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' sorbitol intracelular gera estresse oxidativo e danos teciduais, resultando em complica¢cdes como

Palavras-chave retinopatia, nefropatia e neuropatia, tornando o ALR2 um alvo relevante para o estudo. Objetivo:
Acoplamento. Identificar potenciais inibidores frente a ALR2 através de estudos computacionais. Metodologia:
Triagem virtual. Inicialmente, a estrutura tridimensional da ALR?2 foi obtida no banco de dados Protein Data Bank (PDB) e
Atividade biologica. devidamente preparada no software PyYMOL. Em seguida, os potenciais candidatos a farmacos foram
Diabetes. selecionados a partir de moléculas naturais, sele¢ao randomizada e estruturas conhecidas com potencial
Aldose Redutase. para reposicionamento de farmacos, sendo analisados os pardmetros fisico-quimicos e toxicologicos,

posteriormente foram submetidos ao acoplamento molecular frente ao alvo. Resultados e Discussdes: O
Keywords composto ZINC18185774 foi classificado como melhor candidato para o estudo por apresentar o melhor
Docking. perfil farmacocinético para biodisponibilidade oral e energia de afinidade de -11,8 kcal/mol, além disso,
Virtual screening. apresentou interagdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio frente a ALR2, segundo a analise topologica
Biological activity. no servidor PoseView. Conclusio: Com isso, esse estudo mostra a eficiéncia das técnicas computacionais
Diabetes. na identificagdo de potenciais candidatos que sdo capazes de inibir a ALR2, servindo como viés no
Aldose Reductase. desenvolvimento de novos farmacos para as complica¢des da diabetes.

Abstract. Introduction: Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease characterized by the inactivity or
reduced insulins level of insulin in the body, leading to a consequent increase in blood glucose levels. It
aims to the activation of the polyol pathway through the enzymes Aldose Reductase ALR1 that degrades
toxic aldehydes and ALR2 responsible for converting glucose into sorbitol. The subsequent intracellular
accumulation of sorbitol generates oxidative stress and tissue damage, resulting in complications such as
retinopathy, nephropathy, and neuropathy, making ALR2 a relevant target for this study. Objective: To
identify potential ALR2 inhibitors through computational approaches. Methodology: Initially, the three-
dimensional structure of ALR2 was obtained from the Protein Data Bank (PDB) and prepared using
PyMOL software. Then, candidate molecules to drugs were selected from natural compound databases,
random selection, and known structures with drug repurposing potential, being analyzed the
physicochemical and toxicity properties and subsequently submitted to molecular docking. Results and
Discussion: The ZINC18185774 compound was classified a better candidate to study for presenting the
better pharmacokinetic profile for oral bioavailability and affinity energy of —11.8 kcal/mol, furthermore it
presented hydrophobic interactions and hydrogen bonds against ALR2, according by topological analysis
via the PoseView server. Conclusion: Thus, this study demonstrates the efficiency of computational
techniques of identification potential candidates capable of inhibiting ALR2, can serve as a pathway to
development of new drugs for diabetes complications.
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Introducio

A diabetes mellitus (DM) é uma doenca
metabolica cronica caracterizada pelo nivel elevado de
glicose no sangue, resultante da deficiéncia na secre¢@o
ou a¢do da insulina no organismo. Essa condi¢do pode
levar a algumas complicacdes incluindo doencas
cardiovasculares, neuropatia, nefropatia e retinopatia,
indicando o impacto gradativo da doenga'’. Estima-se
que até 2030 a doencga podera afetar aproximadamente
578 milhdes de pessoas no mundo, colocando-se em um
cenario de emergéncia natural capaz de gerar grandes
impactos socioecondmicos’.

Atualmente, a DM pode ser classificada em tipo
1, tipo 2, gestacional, dentre outros tipos'. Apesar das
distintas etiologias, todas as formas da doenga levam a
hiperglicemia circulante'. Além disso, dados relatados
pela Federagdo Internacional de Diabetes (FID), afirma
que cerca de 6,7 milhdes de pessoas morreram no
mundo em decorréncia de complicacdes cronicas da
DMno anode 2021.

A superfamilia das aldo-ceto redutases (AKRS)
inclui ALR1 que estd envolvida no metabolismo de
aldeidos toxicos que causam danos aos tecidos celulares
e ALR2 associada ao cofator NADPH, que se configura
como o principal mediador das complicac¢des
microvasculares em situacdo de hiperglicemia,
catalisando a glicose em sorbitol quando a via poliol ¢
ativada’. O aumento de sorbitol intracelular resulta em
estresse osmotico, devido a sua incapacidade de
atravessar as membranas celulares, ocasionando na
reducdo do metabolismo, e posteriormente sendo
convertida em frutose com formacgdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que provocam danos a
células e tecidos’.

Entre os inibidores disponiveis para ALR2, o
epalrestat é o inico fArmaco aprovado para o tratamento
da neuropatia diabética, destacando-se por seu perfil de
seguranga terapéutica e baixa toxicidade, sendo
comercializado apenas no Japdo, China e India’,
contudo o farmaco nao foi aprovado pela FDA (Food
and Drug Administration) nos Estados Unidos, devido a
escassez de estudos clinicos multicéntricos’, ja no Brasil
ndo foram registrados dados sobre a comercializacdo do
epalrestat no pais. Nesse contexto, ¢ necessario o
desenvolvimento de novos potenciais capazes de
suprimir o metabolismo da glicose por meio da inibi¢ao
da via poliol, reduzindo a atividade da enzima ALR2,
que diminuird o acimulo de sorbitol e a geracdo de
EROs, com efeitos adversos minimos e maior
disponibilidade de farmaco no mercado farmacéutico’.

Além disso, € necessario também considerar o
reposicionamento de fdrmacos através da utilizagdo da
estrutura quimica de farmacos que possuam
propriedades terapéuticas comprovadas, para o
desenvolvimento de novos medicamentos capazes de
inibira ALR2. E uma abordagem recente e que contribui

para a redugdo de custos e do tempo necessario para a
descoberta de novos tratamentos, além de resultar em
menor risco de efeitos adversos, visto que a seguranca
dos farmacos existentes ja foi estabelecida nos ensaios
clinicos’.

Dessa forma, o presente estudo tem como
objetivo identificar potenciais inibidores da ALR2 por
meio de abordagens computacionais, com énfase em
triagem virtual hierdrquica. Essa estratégia visa
contribuir para o planejamento racional de novos
compostos ativos, destacando-se como uma ferramenta
versatil e estratégica na pesquisa e desenvolvimento de
candidatos farmacoldgicos na industria farmacéutica .

Materiais e Métodos
Selegdo e preparagdo do alvo molecular

A estrutura tridimensional foi selecionada no
banco de dados PDB (Proteina Data Bank)
(https://www.rcsb.org/structure/1US0), com codigo
1USO com o valor de resolucio cristalografica = 0.66A,
contendo um ligante cristalografico e cofator NADPH
no sitio ortostérico, sendo devidamente preparada no
software PyMOL (https://www.pymol.org/), com a
remogao de artefatos ndo cataliticos, moléculas de d4gua
e adicdo de hidrogénio para a otimizagdo da estrutura
tridimensional da proteina.

Construgdo do Banco de Compostos

A identificagdo de potenciais inibidores da
ALR?2 foi conduzida a partir da selecdo de 30 compostos
com diferentes formas de busca: 10 compostos naturais
obtidas no banco de dados de produtos naturais
Coconut'' previamente elucidadas pela UEFS
(Universidade Estadual de Feira de Santana); 10
farmacos conhecidos selecionados da plataforma
PubChem"” para o reposicionamento de farmacos; e
seleg¢do randomizada de 10 moléculas que nao
possuiam atividade comprovada para a inibicdo da
enzima.

Andlise de propriedades fisico-quimicas e
toxicologicas

Para a selecdo de compostos com perfil
farmacocinético favoravel, foram adotados os critérios
baseados nas regras de Lipinski" e Veber", bem como o
teste de Ames"” para a predigdo de toxicidade, através do
servidor pkCSM16. Foram analisados os parametros:
Numero de doadores de hidrogénio (< 5); Numero de
aceptores de hidrogénio (< 10); Massa Molecular (<
500), cLog P (< 5), bem como o somatoério do Numero
de Doadores e Aceptores de Hidrogénio (< 12); Areade
Superficie Polar (ASP) (<140A%) e o Numero de
Ligacdes Rotacionaveis (<10) (Material Suplementar —
S1). Os compostos com uma ou mais
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penalidade e com teste de Ames positivo, foram
descartados. Aqueles que atenderam aos parametros
descritos, foram priorizados para o acoplamento
molecular frentea ALR2.

Reacoplamento molecular

Inicialmente, foi definido o espago de busca
(grid box) no sitio ortostérico do alvo, baseando-se no
ligante cristalografico, utilizando as dimensoes 20 x 20
x 20 A, com grid spacing = 1,0 A e coordenadas x= 16,5
A, y=-8,169 A e z=16,027 A ,e posterior acoplamento
molecular com o ligante de referéncia através do
programa AutoDock Vina, para avaliar a diferenga da
pose cristalografica e a pose gerada pelo programa
através do valor de RMSD (Root Mean Square
Deviation), considerando ideal o valor de RMSD <2,0
A"
Acoplamento molecular e andlise topologica

Apo6s analise do perfil fisico-quimico e
toxicologico, os compostos priorizados foram
desenhados em 2D e convertidos em 3D pelo servidor
MarvinSketch", para posterior acoplamento molecular
no programa AutoDock Vina, utilizando as mesmas
coordenadas espaciais do grid box aplicadas no
reacoplamento molecular e foram classificados de
acordo com os valores de energia de ligag¢ao (kj/mol).
Posteriormente, foram analisados conforme a sua
topologia por meio do servidor PoseView'.

Resultados e discussao

A ALR2 ¢ uma proteina monomérica da classe
das Aldo-Ceto Redutases, sendo constituida por 315
residuos de aminoacidos, subdivididos em uma
porcdoexterna o em hélice e uma porgdo interna  que
abriga o sitio catalitico da enzima®. Sendo situada no
citoplasma celular de varios tecidos, incluindo aqueles
envolvidos nas complicagdes diabéticas, cuja regido de
catalise apresenta duas por¢des hidrofobicas, uma delas
altamente flexivel, e uma por¢ado anidnica, elevando sua
seletividade a substratos™.

Moléculas constituidas por regides lipofilicas
como anéis aromaticos associados a grupo carbonilicos,
demonstraram afinidade com a porg¢ao hidrofébica do
sitio ortostérico da enzima®. Ademais, metabolitos
naturais como flavonoides, polifenois, dentre outros
compostos fendlicos, apresentaram concentragao
inibitéria média (IC50) satisfatoria frente a8 ALR222.
Tais informagdes foram essenciais para a busca de
compostos naturais através do Coconut, sele¢do
randomizada e busca de estruturas conhecidas para
reposicionamento de farmacos.

Os compostos CNP0377882, ZINC18185774,
ZINC18825330, CNP0237570, CNP0075625,
ZINC6787, descritos na Tabela 1, atenderam a todos os
critérios estabelecidos nas regras de Lipinski, Weber e
Ames. As moléculas reprovadas, apresentaram elevada
drea de superficie polar (>140 A?), mutagenicidade
positiva e elevado coeficiente de particdo (>5), sendo
descartadas do estudo.

Tabela 1. Compostos que atenderam aos parametros fisico-quimicos e toxicologicos

Compostos MM(g/mol) cLogP NAHNDHASP(A?) NLR NDH AMES Status
+NAH

ZINC18185774 286,23 2,28 6 4 117,31 1 10 (-) Aprovado
ZINC18825330 270,24 2,57 5 3 112,51 1 8 (-) Aprovado
ZINC6787 228,24 2,97 3 3 | 9891 2 6 (-) Aprovado
CNP0237570 330,29 2,59 7 3 13547 3 10 () Aprovado
CNP0075625 330,33 2,36 6 | 3 138,50 2 9 () Aprovado
CNP0377882 287,31 1,49 4 3 122,03 6 7 (-) Aprovado

Legenda: Massa Molar (MM), Numero de aceptores de hidrogénio (NAH), Ntimero de doadores de
hidrogénio (NDH), Area de superficie polar (ASP), Nimero de ligagdes rotaciondveis (NLR), Auséncia de

toxicidade (-).

Fonte: Os autores, 2024.
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A precisdo dos parametros estabelecidos no
acoplamento molecular foi avaliada, comparando a
pose do ligante cristalografico com a configuracio
definida no estudo, obtendo-se valor de RMSD = 1,364
A (Figura 1). Com isso, os parAmetros do acoplamento
molecular foram considerados satisfatdrios, ja que
valores de RMSD inferiores a 2,0 A asseguram que a
pose cristalografica esteja mais proxima da pose
experimental'’.

Figura 1. Valor de RMSD gerado no programa
AutoDock Vina. Estrutura em vermelho corresponde a
pose do ligante cristalografico e em verde a pose do
ligante cristalografico apds reacoplamento molecular.

RMSD = 1,364 A

Fonte: Os autores, 2024.

Os compostos CNP0377882, ZINC18185774,
ZINC18825330, CNP0237570, CNP0075625,
ZINC6787, descritos na Tabela 2 atenderam a todos os
critérios estabelecidos nas regras de Lipinski, Weber e
Ames. As moléculas reprovadas, apresentaram elevada
drea de superficie polar (>140 A?), mutagenicidade
positiva e elevado coeficiente de particdo (>5), sendo
descartadas do estudo.

O acoplamento molecular tem por finalidade
prever a afinidade de ligag@o e pose entre o ligante e o
alvo de interesse por meio de simulagdo
computacional”. Desta maneira, as estruturas de
farmacos conhecidos (Tabela 2), juntamente com os
compostos naturais que ndo apresentaram penalidades
nos testes fisico-quimicos e toxicologicos (Tabela 3),
foram submetidos ao acoplamento molecular,
ranqueando os melhores valores de energia de afinidade
em kcal/mol.

Apds a andlise de energia de afinidade dos
farmacos, € notorio que os farmacos Glicazida e
Repaglenida, obtiveram pontuacgdes satisfatorias. Tal
resultado demonstra a importancia da utilizacdo de
compostos conhecidos para o reposicionamento de
farmacos, além de possibilitar o redirecionamento de
medicamentos que atuem simultaneamente em
diferentes receptores, resultando tanto no controle da
DM como naredugdo de suas complicagdes’.

Na Tabela 3, observa-se que os compostos
ZINC18185774, ZINC18825330 ¢ CNP0237570
possuiram melhores valores de energia de afinidade
quando comparados com os compostos CNP0075625 e

CNP0377882. Essa ideia pode ser enfatizada com os
estudos in silico de Yasir et al. (2024)*, que demonstrou
o potencial dos flavonoides na inibi¢do da ALR2 para
prevengdo da catarata, refor¢ando a necessidade de
estudos mais aprofundados da interagdo destes
compostos com a enzima. Em outra analise, os
flavonoides expressam, além da inibicdo da ALR2,
atividade antioxidante que pode contribuir na redugio
do estresse oxidativo decorrente do acimulo de sorbitol
nos tecidos™.

Com isso, o composto natural ZINC18185774
foi o melhor ranqueado dentre os candidatos analisados
com energia de afinidade =-11,8 kcal/mol. Uma andlise
estrutural indica que a molécula possui dois anéis
aromaticos associados a um ciclo contendo oxigénio e
um grupo carbonila, além de 4 hidroxilas que conferem
polaridade a estrutura. Na topologia, observa-se
interagdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio e
interagdes por empilhamento © do composto com o alvo
(Figura2).

Figura 2. Interag¢des intermolecular do composto
ZINC18185774 com a enzima.

OH

Trp111A
Phel22A
Trp79A

Trp111A

Thr113A

Fonte: ProteinPlus, 2024.

Observa-se que o composto ZINCI18185774
(Figura 2) estabelece interagdes hidrofébicas com os
residuos Trpl111, Phel22, Trp79 e Leu300 localizados
no sitio ortostérico da enzima. Esses residuos compdem
a bolsa hidrofébica da ALR2, conforme descrito por
Tanawattanasuntorn®. Além disso, o composto
ZINC18185774 apresenta interagdes adicionais,
incluindo uma ligagdo de hidrogénio entre a hidroxila
na posicdo 7 e o residuo Thrl113, bem como uma
interagdo de empilhamento m—m entre seus anéis
aromaticos e oresiduo Trp111 da enzima. A interagdo do
composto com estes residuos pode favorecer a
especificidade da ligacdo e minimizar efeitos adversos
decorrentes da inibi¢ao de isoformas da mesma familia
enzimatica, comoa ALR1”.
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Tabela 2. Valores de energia de afinidade (EA) em kcal/mol dos farmacos extraidos do PubChem.

Gliclazida
EA: -10,2 (kcal/mol)
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Leflunomida
EA: -9,7 (kcal/mol)

H
N
- ’:Ifﬂyl
N - T N
N
4 O
HNH N, ot
4]
O 0
H

Metotrexato

EA: -9,8 (kcal/mol)
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Repaglinida
EA: -10,3 (kcal/mol)

Valsartana
EA: -10,0 (kcal/mol)

Amantadina
EA: -8,2 (kcal/mol)

H
Captopril
EA: -8,4 (kcal/mol)

-
Y

Dissulfiram
EA: -6,9 (kcal/mol)

Metronizadol
EA: -7,7 (kcal/mol)

Acido valproico
EA: -7,3 (kcal/mol)

Fonte: Os autores, 2024
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Tabela 3. Energia de afinidade (EA) dos compostos em kcal/mol.

\JI
oY o,

ZINC18185774
EA: -11,8 kcal/mol

ZINC18825330
EA: - 10,6 (kcal/mol)

o

H |.|

o I o

ZINC6787
EA: -9,9 (kcal/mol)

CNP0237570
EA: -11,3 (kcal/mol)

CNP0075625
EA: -9,2 (kcal/mol)

L(o

CNP0377882
EA: -8,9 (kcal/mol)

Fonte: Os autores, 2024

Conclusao

Este trabalho consistiu na triagem virtual de
compostos com potencial inibitério frente a ALR2,
enzima envolvida no desenvolvimento de complicagdes
associadas a DM. A andlise das propriedades fisico-
quimicas e toxicoldgicas, seguida de acoplamento
molecular, identificou que o composto natural
ZINC18185774 obteve melhor desempenho de
afinidade frentea ALR2.

A analise topologica mostrou que o composto
realiza interagdes hidrofobicas e interagdes de
hidrogénio com o alvo, favorecendo seu encaixe e maior
seletividade com o alvo, sendo que essas interagdes
intermoleculares permitem maior efetividade na
inibi¢do da enzima.

Dessa forma, torna-se fundamental a realizac¢do
de estudos com moléculas naturais visando a
identificagdo de potenciais inibidores da ALR2, com
destaque para os flavonoides, que ja demonstraram
atividade bioldgica promissora frente a diversas
morbidades comprovadas.

Vale destacar que dentre as 10 estruturas de
farmacos ja conhecidas e comercializadas, duas
apresentaram valores relevantes de energia de afinidade
nas analises realizadas. Esse resultado refor¢a o
potencial do reposicionamento de farmacos como uma
estratégia promissora na busca por novos inibidores.

Declaragdo de conflito de interesse: Os autores
declaram ndo haver conflito de interesses.

Participacdo dos autores: os autores participaram de
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Material Suplementar—S1: Andlise de propriedades fisico-quimicas e toxicologicas dos compostos selecionados do Coconut e da busca randomizada.

Compostos MM(g/mol) cLogP NAH NDH ASP(A?) NLR NDH+NAH AMES Status
ZINC967513 136.238 3,31 0 0 63.639 1 0 Negativo Aprovado
ZINC135449 327.38 2,867 5 2 140.607 2 7 Negativo Reprovado
ZINC6004762 194.186 1,4986 3 2 81.065 3 5 Negativo Aprovado
ZINC18185774 286.239 2,2824 6 4 117.313 1 10 Negativo Aprovado
ZINC18825330 270.24 2,5768 5 3 112519 1 8 Negativo Aprovado
ZINC33822271 298.467 5.0793 2 2 130.004 15 4 Negativo Reprovado
ZINC6787 228.247 2,974 3 3 98.911 2 6 Negativo Aprovado
ZINC3779067 336.367 3,0963 4 0 144.867 2 4 Negativo Reprovado
ZINC1084 194.194 -1,0293 6 0 79.029 0 6 Negativo Aprovado
ZINC895074 134.087 -1,0934 3 3 50.540 3 6 Negativo Aprovado
CNP0237570  330.292 2.594 7 3 135476 3 10 Negativo Aprovado
CNP0075625 330.336 2.368 6 3 138.502 2 9 Negativo Aprovado
CNP0187458 157.121 0,796 4 3 62.341 1 7 Negativo Aprovado
CNP0215602 602.856 8,47 5 2 264.091 4 7 Negativo Reprovado
CNP0359474  341.407 3,33 5 2 146.972 2 7 Negativo Reprovado
CNP0266139 352.434 3,1788 4 1 152.508 1 5 Positivo Reprovado
CNP0292622  488.709 5,1768 4 4 210942 2 8 Negativo Reprovado
CNP0372888  246.313 4,4861 1 1 110.635 O 2 Positivo Reprovado
CNP0377882 287.319 1,4960 4 3 122.037 6 7 Negativo Aprovado
CNP0378182 429.645 4,2593 4 3 187.755 1 7 Negativo Reprovado

Fonte: Os autores, 2024
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