAH enzyme have

overall binding energy in the range of 5.5 — 10.2 (kcal/mol). The toxicological risk is low and the values of the
physicochemical properties as drug-likeness and drug-score qualify the series candidates for in vitro assays

and in vivo.

Keywords: Endocannabinoid, FAAH1 Inhibitors, Structural Optimization.

INTRODUCAO
0] sistema de sinalizacao
endocanabinoide (eCB) compreende

receptores metabotropicos (CB1, CB2 e,
possivelmente, GPR3, GPR6, GPR12, GPR18,
GPR23, GPR55, GPR84, GPR119 e GPR120), o
receptor ionotrépico nao-seletivo TRPV1 (canal
de cations), ligantes endégenos de natureza
lipidica, como anandamida (AN) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), proteinas
transportadoras, além de enzimas que
respondem pela sintese (por exemplo:
diacilglicerol lipase), recaptacao e degradacao
(por exemplo: monoacilglicerol lipase e
hidrolase de amidas de acidos graxos 1) dos
ligantes endogenos (FREUND, KATONA &
PIOMELLI, 2003; HOWLETT et al., 2002;
PERTWEE et al., 2010).

Desde a sua caracterizacao molecular na
década de 1990, o sistema eCB tem sido
considerado alvo terapéutico para muitas
patologias, a medida que participa da mediacao
de varios processos fisiologicos, incluindo

cognicao, percepcao de dor, inflamacao, fome e
saciedade, entre outros (PERTWEE, 2014).
Também, o sistema eCB estd implicado em uma
miriade de processos fisiopatologicos de
relevancia clinica e epidemioldgica que
sustentam as doencas de Alzheimer e
Parkinson, depressao, ansiedade,
neuroinflamacao, dor neuropatica e obesidade
(AGARWAL et al., 2007; DODD et al., 2010;
NOONAN et al.,, 2010; SAITO, WOTJAK &
MOREIRA, 2010; PERTWEE, 2001). Além
disso, ha evidéncias experimentais de que o
sistema eCB desempenha um papel de
destaque nos mecanismos de autoprotecao
contra doencas neurodegenerativas,
excitotoxicidade, estresse oxidativo,
neuroinflamacgao, isquemia cerebral e lesao
cerebral traumatica (NOONAN et al., 2010;
SHOHAMI et al., 2011). Indubitavelmente, os
receptores canabinoides CB1 e CB2 consistem
em alvos farmacologicos poderosissimos para o
tratamento de todas aquelas injurias. Todavia,
uma limitacao a utilizacao de agonistas de CB1
e CB2 como agentes potencializadores da
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sinalizacao eCB reside no seu elenco de efeitos
colaterais indesejaveis, tais como: adicao,
amnésia, disforia, sedacao, tontura e prejuizos
na coordenacao motora (efeitos
extrapiramidais), (CRAWLEY et al., 1993;
SAITO, WOTJAK & MOREIRA, 2010).

Diversos estudos tém revelado que um
aumento nas concentracoes dos
endocanabinoides endogenos (AN e 2-AG)
melhoram a eficicia da resposta dos receptores
canabinoides frente a uma série de distarbios,
incluindo ansiedade, depressao, esclerose
maultipla, certos tipos de dor, inflamacao,
cancer, esquizofrenia, transtornos de estresse
poOs-traumatico, algumas doencas intestinais e
cardiovasculares, entre outros (SAITO,
WOTJAK & MOREIRA, 2010). Este tipo de
abordagem na modulacao e potencializacao do
sistema eCB pode reduzir a gravidade dos
sintomas ou retardar a progressao dessas
doencas (PERTWEE, 2014). Com efeito,
estudos experimentais e ensaios clinicos
recentes tém explorado os efeitos desejaveis da
ativacao dos receptores CB, evitando os efeitos
negativos da sua estimulacao global por acao
direta de agonistas, através da manipulacao da
concentracdo de seus ligantes endogenos,
sobretudo AN, via inibicdo competitiva da
enzima hidrolase de amidas de acidos graxos 1
(FAAH1; EC 3.5.1.99).

Neste novo estudo, propomos o
planejamento e o desenho de trés novas séries
de inibidores da enzima FAAH1 para investigar

a novidade estrutural, avaliar as propriedades
fisico-quimicas e toxicologicas e realizar
docking molecular.

METODOLOGIA

Planejamento e Desenho Estrutural das Novas
Séries de Inibidores da FAAHI

A partir da modificacdo molecular do
padrao estrutural (1) ligante endégeno (AN),
visamos o planejamento e o desenho de trés
novas séries de inibidores da enzima FAAH1,
conforme o esquema 1. A nova série (2a-o0)
desenhada a partir do padrao estrutural (1),
visa estudar a influéncia de mudangas na
natureza da regiao B (em vermelho) e C (em
verde) de (1). Neste sentido, foram utilizadas as
estratégias de simplificacdo  molecular,
anelacao da regiao Y-Z e Oxa-homologacao. Ja
para a obtencao da nova série (3a-0), a partir da
série (2a-o) foi utilizada a estratégia de
restricdo conformacional da regidao B. E por
ultimo, a série (4a-o0) foi obtida utilizando como
estratégia de nova modificacdo na regiao B,
aumentando a liberdade conformacional. Em
todas as trés séries, a regiao A contendo ntcleo
spiro-benzilico por simplificacdo molecular foi
mantida e a regido C teve a cadeia alifatica
alterada para uma estrutura aromatica com a
possibilidade de explorar os efeitos eletronicos
de 14 substituintes.

Esquema 1. Génese do padrao estrutural das séries (2-4) desenhados como inibidores da enzima
FAAH a partir do ligante end6geno anandamida (1).

Simplificagéo
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X=-H=a,-CHy=b,-OCH;=c, -OH=d, -l = e,
Br=f,-F=g,-Cl=h,-CN=i,-NO,=j,
-CO,H =1, -CO,CH; =m, -SCH; = n, -CF;= o
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Predicdo de Propriedades Fisico-Quimicas e de
Risco Toxicologico In Silico e Novidade Estrutural

As estruturas quimicas das séries (2, 3 e
4a-0) candidatos a inibidores da enzima
FAAH1 sofreram avaliacio na base OSIRIS
Property Explorer e Chemicalize que foram
utilizadas para estimar o risco de efeitos
toxicos, tais como: tumorogénico, mutagénico,
irritante e de efeitos reprodutivos, assim como
para propriedades fisico-quimicas relevantes
para farmacos, tais como: druglikeness
(farmaco-similar/semelhanca), drug-score. A
estratégia metodologica seguiu pela busca em
bases de dados virtuais como PubChem e Swiss
Target Prediction, para obtencao de
informacoes de  novidade  estrutural
(ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2016).

Estudos de Docking Molecular

A partir da base de dados de estruturas
Protein Data Bank, foi realizado o download do
arquivo no formato pdb da estrutura cristalina
obtida da enzima FAAH1 com identificador (ID
30J8), cuja sequéncia de aminoacidos
corresponde ao fragmento 30-579 na estrutura,
conforme observado na figura 1.

Figura 1. Estrutura da Enzima FAA1
contendo as cadeias A e B e o ligante co-
cristalizado OJ8

A estrutura da enzima foi manipulada
utilizando o software AutoDock Tools,
empregado para preparacao dos arquivos de
entrada para a enzima no formato pdbqt. Antes
do docking, a cadeia B e as moléculas de aguas
foram manualmente removidas da estrutura da
enzima 30J8, assim como os ligantes co-
cristalizados e adicionados atomos de

hidrogénio polares e cargas de Kollman, além
do ajuste de carga nos aminoacidos da
estrutura da cadeia A. A localizacao nativa do
inibidor (OJ8) co-cristalizado na estrutura da
enzima 30J8 foi utilizada como referéncia para
orientar o docking (MORRIS et al., 2009).

O programa Avogadro foi utilizado para
o desenho das estruturas das séries (2, 3 e 4a-
0) no formato mol2 utilizado na etapa de
docking. O programa Pymol 1.7 com o plugin
para executar o software AutoDock Vina foi
utilizado para implementar a operacao de
docking molecular entre a estrutura
tridimensional experimental de 30J8A
modificada e os ligantes das séries (2, 3 e 4a-0)
para explorar os potenciais modos de ligacao
do complexo ligante - enzima (TROTT e
OLSON, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas estruturas da série (2a-o0)
Oxa-homologada, da série (3a-0) insaturada e
da série (4a-o) saturada, conforme quadro 1,
utilizando o software ChemBioDraw Ultra
12.0., que permitiu o desenho em 2D.

Quadro 1 — Estrutura em 2D das séries (2, 3
e 4a-0), obtidas pelo software ChemBioDraw
Ultra 12.0

Serie2 )
0 N
oery'a
(0] o X
O Série 3
H
@OJ\?YNO\
O © X
H
0 l N
(0]

Série 4 X

As estruturas das séries (2, 3 e 4) foram
submetidas ao PubChem, Swiss Target
Prediction para busca de deposito nessas bases,
os resultados foram negativos, o que indica a
manutenc¢ao da novidade no padrao estrutural
das novas séries. Na sequéncia, as estruturas
das séries (2, 3 e 4) foram submetidas aos
programas ChemBioDraw Ultra 12.0 e
Chemicalize para obtencao de propriedades
fisico-quimicas, que sao importantes para
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avaliacdo do docking molecular. Os dados
obtidos para avaliacao da “Regra dos Cinco”, de
todos os compostos pertencentes as séries (2, 3
e 4) apresentaram valores de caracteristicas

fisico-quimicas que sao utilizadas para
avaliacio da  biodisponibilidade  oral
(LIPINSKI, 2004).

As estruturas das séries (2, 3 e 4) foram
submetidas ao ensaio de avaliacao dos riscos
toxicolégicos por meio da base de dados
OSIRIS Property Explorer que realiza uma
predicdo através da procura de potenciais
riscos de toxicidade. Nas tabelas 1, 2 e 3 sao
apresentados os resultados das trés séries.

Tabela 1 — Avaliacao de Riscos Toxicolégicos e Propriedades Fisico-Quimicas para a série (2a-0)
oxa-homologada.

Risco Toxicologico

Propriedades Fisico-Quimicas

Reproductive

Sigla X Mutagenic Tumorigenic Irritant Effective Druglikeness  Drug-Score
2a (-H) ) ) (-) ) -2.17 0.44
2b (-CHa) - - () O] -1.81 0.43
2c (-OCH3) ) - (O] O] -1.52 0.46
2d (-OH) ) ) O O] -0.12 0.6
2e (- ) ) (-) ) -0.12 0.43
2f (-Br) ) +) (-) ) -2.37 0.21
2g P ) ) ) O] -l.64 0.44
2h (-Ch ) ) (-) ) 0.47 0.55
2i (-CN) ) ) O O] -7.09 0.36
2j (-NO») O] O] O ) -15.74 0.37
21 (-COzH) -) ) (-) ) -1.03 0.49
2m  (-CO>CHs) O] O] O ) -4.01 0.38
2n (-SCH3) O] ) ) ) -0.13 0.49
20 (-CFs) Q) - (@) ) -8.94 0.32

Legenda: previsao de baixo risco quando negativo (-), médio risco quando positivo (+) e alto risco quando (++). Druglikeness faixa

de (-13a7) e Drug-score (Oa 1).

Como pode ser observado nas tabelas 1,
2 e 3, em relacio aos possiveis efeitos
toxicologicos entre os 42 derivados ensaiados
apenas os que possuem o substituinte X = Br na
estrutura apresentaram uma unica indicacao
de risco positivo (médio), com potencial
tumorogénico, nao significando que a estrutura
va efetivamente apresentar este risco, para
tanto seriam necessarios testes in vitro. Os
demais derivados das trés séries somando um
total de 39 estruturas apresentaram uma
previsao de baixo risco em todos quesitos
avaliados (mutagénico, tumororeénico, irritante
e toxicidade para reproducao). A avaliacao de

risco de toxicidade é uma indicacdo de que a
estrutura desenhada pode ser prejudicial a
categoria de risco relativo especificado.

Para avaliar a confiabilidade da predicao
de toxicidade, o software utiliza um conjunto
de compostos toxicos e um conjunto de
compostos presumivelmente nao todxicos
através da predicao. O processo de predicao
depende de um conjunto de fragmentos
estruturais pré-computados na base de dados
que dao origem a alertas de toxicidade no caso
de serem encontrados na estrutura submetida
ao programa (RAIES & BAJIC, 2016).
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Tabela 2 — Avaliacao de Riscos Toxicologicos e Propriedades Fisico-Quimicas para a série (3a-0)
insaturada.

Risco Toxicolégico

Propriedades Fisico-Quimicas

Sigla X Mutagenic Tumorigenic Irritant Reé’;z(::liiteive Druglikeness  Drug-Score
3a (-H) ) ) (-) ) -1.78 0.43
3b (-CHa) ) - () O] -1.43 0.41
3¢ (-OCH3) O] O] O O] -1.15 0.45
3d (-OH) O] O] O O] 0.25 0.61
3e (- ) ) (-) ) 0.25 0.41
3f (-Br) ) +) (-) ) -1.99 0.19
3g -F) ) ) O O] -1.27 0.43
3h (-Ch ) ) (-) ) 0.82 0.52
3i (-CN) O] O] O O] -6.71 0.33
3 (-NO») O] O] O O] -15.35 0.35
3l (-COzH) O] O] O O] -0.65 0.5
3m  (-COCHs) O] O] ) ) -3.64 0.36
3n (-SCH3) O] ) ) ) 0.25 0.47
30 (-CFy) ) - ©) Q) -8.56 0.29

Legenda: previsao de baixo risco quando negativo (-), médio risco quando positivo (+) e alto risco quando (++). Druglikeness faixa

de (-13a7) e Drug-score (Oa 1).

Nas tabelas 1, 2 e 3, pode-se também
observar os valores de drug-score, que é
uma pontuacao com um valor real que esta
entre 0 e 1, calculada como a fracao de
critérios fisico-quimicos como: cLogP,
logS, peso molecular e riscos de toxicidade,
que devem ser obtidos para sugerir que a

estrutura em analise possa ser um
candidato a farmaco. A pontuacao 1 indica
que uma molécula é uma excelente
candidata para ser um farmaco, ao passo
que valor préximo a 0 indica que a
molécula apresenta baixo potencial de ser
um farmaco.

Tabela 3 — Avaliacao de Riscos Toxicologicos e Propriedades Fisico-Quimicas para a série (4a-0)
saturada.

Risco Toxicolégico

Propriedades Fisico-Quimicas

Sigla X Mutagenic Tumorigenic Irritant Re}g;,z‘:ltliiteive Druglikeness  Drug-Score
4a (-H) ) ) ) ) -0.3 0.5
4b (-CHa) - (©) - O] 0.33 0.55
4c (-OCH3) O] O O O L.73 0.69
4d (-OH) O] O O O 1.73 0.69
4e D ) ) ) ) 1.73 0.46
4f (-Br) ) (+) (-) (-) -0.51 0.22
4g -F) O] O O O 0.22 0.51
4h (-Ch ) (-) (-) (-) 2.31 0.55
4 (-CN) O] O O O -5.23 0.31
4 (-NO2) O] O O O -13.87 0.34
4l (-COzH) O] O O O 0.83 0.6
4m (-CO2CH3) ) “) ) ) -2.16 0.37
4n (-SCH5) O] O O O 1.73 0.52
4o (-CF3) ) ©) ©) ©) -7.08 0.27

Legenda: previsao de baixo risco quando negativo (-), médio risco quando positivo (+) e alto risco quando (++). Druglikeness faixa

de (-13a 7) e Drug-score (O a 1).
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Os resultados de drug-score para a série
(2, 3 e 4) revelaram o mesmo comportamento,
9 entre as 14 estruturas de cada série, ou seja,
64% das estruturas apresentam valores > 0.4.
Pode-se observar, também, que nas trés séries,
as estruturas contendo os substituintes X = -Br,
-CN, -NO2, -CO2CH3 e -CF3, foram as que
apresentaram valores para drug-score menores
do que 0.4. Estes mesmos substituintes
atribuiram os menores valores as suas
estruturas nas séries (2, 3 e 4) para a
propriedade de druglikeness, que também é
utilizada para predizer se determinada
estrutura  quimica possui  semelhanca
estrutural com farmacos ja comercializados.
Nesta anéalise, a técnica utiliza valores de
cLogP, peso molecular e descritores
topologicos da estrutura de fragmentos de
farmacos comerciais e de reagentes da Fluka®),
que formam um banco de dados contendo mais
de 20 mil estruturas, gerando um diagrama
com faixa de valores de -13 a 7. Os fragmentos
de cada estrutura quimica das séries (2, 3 € 4)
foram submetidos a técnica e foram
comparados com os fragmentos do banco de
dados. De acordo o descritivo da técnica, as
estruturas que apresentarem os valores na
faixa negativa proximo a -2 passando para o
lado positivo contém fragmentos
predominantes que sao frequentemente

encontrados em farmacos comerciais. Desta
forma, os resultados apresentados para as
séries (2, 3 e 4) também sao bastante
promissores nesta analise fisico-quimica,
tendo em vista que na série 2 (8 em 14
estruturas, ou seja, 57%) estao compreendidas
na faixa desejada. Ja nas séries 3 e 4 (10 em 14
estruturas, 71%) se enquadram na faixa.

Os ligantes das séries (2, 3 e 4) foram
avaliados quanto a sua capacidade de ligacao
para formacdao do complexo (ligante-enzima)
de forma individual nos ensaios de docking
molecular, utilizando o programa AutoDock
Vina. O valor de energia de ligacao global para
cada complexo variou entre 5.5 — 10.2
(Kcal/mol). As energias de ligacao obtidas nos
ensaios de docking entre o complexo (ligante —
enzima) para as séries (2, 3 e 4) e o sitio ativo
da enzima 30J8, estao na tabela 4.

0] ligante co-cristalizado
experimentalmente no sitio ativo da enzima
FAAH, OJ8 considerado reversivel, apresentou
energia de ligacao global de -10.2. Estes dados
mostram que varios ligantes das séries (2, 3 e
4) apresentaram energias de ligacao global na
formacao do complexo (ligante-enzima) com
valores proximos ao encontrado para o ligante
0J8 co-cristalizado na enzima FAAH,
indicando um modo de interacao (ligante-
enzima) semelhante.

Tabela 4 — Energias de ligacao obtidas por docking molecular para as séries (2, 3 e 4a-0).

Sigla X —(KC;"(;“J’[S"'*) Sigla X —(K;%’l;;"l*) Sigla X 7(1(3"(')’?’;"'*)
20 (-H) 8.6 32 (H) 85 4a (H) 8.8
2b  (-CH3) 8.8 3b  (-CHy 9.4 4 (-CHy) 8.9
2¢ (-OCHy  -82 3 (-OCH:;) 96 4c  (-OCHs) 88
2d  (-OH) 8.6 3d  (-OH) 9.1 4d  (-OH) 8.7
2% () 8.0 3¢ (D 6.0 de (D -8.6
2f  (-Bp) 8.1 3f  (-Bp 9.3 4 (-Bp -8.7
2 (B 85 3¢ (P 9.4 4 (P 8.7
2h QD) 8.3 3h () 9.4 4 (CD 87
2% (-CN) 9.1 3 (-CN) 8.9 4 (CN) -8.6
2 (-NOy 8.4 3 (-NOy) 5.5 4 (-NOy) -85
2 (-COH) — -83 3 (-COH) 6.0 4 (-CO.H) 9.0
2m (-CO,CH;) -85 3m (-CO,CHy)  -9.9 4m (-CO,CH;)  -86
2n  (-SCH3) 7.8 3n  (-SCHj) 93 4n  (-SCH3) 8.6
2 (-CFy) 8.4 30 (-CFy -10.1 40 (-CFy) 85
0J8 Ligante -10.2 OJ8 Ligante -10.2 OJ8 Ligante -10.2

Legenda: Score (Kcal/Mol)* - energias de ligacdo global das estruturas do ligante da série 2 e o padrdo de
referéncia o ligante co-cristalizado OJ8 no sitio ativo da enzima 30J8.
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Os resultados apresentados na tabela 4
mostram que, avaliando as energias de ligacao
global para o mesmo substituinte X entre as
diferentes séries (2 - oxa-homologada, 3 -
insaturada e 4 - saturada), a maior diferenca de
energia ocorre na série insaturada, que
apresenta por substituinte os maiores e
menores valores em kcal/mol. Um exemplo
estd no substituinte —OH que na série 2 e 3
apresentou valor em moédulo de 8.6 e 8.7
respectivamente, e na série 4 um valor em
modulo de 9.1.

Figura 2. Inibidores 2d em laranja, 3d em
vermelho e 4d no sitio ativo da enzima FAAH

Na figura 2, pode-se observar os ligantes
2d em laranja, 3d em vermelho e 4d colorido
dockados na enzima 30J8. A orientacao das
estruturas no sitio catalitico da enzima para os
ligantes 2d e 4d sdo quase idénticas e a
orientacdo para o ligante 3d estd invertida, o
que explica, em parte, a diferenca de energia
global de ligacdo, pois os residuos de
aminoacidos que estao interagindo com as
estruturas sao diferentes. Os resultados ainda
mostram que quando o substituinte X = -1, -
NO2 e -CO2H na série 3 os resultados de
energia global sao os menores que nas séries 2
e 4, no entanto, os demais substituintes
apresentaram valores de energia global
superiores que nas séries 2 e 4. Essa
caracteristica pode também estar relacionada a
restricio conformacional que foi aplicada a
estrutura na regiao B (espacador), uma vez que
as regioes A e C sdao idénticas nas trés séries.

A figura 3 mostra o complexo entre o
sitio ativo da enzima 30J8 e os inibidores OJ8
em azul e 30 (-CF3) colorido. Observa-se as

interagOes entre os aminoacidos [Ser 217, Ser
241 e Lis 142] da triade catalitica da enzima e
as estruturas dos inibidores 30 e OJ8 com certa
sobreposicdao, indicando o mesmo modo de
ligacdo reversivel, uma vez que a carbonila
contida na estrutura do 30 nao esta muito
proxima dos residuos da enzima Ser 217, Ser
241 que realizam o ataque nucleofilico, levando
a formacao de um complexo irreversivel.

Figura 3. Inibidores 30 colorido e OJ8 em
azul no sitio ativo da enzima FAAH

Na série 2, os valores de energia global
variaram de -7.8 a -9.1 e na série 4 a variacao
foi de -85 a -9.0, gerando maior
homogeneidade. Essas diferencas sao oriundas
do tipo de substituinte ligado ao anel
aromatico, exercendo efeitos eletronicos e
estéricos. Segundo Tavares (2004), uma
quantidade expressiva de trabalhos tem
mostrado que os efeitos eletronicos exercidos
por grupos substituintes desenvolvem a
atividade biologica de farmacos.

Neste sentido, a retirada do atomo de (-
O-) das estruturas quimicas da série 2 para
gerar a série 3 restringe a liberdade
conformacional da regiao B com a criacao (-
C=C). Essa estratégia de restricao
conformacional levou a série 3 a apresentar os
maiores valores de energia global entre as
séries, quando os substituintes foram X = -
CH3, -OCH3, -F, -Cl, -CO2CH3 e -CF3 as
energias globais variaram de -9.4 a -10.1
kcal/mol. Ao observar a estrutura quimica do
ligante co-cristalizado OJ8 que realiza
interacdo com a enzima de forma reversivel,
observa-se, também, que sua estrutura possui
restricio conformacional por possuir apenas
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seis angulos de torsdao, deixando a estrutura
mais fixa para realizacao do docking molecular.
Observando o modo de ligacao dos dois
ligantes da série 3 que apresentaram as
maiores energias de ligacao global (3m e 30),
observa-se total sobreposicao, figura 4.

Figura 4. Inibidores 30 colorido e 3m em
amarelo no sitio ativo da enzima FAAH

No estudo realizado por Carlson et al.,
(2009), os autores criaram uma forma de
medir baixa e alta afinidade através de uma
modelo entre ligante — enzima definindo que:
quando a variacdo de energia de ligacao é
[AGbind > —9 kcal/mol] temos baixa afinidade
com concentracoes do ligante na ordem de
>250 nM, e que quando a variacao de energia
de ligacao é [AGbind <-9 kcal/mol] temos alta
afinidade com concentracoes do ligante na
ordem de <250 nM. Partindo deste modelo,
espera-se que nos ensaios in vitro e in vivo as
séries 2 e 4 realizem a inibicdo com valores
>250 nM, enquanto a série 3 com valores de
<250 nM, apresentando alta afinidade.

Os resultados de docking molecular
indicam que as séries (2, 3 e 4) apresentam
padrao estrutural com caracteristicas que
permitem a interacao com o sitio de ligacao e
ativo da enzima FAAH que s3o constituidos
pelos aminoacidos (Metionina 191 e Serina 217)
e (Lisina 142, Serina 217 e Serina 241),
respectivamente.

CONCLUSAO
Os dados da predicio 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 anélises
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 padrao estrutural das séries para
ensaios in vitro e in vivo.

A auséncia de resultados obtidos nas
bases de busca de estruturas quimicas
depositadas corrobora para o ineditismo do
padrao estrutural contido nas séries 2, 3 € 4. As
propriedades fisico-quimicas atribuiveis a
regra de Lipinsk que satisfazem a regra dos
cinco, a predicao de riscos toxicoldgicos além
do drug-score e druglikeness indicam que as
séries 2, 3 e 4 apresentam atributos e
caracteristicas encontrados em farmacos
comereciais, indicando que o padrao estrutural
seja promissor para ser explorado em ensaios
in vivo e in vitro.

Os resultados do docking molecular
confirmaram a formacdo dos complexos
(enzima — ligante) entre as estruturas quimicas
das séries (2, 3 e 4) e a estrutura da enzima
FAAH (30J8), indicando uma forma de ligacao
reversivel na regiao do sitio ativo da enzima. As
energias de ligacao global dos ligantes da série
3 apresentaram valores superiores aos dos
ligantes das séries 2 e 4, quando comparados
com o ligante co-cristalizado na estrutura da
enzima. Estes resultados corroboram o
planejamento e desenho estrutural da nova
série de inibidores da enzima FAAH a partir da
construcao da série 2 oriunda inicialmente do
ligante end6geno anandamida por estratégias
de quimica medicinal.

Os resultados de docking molecular
demonstraram, ainda, que a restricio na
liberdade conformacional da série 2,
influencia, de forma direta, as energias de
ligacao global na série 3 em 11 dos 14 dos
substituintes. A série 3 apresentou ainda
diferencas de energia global com valores entre
-0.1 a -1.9 (Kcal/Mol) a mais quando
comparados os pares de ligantes com mesmo
substituinte na regiao C da estrutura das séries
2 e 4, demostrando assim um perfil de maior
afinidade e menor concentracao molar para os
ensaios in vivo e in vitro.
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