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RESUMO

Apesar de ter evoluido como resposta fisioldgica para eliminagdo de ameacas
infecciosas ou danos teciduais, a resposta inflamatéria pode tornar-se patoldgica,
causando doengas agudas e cronicas. As abordagens terapéuticas tradicionais
incluem os corticosteroides e os inibidores das cicloxigenases, porém, estes sao
conhecidos por efeitos colaterais como imunossupressdao e Ulceras gastricas.
Portanto, para interromper outros estagios da inflamacgao e abarcar maior versatilidade
terapéutica, este trabalho objetivou planejar 54 derivados do scaffold (3E)-1-(2-
anilinoacetil)-3-(metilideno-hidrazinilideno)indolin-2-ona, a fim de avaliar o potencial
anti-inflamatério in silico. Para tanto, foram realizadas triagens por ancoragem
molecular nos alvos Prostaglandina E2 Sintase Microssomal 1 (mMPGES-1) e Proteina
com Dominios NACHT, Rico em Repeticdo de Leucinas e Pirina 3 (NLRP3) no
software GOLD, seguido de simulacbes de dindmica molecular no software
GROMACS dos melhores compostos em complexo com estes alvos, calculos de
energia livre de ligacdo (AGuc) por Mecanica Molecular — Area de Superficie de
Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) com a ferramenta gmx_MMPBSA, estudos de Teoria
do Funcional de Densidade (DFT) no soffware ORCA e avaliagdo do perfil
farmacocinético in silico no webservice SwissADME. Embora nenhum dos compostos
tenha apresentado bom desempenho na inibicdo de NLRP3, dois compostos mais
promissores na triagem, (3E)-1-[2-(2,4-dicloroanilino)acetil]-3-[(E)-(3-etoxi-4-
hidroxifenil)metilidenohidrazinilidenolindolin-2-ona (LZG-046) e (3E)-1-[2-(3-etdxi-4-
hidréxianilino)acetil]-3-[(E)-quinolin-4-iimetilidenohidrazinilideno]indolin-2-ona  (LZG-
085), conseguiram interagir com residuos essenciais para atividade contra mPGES-1
(LZG-085 com Arg'?6 e Ser'?”; LZG-046 com Thr'3'; Arg®2, Ala'38, His%3 e Leu'3® com
ambos). Entre os compostos avaliados, LZG-046 e LZG-085 destacaram-se por
interagir com residuos essenciais do alvo mPGES-1, com LZG-085 demonstrando
superioridade devido a sua estabilidade no sitio ativo durante 100 nanosegundos,
maior numero de ligacbes de hidrogénio e previsdes farmacocinéticas favoraveis,
como alta solubilidade e boa permeabilidade celular, apesar de apresentar alta
reatividade e possiveis interagbes com isoenzimas do citocromo P450. Esses
resultados sugerem que LZG-085 é um candidato promissor para futuros ensaios
experimentais, com potencial para superar limitagdes dos anti-inflamatérios atuais.

Palavras-Chave: inflamacéo; isatinico-hidrazonico; NLRP3; mPGES-1.



ABSTRACT

Although it evolved as a physiological response to eliminate infectious threats or tissue
damage, the inflammatory response can become pathological, causing acute and
chronic diseases. Traditional therapeutic approaches include corticosteroids and
cyclooxygenase inhibitors, but these are known for side effects such as
immunosuppression and gastric ulcers. Therefore, to interrupt other stages of
inflammation and encompass greater therapeutic versatility, this work aimed to design
54 derivatives of the scaffold (3E)-1-(2-anilinoacetyl)-3-
(methylidenehydrazinylidene)indolin-2-one, in order to evaluate their anti-inflammatory
potential in silico. For this purpose, molecular docking screenings were performed on
the targets Microsomal Prostaglandin E2 Synthase 1 (mMPGES-1) and Protein with
NACHT, Rich in Leucine and Pyrin Repeat Domains 3 (NLRP3) in the GOLD software,
followed by molecular dynamics simulations in the GROMACS software of the best
compounds in complex with these targets, calculations of binding free energy (AGLiG)
by Molecular Mechanics - Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-PBSA) with the
gmx_MMPBSA tool, Density Functional Theory (DFT) studies in the ORCA software
and evaluation of the in silico pharmacokinetic profile in the SwissADME webservice.
Although none of the compounds performed well in inhibiting NLRP3, two most
promising compounds in the screening, (3E)-1-[2-(2,4-dichloroanilino)acetyl]-3-[(E)-(3-
ethoxy-4-hydroxyphenyl)methylidenehydrazinylidenel]indolin-2-one  (LZG-046) and
(8E)-1-[2-(3-ethoxy-4-hydroxyanilino)acetyl]-3-[(E)-quinolin-4-
ylmethylidenehydrazinylidene]indolin-2-one (LZG-085), were able to interact with
residues essential for activity against mPGES-1 (LZG-085 with Arg'?® and Ser'?’; LZG-
046 with Thr'3'; Arg®2, Ala'38 His®, and Leu'3® with both). Among the evaluated
compounds, LZG-046 and LZG-085 stood out for interacting with essential residues of
the mPGES-1 target, with LZG-085 demonstrating superiority due to its stability in the
active site for 100 nanoseconds, greater number of hydrogen bonds and favorable
pharmacokinetic predictions, such as high solubility and good cell permeability, despite
presenting high reactivity and possible interactions with cytochrome P450 isoenzymes.
These results suggest that LZG-085 is a promising candidate for future experimental
trials, with the potential to overcome limitations of current anti-inflammatory drugs.

Keywords: inflammation; isatinic-hydrazonic; NLRP3; mPGES-1.
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1 INTRODUGAO

A resposta inflamatéria consiste em uma reacgéo de tecidos vascularizados a
infeccdes e danos tissulares, recrutando da circulagao sanguinea uma série de células
e moléculas envolvidas na defesa do organismo hospedeiro para os locais atingidos
por ameagas, com a finalidade de eliminar os agentes agressores, quando possivel
(KUMAR et al.,, 2022). Normalmente, esta € uma resposta essencial para a
manutencdo da homeostase, mas quando desregulada, pode tornar-se prejudicial, a
exemplo dos quadros de choque séptico, doengas autoimunes, fibrose, metaplasias e
crescimentos tumorais, assim como quadros cronicos de inflamagado que estéo
envolvidos na patologia de condi¢des como artrite reumatoide, aterosclerose, asma,
obesidade, dentre outros. Assim, justifica-se a importancia deste processo fisioldgico
ou, por vezes, patoldgico, como alvo de intervengao terapéutica, a fim de impedir a
morbidade e mortalidade associadas a estes quadros patolégicos (MEDZHITOV,
2008; NATHAN; DING, 2010).

Atualmente, no arsenal de farmacos anti-inflamatoérios presentes no mercado,
existem dois grupos principais: os corticosteroides, atuantes na inibicao de receptores
intranucleares e supressao da transcrigdo de genes envolvidos nos processos
inflamatérios, e os anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINEs), inibidores das enzimas
prostaglandina G/H sintases ou cicloxigenases (COX) (BRUNTON; KNOLLMANN;
HILAL-DANDAN, 2017). Além disto, sdo bastante conhecidos os efeitos colaterais
destas classes, a exemplo do aumento da incidéncia de eventos cardiovasculares
durante o uso de inibidores da cicloxigenase-2 (COX-2) (MELNIKOVA, 2005; ROCHE
et al., 2019). Outro exemplo inclui as manifestagdes gastrointestinais causadas pelos
AINEs ou mesmo a imunossupressao, hiperglicemia e hipertensdo causadas pelos
glicocorticoides (BRUNTON; KNOLLMANN; HILAL-DANDAN, 2017)

Portanto, com o intuito de interromper a resposta inflamatéria em diferentes
estagios para obter maior diversidade de opgbes terapéuticas no processo
inflamatorio (ROCHE et al., 2019), sdo investigados novos alvos farmacolégicos
participantes deste mecanismo de defesa.

Dentre estes alvos esta a enzima prostaglandina E2 sintase microssomal 1
(mPGES-1 — microssomal prostaglandin E2 synthase 1), incumbida de converter as
prostaglandinas H2 produzidas pelas enzimas cicloxigenases em prostaglandina E2,

capaz de contribuir para a inflamagdo ao ativar receptores prostanoides nas
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superficies celulares e que também é induzida durante processos inflamatérios,
presumindo da mesma maneira uma inibicdo livre do impedimento das funcgdes
constitutivas de enzimas cicloxigenase. Assim, seriam evitados efeitos colaterais
associados ao uso de anti-inflamatorios ndo-esteroidais presentes no mercado (DI
MICCO et al., 2018; DOS SANTOS NASCIMENTO; DE AQUINO; DA SILVA JUNIOR,
2022; PETTERSSON; THOREN; JAKOBSSON, 2005).

Ademais, sao incluidos como alvos promissores os inflamassomos: uma classe
de complexos citosolicos de proteinas interventoras da ativacdo de potentes
mediadores quimicos inflamatoérios e consequente desencadeamento de respostas
inflamatdrias mediadas por citocinas, descobertos nos ultimos 20 anos e revelados
como partes integrais da resposta imune inata contra patdégenos, sendo ativados ao
encontrar infecgdes ou agentes ofensivos (WANG et al., 2020a). O inflamassomo
NLRP3 esta envolvido em quadros agudos e crbnicos de inflamagdo patogénica,
incluindo papéis na patologia de doencas como aterosclerose, artrite reumatoide,
rejeicao de transplantes, asma, mal de Alzheimer, dentre outras (MANGAN et al.,
2018), justificando assim a atencao direcionada para desenvolvimento de inibidores
deste alvo.

Com o advento da integracao de calculos cientificos com a computacéao grafica,
os esforgos direcionados ao desenvolvimento de novos farmacos foram acelerados e
amplificados pela area do planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD
— computer-assisted drug design) (BARREIRO et al., 1997). Novos leads sao
descobertos em maior quantidade, maior velocidade e menor gasto de tempo ou
recursos financeiros, justificando o uso disseminado destas técnicas em grupos de
pesquisa no mundo inteiro (NASCIMENTO; AQUINO; SILVA-JUNIOR, 2022b).

Recentemente, como demonstra o esquema ilustrado (Figura 1), foram
planejados novos derivados isatinicos-hidrazénicos, através de hibridagdo molecular
do nucleo isatinico com porgdes N-acilhidrazdnicas de compostos com atividade anti-
inflamatdria estudada, bem como por bioisosterismo de grupos substituintes nos anéis
aromaticos. Além de apresentarem resultados promissores nos testes in silico para
afinidade aos alvos mPGES-1 e NLRP3, ensaios in vifro demonstraram baixa
citotoxicidade dos compostos em macrofagos, e YV-03 demonstrou-se capaz de
reduzir niveis de nitrito em concentragées de 0,9 a 500 yM, apresentando maior
potencial anti-inflamatério dentre os compostos planejados (SILVA, 2024). Desta

forma, devido a sua acessibilidade sintética e promissoras propriedades
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farmacoldgicas (ADAK et al., 2024; MALIYAKKAL et al., 2024; NATH et al., 2020), os
compostos isatinicos-hidrazénicos possuem bom potencial para desenvolvimento de

novos farmacos anti-inflamatorios.

Figura 1 — Planejamento da série YV-01.
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Fonte: Adaptado de Silva (2024).

Em vista dos argumentos dispostos, este trabalho visou aplicar técnicas
computacionais centradas na estrutura de macromoléculas, amplamente empregues
no desenvolvimento de novos farmacos, a fim de estudar a atividade anti-inflamatdria
de novos derivados isatinicos-hidrazénicos diante de alvos terapéuticos inovadores.
Assim, pode ser assegurado que, durante a modelagem molecular, seja encontrado
um composto mais promissor e este seja encaminhado para comprovagédo de sua
atividade biologica em estudos posteriores, teoricamente diminuindo custos de

ensaios bioldgicos e tempo de pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Planejar novos derivados isatinicos-hidrazonicos, e propor seu possivel meca-
nismo de acao anti-inflamatério contra mPGES-1 e NLRP3, por meio de técnicas com-

putacionais.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Planejar novos analogos isatinicos-hidrazdnicos por meio de triagem virtual,
utilizando ancoragem molecular;

e Realizar simulagdes de dinamica molecular dos analogos mais promissores na
ancoragem molecular;

e Realizar calculos de energia livre de ligagdo por meio da técnica de Mecéanica
Molecular — Area de Superficie de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) para os
compostos de melhor performance na dindmica molecular;

e Realizar calculos de teoria do funcional de densidade (DFT) para os compostos
mais promissores de acordo com os calculos de MM-PBSA;

e Aferir as propriedades farmacocinéticas in silico dos melhores compostos apés
os estagios anteriores de triagem.



18

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Inflamacéo

3.1.1 Aspectos historicos

A cascata inflamatéria possui evidéncias dos seus mais diversos efeitos
gravados nos restos mortais de varios animais e seres humanos encontrados atraves
da histdria, identificados nos ossos de dinossauros, ou mesmo nas mumias egipcias,
por estudiosos britanicos que perceberam evidéncias de placas aterosclerdticas no
corpo do rei-farab Ramsés I, bem como artrite ou espondilite em outros mortos
preservados. Este processo biolégico nos acompanha desde sempre, e uma das
primeiras definicbes para o que se conhece como inflamagéo vem do romano Aulus
Cornelius Celsus, que definiu seus quatro sintomas principais como rubor, inchaco,
febre e dor, e Galeno de Pérgamo nota a formag&o de pus como uma fase natural do
processo da cura de feridas (CAVAILLON, 2021; V. STANKQOV, 2012).

3.1.2 Mecanismos fisiolégicos e moleculares

Atualmente, definigbes recentes elaboram muito mais sobre os detalhes dos
processos que resultam nestes sintomas observados desde a antiguidade. Apesar de
nao serem bem esclarecidos tanto o fim quanto o comec¢o do processo inflamatério,
pode-se definir inflamagdo como um espectro de reagdes agudas ou estados
continuos crénicos de um determinado organismo a estimulos fisicos, quimicos ou
biologicos, internos ou externos, com o propodsito de prevenir perturbacbes da
homeostasia, através da perda de fungado, regulagcdo ou estrutura dos sistemas
fisiologicos (GERMOLEC et al., 2018; MEDZHITOV, 2021; V. STANKQOV, 2012).

Este carater difuso dos processos inflamatorios, deve-se as pressdes seletivas
encontradas durante a evolugao dos seres vivos. Nas condi¢des iniciais da selecéo
natural, a inflamagao pode ter sido um tragco valioso para a adaptagdo de um
organismo ao seu ambiente, mas como a evolugdo nao necessariamente seleciona
solugcdes otimizadas para problemas encontrados, muitas caracteristicas que
anteriormente eram vitais para a sobrevivéncia, ou que existem por derivagcédo destas
que eram vitais, acabaram tornando-se patoldgicas no contexto atual (MEDZHITOV,
2008). Assim, muitas doencas inflamatérias crénicas, degenerativas e

cardiovasculares, bem como a condicdo de obesidade, estdo atreladas entre si
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através da inflamacao desregulada, devido ao custo-beneficio ter sido afetado pela
mudanca de ambientes e estilos de vida da espécie humana, afinal, o cenario no qual
estas caracteristicas estavam otimizadas para sobrevivéncia ja ndo mais existe
(OKIN; MEDZHITOV, 2012).

A inflamagéo é composta por uma cascata de varios processos, envolvendo um
grande numero de mediadores quimicos, células, enzimas e receptores
especializados, na qual o primeiro estagio € composto pela presenca de padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs — pathogen-associated molecular
patterns) ou a danos celulares (DAMPs — damage-associated molecular patterns),
moléculas enddgenas que sinalizam dano tecidual ou infecgdo. Estes, por sua vez,
sao identificados por receptores Toll-like, resultando na ativacdo do fator nuclear
kappa-B (NF-kB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) que
migra até o nucleo e altera a expressao génica da célula, gerando a producédo de
citocinas pro-inflamatorias como interleucina-1-beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a — tumor necrosis fator alpha), dentre outros numerosos
sinalizadores (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012).

Sao componentes essenciais na iniciacdo da inflamacgao os inflamassomos,
que sao grandes complexos proteicos que comportam os receptores para
reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs — pattern recognition receptors),
estando estes ligados a caspase-1 por proteinas adaptadoras, sendo estas as
proteinas contendo dominio-recrutador-e-ativador-de-caspase associadas a apoptose
(ASC - apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain). Os PRRs sao responsaveis por detectar PAMPs e DAMPs provenientes
tanto de agentes infecciosos como do proprio hospedeiro, e sua ativagao desencadeia
uma cascata de mudangas conformacionais no complexo proteico, resultando em
produgao de citocinas pro-inflamatérias como interleucina-18 (IL-1B) e interleucina-18
(IL-18) (BARNETT et al., 2023; MEZZAROMA; ABBATE; TOLDO, 2021).

Em resposta a estes eventos, diversas células se tornam efetoras da
inflamagdo, incluindo células granulociticas sanguineas (neutrdfilos, basdfilos,
eosinofilos), mondcitos, macrofagos, mastocitos e linfécitos, que passam a agir no
tecido lesionado eliminando as fontes de agressdo e removendo os compostos
residuais da destruicao celular (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012; GERMOLEC et al.,
2018).
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Além disso, mediadores lipidicos s&o sintetizados a partir de componentes das
membranas celulares rompidas em tecidos inflamados: o acido araquidénico (AA), um
acido graxo insaturado, que é liberado das membranas pela acdo de enzimas
fosfolipase e, consequentemente, sofre diversas mudangas catalisadas pelas enzimas
prostaglandina-sintases ou lipoxigenases. S&o assim formados os compostos
eicosanoides — prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, envolvidos nos mais
diversos processos como dor, febre ou agregacdo plaquetaria (BRUNTON;
KNOLLMANN; HILAL-DANDAN, 2017; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; RITTER et
al., 2014).

Integra também parte da resposta inflamatéria o radical livre éxido nitrico (NO),
gerado por isoenzimas Oxido nitrico sintase (NOS) a partir do substrato L-arginina,
sendo este um mediador importante pro ser ativador da guanilil ciclase soluvel,
resultando na formagado de GMP ciclico (cGMP), reducdo da concentragdo de calcio
intracelular e causando alteragdes no funcionamento de células musculares lisas,
nervosas e do sistema imune, além de ser citotoxico para patégenos (RITTER et al.,
2014).

3.1.3 Patologias associadas e importancia terapéutica

Tipicamente, a reacdo inflamatéria aguda cessa ao decorrer da morte das
células efetoras, subsequentemente fagocitadas por fagocitos presentes no tecido,
juntamente com a participagdo de mediadores quimicos pro-resolutivos que sinalizam
o fim da inflamacéao — lipoxinas, resolvinas, protetinas, maresinas, proteinas induzidas
por glicocorticoides, prostaglandina D2 (PGD2), interleucina-10 (IL-10), dentre outros.
Entretanto, ndo se identifica em quadros inflamatdrios cronicos um momento exato de
resolugdo final, a exemplo de placas ateroscleroéticas infiltradas por macrofagos,
adipadcitos necréticos presentes na obesidade ou mesmo articulagdes invadidas por
linfocitos e mondcitos na artrite reumatoide. Esta inflamagdo nao-resolutiva
provavelmente deve sua propagagao a producdo inadequada de mediadores
resolutivos, estimulos inflamatérios persistentes, falha na mudanga de fenétipo nas
populagdes celulares de macrofagos e linfocitos T ou infiltragdo por células
supressoras derivadas da linhagem mieloide (ALESSANDRI et al., 2013; NATHAN;
DING, 2010; RITTER et al., 2014).
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Assim, devido ao carater agressivo, citotoxico e muitas vezes nao-resolutivo da
reacao inflamatodria, diversas doencas e disturbios apresentam evidéncias do
envolvimento destes processos em sua patogénese. Processos inflamatérios
persistentes e silenciosos de baixa magnitude, resultantes do reconhecimento de
DAMPs gerados a partir de disfungbes metabdlicas ou danos teciduais causam um
quadro de inflamacéo sistémica crénica que gera danos colaterais ao organismo
através de estresse oxidativo. Esta inflamagéao sistémica, possivelmente causada por
fatores de risco como obesidade, infecgdes crénicas, exposicdo a xenobidticos ou
estilos de vida estressantes, esta envolvida em processos como sindrome metabdlica,
diabetes mellitus tipo 2, neoplasias, depressdo, doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas e autoimunes (FURMAN et al., 2019).

De maneira geral, estima-se que infecgbes e reagdes inflamatdrias subclinicas
estdo associadas a 25% dos casos de céancer, porem ja existem ligagdes bem
delineadas de processos inflamatérios resultando em céancer, tais como: colites
ulcerativas ou doenga de Crohn e céancer colorretal, hepatites ou cirroses e
hepatocarcinomas, refluxo cronico e cancer de eséfago, infec¢ao cervical pelo virus
do papiloma humano (HPV) e cancer do colo do utero, infec¢ao por Helicobacter pylori
e cancer de estdbmago. Em qualquer tecido onde se instale um quadro inflamatério
persistente, as células estdo predispostas a alteragbes em genes relacionados ao
cancer ou modificacdes pds-sintese em proteinas sinalizadoras envolvidas no ciclo de
replicacdo celular (EIRO, 2012; JAROENLAPNOPPARAT; BHATIA; COBAN, 2022;
TERZIC et al., 2010).

Além disso, a inflamagao sistémica, geralmente relacionada a quadros de
estresse crénico, pode alterar a integridade da barreira hematoencefalica, causando
perda de fungado das jungdes entre as células epiteliais que antes impediam células
do sistema imune e mediadores quimicos da inflamagdo de penetrar no tecido
encefalico, causando neurodegeneracao que pode resultar no desenvolvimento ou
exacerbacao do transtorno da depresséo maior ou de doengas neurodegenerativas
(CUNNINGHAM, 2013; MEDINA-RODRIGUEZ; BEUREL, 2022; MEHDI et al., 2023).

Estes quadros de inflamacdo encefalica possuem impactos no sistema
enddcrino ao desequilibrar o eixo adrenal-hipotalamico-pituitario, aumentando os
niveis de cortisol e, consequentemente, a resisténcia a insulina. Desta forma, fica clara
a associacao entre processos inflamatorios ndo-resolutivos e sindromes metabdlicas,

bem como quadros de dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2 (MEHDI et al., 2023).
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Também integra o quadro das sindromes metabdlicas a obesidade, resultante
de um desequilibrio entre a entrada e o consumo de energia da dieta, causando um
superavit que se acumula nos tecidos adiposos. Niveis elevados de citocinas pro-
inflamatérias no plasma durante a obesidade foram descobertos, devido a uma
resposta do tecido adiposo ao ganho de novos nutrientes: se 0 aumento do tamanho
e numero dos adipdcitos for consideravel, ao ponto de causar hipdxia a estes por
reducao na perfusdo sanguinea do tecido, inicia-se uma cascata inflamatéria apds a
necrose destes adipdcitos asfixiados, sendo este estado pro-inflamatorio associado a
alteragdes no metabolismo de lipideos e glicose, aumento da resisténcia a insulina e
hipertensdo (CUMMINS; TAYLOR, 2017; ELLULU et al., 2017).

Ademais, doengas cardiovasculares também possuem envolvimento nos
estados inflamatérios. A aterosclerose, doencga cardiovascular provocada pelo
acumulo de lipideos em ateromas durante a interacao entre células epiteliais e células
do sistema imune apos lesdo do epitélio vascular, esta associada com diversas vias
de sinalizagao na inflamagao, incluindo os inflamassomos (KONG et al., 2022).

Considerando os efeitos dos tromboxanos produzidos durante a inflamagéo na
hemostasia e coagulagdo sanguinea, a associagdo da inflamagcdo com casos de
tromboembolia venosa é bem conhecida, sendo esta predisposta por fatores de risco
como obesidade, lUpus, processos cirurgicos ou doencas inflamatérias crénicas
(COLLING; TOURDOT; KANTHI, 2021).

Desta forma, torna-se evidente a necessidade de abordagens terapéuticas
variadas, capazes de regular a inflamag&o nos mais diversos pontos da cascata de

sinalizacgao.

3.1.4 Terapias farmacoldgicas convencionais e suas limitagoes

3.1.4.1 Anti-inflamatdrios esteroidais

Os anti-inflamatorios esteroidais (AlIEs) sdo analogos ao cortisol, que € um
horménio produzido naturalmente e atua como anti-inflamatério enddgeno e
modulador de varias fungdes fisioldgicas (ORAY et al., 2016). O padrao ouro dos AlEs
corresponde a classe dos glicocorticoides (Figura 2), que reduzem a inflamagao e a
ativagéo imunoldgica em varias doengas, como artrite reumatoide e asma (ORDUNA-
VALLS et al., 2016).
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Figura 2 — Farmacos anti-inflamatérios esteroidais.
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Fonte: PUBCHEM (2023)

Os glicocorticoides alteram o funcionamento normal dos leucdcitos, limitando a
sintese de mediadores inflamatérios e citocinas responsaveis pela manutencao e
potencializacdo da cascata inflamatéria. Seu mecanismo de agao finaliza com a
inibicdo da vasodilatacdo, diminuicao do exsudato celular, inibicdo da aderéncia dos
neutrofilos na area inflamada e impedimento da liberagdo de acido araquidénico, ou
seja, impossibilitando a produgdo de mediadores inflamatorios como prostaglandinas
e prostaciclinas (ORDUNA-VALLS et al., 2016). Sua ag¢do é mais acentuada que 0s
anti-inflamatérios nao-esteroidais, mas possuem inumeros efeitos colaterais,
principalmente provocando disturbios metabdlicos e disfungdes dos osteoblastos (LIU
et al., 2022).

3.1.4.2 Anti-inflamatérios ndo-esteroidais

Os Anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs) s&o um grupo diversificado de
compostos aromaticos (Figura 3) que, geralmente, sdo acidos ou bases organicas
fracas, atuando nos alvos da inflamacao e bloqueando a agao das cicloxigenases, o
que inibe a producéo das prostaglandinas. Devido a sua facilidade de acesso, sendo,
normalmente, de baixo custo de producdo e comercializacao, esses farmacos séao os
mais utilizados no tratamento de inflamagdes a nivel mundial (BINDU; MAZUMDER,;
BANDYOPADHYAY, 2020).

Figura 3 — Farmacos anti-inflamatorios nédo-esteroidais.
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Fonte: PUBCHEM (2023)

As prostaglandinas e os tromboxanos regulam diversas fungdes fisiologicas,
portanto, a inibicdo de sua sintese pode afetar o organismo, o que explica a
quantidade de efeitos adversos dos AINEs. Estes efeitos se dao por consequéncia da
inibicdo das diferentes isoenzimas: na via de produgdo das prostaglandinas, por
exemplo, a inibicao da COX-1 gera disturbios gastrointestinais ao reduzir a protecao
da mucosa gastrica; ja para os inibidores seletivos de COX-2, os “coxibes”, existe
maior risco trombdtico e cardiovascular devido a uma interferéncia na sintese
plaquetaria de tromboxano (MOORE et al., 2019).

3.1.5 Novos alvos terapéuticos promissores

3.1.5.1 Prostaglandina E sintase 1 microssomal (mMPGES-1)

A prostaglandina E sintase 1 microssomal (mPGES-1), que pertence a
superfamilia das proteinas membrana-associadas envolvidas no metabolismo de
eicosanoides e glutationa (MAPEG), consiste de um homotrimero (Figura 4) no qual
cada mondmero possui 152 aminoacidos, massa molecular de 16 kDa e quatro hélices
transmembrana em sua estrutura (NASCIMENTO; AQUINO; SILVA JUNIOR, 2022;
ZHANG et al., 2022).

Figura 4 — Estrutura da enzima mPGES-1, destacando seus trés sitios ativos.
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Fonte: Adaptado de Kuklish (2016).

Entre os trés monémeros da mPGES-1, existem trés sitios ativos na regido que
atravessa a membrana plasmatica, enquanto dominios citoplasmaticos compostos
cada um por vinte residuos carregados positivamente conectam as hélices
transmembrana. Seu cofator essencial, a glutationa (GSH), encontra-se em
conformacgao similar a letra “U” em cada um dos sitios ativos. Pode ser inferido pela
estrutura tridimensional que seu substrato, a prostaglandina H2 (PGHz), liga-se ao sitio
ativo através dos residuos Arg®2, Ala™8, Leu'3®, Thr'3' e His®3. Seu mecanismo
catalitico envolve a desprotonagao da GSH, estabilizagao do grupo tiol deste cofator
pelos residuos Ser'?” e Arg'?® e reagéo do grupo tiolato recém-formado com a PGHo,
resultando na formagédo de prostaglandina E2 (PGE2) (NASCIMENTO; AQUINO;
SILVA JUNIOR, 2022; SILVA, 2024).

O produto desta reacao, PGEz, esta envolvido na regulagao da pressao arterial,
doencas autoimunes e diversos tipos de tumores, incluindo canceres de célon,
préstata, pulmdo e mama (LARSSON; JAKOBSSON, 2015), bem como no
desenvolvimento do diabetes, artrite reumatoide e aterosclerose (ZHANG et al., 2022).
A expressao elevada da mPGES-1 é encontrada também nas doencgas do sistema
nervoso, onde PGE2 media a ativagao de células da glia, secregéo de citocinas pro-
inflamatdrias, aumento da sinalizagdo glutaminérgica causando excitotoxicidade,
desregulacdo da barreira hematoencefdlica e, por fim, desencadeia efeitos
promotores de tumor (SLUTER et al., 2023). Como a mPGES-1 participa de um
estagio posterior a agado das enzimas cicloxigenase-1 e cicloxigenase-2, sua inibicao

seletiva elimina uma parte do processo inflamatério ao mesmo tempo que evita a
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ocorréncia dos efeitos colaterais associados com a interrupcao da fungao constitutiva
destas enzimas (BERGQVIST; MORGENSTERN; JAKOBSSON, 2020).

3.1.5.2 Inflamassomo contendo o receptor proteina com dominios NACHT, rico em

repeticdo de leucinas e pirina 3 (NLRP3)

A estrutura do inflamassomo NLRP3 é bem conhecida, constituida da proteina
sensora com dominios NACHT, rico em repeticao de leucinas e pirina 3 (NLRP3), a
proteina adaptadora associada a apoptose speck-like contendo dominio CARD (ASC)
e a proteina efetora caspase-1. Por sua vez, o receptor NLRP3 em si é constituido por
trés dominios, sendo estes o dominio N-terminal pirina, o dominio C-terminal rico em
repeticdo de leucinas e o dominio NACHT (Figura 5), localizado entre os dois
anteriores (QUE et al., 2024).

Figura 5 — Estrutura do receptor NLRP3, destacando o dominio NACHT.
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Fonte: Adaptado de Hochheiser (2022) e Velcicky (2024).

Neste inflamassomo, sua ativagdo comeca em uma fase de preparagao
(priming), na qual ocorre o reconhecimento dos padrées moleculares relacionados a
danos ou patdégenos ou de citocinas pro-inflamatorias, prosseguindo para a fase de
ativacao. O dominio NACHT possui a habilidade de captar nucleotideos e hidrolisar
ATP para que ocorra o recrutamento da proteina ASC. Esta proteina, por sua vez,
interage com o NLRP3, gerando filamentos nucleados que formam uma plataforma
com os dominios CARD para recrutar a proteina efetora caspase-1. Uma vez que é
recrutada pelo inflamassomo, a caspase-1 se auto-cliva para ser entdo ativada e

causar a ativagcao de citocinas proé-inflamatérias da familia interleucina-1 (IL-1), bem
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como ativar a gasdermina D, responsavel pelo processo de piropoptose (FU; WU,
2023; KELLEY et al., 2019).

A funcdo do inflamassomo NLRP3 pode ser desregulada por diversos
estimulos, bem como causar variados efeitos deletérios. Por exemplo, a exposicéo a
particulas de silica e amianto podem exacerbar sua ativagcédo, causando silicose ou
asbestose, respectivamente, além de estar envolvido na patologia da osteoartrite
devido a sua ativagao por cristais de hidroxiapatita (WANG et al., 2020b). Além disso,
na progressao da doengca de Alzheimer, a ativagdo do inflamassomo induz a
hiperfosforilagdo e consequente aglomeragdo de proteinas fau, por meio de tau-
quinases que dependem da agao da interleucina-1p produzida pelo NLRP3 (ISING et
al., 2019).

Atualmente, entende-se que a inibicdo do receptor NLRP3 acontece gragas a
interrupgdo de uma ponte salina entre os residuos Arg®®" e Glu®2° simultaneamente a
formacao de uma ligagdo mais potente entre o inibidor e o residuo Arg®’, causando a
estabilizagdo de sua conformacéao inativa e impedindo a entrada dos nucleotideos
necessarios para a acao do sensor, por causa da conformacao fechada do sitio ativo
no dominio NACHT (COLL et al., 2019; DEKKER et al., 2021; TAPIA-ABELLAN et al.,
2019).

3.2 Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computador (CADD)

Dentre as ferramentas disponiveis neste campo de estudo, existem técnicas
com enfoque em diferentes segmentos. Os métodos baseados apenas em
propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos ligantes sdo denominados como
planejamento de farmacos baseado no ligante (LBDD - ligand-based drug design),
dentre os quais estdo modelagem de farmacodforo, a triagem virtual baseada em
fragmentos quimicos, e a relagao estrutura-atividade quantitativa (QSAR — quantitative
structure-activity relationship), sucedida pelos modelos de inteligéncia artificial e
aprendizado de maquina, estes fundamentados nos descritores quantitativos
formulados pelo QSAR (ABDOLMALEKI; GHASEMI; GHASEMI, 2017).

Em contrapartida, métodos centrados no estudo da bioquimica estrutural de
alvos terapéuticos e nas interagdes intermoleculares destes com seus inibidores séo
descritos como planejamento de farmacos baseado na estrutura (SBDD - structure-

based drug design), incluindo nestes os algoritmos de ancoragem molecular,



28

simulagdes de dinamica molecular baseada em mecanica molecular, calculos de area
de superficie de Poisson-Boltzmann (PBSA — Poisson-Boltzmann Surface Area), e
célculos quanticos de teoria do funcional de densidade eletrénica (DFT — density
functional theory) (ABDOLMALEKI; GHASEMI; GHASEMI, 2017; NASCIMENTO;
AQUINO; SILVA-JUNIOR, 2022b). Esta gama de técnicas computacionais permite
aos pesquisadores a composicao de modelos computacionais para identificar novos
compostos quimicos promissores mediante uso de ferramentas virtuais para
construcéo, edigao e visualizagdo, analise e armazenamento de sistemas moleculares
complexos, possibilitando maior precisdo, maior velocidade e menores custos
(BARREIRO et al., 1997).

3.2.1 Ancoragem molecular

No uso dos algoritmos de ancoragem molecular, busca-se descobrir novos
ligantes com afinidade para os alvos ao calcular seu modo de interagdo com os
residuos do sitio ativo, sendo obtidas conformagdes do ligante inserido na cavidade
da macromolécula onde haja baixa energia livre de ligagdo e nenhum impedimento
estérico. Todavia, este método possui limitagdes ao tratar a proteina como um objeto
rigido para limitar o tempo de processamento computacional (FERRARA et al., 2006).

O método de ancoragem tem demonstrado ser incrivelmente versatil. Sua
aplicacao na triagem virtual de grandes numeros de compostos tem faces diversas:
determinar atividades biologicas para um alvo; identificar determinantes estruturais
para a ligacao em um receptor; prever efeitos colaterais, ao identificar a ligagdo de um
composto em alvos indesejados; detectar compostos capazes de atuar em multiplos
alvos simultaneamente; avaliar o desempenho de farmacos ja presentes no mercado
em alvos diferentes das suas indicagdes terapéuticas previstas (PINZI; RASTELLI,
2019).

Existe atualmente uma imensa gama de estruturas cristalograficas, com ou sem
inibidores co-cristalizados, armazenadas em bases de dados publicamente
disponiveis para uso nos estudos de ancoragem, a exemplo do Protein Data Bank.
Ademais, pequenas moléculas isoladas também possuem bancos de dados publicos,
como o PubChem ou o ZINC, tornando o processo de triagem virtual acessivel e com
alto custo-beneficio (SONG; LIM; TONG, 2009).



29

3.2.2 Simulagdes de dindmica molecular

Por sua vez, as técnicas de simulagdo por dindmica molecular buscam
complementar estas limitagdes encontradas na ancoragem, ao calcular as interagdes
entre moléculas pequenas e macromoléculas ao longo do tempo, baseando-se em
equacdes de mecanica newtoniana e abstraindo a influéncia dos efeitos eletrostaticos
em valores pré-definidos, compilados em um campo de forga, sendo possivel observar
alteracdes conformacionais nestas moléculas em determinadas condigdes de pressao
e temperatura (FELTES; VERLI, 2014).

Esta técnica é bastante custo-eficiente para a avaliagcdo do desempenho de
ligantes previstos para ter atividade biolégica em outras técnicas como QSAR ou
ancoragem molecular, por ser capaz de identificar relagdes estrutura-fungao,
estabilidade, mobilidade e afinidade de ligagdo em macromoléculas modeladas, além
de produzir dados para calculos como os de energia livre de ligagcao (KAUR; KHATIK,
2020). No entanto, inclui algumas limitagbes como a os valores inerentemente
aproximados dos campos de forca que geram menor exatidéo, a impossibilidade de
modelar corretamente a formagéo ou quebra de ligagdes covalentes, a dependéncia
da disponibilidade de estruturas tridimensionais experimentais ou homoélogas fiéis a
realidade e, finalmente, a grande escala de tempo necessaria para simulagées em
escalas de tempo compativeis com a duragdo de processos biomoleculares
(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018).

3.2.2.1 Célculos de energia livre de ligagdo por Mecanica Molecular com Area de
Superficie Poisson-Boltzmann (MM-PBSA)

Na técnica da area de superficie de Poisson-Boltzmann com mecéanica
molecular (MM/PBSA — Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area), sera
obtido um valor mais exato para a energia livre de ligagado do inibidor em seu alvo
quando calculados os valores da energia livre de Gibbs, considerando as interagdes
eletrostaticas e de Van der Waals detectadas durante a trajetéria de uma simulagao
de dinamica molecular, pela subtracdo da energia livre da proteina ndo-ligada e do
ligante isolados a energia livre do complexo proteina-ligante (GENHEDEN; RYDE,
2015a; MILLER et al., 2012).
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As vantagens da integragdo deste calculo no planejamento de farmacos
incluem custos computacionais reduzidos para obter resultados mais sofisticados que
as fungbes de ranqueamento comumente aplicadas na ancoragem molecular por
incluir contribuicdes energéticas que nao seriam previstas, como a energia livre de
solvatagao, permitindo que grandes ambientes quimicos sejam classificados com
maior exatidao durante triagens virtuais (HOMEYER; GOHLKE, 2012).

Entretanto, este método costuma ter seus resultados afetados por limitagdes
na predicdo de valores de entropia, na afericdo das contribuicbes energéticas
atribuidas a mudancgas conformacionais do alvo, na avaliagdo da contribuicdo de
moléculas de agua estruturais dos sitios ativos, na escolha dos parametros e dos
campos de forga, bem como no calculo da energia livre de solvatagdo de grupos
polares ou carregados eletrostaticamente, especialmente se estes se encontram no
interior de biomacromoléculas (GENHEDEN; RYDE, 2015b; HOMEYER; GOHLKE,
2012).

3.2.3 Teoria do funcional de densidade (DFT)

Os célculos de teoria do funcional de densidade eletronica (DFT — density
functional theory) podem oferecer informagdes sobre orbitais moleculares e geometria
molecular com maior exatiddo, por considerar os efeitos da densidade eletrénica na
conformacgao das moléculas, a partir de calculos derivados da funcdo de onda de
Schrodinger, equagéo fundamental da quimica quantica (SHOLL; STECKEL, 2009).

A teoria do funcional de densidade pode ser aplicada isoladamente em
moléculas potencialmente bioativas a fim de determinar propriedades dependentes da
distribuicao eletrénica nos orbitais: possiveis conformagdes mais estaveis, orbitais
moleculares mais altos ocupados (HOMO — highest occupied molecular orbital) e mais
baixos desocupados (LUMO - Jlowest occupied molecular orbital), potenciais
eletrostaticos e, consequentemente, reatividade e estabilidade. Apesar de ser um
meétodo altamente preciso, os resultados dos calculos dependem dos funcionais e
basis sets utilizados, além de possuirem aplicabilidade muito limitada a sistemas
macromoleculares devido ao seu alto custo computacional de processamento (YE;
YANG; LIU, 2022).

3.2.4 Métodos in silico de predigao da viabilidade farmacocinética
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Abordagens quimioinformaticas para predicdo de caracteristicas biolégicas de
determinados compostos tém sido bastante populares nos anos mais recentes,
iniciando-se com as primeiras técnicas de QSAR e, atualmente, baseando-se na
aplicacao de algoritmos de aprendizado de maquina sofisticados, capazes de prever
propriedades em um espago quimico muito mais amplo do que os antigos algoritmos
de QSAR (MITCHELL B.O., 2014).

Ambas as técnicas possuem 0 mesmo proposito: ao analisar estruturas
representativas e scaffolds de varios compostos bioativos, alguns padrdes estruturais
relacionados a caracteristicas biolégicas importantes destacam-se para os
pesquisadores, acelerando os esforgos de pesquisa. Entretanto, estes métodos
podem sofrer com inexatidao caso os bancos de dados de moléculas drug-like nao
sejam amplos o suficiente, ou se existirem dados incorretos inseridos (BECHELLI,
DELHOMMELLE, 2024; TIAN et al., 2015).

As propriedades farmacocinéticas de absorgao, distribuicdo, metabolismo,
excrecgao e toxicidade, bem como algumas propriedades fisico-quimicas intrinsecas
da estrutura quimica, sado favoritas para a modelagem baseada em modelos de ML,
devido ao fato de que estas propriedades nao sao facilmente modeladas por modelos
de mecanica molecular ou quantica (MITCHELL B.O., 2014).
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento dos analogos isatinicos-hidrazdnicos

Foram planejados 54 derivados a partir do composto (3E)-1-(2-anilinoacetil)-3-
(metilideno-hidrazinilideno)indolin-2-ona e identificados pela sigla LZG, associada a
um numero formado pela combinagdo de dois digitos simbolizando cada grupo
substituinte presente na estrutura (Quadro 1). De acordo com a disponibilidade de
reagentes para futura sintese, estas 54 combinagbes de novos derivados foram
exploradas para analisar adequadamente o0 espago quimico acessivel ao grupo de
pesquisa, mantendo um equilibrio entre variabilidade estrutural e viabilidade
computacional. Estes foram, entdo, encaminhados para planejamento de farmacos
baseado na estrutura (SBDD) através de triagem por métodos de modelagem

molecular detalhados a seguir.

Quadro 1 — Planejamento de novos derivados para a série LZG
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

4.2 Triagem dos compostos por ancoragem molecular



33

Foram selecionadas estruturas tridimensionais cristalograficas dos alvos
MPGES-1 e NLRP3 a partir do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Protein Data Bank (RCSB PDB) (Berman, 2000) para triagem in silico da atividade
através de ancoragem molecular. Utilizando o UniProt (BATEMAN et al., 2023) como
ferramenta de busca nesta base de dados, foram selecionadas estruturas obtidas a
partir do genoma humano e com 90% ou mais dos residuos em regides permitidas,
demonstradas em grafico de Ramachandran obtido através do webservice SAVES-
PROCHECK (FUREY et al., 2006; LASKOWSKI et al., 1993).

Os compostos planejados previamente descritos foram desenhados e
submetidos a andlise conformacional através do software MarvinSketch®
(CHEMAXON, 2022), onde para cada ligante foi gerada a conformag¢ao de menor valor
energético dentre dez tentativas. Esta conformacédo foi, entdo, encaminhada para
minimizacao de energia a fim de corrigir os dngulos e comprimentos das ligagdes por
meio do software ORCA® (NEESE, 2012, 2022), empregando o método semiempirico
PM3 (Parametric Method 3).

As triagens virtuais por ancoragem molecular foram realizadas mediante uso
do software GOLD® (JONES et al., 1997; VERDONK et al., 2003), utilizando o
algoritmo ChemPLP para calculo da melhor conformacgao dos ligantes dentro do sitio
ativo para cada alvo. Todos os hidrogénios foram adicionados a estrutura dos alvos.
Centrada na posigédo do inibidor original, foi selecionada uma area de 6 A (angstroms),
removendo entdo os ligantes co-cristalizados e submetendo estes a re-ancoragem
usando o algoritmo genético (GA — genetic algorithm) do software em sua eficiéncia
maxima, a fim de validar o método de triagem. Por fim, dez poses de ligagao foram
geradas para cada ligante, e aquelas com maior valor de fitness score foram
escolhidas para as demais analises.

No caso da enzima mPGES-1, por sua estrutura trimérica apresentar 3
cavidades contendo sitios ativos (NASCIMENTO; AQUINO; SILVA JUNIOR, 2022), a
ancoragem foi realizada em todas as cavidades e a média dos valores de RMSD foi
utilizada para validagdo do método, bem como a média dos valores de fitscore como
paréametro de atividade, a fim de considerar as variagdes conformacionais do ligante
co-cristalizado como um todo. O grupo de compostos previamente minimizados foi
entdo encaminhado para a triagem pela mesma metodologia validada durante a re-

ancoragem.
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Para os melhores compostos na triagem, foram obtidas as poses de melhor
pontuacao para cada analogo ao exportar os complexos proteina-ligante com maior
fithess score para o software BIOVIA Discovery Studio® (BIOVIA DASSAULT
SYSTEMES, 2005). Foi possivel analisar visualmente as interacdes promovidas entre
o ligante e o sitio ativo através de diagramas 2D produzidos pelo programa, e avaliar
se ocorrem interagdes com residuos essenciais para atividade. Adicionalmente, o
USCF Chimera® (PETTERSEN et al., 2004) foi usado para gerar figuras
tridimensionais a partir dos complexos exportados. Neste caso, os compostos com as
interacbes mais promissoras com estes residuos-chave foram selecionados para

prosseguimento do estudo.

4.3 Simulagdes de dinamica molecular

Os complexos proteina-ligante foram preparados nos softwares UCSF
Chimera® e GROMACS® (ABRAHAM et al., 2015) para execugao das simulacdes de
dindmica molecular no ambiente Lovelace do Centro Nacional de Processamento de
Alto Desempenho em S&o Paulo (CENAPAD-SP). Todos os hidrogénios foram
adicionados a macromolécula e ao ligante para que pudessem ser geradas as
topologias destes, confinadas em caixas triclinicas de 1.0 nm contendo solvente
aquoso e ions Na* e CI a concentragéo de 0.15 M.

Foi atribuido o campo de forcga CHARMM36 (BROOKS et al., 1983) para
simular as interagdes intermoleculares. A parametrizagdo da molécula do ligante para
insercao na topologia compativel com este campo de forga foi realizada com auxilio
do webservice SwissParam (ZOETE et al., 2011). Foi entdo minimizada a energia dos
sistemas, para que posteriormente tenham sido alcancados os equilibrios de numero
constante de particulas, volume e temperatura (NVT) bem como de numero constante
de particulas, pressao e temperatura (NPT), a uma temperatura de 300 K durante 10
ns. Foram estudados os comportamentos dos complexos proteina-ligante durante a
simulacdo de dindmica molecular por 100 ns a 300 K, comparados com o
comportamento das proteinas sem ligantes.

O método descrito anteriormente estd em concordéncia com protocolos ja
utilizados, validados e publicados por nosso grupo de pesquisa (ALBINO et al., 2023;
MENEZES et al., 2024; NASCIMENTO; AQUINO; SILVA-JUNIOR, 2022a).

Adicionalmente, para mPGES-1, apesar da ancoragem ter sido feita nas trés
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cavidades, foram utilizados complexos onde o ligante ocupa apenas a cavidade entre
as cadeias polipeptidicas A e B, devido a fungao catalitica ser executada por apenas
uma das cavidades por vez (HE et al., 2011).

Foram gerados graficos pelo software Grace® (GRACE DEVELOPMENT
TEAM, 1998) para avaliar a estabilidade dos complexos alvo-ligante em comparagéo
com a proteina livre, utilizando os dados de desvio quadratico médio da raiz (RMSD —
root mean square deviation), raiz quadrada da flutuagado quadratica média (RMSF —
root mean square fluctuation), raio de rotagdo (Rg — radius of gyration), area de
superficie acessivel pelo solvente (SASA — solvent-accessible surface area) e ligagoes
de hidrogénio ligante-alvo calculados a partir das trajetorias atbmicas durante o tempo
da simulagao. Figuras dos complexos no inicio e fim das simulagdes foram geradas
com a ferramenta MD Movie do Chimera®, nas quais € possivel inspecionar

visualmente as mudangas de conformacéo e posi¢do da macromolécula e do ligante.

4.3.1 Calculos de Energia Livre de Ligacao por MM/PBSA

Foi calculada a energia livre de ligacdo dos compostos (AGLicacko) € seus
componentes energéticos através dos calculos de MM/PBSA, que foram realizados
usando a ferramenta gmx_mmpbsa (VALDES-TRESANCO et al., 2021), a partir da
trajetéria obtida apds a simulagdo de dindmica molecular previamente realizada no
software GROMACS®.

A energia livre de ligacdo neste algoritmo é estimada através do calculo da
variacao de entalpia e do fator entrépico apds um ciclo termodindmico envolvendo
ligantes e alvos separadamente, assim como enquanto complexados entre si
(Equagéo 1) (VALDES-TRESANCO et al., 2021). Os valores de entropia foram
estimados usando analise de modo-normal (BROOKS; KARPLUS, 1983). A entalpia
de ligagdo (AH) é composta por dois fatores (Equacédo 2). AE,, corresponde as
mudancas de energia mecanica e inclui o termo AE yio—1164p0, F€SpPoOnsavel por incluir
as contribuigdes energéticas das interagcbes de van der Waals (AEypy) € das
interacdes eletrostaticas (AEz ;) (Equacao 3). Neste algoritmo, AEg; ; € AEypy foram
calculados pelo campo de forcga AMBER99SB (HORNAK et al., 2006). Ja a energia
livre de solvatagdo (AGs,,) compreende seus componentes energéticos polares
(AGporar), Obtidos pelos calculos de Poisson-Boltzmann (WANG et al., 2012), bem

como seus componentes n&o polares (AGyio—porar) (EQuacdo 4). O componente
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energético ndo polar da energia livre de solvatagéo (AG yio—porLar) € Obtido a partir de
termos energéticos para dispersao (AGp;spersio) € Para a superficie da cavidade do
sitio ativo (AG¢avipapr), decompostos em um modelo de solvatagao implicito (Equagao
5) que, dentre outros fatores, leva em conta a variagao da area de superficie acessivel
a solvente (As4s4) (FLORIS; TOMASI, 1989; TAN; TAN; LUO, 2007).

AGyic = (Gepx) — (Gree) — (Gpig) = AH — TAS (Equacéo 1)
AH = AEyy + AGgo, (Equacéo 2)
AEym = AELiGapo + AENAo-LiGapo = (AELIGA(;AO + AEjnguro + DEpiepro) + (gL +

AEypw) (Equacao 3)
AGsor, = AGporar + AGngo-poLar = AGpp + AGyio-poLar (Equacéo 4)

AGNAO—POLAR = AGDISPERSAO + AGcavipape = AGDISPERSAO + (CVD TENSA0 X Asasa +

CVDpgsvio) (Equagéo 5)

Portanto, além dos valores absolutos de energia livre de ligagdo, os
componentes energéticos contribuintes foram obtidos, dentre os quais estdo as
interagdes de Van der Waals (AEvbw) e interagbes eletrostaticas (AEeLe), bem como
os componentes polar (AGproLar) € ndo polar (AGnAo-poLArR) da energia livre de
solvatagdo (VALDES-TRESANCO et al., 2021).

4.4 Calculos de teoria do funcional de densidade (DFT)

Foram realizados os calculos de DFT aplicando o software ORCA®, utilizando
o funcional B3LYP e o conjunto de base 6-311G. Os resultados foram analisados
através da interface grafica fornecida pelo software Avogadro® (HANWELL et al.,
2012). A geometria dos compostos foi determinada a partir de sua melhor
conformacao, exportada apds a ancoragem molecular, sendo determinados os orbitais
moleculares de mais alta energia ocupado (HOMO) e de mais baixa energia
desocupado (LUMO), bem como diferenca de energia entre estes orbitais, momento
de dipolo (D), potencial de ionizagcao (IP) (Equacao 6) e afinidade eletrénica (EA)
(Equacéao 7) (ZARE et al., 2024) para os compostos estudados.
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4.5 Avaliacao das propriedades farmacocinéticas in silico

Os compostos mais promissores foram avaliados quanto ao seu perfil
farmacocinético e de toxicidade (ADMET - absorption, distribution, metabolism,
excretion and toxicity) previsto através do web service SwisSADME (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017), sendo este capaz de calcular propriedades fisico-
quimicas basicas como logP, solubilidade em agua ou area de superficie polar, bem
como utilizar modelos de aprendizagem de maquina (ML — machine learning)
treinados para associar atributos moleculares quantitativos com propriedades como
absorcao intestinal e inibicdo potencial de isoenzimas do citocromo P450 ou
glicoproteina-P (BECHELLI; DELHOMMELLE, 2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validagao das estruturas cristalograficas utilizadas para modelagem molecular

Estruturas cristalograficas dos alvos humanos mPGES-1 (PDB ID: 5KOl)
(KUKLISH et al., 2016) e NLRP3 (PDB ID: 8RI2) (VELCICKY et al., 2024) foram
selecionadas e avaliadas a partir de seus graficos de Ramachandran (Figura 6). A
maioria dos residuos de aminoacidos dos alvos estudados foram encontrados nas
regibes mais favoraveis, sendo 96,1% e 91,6% para mPGES-1 e NLRP3
respectivamente, enquanto 3,9% e 7,7%, para mPGES-1 e NLRP3 respectivamente,
estdo em regides adicionalmente favoraveis. Apesar do NLRP3 ainda apresentar 0,7%
dos residuos em posi¢cdes menos favoraveis, as estruturas dos alvos mPGES-1 e
NLRP3 sao consideradas aceitaveis por apesentarem mais de 90% dos residuos nas
posicdbes mais favoraveis (LASKOWSKI; MACARTHUR; THORNTON, 2012),

validando o uso destas estruturas para modelagem (Quadro 2).

Figura 6 — Graficos de Ramachandran para as estruturas cristalograficas.
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Fonte: SAVES-PROCHECK (2024)

Quadro 2 — Validagao da qualidade das estruturas cristalograficas.
mPGES-1 (PDB ID: 5K0I)

Residuos nas regides mais favoraveis 96.1%
Residuos em regides adicionalmente permitidas 3.9%
Residuos em regides generosamente permitidas 0.0%

Residuos em regides ndo permitidas 0.0%

NLRP3 (PDB ID: 8RI2)
Residuos nas regides mais favoraveis | 91.6%
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Residuos em regides adicionalmente permitidas 7.7%
Residuos em regides generosamente permitidas 0.7%
Residuos em regiées ndo permitidas 0.0%

Fonte: SAVES-PROCHECK (2024)

5.2 Ancoragem molecular

5.2.1 Validacado do método e avaliagao dos resultados

A metodologia de ancoragem molecular foi considerada valida ao alcancar
valores de RMSD menores que 2 A para a conformacdo mais estavel do ligante co-
cristalizado em ambas as estruturas cristalograficas utilizadas (Quadro 3) (HEVENER
et al., 2009). E considerada como limiar de potencial atividade anti-inflamatéria a
obtencgao de valores de fitness score iguais ou superiores ao obtido para o ligante co-
cristalizado da estrutura original, sabendo que este é atribuido pelo software para
atestar a qualidade da conformacédo do inibidor conhecido (JONES et al., 1997;
VERDONK et al., 2003).

E possivel avaliar a fidelidade do algoritmo de ancoragem na reproducéo de
resultados empiricos ao observar a semelhanca das poses dos compostos
reancorados as poses encontradas experimentalmente na estrutura original (Figura
7). Além disso, pode ser observado que os compostos ancorados se ligam ao sitio
ativo de maneira semelhante entre si, no qual todos realizam interacdes
intermoleculares com os residuos destacados na cor verde (Figuras 8 e 11),

corroborando a qualidade do método de ancoragem.

Figura 7 — Visualizagao tridimensional das poses originais e reancoradas para os

inibidores em cada alvo.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
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Notas: Poses originais (cinza), poses reancoradas (magenta, ciano, verde).

Infelizmente, em um primeiro momento, a grande maioria dos compostos nao
teve performance melhor do que os ligantes originais para cada alvo. Apenas LZG-
065 e LZG-085 superaram o fitscore do inibidor NP3-562 no alvo NLRP3, e nenhum
composto superou a pontuagdo do inibidor 6PW no alvo mPGES-1. (Quadro 3).
Todavia, a analise das interacbes intermoleculares apresentadas entre estes
compostos e os alvos nos quais estdo ancorados podem fornecer informagodes
adicionais sobre o comportamento destes compostos para cada alvo, para além do

ranqueamento designado pela fungao de pontuacgao.

Quadro 3 — Validacdo do método de ancoragem molecular e resultados.

mPGES-1 (PDB ID: 5K0I) NLRP3 (PDB ID: 8RI2)
RMSD (A) (média) 0.803 RMSD (A) 0.474
Fitscore do Ligante . .
Co-cristalizado 83.5 Fitscore do Ligante 76.16

(média) Co-cristalizado

Fitscore Obtido

Melhores Ligantes Melhores Ligantes | Fitscore Obtido

(média)
LZG-042 81.25 LZG-065 84.31
LZG-085 79.54 LZG-085 82.94
LZG-065 79.44 LZG-046 76.14
LZG-083 79.33 LZG-042 70.46
LZG-046 75.82 LZG-083 69.76

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

5.2.1.1 Interagbes intermoleculares previstas com o alvo mPGES-1 (PDB ID: 5KO0I)

De acordo com a literatura, na enzima mPGES-1, o substrato se liga ao sitio
ativo através de interagdes com os residuos Arg®?, Ala'3® Leu'3, Thr'3' e His®3,
enquanto o mecanismo catalitico envolve Ser'?” e Arg'?%. Além disso, compostos com
atividade inibitoria de mPGES-1 conhecida exibiram interagdes frequentes com os
residuos Leu®, Pro8', GIn'34, Cys'37, Ala'® e Ala'' em complexos estaveis com este
alvo em simulagdes de dindmica molecular (NASCIMENTO; AQUINO; SILVA
JUNIOR, 2022; SILVA, 2023).

Na mPGES-1, em quantidade bruta de interagdes, todos os compostos realizam
um numero de intera¢des igual ou maior ao inibidor 6PW, com LZG-085 alcangando
0 maior numero ao fazer 13 interagdes simultdneas com o alvo. Todos realizam mais
interacdes eletrostaticas comparados a 6PW, com LZG-042 realizando o maior

numero destas (Quadro 4, Figura 10). Nas interagdes com os residuos cataliticos,
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quase todos os compostos interagem com Ser'?’, com excegéo de LZG-046 (Quadro
4, Figura 10). Para Arg'?%, por outro lado, apenas LZG-042 nZo interage com este
residuo, apesar deste composto ser o unico previsto para interagir com todos os
residuos responsaveis pela ligagdo do substrato com o sitio ativo (Quadro 4, Figura
10). Mesmo assim, LZG-085 realiza o maior numero de interagdes com os residuos

indicados para estabilizacdo do complexo com mPGES-1 (Quadro 4, Figura 10).

Quadro 4 — Interacdes intermoleculares entre compostos e residuos de aminoacido

na enzima mPGES-1.

LIGANTE RESIDUOS TIPO DE INTERAQAO
GIn%, Arg®®, Phe*, Asp*’,
Arg®?, Pro', Arg'?, Ser'?’, Van der Waals
Gln134, Leu135, A|a138
6PW His®, Glutationa Ligagdo de Hidrogénio
Gly3®, Thr'¥! Ligagéo Carbono-Hidrogénio
Tyr?® Empilhamento 11-T em forma de T
Ala®", 1e*?, Leu®, Tyr'* Alquil ou Tr-Alquil
34 35 39 46
1-\2:)49” GHIé 53” I.‘I.il‘r'm: f‘:& 35 Van der Waals
Ser'?” Thr'®, GIn'3 Ligagéo de Hidrogénio
Arg®® Ligacédo Carbono-Hidrogénio
L2G-042 Arg " Tr-Cation
Glutationa m-Enxofre
Tyr'30 Empilhamento -m em forma de T
Tyr®, Ala®", lle*?, Phe* Alquil ou mr-Alquil

Gly%, Phe**, Asp*®, Arg®?,
Thr’8, Ala'?, Pro'?*, Ser'?,

Tyri®0, Ley!, Cys', Van der Waals
Glutationa
LZG-046 GIn%¢, GIn™ Ligag&o de Hidrogénio
Tyr?® Ligagéo Carbono-Hidrogénio
lle32 -Sigma
31 32 39 ia53
Alam e tes e Alquil ou Tr-Alquil
Gly®®, Leu®, Phe**, Asn?,
Arg®, Ala'®, Ser'?”, Tyr'%, Van der Waals
Thr'®', GIn™, Leu', Cys'¥
GIn%, Asp*® Ligacdo de Hidrogénio
His53 Ligagdo Carbono-Hidrogénio
LZG-065 Arg 26 Ligacéo de Hidrogénio Desfavoravel
9 (Doador-Doador)
Glutationa 1-Enxofre
Tyr?® Empilhamento -1 em forma de T
Ala®!, lle®?, Arg®, Ala'3® -Alquil
Ala¥", Gly®, GIn%®, Ala®,
Asn*®, Asp*®, His®3, Arg'?s, Van der Waals
Tyr130 GIn'34 Leu'®
Thr'3! Ligacéo de Hidrogénio
LZG-083 Ser'?’ Ligacdo Carbono-Hidrogénio
Glutationa -Enxofre
Tyr?8, Phe*t Empilhamento m-m em forma de T

lle®2, Arg®, Leu®®, Ala'3® Alquil ou T-Alquil
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Gly%®, GIn®¢, Arg®, Phe*,
Asp*®, Arg®?, Arg'?6, Ser'?, Van der Waals
T1y3ri]130’ Leu135
Thr'!, Glutationa Ligacao de Hidrogénio
L.2G-085 Glutationa m-Enxofre
Empilhamento -1 ou Amida-1r em
28 134
Tyr®, Gin formade T
lle®?, His®, Ala'® -Alquil

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 8 — Visualizacdo tridimensional dos compostos ancorados no sitio ativo do
alvo mPGES-1.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
Notas: LZG-042 (amarelo), LZG-046 (roxo), LZG-065 (vermelho-marrom), LZG-083 (laranja), LZG-
085 (ciano).

Figura 9 — Interagdes intermoleculares entre 6PW e mPGES-1.
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T-enxofre, enxofre-X

T-sigma

Empilhamento 1r-11, Empilhamento -1
em forma de T, Empilhamento amida-1
Alquil ou Tr-alquil

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Figura 10 — Interag¢des intermoleculares entre os 5 melhores compostos e mPGES-
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Considerando que inibidores de mPGES-1 ocupam o lugar do substrato no sitio
ativo da enzima que esta ativo em um dado momento, enquanto as outras duas
cavidades permanecem inativas (HE et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2024,
NASCIMENTO; AQUINO; SILVA JUNIOR, 2022), compostos com maior afinidade a
este alvo devem, de maneira similar, impedir a acdo desta enzima sobre seu substrato
ao ocupar os espacos dedicados a ligagao e catalise do substrato em questao. Desta
forma, ainda que tenham apresentado pior performance quanto ao fitscore, LZG-085
se mostra mais promissor quanto as suas interagdes previstas com o alvo, seguido
por LZG-042.

5.2.1.2 Interagdes intermoleculares previstas com o alvo NLRP3 (PDB ID: 8RI2)

Ja no receptor NLRP3, sua inibigdo farmacologica se da através da
estabilizagado de uma conformacéo inativa, que impede a ativacao do receptor, quando
moléculas ativas interagem com o residuo Arg®’8. Além deste residuo, interagdes com
outros residuos aparentam estabilizar os complexos deste alvo com inibidores —
interacoes eletrostaticas com lle**!, Phe®’5, Tyré3? e Asp®%?; ligacado de hidrogénio com
Ala??8; e interagdes hidrofobicas com o alvo em geral (DEKKER et al., 2021; SANTOS
NASCIMENTO; AQUINO; SILVA-JUNIOR, 2022).

No NLRP3, todos os compostos interagem com Arg®’® (Quadro 5, Figura 13).
Portanto, interagem com o minimo residuo essencial para uma possivel atividade
bioldgica. Assim como visto anteriormente, os compostos interagem com todos os
residuos destacados na cor verde (Figura 11), mantendo relativa semelhanca nas
conformagdes enquanto proximos a estes residuos. E possivel, porém, observar que
estes compostos tém variagdo nas poses entre si conforme se afastam desta regido
do sitio ativo proxima ao residuo Arg®’® algo que pode afetar a fixagdo destes
compostos dependendo das interagdes que forem realizadas com residuos longe
desta zona.

De maneira geral, o Unico composto que realiza maior numero de interagdes
com NLRP3 em comparagdo com NP3-562 é LZG-065, realizando duas interagbes a
mais com residuos distintos (Quadro 5, Figura 13). Por outro lado, quanto ao numero
de interagdes eletrostaticas com os residuos relevantes para esta categoria, apenas
NP3-562 interage com lle*4!, Phe®’5, Tyrf3? e Asp®?. LZG-065 interage com lle**!,
Phe®’> e Asp®%2 (Quadro 5, Figura 13), enquanto LZG-083 interage com Phe®%"®, Tyr632
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e Asp®? (Quadro 5, Figura 13), ambos possuindo uma interagdo a menos em
quantidade. Em relagdo ao numero de ligagdes de hidrogénio tanto com Arg®’8 quanto
Ala??8, |LZG-065 se destaca sobre os outros compostos da mesma série por interagir
com os dois e se igualar com NP3-562 (Quadro 5, Figura 13. Por fim, apenas LZG-
065 se compara a NP3-562 em quantidade de interagdes hidrofébicas, realizando
nove interagdes com nove residuos diferentes (Quadro 5, Figura 13).

Desta forma, em um primeiro momento, LZG-065 apresenta melhor potencial
de inibicdo do alvo em comparagao com NP3-562, tanto em questdes de score quanto

de interagdes com o alvo.

Quadro 5 — Interagdes intermoleculares entre compostos e residuos de aminoacido

no receptor NLRP3.

LIGANTE RESIDUOS TIPO DE INTERAQAO
GIy229, Val353, Val‘”“, Thr524,
1574, Phe%7®, Serb26, Glub3, Van der Waals
Asp662, \/ql665
Gluf?® Ponte Salina
Thr*3°, Arg®7® Ligacéo de Hidrogénio
GIn®%*, GIu®?°, Tyr32 Ligacédo Carbono-Hidrogénio
NP3-562 Ala?28 Enxofre-X
Arg®’8 m-Cation
Phe*'°, Phe®® Empilhamento m-m em forma de T
A|8227, A|a228’ Met4°8, ”6411,
Leu®'3, Tyr*3, Leu®?8, Tyr632, Alquil ou Tr-Alquil
Met661

A|8228 Ar9351 G|u356 Met408

Phe410 \/g414 Tyr443 [le574 Van der Waals

Thr43° Ligagdo de Hidrogénio
LZG-042 Arg®"® 1-Cétion
Phe®"® Empilhamento -1 em forma de T
Ala??’, Pro%2, vVal®3, [le!", . .
Tyré32, Met6s! Alquil ou T-Alquil
G|n225, Arg351, G|U356, Met408,
Phe*10, Thr#39, Thr524, GIn624, Van der Waals
Tyr632’ Met661
Arg®"® Ligacdo de Hidrogénio
LZG-046 Arg®"8 -Cétion
Phe%® Empilhamento -1 em forma de T
Ala??’, Ala??8, Pro®2, Val3%3 , .
Leudss IIé“”, Leu*13, ’ Alquil ou tT-Alquil
G|y229’ Ar93511 Met4°8,
Phe*™0, Leu*™, lle?!7, Tyr*3,
Thro24, GIn624, Tyr632 Agnese Van der Waals
Se’r658’ MétGG‘l’ Aép662 ’
LZG-065 | Ala??®, Thr**®, Arg®’8, Ser®? Ligag&o de Hidrogénio
Glu®?° Ligagéo Carbono-Hidrogénio
Thr3e Ligacdo de Hidrogénio Desfavoravel

(Doador-Doador)
Phe®"® Empilhamento -m em forma de T




Ala??’ Pro3%2, Val353 |le*!!,
Val4'4 | eys28

Alquil ou tT-Alquil

Leu*™, Val*™# Thr#, Thr2,
Phe®’8, GIn®?, Ser®?, GIn®?,
Tyr632 ||9655 Asn656

Van der Waals

Arg®78 Ligagdo de Hidrogénio
LZG-083 Ala228 Ligacado CarbAono-Hidrogénio
Glub?® -Anion
Met408 m-Enxofre
Ala??", Arg®', Pro®2, Val®®, . .
|41 gLeu628 Met66! Alquil ou T-Alquil
A|3227, A|8228, G|9229’ Met4°8,
Phe*'?, Leu*'3, Val*'4, Tyr443,
Thro24, Sert?6, GInt?’, Glu®?, Van der Waals
Glut®, 11e%5%, Serb%8, Thro59
LZG-085 Thr*3°, Arg®7® Ligacdo de Hidrogénio
Arg®8, Asp®©? 1-Cétion or -Anion
Asn®%6 -Sigma
Tyrb% Empilhamento -1
lle*'", Phed"®, Leu®?8, Met®’ Alquil ou mr-Alquil

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Figura 11 — Visualizacgdo tridimensional dos compostos ancorados no sitio ativo do
alvo NLRP3.

Figura 12 — Interac¢des intermoleculares entre NP3-562 e NLRP3.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
Notas: LZG-042 (amarelo), LZG-046 (roxo), LZG-065 (vermelho-marrom), LZG-083 (laranja), LZG-

085 (ciano).
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Figura 13 — Interagbes intermoleculares entre os 5 melhores compostos e NLRP3.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

E importante destacar que os algoritmos de ancoragem possuem limitacdes
que podem gerar falsos-positivos ou falsos-negativos quando aplicados isoladamente.

Uma das principais inclui a falta de flexibilidade das estruturas durante a avaliagcéo
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das interagdes entre ligantes ancorados e alvos macromoleculares. Por isso,
ocasionalmente, compostos que nao se ligam aos alvos da mesma maneira que os
inibidores nativos a estrutura cristalografica original podem sofrer de menor pontuagao
ao longo da triagem (ELOKELY; DOERKSEN, 2013; PANTSAR; POSO, 2018).
Portanto, devido as limitagbes da ancoragem, o estudo de modelagem
molecular seguiu com os todos 5 melhores derivados dentre os 54, para melhor
elucidagao do potencial inibitério nos alvos estudados através da dinamica molecular,
mesmo que alguns possuissem valor de fitscore inferior ao valor de referéncia. Desta
forma, seriam evitados potenciais falso-positivos ou falso-negativos causado pela

ancoragem sozinha.

5.3 Dindmica molecular
5.3.1 Avaliagéo da estabilidade dos complexos estudados
5.3.1.1 Variagdo de desvio quadratico médio da raiz das posi¢cbes atOmicas

(RMSD) ao longo da simulagao

A qualidade das simulagcdes de dinamica molecular na enzima mPGES-1 foi
bastante satisfatéria, com performance superior a resultados encontrados na literatura
(CHANG et al., 2011; ERENSOQY et al., 2023; GUPTA; CHAUDHARY; APAROY, 2018;
NASCIMENTO et al., 2024; ZHOU et al., 2019). Tanto a apoproteina como seus
complexos com inibidores ndo superam em todo o gréfico o valor de 2 A, mantendo-
se em torno de 1,5 A e, demonstrando a qualidade e fidelidade do modelo trimérico
na previsao do comportamento de inibidores da mPGES-1.

Quanto ao receptor NLRP3, a performance das simulagbes foi também
satisfatéria. A estabilidade de seus complexos com inibidores foi superior a
estabilidade da apoproteina, alcangando estabilidade semelhante ou superior a de
outros estudos (CAO et al., 2022; LAI; DO; NGUYEN, 2022; MENEZES et al., 2024;
PATIL et al., 2022). E importante destacar que o modelo construido para avaliagéo da
inibicdo deste alvo neste trabalho, assim como na literatura citada, envolve apenas o
dominio NACHT contendo o sitio de ligacédo a ATP (DEKKER et al., 2021; VELCICKY
et al., 2024) devido as limitagdes computacionais que nao tornam pratico simular a
estrutura inteira, por ser uma proteina de grandes dimensdes.

Analisando a performance dos ligantes na estabilizagdo dos compostos no alvo

mPGES-1, LZG-046 e LZG-085 foram mais bem-sucedidos em comparagdo com o0s
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outros derivados (Figura 14), com LZG-046 alcangando estabilidade do complexo em
torno de 1,25 A apds 25 ns (Figura 14). A trajetéria de LZG-085 foi menos estavel,
demonstrando uma queda brusca de RMSD do complexo aos 45 ns, estabilizando
entre 1,25 e 1,5 A aos 55 ns durante 20 ns e, finalmente, elevando gradualmente o
RMSD para cerca de 1,5 A a partir dos 75 ns até o fim da simulacéo, valor visivelmente
superior aos ultimos valores de RMSD do complexo-referéncia (Figura 14).

Portanto, neste modelo molecular da enzima mPGES-1, os compostos LZG-
046 e LZG-085 apresentaram melhor inibicdo do alvo, ao manter seus complexos com

este mais estaveis em comparagao com o inibidor conhecido 6PW.

Figura 14 — Gréficos de variagdo do RMSD ao longo do tempo para os complexos

de mPGES-1 com os 5 melhores compostos da ancoragem.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Por outro lado, é possivel notar que apenas LZG-042 teve sucesso no alvo
NLRP3, em vista de sua trajetéria ao longo da simulagéo equiparavel em estabilidade
ao complexo com o inibidor co-cristalizado, além de possuir estabilidade superior aos
outros quatro derivados testados (Figura 15). Desta forma, este composto tem maior
probabilidade de apresentar atividade bioldgica contra o alvo em comparagdo com

seus congéneres.

Figura 15 — Gréficos de variagdo do RMSD ao longo do tempo para os complexos

de NLRP3 com os 5 melhores compostos da ancoragem.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Devido a alta instabilidade observada, os estudos nao prosseguiram para LZG-
046, LZG-065, LZG-083 e LZG-085 nos complexos com NLRP3, nem para LZG-042,
LZG-065 e LZG-083, em complexo com mPGES-1. Portanto, nas analises
subsequentes referentes as simulagdes de dindmica molecular, serdo considerados
apenas os complexos de LZG-042 com NLRP3 bem como os de LZG-046 e LZG-085
com mPGES-1.

5.3.1.2 Flutuagdo de desvio quadratico médio (RMSF) para residuos de

aminoacido dos alvos

A estabilizacdo dos complexos é estudada com maior detalhe através da
anadlise do RMSF, onde deve ser demonstrada uma menor flutuagcdo de residuos
importantes no sitio ativo. Desconsiderando-se os residuos terminais, foram
detectados picos de flutuagéo entre os residuos 50 a 60, 90 a 100 e 110 a 130 em
todas as cadeias da mPGES-1 (Figura 16). Estas regides correspondem a trechos da
sequéncia multimérica que formam regides de alga. No terceiro pico da cadeia A,
encontram-se os residuos do sitio ativo Tyr'3? e Ser'?”, enquanto no primeiro pico da
cadeia B, encontra-se His®3. Portanto, € possivel assumir que, ao estabilizar as
regides de alga onde residem estes residuos, havera uma melhor inibigdo do alvo
(KUKLISH et al., 2016).

Nestes complexos, pode ser observada a maior instabilidade dos residuos na
cadeia C em comparagcdo com as cadeias A e B (Figura 16) da mPGES-1. Os sitios

ativos entre as cadeias C e A, bem como entre as cadeias B e C, ndo sao estabilizados
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por inibidores. Entretanto, isto € coerente com o funcionamento da enzima e o
planejamento da simulagdo, considerando que os ligantes estdo presentes apenas
entre as cadeias A e B. Afinal, apesar de existirem trés deles, apenas um dos sitios
ativos pode estar acessivel em um dado momento (HE et al., 2011). As tendéncias de
flutuagao para os trechos de aminoacidos supracitados conferem com experimentos
publicados na literatura, com destaque para as regides de alga ao redor do residuo 55
e do residuo 120 (ERENSOY et al., 2023; GUPTA; CHAUDHARY; APARQY, 2018;
NASCIMENTO et al., 2024), sugerindo que os complexos com inibidores adotam
comportamentos similares aos encontrados neste trabalho.

Observando o comportamento dos complexos na cadeia A (Figura 16),
percebe-se que LZG-046 tem dificuldade de estabilizar os residuos da al¢a no terceiro
pico, quando comparado com LZG-085. Ambos falham em estabilizar esta regido
quando comparados ao inibidor conhecido. Quanto a alga da cadeia B (Figura 16) no
terceiro pico, LZG-046 nao estabiliza os residuos tdo bem como LZG-085, além de
que ambos também possuem maior dificuldade de estabilizagdo em relagdo ao
inibidor conhecido.

Em outra nota, as aparentes regides de maior instabilidade em NLRP3 nao
envolvem a regido do sitio ativo, com excegéo de Phe®”®, sendo estas os trechos entre
os residuos 150 a 225 e 525 a 575 (Figura 16). Estas se devem ao fato de alguns
trechos na estrutura cristalografica ndo possuirem residuos que deveriam estar
presentes, como dita a sequéncia de aminoacidos original deste alvo. Visto que esta
estrutura abrange apenas o dominio NACHT de NLRP3, isto € consistente com o
método da modelagem (VELCICKY et al.,, 2024). A performance de todos os
compostos em complexo com NLRP3, bem como a proteina sem estar ligada a
inibidores, n&o apresenta grandes distingdes. Assim, pode ser visto que a presenga
dos ligantes pouco afeta a estabilidade dos residuos em seus complexos. Por fim, as
faixas de flutuac&o dos residuos apresentados no grafico foram t4o ou mais estaveis
quanto as de experimentos similares publicados sobre este alvo (CAO et al., 2022;
LAI; DO; NGUYEN, 2022; MENEZES et al., 2024; PATIL et al., 2022).

Figura 16 — Flutuagdo de RMS por residuo nos complexos LZG-046/mPGES-1,
LZG-085/mPGES-1 e LZG-042/NLRP3.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

5.3.1.3 Variagao de raio de giro (Rg) ao longo da simulagéo

O estudo do Rg, no geral, demonstra baixa variacdo da performance entre os
complexos quanto as suas tendéncias (Figura 17). Hd uma maior compactacao da
proteina causada por LZG-042 em NLRP3 (Figura 17) quando comparado a NP3-562.
A compactagao da proteina NLRP3, avaliada pelo raio de giro, assumiu diferentes
comportamentos quando complexada com diferentes ligantes na literatura.

Menezes e colaboradores (2024) encontraram um raio de giro em torno de
23,75 A para o complexo com o composto GDC-2394, mas com variagéo instavel,
chegando a alcangar pouco mais de 24 A. Kaempferol e isovitexina alcangaram
valores proximos de 27 A (NALBAN et al., 2024), enquanto a licopiranocumarina
manteve valores estaveis pouco acima de 23,5 A (CAO et al., 2022). Por fim, MCC-
950 e BID-3 estabilizaram seus valores de raio de giro em torno de 22,5 A (PATIL et
al., 2022). Portanto, é visivel que o comportamento da apo-NLRP3 e de seus
complexos com NP3-562 e LZG-042 (Figura 17) encontra-se dentro do esperado para
inibidores similarmente estudados, por demonstrarem tendéncias e valores relativos

a compactagao da proteina correspondentes aos dos estudos descritos.
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Para mPGES-1, as tendéncias encontradas para o raio de giro na literatura
apresentaram padrdes diversos. Houve complexos com valores entre 21,5 e 22 A
(GUPTA; CHAUDHARY; APAROY, 2018), entre 19 e 20 A (NASCIMENTO et al.,
2024), bem como houve outros complexos mais compactados com valores entre 13,2
e 14,4 A (ERENSOY et al., 2023). E possivel afirmar que os complexos neste trabalho
nao se desviaram da performance de compostos estudados na literatura, com LZG-
046 mantendo-se em torno de 21,75 A, enquanto LZG-085 permanece entre 21,6 e
21,9 A (Figura 17). Assim, pode ser inferido bom potencial para estabilizagéo dos alvos

e subsequente atividade inibitoria.

Figura 17 — Variagao do raio de giro ao longo do tempo nos complexos LZG-
046/mPGES-1, LZG-085/mPGES-1 e LZG-042/NLRP3.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

5.3.1.4 Numero de ligagbes de hidrogénio entre ligante e alvo ao longo da

simulagcao

Quanto as ligagdes de hidrogénio formadas entre ligantes e proteinas, que
demonstram a capacidade deste ligante interagir com o alvo e estabilizar seu
complexo com este (MENEZES et al., 2024; NASCIMENTO et al., 2024), LZG-085
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mantém mais interacdées com mPGES-1 do que LZG-046, chegando a um maximo de
cinco ligagdes simultaneas no comego da simulagdo, comparado a um maximo de
quatro ligagbes aos 20 ns (Figura 18). Este resultado para LZG-085 diverge dos
resultados anteriores, visto que até entdo este nao estabilizou seu complexo tdo bem
quanto LZG-046.

Infelizmente, é visivel a dificuldade da manutencgao de ligagdes de hidrogénio
entre LZG-042 e NLRP3, em comparagcdo com NP3-562, considerando que os
graficos demonstram a manutengao de apenas uma ligagao durante a maior parte da
simulagao por LZG-042 (Figura 18), que pode indicar um menor tempo de interagéo
deste composto com seu alvo.

Comparada a resultados encontrados na literatura, a performance de LZG-042
em NLRP3 foi inferior a de diversos compostos. A licopiranocumarina manteve em
torno de 2 a 3 ligagdes com NLRP3 durante a maior parte da simulagédo, chegando a
formar um maximo de 6 (CAO et al., 2022), assim como BID-3 (PATIL et al., 2022).
GDC- 2394 formou entre 4 a 5 ligagdes ao longo da simulagao, alcangando até 8
ligacbes em um dado momento (MENEZES et al., 2024). Para inibidores de mPGES-
1 avaliados em simulagdes publicadas na literatura formaram entre 1 a 3 ou entre 2 a
6 ligagdes de hidrogénio ao longo da simulacao, portanto, ambos os compostos estao
de acordo com as evidéncias encontradas (CHANG et al., 2011; NASCIMENTO et al.,
2024).

Figura 18 — Ligacdes de hidrogénio ligante-alvo formadas ao longo do tempo nos
complexos LZG-046/mPGES-1, LZG-085/mPGES-1 e LZG-042/NLRP3.
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5.3.1.5 Variacao de area acessivel a solvente (SASA) ao longo da simulagao

Ademais, os valores de SASA ao longo da simulagdo, que simbolizam a
capacidade do solvente aquoso penetrar nas cavidades de uma macromolécula
(MENEZES et al., 2024; NASCIMENTO et al., 2024), ndo apresentam grandes
variagdes entre si para os complexos estudados (Figura 19). LZG-046 se destaca ao
ser mais bem sucedido em diminuir a invasao da agua na mPGES-1 (Figura 19).

O comportamento da variagao da area acessivel a solvente em NLRP3 e seus
complexos é compativel com resultados encontrados na literatura (CAO et al., 2022;
MENEZES et al., 2024; PATIL et al., 2022). Ja para mPGES-1, os valores absolutos
de SASA sao maiores que os encontrados na literatura, devido ao modelo trimérico
aplicado neste trabalho, ao invés do uso do monbémero isolado. Porém, o
comportamento observado ao longo da trajetéria é proporcional a estes valores
(NASCIMENTO et al., 2024). Desta forma, no geral, os compostos estudados
possuem propriedades similares a inibidores estudados em trabalhos de metodologia

similar.
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Figura 19 — Variacao da area de superficie acessivel a solvente ao longo do tempo
nos complexos LZG-046/mPGES-1, LZG-085/mPGES-1 e LZG-042/NLRP3.

4 T T T T T T T T T T T T T T T 5 T T T T T T T T

— 6PW@mPGES-1 — 6PW@mPGES-1

— LZG-085@mPGES-1

— LZG-046@ mPGES-1

0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100

90 100

0
Tempo (ns)

— NP3-562@NLRP3
— LZG-042@NLRP3

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

5.3.1.6 Posigdes inicial e final dos ligantes estudados

Durante a trajetoria, LZG-042 e LZG-085 tiveram sucesso em se manter
préximos as posigdes iniciais obtidas durante a ancoragem para seus respectivos
alvos (Figuras 21-22).

Por outro lado, LZG-046 migrou para um espago proximo a cavidade inicial na
mPGES-1 (Figura 20), afastando-se dos residuos presentes no sitio ativo. Ao que os
resultados anteriores indicam, isto ndo afetou sua capacidade de estabilizar a
proteina, mas levanta preocupacgdes sobre sua capacidade de impedir a catalise do
substrato desta enzima. Afinal, mesmo que o complexo seja estabilizado, se a
prostaglandina H2 ainda possuir a capacidade de se ligar ao sitio ativo na auséncia
do inibidor, possivelmente este alvo ndo sera inibido de maneira eficiente. Portanto,
LZG-046 nao prosseguiu para estudos posteriores, por ser prevista sua incapacidade
de inibicao tanto da mPGES-1 quanto do NLRP3.



Figura 20 — Posigoes inicial e final do composto LZG-046 em complexo com

mPGES-1 apds a simulagéao.

Figura 21 — Posi¢des inicial e final do composto LZG-085 em complexo com

mPGES-1 apos a simulagéo.
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Figura 22 — Posicdes inicial e final do composto LZG-042 em complexo com NLRP3

apos a simulagao.

5.3.2 Anadlise da energia livre de ligagcao e seus componentes energéticos obtidos
por MM-PBSA

Para triagem subsequente, visando contornar as limitagdes da ancoragem
supracitadas, foram estudados os valores de energia livre de ligagao estimados para
0os compostos remanescentes na triagem — LZG-043 em NLRP3 e LZG-085 em
mMmPGES-1. Na mPGES-1, LZG-085 apresentou energia livre de ligagdo menor quando
comparado ao inibidor de referéncia (Quadro 6), possibilitando estudos subsequentes.
A contribuigao polar referente a energia livre de solvatacédo para LZG-085 apresenta
um valor duas vezes maior que o inibidor de referéncia, sugerindo que este composto
torna mais dificil a invasao de solvente polar no sitio ativo, fator evidenciado pela
literatura. Além disso, os menores valores de contribuicdo eletrostatica e menor
energia de Van der Waals sao fatores adicionalmente favoraveis a estabilidade dos
complexos (GUPTA; CHAUDHARY; APARQY, 2018; NASCIMENTO et al., 2024).

Por outro lado, os calculos de energia livre de ligagdo demonstram a inaptidao
do LZG-042 em ligar-se suficientemente ao NLRP3 em comparag¢ao com o inibidor co-
cristalizado (Quadro 7). A energia de ligagao muito inferior ao inibidor conhecido pode
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estar relacionada a maior rigidez estrutural do composto originalmente complexado
na estrutura cristalografica original, comparado a LZG-042, que possui menor rigidez
devido ao seu maior numero de ligagbes rotacionaveis. Isto explicaria a pior
performance de LZG-042, mesmo que os componentes energéticos teoricamente
atenderiam aos critérios para estabilizar o complexo e potencialmente inibir o alvo
durante ensaios bioldgicos — energia de Van der Waals menor, energia eletrostatica
menor, valores positivos de contribuicdo polar a solvatagdo e valores negativos de
contribuigdo ndo-polar (MENEZES et al., 2024). Portanto, a prevista incapacidade do
composto de se ligar tdo bem quanto um inibidor conhecido inviabiliza estudos
posteriores deste composto no NLRP3, o ultimo alvo onde este ainda poderia ter sido

considerado ativo em um organismo, hipoteticamente.

Quadro 6 — Calculos de energia livre de ligagao e seus componentes energéticos

para os compostos ligados a mPGES-1.

Componentes Energéticos (kcal/mol) 6PW LZG-085
AEvbw -25.24 £ 1.65 -35.64 £ 1.79
AEELE -2.55+2.42 -14.36 + 3.58
AGpoLaAR 20.49 £ 2.63 41.01+£23
AGNAO-POLAR -3.9+£0.09 -4.99 + 0.03
AGyicacho -11.19 £ 3.94 -13.98 * 4.66

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Quadro 7 — Calculos de energia livre de ligagao e seus componentes energéticos

para os compostos ligados a NLRP3.

Componentes Energéticos (kcal/mol) A1HO02 LZG-042
AEvpw -41.26 £ 0.92 -43.25+£1.29
AEELE -78.33£2.49 -8.22+2.1
AGpoLaR 83.97 £ 0.66 39.94 +0.71
AGNAO-POLAR -4.74 £ 0.01 -5.43 £ 0.06
AGyicacho -40.36 * 2.81 -16.96 * 2.63

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

5.4 Analise dos calculos de DFT

Como o LUMO ¢ responsavel por captar elétrons durante a formagao de uma
ligagdo covalente entre moléculas ao interagir com o HOMO de outro composto,
determinar onde esta localizada a densidade eletronica do LUMO pode fornecer
informacdes sobre as regides mais quimicamente reativas de um material (RADHI,
2020). A diferenca entre as energias dos orbitais moleculares de fronteira (HOMO-

LUMO) se apresentou menor para LZG-085 em comparagao com 6PW. Desta forma,
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a energia necessaria para que LZG-085 aceite elétrons de outras moléculas, além de
ser menor que a energia para 6PW sofrer o mesmo fendmeno, assume valor negativo
(KAUSAR; NAYEEM, 2018). Assim, considera-se que LZG-085 seria ionizado mais
facilmente, indicando uma maior reatividade deste composto e alertando para uma
maior susceptibilidade a reagdes (Quadro 8).

Ademais, na analise das regides de densidade eletrénica para estes orbitais
moleculares de fronteira (Figura 23), foi identificado que tanto o nucleo isatinico-
hidrazénico como o grupo quinolinico poderiam estar envolvidos em reagbes de
biotransformagéao, considerando que a densidade eletrénica do LUMO (Figura 23) esta
sobreposta nestes grupos. Desta forma, a regido de densidade eletrénica deste orbital
esta mais suscetivel a ataques por nucledfilos no organismo durante seu percurso até
os tecidos-alvo (MAHAL et al., 2024; MATUSZEK; REYNISSON, 2016).

Adicionalmente, o potencial de ionizagéo (IP) prevé a quantidade de energia
necessaria para remover elétrons de determinadas moléculas ou atomos, onde
compostos com valores mais altos de IP sdo mais estaveis. Similarmente, a afinidade
eletrbnica (EA) mede a quantidade de energia liberada quando um elétron & absorvido
por um determinado sistema. Em reacdes com nucledfilos, moléculas mais reativas
possuem menor energia de LUMO e, portanto, maior valor de EA. Por fim, 0 momento
de dipolo (D) avalia a polaridade ou carga absoluta de uma molécula, informando
sobre a capacidade de permear membranas lipofilicas para um determinado composto
(MAHAL et al., 2024; MATUSZEK; REYNISSON, 2016).

Desta forma, evidéncias recentes preveem os seguintes valores para boa
farmacocinética: D menor ou igual a 10 Debye; IP entre 6.0 € 9.0 eV; EA entre 1.5 e
2.0 eV (KAUSAR; NAYEEM, 2018; MATUSZEK; REYNISSON, 2016). E possivel
observar que LZG-085 extrapola o valor ideal para EA e IP, corroborando novamente
sua maior susceptibilidade as reagdes de biotransformacéo. Entretanto, seu valor de
D favorece a capacidade deste composto em ser absorvido e distribuido através de

membranas (Quadro 8).

Quadro 8 — Propriedades fisico-quimicas calculadas por Teoria do Funcional de

Densidade.
6PW LZG-085
Energia do HOMO (eV) -5.337 -4.934
Energia do LUMO (eV) -1.151 -3.415
Diferenga HOMO-LUMO (eV) 4.186 1.519
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Potencial de lonizacao (eV) 5.337 4.934
Afinidade Eletrénica (eV) 1.151 3.415
Potencial Eletroquimico (eV) 3.244 4.175
Energia Molecular (kcal/mol) -1323.509 -1654.378
Momento de Dipolo (Debye) 5.222 5.806

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 23 — Areas de densidade eletronica estimada para os orbitais moleculares de

fronteira do composto LZG-085.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

5.5 Andlise do perfil farmacocinético in silico previsto

Desta forma, apenas LZG-085 prosseguiu para a analise farmacocinética por
ter sido o unico a apresentar performance farmacodinémica prevista adequada a partir
das técnicas de modelagem anteriores. LZG-085 teve sucesso em todos os critérios
de drogabilidade de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997) (Quadro 9). Uma solubilidade
aquosa moderada foi prevista para LZG-085 a partir do modelo ESOL, ao passo que
este possui também alta absor¢cdo no trato gastrointestinal (TGI) prevista (DAINA,
MICHIELIN; ZOETE, 2017). Entretanto, este composto ndo tem atividade prevista no
sistema nervoso central, por possivelmente n&o atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) por difusdo passiva, sendo este o mecanismo principal de
ingresso de pequenas moléculas neste compartimento do organismo (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017; DI et al.,, 2012). O grafico BOILED-EGG (Figura 24)
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demonstra estas propriedades ao posicionar o composto na regido da “clara” do ovo
— nesta, os compostos podem ser bem absorvidos no TGI, mas nao atravessam a
BHE (DAINA; ZOETE, 2016).

Outra propriedade ilustrada pelo grafico sera se o composto pode ser um
substrato de glicoproteina-P (PGP), transportador crucial tanto para o deslocamento
de farmacos do lumen intestinal para as células epiteliais quanto para a expulsdo de
farmacos que permeiam da circulagao sistémica para o SNC (LIN; YAMAZAKI, 2003).
Neste caso, LZG-085 néo foi previsto para sofrer a acdo de bomba de efluxo da PGP
(Quadro 9, Figura X). Portanto, possivelmente nao sofrera efeitos deletérios quanto a
sua absorgao intestinal, assim como nao causara interagcbes com farmacos cuja
farmacocinética envolve a ag¢ao deste transportador (HUANG et al., 2008).

Além disso, de acordo com as previsdes do modelo farmacocinético, LZG-085
pode eventualmente inibir as isoenzimas CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4 do citocromo
P450 (Quadro 9). Esta previsao corrobora potenciais interagées medicamentosas com
farmacos cuja depuracao depende das reagdes de biotransformagéao catalisadas por
estas isoenzimas, ja que estas enzimas afetam uma porcao consideravel dos
farmacos disponiveis no mercado (HOLLENBERG, 2002; HUANG et al., 2008).

A inibicdo enzimatica por LZG-085 implica em aumento da concentragao
plasmatica dos seguintes farmacos, por exemplo: omeprazol, substrato de CYP2C19;
tolbutamida, substrato de CYP2C9; ou midazolam, substrato de CYP3A4 (UNITED
STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2023). Apesar destas interagdes nao
serem problematicas para pacientes que apenas usariam este potencial farmaco de
maneira isolada, estas caracteristicas podem limitar a aplicagao terapéutica de LZG-
085 para pacientes em uso de polifarmacia, particularmente para populacoes

vulneraveis como os idosos (SECOLI, 2010).

Quadro 9 — Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas estimadas por analise

in silico para o composto LZG-085.

Massa Molecular (g/mol) 493.51
N° de ligacoes rotacionaveis 8
N° de grupos doadores de ligacao de hidrogénio 2
N° de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio 7
Area de superficie polar topolégica 116.48
logP 4.06
Violagcoes das regras de Lipinski Nenhuma
logS (Modelo ESOL) -5.81
Classe de Solubilidade (Modelo ESOL) Moderadamente soluvel




Absorcao no TGl ALTA
Permeia BHE NAO
Substrato da glicoproteina-P NAO
Inibidor da CYP2C19 SIM
Inibidor da CYP2C9 SIM
Inibidor da CYP3A4 SIM

Fonte: SwissADME (2024)

Figura 24 — Grafico BOILED-EGG para o composto LZG-085.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Concluindo este trabalho, mediante execugcdo dos estudos de modelagem,
cujos protocolos foram devidamente validados conforme a literatura atual, ndo foi
prevista inibicdo do inflamassomo NLRP3 para os compostos isatinicos-hidrazénicos
planejados. Apesar do desempenho inicial na ancoragem ser promissor, as
simulacdes de dindmica molecular esclareceram sobre a instabilidade da maioria dos
compostos testados neste alvo, ao passo que os calculos de MM-PBSA revelaram
uma fraca ligacédo ao sitio ativo deste receptor. Entretanto, foi encontrado bom
desempenho na inibicdo da enzima mPGES-1, confirmando as limitagdes da
ancoragem molecular quando aplicada isoladamente para estudos de modelagem, ja
que nenhum dos compostos tinha atividade prevista de acordo com esta técnica.

De acordo com os resultados da modelagem molecular, o composto LZG-085
demonstrou-se mais promissor como hit, ou seja, um candidato a novo farmaco que
apresentou potencial atividade bioldgica. Sua estabilizagdo suficiente do alvo e
permanéncia no sitio ativo foi constatada pelas simulacdes de dindmica molecular e
célculos de MM-PBSA, conforme as interagdes intermoleculares previstas na
ancoragem, que foram consistentes com os componentes energéticos integrantes da
sua energia livre de ligagao a enzima.

As propriedades farmacocinéticas relativas a absor¢ao e distribuicdo foram
suficientes, apesar do composto nao ser previsto para agir no sistema nervoso central.
Entretanto, a alta reatividade prevista alerta para necessidade de mudangas em sua
estrutura, a fim de estabiliza-lo contra reagdes metabdlicas, as quais LZG-085
mostrou-se bastante vulneravel. A fim de confirmar a possivel inibicdo de mMPGES-1 e
NLRP3 pelo composto LZG-085, bem como suas propriedades farmacocinéticas
previstas, este devera passar por estudos posteriores, que incluam ensaios biolégicos

in vitro e in vivo.
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