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A BUSCA DE FARMACOS UTEIS NO TRATAMENTO DO AUTISMO:
ESTUDOS IN SILICO PARA IDENTIFICAGAO DE NOVOS LIGANTES
SELETIVOS DO RECEPTOR 5-HT2a

RESUMO

Os receptores de serotonina (5-HT) fazem parte de uma familia, a subfamilia
5HT2 é dividida nos receptores 2a, 28 € 2c. O receptor 2a tem alta afinidade para
os farmacos antipsicoticos atipicos clozapina, risperidona e olanzapina e
acredita-se que tenha um papel na atividade terapéutica desses farmacos.
Atualmente, sdo necessarias novas estratégias terapéuticas que oferegam inicio
de acdo mais rapido com menos efeitos colaterais e, assim, maior eficacia em
uma propor¢gdo maior de pacientes com disturbios neuropsicolégicos.O
transtorno do espectro autista (TEA) € um disturbio de neurodesenvolvimento
caracterizado por déficits na interacdo social e comunicagdo, assim como a
presenca de comportamentos e interesses restritos ou repetitivos. Atualmente,
varios alvos terapéuticos ja foram descritos como associados a sintomas
principais ou periféricos deste Quadro. Porém, até o momento, as poucas
intervengdes medicamentosas visam o controle de determinados sintomas
associados, como convulsdes, ansiedade, irritagao, falta de sono, e outros. Na
maioria dos casos, sao medicamentos utilizados comumente na
neuropsiquiatria, como ansioliticos, anticonvulsivantes, etc, utilizados de modo
off label, como a risperidona. A risperidona tem como alvos principais os
receptores 5-HT2aR e D2R, locais onde age como antagonista. Porém, este
farmaco, embora util (ou potencialmente util), foi originalmente e especificamente
desenvolvido para o tratamento de pessoas autistas. Assim, este trabalho teve
como objetivo principal estudar um conjunto de compostos selecionado da
literatura, que foram empregados na identificagdo de compostos hits possiveis
candidatos a antipsicéticos que atuam como bloqueadores do receptor 5-HT2a.
A partir destes conjuntos, foram realizados estudos de planejamento de
farmacos auxiliado com computador (modelagem molecular, relagdo estrutura
atividade, modelagem farmacoférica e triagem virtual), além de estudos de
simulagdo de Dinamica Molecular (DM). A abordagem utilizada levou a
identificacdo de compostos que se mostraram, nas simulagées de DM, estaveis
no sitio de ligacdo, capazes de manter as interagdes com os residuos de
aminoacidos importantes para a inibicdo, de modo similar a risperidona. Esses
resultados indicam uma possibilidade desses compostos exibirem um efeito
antagonista sobre o receptor 5HT2a. Estes compostos passam entdo a ser
candidatos a ensaios bioldgicos visando a confirmacgao dos resultados obtidos.

Palavras chave: inibidores, Quimica medicinal in silico, Modelagem Molecular,

Receptores de Serotonina, Transtorno do Espectro Autista (TEA).
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THE SEARCH FOR USEFUL DRUGS IN THE TREATMENT OF AUSTISM: In
silico STUDIES TO IDENTIFY NEW SELECTIVE LIGANTS TO 5-HT2a

ABSTRACT

Serotonin (5-HT) receptors are part of a family, the 5SHT2 subfamily is divided into
2A, 28 and 2c receptors. The 2a receptor has high affinity for the atypical antipsy-
chotic drugs clozapine, risperidone, and olanzapine and is believed to play a role
in the therapeutic activity of these drugs. Currently, new therapeutic strategies
are needed that offer faster onset of action with fewer side effects and, therefore,
greater efficacy in a greater proportion of patients with neuropsychological disor-
ders. Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder charac-
terized by deficits in social interaction and communication, as well as the pres-
ence of restricted or repetitive behaviors and interests. Currently, several thera-
peutic targets have been described as associated with main or peripheral symp-
toms of this framework. However, so far, the few drug interventions aim to control
certain associated symptoms, such as seizures, anxiety, irritation, lack of sleep,
and others. In most cases, these are drugs commonly used in neuropsychiatry,
such as anxiolytics, anticonvulsants, etc., used off-label, such as risperidone.
Risperidone primarily targets the 5-HT2aR and DzR receptors, where it acts as an
antagonist. However, this drug, although useful (or potentially useful), was origi-
nally and specifically developed for the treatment of autistic people. Thus, this
work had as main objective to study a set of compounds selected from the litera-
ture, which were used in the identification of hit compounds possible candidates
for antipsychotics that act as 5-HT2a receptor blockers. Based on these sets,
computer-aided drug planning studies were carried out (molecular modeling,
structure-activity relationship, pharmacophoric modeling and virtual screening),
in addition to Molecular Dynamics simulation studies. The approach used led to
the identification of compounds that were shown, in the DM simulations, to be
stable at the binding site, capable of maintaining interactions with amino acid
residues important for inhibition, similarly to risperidone. These results indicate a
possibility that these compounds exhibit an antagonistic effect on the 5HT2a re-
ceptor. These compounds then become candidates for biological tests aiming at
confirming the results obtained.

KEYWORDS: inhibitors, In silico Medicinal Chemistry, Molecular Modeling, Mo-

lecular Dynamics, Serotonin Receptors, autism spectrum disorder (ASD).
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ABSTRACT

Serotonin (5-HT) receptors are part of a family, the 5SHT2 subfamily is divided into
2A, 28 and 2c receptors. The 2a receptor has high affinity for the atypical antipsy-
chotic drugs clozapine, risperidone, and olanzapine and is believed to play a role
in the therapeutic activity of these drugs. Currently, new therapeutic strategies
are needed that offer faster onset of action with fewer side effects and, therefore,
greater efficacy in a greater proportion of patients with neuropsychological disor-
ders. Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder charac-
terized by deficits in social interaction and communication, as well as the pres-
ence of restricted or repetitive behaviors and interests. Currently, several thera-
peutic targets have been described as associated with main or peripheral symp-
toms of this framework. However, so far, the few drug interventions aim to control
certain associated symptoms, such as seizures, anxiety, irritation, lack of sleep,
and others. In most cases, these are drugs commonly used in neuropsychiatry,
such as anxiolytics, anticonvulsants, etc., used off-label, such as risperidone.
Risperidone primarily targets the 5-HT2aR and D2R receptors, where it acts as an
antagonist. However, this drug, although useful (or potentially useful), was origi-
nally and specifically developed for the treatment of autistic people. Thus, this
work had as main objective to study a set of compounds selected from the litera-
ture, which were used in the identification of hit compounds possible candidates
for antipsychotics that act as 5-HT2a receptor blockers. Based on these sets,
computer-aided drug planning studies were carried out (molecular modeling,
structure-activity relationship, pharmacophoric modeling and virtual screening),
in addition to Molecular Dynamics simulation studies. The approach used led to
the identification of compounds that were shown, in the DM simulations, to be
stable at the binding site, capable of maintaining interactions with amino acid
residues important for inhibition, similarly to risperidone. These results indicate a
possibility that these compounds exhibit an antagonistic effect on the 5HT2a re-
ceptor. These compounds then become candidates for biological tests aiming at
confirming the results obtained.
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lecular Dynamics, Serotonin Receptors, autism spectrum disorder (ASD).

1. INTRODUGAO

Os receptores de serotonina (5-HT) fazem parte de uma familia diversa
que consiste em 13 receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e um canal
catidénico fechado por ligante classificado com base nas fungbes operacionais,
estruturais e transdutivas.’ % 3 A subfamilia 5HT2 é dividida nos receptores 2a, 28
e 2c. O gene do receptor 5HT2a esta localizado no cromossomo 13, que foi
identificado em estudos de associagdo como relacionado a esquizofrenia.4 5 O
receptor 2a tem alta afinidade para as drogas antipsicoticas atipicas clozapina,
risperidona e olanzapina e acredita-se que tenha um papel na atividade
terapéutica dessas drogas.5 7

Atualmente, sdo necessarias novas estratégias terapéuticas que
oferecam inicio de agao mais rapido com menos efeitos colaterais e, assim,
maior eficacia em uma propor¢cdo maior de pacientes com disturbios
neuropsicolégicos. Os neurotransmissores biogénicos de amina, especialmente
a serotonina, também foram associados ao panico, transtorno obsessivo-
compulsivo e até transtornos alimentares. A evidéncia mais forte sdo os estudos
que mostram que muitos desses disturbios s&o sensiveis a drogas que atuam
no sistema serotonérgico, como os ISRS (Inibidores da Recaptacdo de
Serotonina).®

O transtorno do espectro autista (TEA) é um disturbio de
neurodesenvolvimento caracterizado por déficits na interacdo social e
comunicacdo, e pela presenga de comportamentos e interesses restritos ou
repetitivos.® Os principais déficits de comunicacdo social variam de dificuldade
com conversas reciprocas e redu¢cao da comunicagao nao verbal a compreensao
das normas sociais prejudicada e a falta de discernimento nas relagdes sociais.®
O desenvolvimento e a apresentacdo de sintomas varia amplamente em
individuos, tornando a populagcao de TEA etiologicamente e fenotipicamente
heterogéneos.'0 A prevaléncia deste quadro aumentou dramaticamente ao longo

dos anos, e tem sido reconhecido atualmente como um dos transtornos mais
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comuns do desenvolvimento.!! Varios fatores contribuiram para esse aumento,
como os critérios diagndsticos para TEA, que foram ampliados e modificados; o
conceito de autismo se tornou mais amplo, definindo como um transtorno autista
outros TEAs, incluindo a Sindrome de Asperger. H4 também um co-diagndstico
com disturbios médicos conhecidos, como sindrome de X fragil, sindrome de
Tourette e sindrome de Down. Outros fatores incluem o aumento da
disponibilidade de servigos e a capacidade de diagnosticar criangas em idades
mais jovens.1% 13

Embora o gama completo de etiologias subjacentes ao TEA permanecga,
em grande parte, inexplicavel, progressos foram realizados na ultima década na
identificacdo de alguns fundamentos neurobioldgicos e genéticos, além de
alguns fatores de risco. O TEA é altamente hereditario, mas fatores ambientais
também estdo implicados em seu desenvolvimento.'s 15 Varias linhas de
evidéncias sugerem que a etiologia dessa condicdo tem origem no periodo pré-
natal.’® Atualmente, varios alvos terapéuticos ja foram descritos como
associados a sintomas principais ou periféricos deste quadro, e parte destes vem
sendo explorados para o desenvolvimento de farmacos uteis para seus

portadores, ao menos para a melhoria da qualidade de vida (Figura 1).
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Figura 1. Possiveis neurotransmissores e seus alvos biolégicos com potencial envolvimento nos
sintomas relacionados ao autismo. Setas representam efeito excitatorio. Linhas com barras
representam efeitos inibitdrios. Fonte: Base Clarivate Analytics, Thomson Reuters (todos os
direitos reservados). Obs: os termos foram mantidos na lingua original (inglés).

Atualmente, o diagnéstico de autismo é realizado principalmente com
base em avaliagcbes do quadro clinico realizado por um profissional com
formagdo em medicina e, preferencialmente, com experiéncia clinica de varios
anos no tema.'”: ' Da mesma forma, ndo existem alternativas farmacolégicas
para o tratamento definitivo."

Até o momento, as poucas intervencdes medicamentosas visam ao
controle de determinados sintomas associados, como convulsoes, ansiedade,
irritacéo, falta de sono, e outros. Na maioria dos casos, sdo medicamentos
utilizados comumente na neuropsiquiatria, como ansioliticos, anticonvulsivantes
etc., utilizados de modo off label. Ja os antipsicoticos atipicos de segunda
geracao risperidona (Risperdal®, Janssen- Johnson &amp; Johnson) e
aripiprazol (Abilif®, Bristol-Myers Squibb) (Figura 2) sdo os unicos medicamentos
aprovados pelos 6rgaos reguladores de saude para o tratamento de alguns
sintomas associados ao TEA gragas a estudos clinicos realizados com
voluntarios desta populagdo.’ A risperidona tem como alvos principais os
receptores 5-HT2aR e D2R, locais onde age como antagonista. O aripiprazol atua
de modo semelhante, sendo também um agonista parcial do 5-HT1aR.
Atualmente, encontra-se em ensaios clinicos de fase Ill de estudos para autismo
o brexpiprazol (Rexulti®, Lundbeck), que, além dos alvos ja citados, também
atua como um antagonista do adrenoreceptor ais. Finalmente, a cariprazina
(Reagila®, Recordati), que age como um antagonista dos 5-HT2aR e 5-HT28R,
antagonistas e agonistas parciais dos D2R e D3R, e agonista parcial do 5-HT1aR,
encontra-se em estudos iniciais com publico autista (fase ).
(https://integrity.clarivate.com/integrity/xmixsl/). = Porém, nenhum  desses
farmacos, embora uteis (ou potencialmente uteis) foram originalmente e

especificamente desenvolvidos para o tratamento de pessoas autistas.
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Figura 2. Estruturas 2D dos farmacos ja aprovados para uso em portadores de TEA (risperidona
e aripiprazol) e em ensaios clinicos (brexpiprazol e cariprazina). Todos estes compostos tém,
entre seus alvos de acgdo, o 5-HT2aR. Outros inibidores do 5-HT2aR disponiveis ou em ensaios

clinicos ndo sao descritos oficialmente como Uteis para portadores de autismo.

Os receptores de serotonina sao expressos em todo o sistema nervoso e
na periferia. O 5-HT2aR é um dos 14 receptores de serotonina e é expresso em
regides como o sistema nervoso central e periférico, plaquetas e musculo liso
vascular. O receptor 5-HT2aR, apresentado na Figura 3 (PDB 6A93:
https://www.rcsb.org/structure/6A93) estd associado a doengas como
esquizofrenia, depressao, transtorno bipolar, vicio, transtornos alimentares,
doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer. Além disso, também apresenta
relagdo com o autismo, pois participa de um sistema de excitacdo que auxilia no
surgimento de déficits comportamentais causados por transdugdo nervosa
aberrante (Figura 1). Desse modo, o antagonismo deste alvo biolégico auxilia na
reducdo, se nao dos sintomas que caracterizam o autismo, ao menos de uma
parte de sintomas geralmente presentes em todos os graus do espectro. Em
especial, a agitacdo e a agressividade, a principal fungao clinica da risperidona
e do aripiprazol. Porém, devido a necessidade de uso cronico, esses dois
medicamentos acabam causando uma série de efeitos adversos, como sedacgao,
ganho de peso, diabetes e efeitos anticolinérgicos, que sédo causados pela

ligacdo ndo seletiva a outros receptores aminérgicos.2 Esses efeitos adversos



19

podem ser considerados agravados quando o uso for pediatrico, fato muito

comum no autismo.
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Figura 3. Estrutura tridimensional do receptor dopaminérgico subtipo 2A complexado com o
antipsicotico risperidona (no destaque, no formato “spacefill”’), arquivo PDB 6A93. O esquema
2D da interagdo entre o farmaco foi obtido no programa Discovery Studio e apresenta as
principais interagdes observadas entre o ligante e o sitio de ligagao identificados pelos autores.'®

Considerando a necessidade de desenvolvimento de farmacos Uteis para
a melhoria da qualidade de vida dos portadores de TEA (e de qualquer outro
transtorno psiquiatrico relacionado ao todo ou em parte ao 5-HT2aR), neste
trabalho, foram realizados estudos de simulagdes moleculares usando como
base um conjunto de bloqueadores do 5-HT2aR previamente descritos por Chen
et al.? Também foi utilizado o complexo cristalografico PDB 6A93, recentemente
disponibilizado por Kimura et al.* como uma plataforma para estudos baseados
em alvo biolégico (SBDD: Structure-Based Drug Design), com o objetivo de
identificar compostos hits em 10 bibliotecas quimicas diferentes, com foco na
tentativa de identificar ligantes, ou seus precursores, mais seletivos pelo receptor
de interesse, e que, por este motivo, possam causar menor numero de efeitos

adversos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar conjuntos de compostos descritos na literatura (Chen et al.) que

possam ser empregados na identificagao de hits e prototipos em pesquisas que



20

visem a busca de novos antipsicéticos atipicos que atuem como inibidores do
receptor 5-HT2a, visando ao seu uso como tratamento de sintomas relacionados

ao autismo.

2.2 Objetivos especificos

- Determinacao de propriedades fisico-quimicas de carater estrutural, eletrénico,
termodinamico, lipofilico, topoldgico, mistos e de campo dos compostos
selecionados, utilizando os programas de modelagem molecular;

- Obter informacdes sobre quais propriedades fisico-quimicas podem influenciar
a atividade de um conjunto de 37 derivados de benzisotiazolilpiperazina como
potenciais novos antipsicoticos, descritos por um mesmo grupo de pesquisa
como inibidores do receptor D2, D3, 5-HT1a e 5-HT2a;

- Obter modelos de estrutura-atividade e farmacoféricos que permitam aumentar
a compreensao sobre 0 mecanismo de acado das classes de compostos em
estudo, e que possam ser empregados no planejamento e desenvolvimento de
protétipos candidatos a novos farmacos;

- ldentificagdo de novos compostos hits, que possam originar novos compostos
protétipos, a partir de estudos de triagem virtual;

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelagem do conjunto de dados e selecao do ligante mais seletivo

O conjunto de dados selecionado para realizar este estudo compila um
total de 37 derivados de benzisotiazolilpiperazina (Anexo 1), sintetizados e
testados por Chen et al.? Esse conjunto tem como grande vantagem ser formado
por uma série de compostos com diferentes graus de afinidade pelos receptores
5-HT1a , 5-HT2a , D2 e D3. Desse modo, a exploragdo adequada desses dados
pode auxiliar na obtencdo de compostos hits que apresentem maior seletividade
pelo alvo de interesse, preferencialmente com estruturas inovadoras e que
nunca foram exploradas com este obijetivo.

Para este fim, os compostos foram criados nos programas HYPERCHEM

7 (http://www.hypercubeusa.com ) e GAUSSIAN 09 ( http://www.gaussian.com )
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para desenho, otimizacdo de geometria molecular da estrutura, analise
conformacional, e célculos dos valores de algumas propriedades eletronicas. Os
modelos dos compostos em trés dimensdes (3D) foram construidos no
HYPERCHEM 7, usando como base a estrutura cristalografica do composto
ASAXUP, disponivel no bancos de dados Cambridge Crystallography Database
(https://[summary.ccdc.cam.ac.uk ), cédigo 1414993 (Figura 4). Na sequéncia,
todas as geometrias foram otimizadas pelo método de mecanica molecular

(MM+) e pelo método semiempirico Austin Model 1 (AM1).

Figura 4. Estrutura basica dos compostos do conjunto (arquivo ASAXUP).3

As geometrias obtidas no HYPERCHEM 7 foram convertidas como
arquivos de entrada do GAUSSIAN 09, em que cada composto foi otimizado ao
nivel de teoria ab initio HF/6-31G e, na sequéncia, ao nivel da teoria do funcional
de densidade (DFT: density functional theory) pelo funcional B3LYP e com as
bases 6-311G++(d,p). O funcional B3LYP (Becke, 3-parameter, Lee—Yang—Parr)
foi escolhido porque é descrito que esse método leva a resultados satisfatorios
para a obtengdo de geometrias e propriedades eletrénicas. ¢ Uma das
vantagens é que esse método, diferentemente da abordagem Hartree-Fock (HF),
leva em consideragdo a correlagéo eletrénica na molécula (de uma forma
simplificada, como cada elétron influencia no comportamento dos demais). Além
disso, ele leva a resultados comparaveis aqueles de correlagao eletrbnica, como
MP2 ou MP4, denominados métodos pos-Hartree-Fock, mas com um gasto de
tempo consideravelmente menor. Estudos comparativos realizados por diversos
autores” '9indicaram que os descritores eletrénicos obtidos utilizando o funcional
B3LYP permitiram a obtengcao de melhores modelos QSAR do que aqueles

obtidos por outros métodos. Ja a sequéncia de otimizacbes em etapas, com
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aumento sequencial da complexidade dos niveis de teoria (e,
consequentemente, do custo computacional), tem por objetivo reduzir o tempo
de obtencdo do minimo de energia ao nivel DFT, ja que o aumento do custo
computacional do MM+ direto para o DFT/B3LYP poderia levar a geometrias néo
convergidas, ou seja, sem realmente atingir um minimo, mesmo um minimo
local.

O conjunto otimizado foi reservado para futuros estudos de relagéo-
estrutura atividade quantitativa (QSAR), a serem realizados como continuidade
deste estudo. Para este estudo, foi selecionado o composto mais seletivo pelo
5-HT2aR dentre os descritos pelos autores.® Para isso, foi realizada uma média
simples das razdes entre a atividade descrita quanto a inibicdo do 5-HT24R e das
outras trés proteinas. Os resultados estao disponiveis no Anexo 2. O composto
1-(6-nitro-1,2-benzisotiazol-3-il)-3-piperazina (A, Figura 5) apresentou a segunda
melhor média (0,072), mas possui a vantagem adicional de ser o mais ativo
dentre os compostos descritos (Ki= 0,19 nM), e, desse modo, pode-se considerar
que realiza interagdes mais eficientes com o sitio de ligagao, uma caracteristica

desejavel para a etapa de modelagem farmacoférica.
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Figura 5. Estrutura do 1-(6-nitro-1,2-benzisotiazol-3-il)-3-piperazina (A). A identificagdo no artigo
original corresponde ao composto 18a.

3.2 Delineamento do estudo de triagem virtual

Triagem virtual pode ser definida como uma técnica que utiliza métodos
baseados em computador para descobrir novos ligantes com base na estrutura
bioldgica. O objetivo basico da triagem virtual é a redugdo do enorme espago
quimico de pequenas moléculas organicas, para sintetizar e/ou rastrear uma
proteina-alvo especifica, a um nimero administravel de compostos. Em teoria, a
aplicabilidade da triagem virtual é limitada apenas por quais propriedades de um

composto podem ser calculadas computacionalmente e pela relevancia dessas
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propiedades para o problema em questdo.2® Essas abordagens podem ser
classificadas como independentes do receptor, com destaque para aquelas que
sdo baseadas em modelagem farmacoférica classica, em que sao consideradas
apenas semelhancas entre as estruturas tridimensionais de compostos que
apresentam atividade biologica, conhecendo ou ndo seu alvo bioldgico (mas
sendo especialmente util quando este ndo é conhecido), e em ancoramento
molecular, quando o alvo biolégico é conhecido e tem sua estrutura
tridimensional disponibilizada em bancos de dados.?"

Por meio da modelagem farmacoférica, é possivel obter um modelo
farmacoférico, ou farmacoéforo, um dos conceitos mais importantes dentro da
Quimica Farmacéutica Medicinal. De um modo geral, um farmacoforo define as
caracteristicas essenciais de uma interacdo que um composto bioativo precisa
apresentar para desencadear determinada atividade biolégica. Quando se
considera um farmacéforo in silico, este incluira um arranjo espacial dessas
caracteristicas farmacoféricas, que geralmente sao traduzidos em tipos de
interacoes farmaco-receptor que aquela molécula pode fazer. Para obter este
modelo, geralmente sio utilizadas estruturas tridimensionais de um conjunto de
compostos que apresentam a atividade de interesse, que, na sequéncia, sédo
alinhados para que sejam determinadas quais s&o as caracteristicas mais
comuns entre estes compostos.21 22:23

O ancoramento molecular (“docking”) é considerado uma das principais
abordagens de desenvolvimento de farmacos com base na estrutura
tridimensional de um alvo-molecular. O objetivo central € o de predizer a
capacidade de um ligante de interesse interagir com o sitio de ligagcao do alvo, e
ordenar esta molécula de acordo com seu encaixe, identificando, assim, a
geometria que esta adota para gerar uma maxima complementariedade pelo
sitio, assim como o grau dessa interacdo. Para isso, independentemente do
programa, todos possuem duas partes basicas: a fungao de busca e o algoritmo
de escore. O algoritmo é utilizado na busca de orientagdes e conformagdes do
ligante no sitio receptor, enquanto a fungcéo de escore é aplicada aos possiveis
modos de ligagao propostos pelo algoritmo, com o propdsito de classifica-los por
afinidade de acordo com suas interagdes com os residuos de aminoacidos do
sitio receptor. Ao final do estudo, o objetivo geral é obter um conjunto de

conformagdes do complexo ligante-receptor e classifica-los em ordem de
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prioridade, com base em suas estabilidades energéticas, geralmente (mas nao
apenas) apresentado como o AG de ligagdo em Kcal/mol. Outra informagao
extremamente util apresentada s&o as principais interacdes entre o ligante e o
sitio de ligagdo, como ligagdo de hidrogénio, iénicas, van der Waals, 11-1T etc.,
junto de seus comprimentos.23: 24: 25

Neste estudo, optou-se por uma abordagem baseada no alvo biolégico
nao so6 para o estudo de ancoramento, mas também para a etapa de modelagem
farmacofdrica. Inicialmente, foi utilizado o servidor web PHARMIT
(https://pharmit.csb.pitt.edu/). O algoritmo utilizado permite pesquisar pequenas
moléculas com base em sua similaridade estrutural e quimica com outra
molécula pequena, visando a identificar aquelas que podem se ligar a um mesmo
alvo biolodgico de interesse. A pesquisa pode ter como entrada: 1) uma molécula
pequena isolada; 2) um modelo farmacéforico (que pode ser gerado em outros
programas ou no préprio PHARMIT); ou 3) a combinagdo de uma proteina de
interesse e um farmacoforo ou uma pequena molécula para a qual uma posicao
de ligacao putativa é conhecida.?! Esta posicdo pode ser derivada pela posigdo
que o ligante ocupa na cavidade do alvo quando é co-cristalizado com este
ultimo, ou pode ser obtido por ancoramento molecular (esta ultima situagao foi a
selecionada para ser utilizada neste trabalho).

Outra grande vantagem do servidor PHARMIT é o grande numero de
bibliotecas de compostos que pode pesquisar, mesmo que essa busca nao seja
simultanea, e sem necessidade de download das estruturas. Atualmente, é
possivel pesquisar em 10 dos bancos de dados mais importantes para a
descoberta de novos farmacos (Figura 6), somando quase 341 milhdes de
compostos organicos (embora existam duplicatas entre eles, mas que ainda
assim sao ocorréncias indicadas pelo servidor). Além disso, € possivel contribuir
com bancos de dados in house ou que nao estejam disponiveis entre os
inicialmente disponibilizados, mas que possam ser baixados e adicionados ao
servidor.2! Por exemplo, ja se encontra disponivel dentre estas versées (a maior
com 2366 compostos) a base de dados NuBBE, com compostos isolados da
biodiversidade brasileira, € mantida pelo Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista (UNESP).
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Figura 6. Bibliotecas de compostos que podem ser acesssadas pelo PHARMIT e a quantidade
de compostos disponiveis em cada uma. Dados de 30 de julho de 2021.

Segundo Kimura et al.#, o 5-HT2aR possui uma cavidade lateral extendida
préxima ao sitio de ligagéo ortostérico, ausente ou muito menos relevante do que
nos demais receptores relacionados. Por sua vez, outra regido muito importante,
uma fenda hidrofobica inferior, € altamente conservada nos 5-HT2cR, 5-HT1sR,
D2R e H1R. Desse modo, os autores propuseram que o antagonista altamente
seletivo para 5-HT2aR se liga a essa cavidade lateral estendida, e que,
explorando esse fato, podem-se planejar inibidores que apresentem menos
efeitos adversos e que sejam relacionados a interagdes com outras proteinas.
Por esse motivo, selecionou-se o composto A no lugar da risperidona, pois,
assim, espera-se obter um padréo tridimensional que favoreca a identificacao de
compostos mais seletivos pelo 5-HT2aR.

A obtencdo do complexo foi realizada no programa Autodock Vina26, via
ambiente grafico PyRx (https://pyrx.sourceforge.io/home).2” O Autodock Vina é
que utiliza a abordagem de alvo fixo e ligante flexivel, com algoritmo genético
para a etapa de busca, e uma funcido hibrida baseada em dados empiricos
combinados com uma fungéo baseada em conhecimento (knowledge-based).%6
O arquivo PDB 6A93 (Figura 2) foi entdo obtido no servidor web Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org). A preparacéo do arquivo foi entdo realizada com o
programa Discovery Studio Visualizer 17.2 (https://discover.3ds.com/discovery-

studio-visualizer-download), em que o ligante original foi retirado do sitio de
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ligacao, assim como as molécuas de agua co-cristalizadas foram removidas. Na
sequéncia, novos arquivos no formato *.PDB, um contendo apenas a risperidona
e o0 outro contendo apenas o receptor, foram gerados. Ambos foram entao
usados como arquivos de entrada para o PyRx/Autodock Vina. O delineamento
e a validacdo da metodologia de ancoramento molecular foram realizados
utilizando redocking da risperidona. Essa abordagem, muito utilizada nesse tipo
de estudo, visa a avaliar a capacidade de reproduzir a orientagédo de um ligante
em relacdo aos modos de ligacdo observados em complexos com a mesma
estrutura ja resolvida. A reproducédo de um modo de ligagdo experimental
normalmente é considerada bem-sucedida quando o RMSD entre a orientagao
cristalografica (experimental) e a orientacao obtida durante o calculo fica abaixo
de 2,0 A28

O atomo de nitrogénio do anel piperidina, central a estrutura da
risperidona co-cristalizada, foi utilizado como referéncia para o ponto central do
espaco virtual cubico em que o algoritmo do Autodock Vina deveria realizar a
busca. Assim, o ponto central foi definido com centro de 13,84 A (x), 0,55 A (y)
e 60,96 A (z), com lados de 25 A3 Esse posicionamento e volume foram
adequados para cobrir o sitio de ligagao de interesse, assim como a cavidade
lateral, abrangendo os aminoacidos essenciais para a interagédo com a cavidade.
Considerando que o sito de ligagao de interesse pode ser considerado grande,
o parametro exhaustiveness (indica o tempo gasto em buscas por um minimo
global em cada calculo de ancoramento) foi definido como 60. Considerando que
o valor padrdo do programa é 8, isso aumentou as chances de obtencao tanto
de uma metodologia de ancoramento molecular adequada quanto de best poses
adequadas e confiaveis para o propdsito do estudo. Apds a etapa de validagao,
foi possivel obter uma best pose de redocking da risperidona (Figura 7A) que
apresentava AG=-11,2 Kcal/mol e um RMSD= 0,77 A com a pose co-cristalizada
(Figura 7B). Desse modo, a metodologia utilizada pode ser considerada

adequada para o estudo.
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RMSD=0.7T A

Figura 7. Estruturas relacionadas ao delineamento da metodologia de ancoramento molecular.
A) Best pose obtida na etapa de re-docking; B) Sobreposi¢éo das geometrias da risperidona co-
cristalizada e sua best pose; C) Docking do composto A, com visao rotacionada em 90 graus a
direita em relagéo a imagem A, para destaque da cavidade lateral.

O ancoramento de A gerou uma best pose em que a cavidade lateral é
ocupada pela cadeia lateral furano-carboxamida (Figura 6C). A regido superior
interage principalmente com o residuo Asp155, conservado e essencial para a
interacdo de ligantes em receptores aminérgicos, além dos residuos Trp151,
Leu228 e Val366, similares a risperidona. Ja o anel cicloexano formou ligagées
com os residuos Val156 e Phe340, mesmos residuos que interagem com o
grupo 6-fluoro-1,2-benzoxazole da risperidona. Finalmente, o anel piperazina
interage com os residuos Phe339 e Val366, semelhantes ao anel piperidina da
risperidona. Porém, como ocupa a cavidade lateral, o composto A forma uma
ligacdo hidrogénio com Gly238 (2,76 A) e ligacédo de van der Waals com Pro209
(4,97 A). Esta pose, assoaciada as novas interagdes descritas, pode justificar a
maior seletividade de A por este alvo no dmbito deste estudo. O complexo 5-
HT2aR/A foi, portanto, utilizado como input para a triagem virtual baseado em
ligante com auxilio de receptor.

Ao carregar o complexo obtido no PHARMIT, foi gerado o arquivo

apresentado na Figura 7. O servidor identificou, no ligante posicionado na
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cavidade de interesse, a partir da avaliagcdo dos seus grupos funcionais, dez
pontos farmacoféricos - 2 doadores de ligagao hidrogénio (DLH), 4 aceptores de
ligacao hidrogénio (ALH), 3 hidrofébicas (LHF), e 1 de ligacdo aromatica (ARO).
Nas duas regides que possuem pontos farmacoféricos que coincidem, optou-se
por manté-los como apresentados, para que ambas as caracteristicas dessas
regides fossem consideradas na busca. Ja trés pontos (2 HBA e 1 HFB) foram
excluidos da busca, visando a n&o limitar em excesso as possibilidades de busca
em estruturas extremanente semelhantes ao composto A, e favorecendo
aqueles que pudessem formar ligagdes semelhantes a porgao 3-(piperazin-1-il)-
1,2-benzotiazol e a porgao furano-2-carboxamida. O PHARMIT também usa, em
suas buscas, o método definido como formas moleculares alinhadas (VAMS),
que visa a identificar formas moleculares correspondentes aos compostos
utilizados como base de busca, usando-as como critérios de inclusdo ou
exclusao. Neste estudo, as restrigdes inclusivas foram especificadas usando a
forma do ligante fornecido, enquanto, como critério de exclusao, foi utilizada a
propria superficie do receptor. Assim, aqueles compostos que fossem
encontrados na etapa de busca farmacoférica deveriam respeitar a forma base
do ligante selecionado, e ndo ultrapassar a superficie acessivel do receptor. Os
compostos assim selecionados sao proibidos de sobrepor essas restrigdes.
Ambas as restricdes sdo representadas usando volumes voxelizados.3 (Figura
7). Finalmente, para reduzir a quantidade de compostos encontrados, foi
utilizado como critério de hit reduction o valor de 1 para o campo max hits per
mol. Ou seja, caso determinada conformagao de um composto fosse encontrada
como adequada ao farmacoforo, uma nova conformagao desse composto seria

ignorada, evitando assim hits duplicados em um mesmo banco de dados.
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c D

Figura 8. A) Pontos farmacoféricos. Ponto em verde: HFB; laranja: HBA; branco: HBD; roxo:
ARO. Obs: nos pontos destacados, dois pontos coincidem — A: LHF e ARO; B: ALH e DLH; B)
Destaque do composto A no sitio de ligagéo, e dos pontos farmacoféricos mantidos para a etapa
de busca; C) Volume voxelizado do composto A, usado como critério de inclusdo; D) Volume
voxelizado do 5-HT2aR, utilizado como critério de exclusao.

Na sequéncia, apos a pesquisa em cada um dos bancos de dados
disponiveis no PHARMIT (Figura 5), os compostos identificados foram
individualmente submetidos a etapa de ancoramento molecular, utilizando a
metodologia anteriormente validada, tendo como referéncia a risperidona, ja que
esta, apesar de pouco seletiva, € um inibidor utilizado clinicamente. Os
compostos que apresentaram AG de ligag&do superiores a molécula de referéncia

foram entao selecionados para a etapa de dinAmica molecular.

3.3 Dinamica Molecular

A simulacdo de Dinadmica Molecular (DM) é uma ferramenta in silico
utilizada para prever os movimentos de cada atomo em uma proteina ou outro
sistema molecular ao longo do tempo." Isso é possivel por meio do emprego das

leis do movimento de Newton, sendo possivel prever a posigédo espacial de cada
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atomo em funcdo do tempo.2 Entre outras aplicagdes,> a DM também pode
prever como as biomoléculas responderdo, em um nivel atémico, a perturbacdes
dentro do sistema, como a adicdo ou remog¢ao de uma molécula (droga).2

Portanto, a Dindmica Molecular foi realizada para analisar a estabilidade
e as propriedades dinamicas do receptor 5HT2a (PDB code: 6A93%) ligado aos
nossos compostos estudados. Os estudos de Dindmica Molecular foram
conduzidos pelo programa Desmond versao 3.0 no pacote Schrodinger versao
2020-4,% 6 de acordo com o seguinte protocolo: o receptor 5HT2a, juntamente
com a membrana de fosfatidilcolina (POPC) — a posicdo da membrana no
receptor foi calculada usando o servidor online Positioning of Proteins in
Membrane (PPM)?® — e cada ligante estudado foi colocado em uma caixa
ortorrdmbica com limites periddicos — distancias (A): 10x10x15. A caixa foi
preenchida com agua TIP3P e ions Na* ou CI- foram adicionados, conforme
necessario pelo software, para neutralizer o sistema. Além disso, 0,15 M de NaCl
foi adicionado ao sistema para mimetizar a concentragao iénica fisioldgica. Em
seguida, o sistema foi relaxado, utilizando dindmica posicionalmente restrita,
seguindo o protocolo padrao® no programa Desmond. As simulagdes para todos
os sistemas foram realizadas sobre o conjunto NPT (numero constante de
particulas, pressao e temperatura) com a temperatura ajustada para 300 K e
pressao de 1,013 bar. A producido de simulacées de DM foi definida para 250
nanosegundos (ns). A energia (kcal/mol) foi registrada em intervalos de 1,2
picosegundos (ps). Todas as simulagdes foram realizadas utilizando o GPU
Desmond com o campo de forga OPLS3e3° através do Centro de Informatica de
Holland.3' O campo de forga OPLS3e é baseado em potenciais otimizados para
simulagdes liquidas (OPLS), demonstrado primeiramente por Jorgensen e
colaboradores.32 Como controle positivo, foi empregada a Risperidona
complexada com o receptor. Além disso, neste estudo, foi utilizado o apo
receptor como controle negativo. Os controles foram submetidos a simulagdes
de DM pelo mesmo protocolo do conjunto de moléculas estudado. Um modelo
do conjunto final dos sistemas simulados é exibido na Figura 9.

A analise das trajetorias resultantes de todas as simulagdes foi produzida
usando a ferramenta “diagrama de simulagdo de interacdo”, do programa
Desmond.> Em resumo, foram calculados o valor de Root-Mean-Square

Deviation (RMSD) para a proteina e para os ligantes, o parametro de Elementos
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de Estrutura Secundaria (SSE) e o valor de Root Mean Square Fluctuation
(RMSF) para os residuos de proteina. Além disso, o perfil de interagdo entre
residuos importantes do bolso de ligacao e ligantes foi analisado. Consulte a
secdo de resultados e discussdo para detalhes sobre esses pardmetros. A
andlise de cluster para determinar a conformacao representativa mais populosa
dos ligantes de cada simulacdo de DM foi realizada usando a ferramenta
“Desmond trajectory clustering”. O intervalo de extragdo do quadro de trajetoria
foi definido como 10 frames, o numero total de frames (1000 frames) foi usado
para agrupar cada trajetéria e o numero maximo de saida de clusters foi definido
como 10. De acordo com os resultados, as trajetérias dos complexos mais
promissores foram analisadas e gravadas em formato de video, utilizando a

interface Maestro.

Contra-ion s———=i

Membrana

Risperidona

Agua «—

Figura 9. Modelo de representagdo dos complexos que foram simulados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Virtual Screening

Considerando o grau de exigéncia e especificidade que foi determinado

para o farmacoforo construido (Figura 7), foi possivel obter, na primeira etapa da
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triagem, um conjunto de compostos formado por 129 hits, isso considerando
duplicatas (ou seja, compostos que estao presentes em mais de um dos bancos
de dados consultados). Desse modo, nao se julgou necessario utilizar regras de
druglikeness ou outros parametros para redugao do tamanho do conjunto, ja que
este que foi obtido foi gerenciavel. Além disso, € importante sempre observar
que, na busca de compostos hits, ou mesmo de compostos protétipos, nao é
estritamente necessario que os compostos identificados j& apresentem
propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas ideais (embora seja muito
desejavel), ja que, na grande maioria das vezes, ainda deverao passar por algum
grau de otimizacdo molecular, visando tanto ao aumento da poténcia terapéutica
quanto a adequacgdo de suas caracteristicas ADMET.33 Assim, o foco aqui foi
encontrar compostos que possam apresentar, ao menos por meio das
simulagbes in silico, boa poténcia, capacidade de inibicdo do receptor de
interesse e, principalmente, uma possivel seletividade por este alvo.

Apos a remocao das duplicatas e preparacdo das estruturas, 63
compostos foram submetidos a etapa de ancoramento molecular. Apenas 13
compostos (Tabela 1 e Figura 9), 0,0000038% do total consultado por meio do
PHARMIT, apresentaram energia de ligagao superior ao da risperidona (AG=
11,2 Kcal/mol). Utilizando a equagdo Ki= e2Cx1000RT 'em que R= 1,98719 e T=
298,15 K, compostos acima desta energia podem apresentar um Ki > 5,2 x 10-°
M, o que pode ser considerada uma faixa de atividade in vitro excelente, se esses
valores forem confirmados por meio de ensaios experimentais. Para auxiliar no
aumento da compreensdo desses resultados, também foram calculadas as
eficiéncias de ligacéo (LE) de cada composto, que é obtido por meio da equagao
AG/Nap (em que Nap corresponde ao numero de atomos n&o-hidrogénio de cada
composto). Esse parametro simples visa a comparar moléculas de acordo com
sua energia de ligacdo média por atomo. No geral, compostos que se ligam de
modo mais eficiente ao seu alvo de estudo devem apresentar LE > 0,30.34 Como
pode ser consultado na Tabela 1, oito compostos atendem a este critério,

enquanto todos os demais possuem LE= 0,29.
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Tabela 1. Compostos selecionados ao final da etapa de ancoramento molecular, e os valores
dos parametros utilizados para ajudar neste processo.

Composto Identificador AG (Kcal/mol) LE Ki calculados (nM)
1 CHEMBL 166399 -11,3 0,29 5,2
2 MolPort-006-808-904 -12,2 0,38 1,1
3 ZINC000408991278 -11,3 0,33 5,2
4 MolPort-047-468-974 -11,7 0,33 2,6
5 ZINC000408990680 -11,5 0,32 3,7
6 PubChem-11444349 -11,5 0,29 3,7
7 ZINC000253409323 -121 0,29 1,4
8 ZINC000408991149 -11,5 0,33 3,7
9 ZINC000408994226 -12,4 0,33 0,8
10 PubChem-137534138 -12,0 0,29 1,6
11 PubChem-123469020 -11,4 0,29 4,4
12 PubChem-137534008 -11,7 0,33 2,7
13 PubChem-4595062 -11,7 0,33 2,7
Risperidona -11,2 0,37
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Figura 10. Estrutura dos compostos 1 a 13.

Os resultados obtidos na etapa de ancoramento molecular indicam que

os compostos 2 e 9 (Figura 11) apresentam os resultados mais promissores, ja
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que apresentam a melhor combinacio entre AG e LE. Apenas o composto 2,
porém, apresenta tanto AG quanto LE superiores aos da risperidona, composto
de referéncia. Estes dois compostos possuem, portanto, o melhor equilibrio entre
afinidade medida pelo 5-HT2aR e seus tamanhos (no caso, representados pelo
menor numero de atomos nao-hidrogénio que possuem em relagao aos demais).
Quando comparamos estes com os compostos 7, 10 e 11, que também possuem
AG entre 12,0 e 12,2 Kcal/mol, porém com LE= 0,29, tem-se uma indicagao de
que estes trés compostos precisaram de mais atomos para garantir uma boa
afinidade calculada. Por outro lado, os compostos 3, 4, 5, 8, 12 e 13 possuem
LE= 0,32-0,33, apesar de apresentarem AG > 12,0 Kcal/mol. Quando
comparados com a risperidona, observa-se que possuem um comportamento
parecido com o farmaco. Isso pode indicar que, devido aos seus altos valores de
LE, estes compostos ndo devem ser descartados do estudo, pois seus menores
valores de AG podem estar relacionados apenas com um menor numero de
interacbes que sao formadas, o que nao significa perda do potencial de
apresentar atividade in vitro. JA os compostos 1, 6 e 12 sdo 0s menos
promissores do conjunto, ja que ambos apresentam os maiores AG associados

as piores LE.
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Figura 11. Resultados da etapa de ancoramento molecular dos compostos 2 e 9.

Pode-se observar que apenas o composto 9 (Figura 11) apresenta uma
best pose que preenche completamente a cavidade lateral, formando uma
ligacao de hidrogénio com Gly238, residuo localizado na entrada da cavidade, e
interagbes t-aquil com os residuos Val156, Pro209 e 1le210. Também se
observa uma forte interagéo hidrogénio (1,99 A) com Asp155, residuo descrito
como essencial para a inibicao deste receptor. Ja a best pose de 2 nao ocupou
a cavidade lateral, adotando um posicionamento mais parecido com a
risperidona. Uma série de interagbes 1 € formada com os residuos lle163 e
Trp336 (este ultimo também presente na ligagao da risperidona), localizados na
cavidade hidrofébica e também considerados importantes para a ativagdo do
receptor, além de Ser159 e Phe340. A interacio essencial com Asp155 também
esta presente, na forma de duas fortes ligacdes hidrogénio (2,06 e 2,48 A) com

os nitrogénios do sistema 2,3-diidrofitalazinol.
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Figura 12. Resultados da etapa de ancoramento molecular dos compostos 1,3 a 8,e 10 a 13.
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4.2 Analise da simulagao da Dinamica Molecular

Em nossos estudos de simulagdo de Dinamica Molecular (DM), a
risperidona foi empregada como controle positivo, servindo como estrutura de
referéncia, estrutura em que todos os ligantes foram comparados. Além disso, a
estrutura apo do receptor 5SHT2a foi utilizada como controle negativo.

De acordo com Kimura e colaboradores?*, os antipsicéticos risperidona e
zotepine estabilizam efetivamente a conformacgao inativa do receptor 5-HT2a,
resultando no efeito antagonista. Primeiramente, essas drogas podem prevenir
os movimentos dos residuos na parte inferior da cavidade da proteina, na
interac&o entre o sitio de ligagéo e o ligante, que resulta no bloqueio da ativagao
do receptor. Portanto, monitorar a dindmica do receptor € uma etapa
extremamente importante para a analise in silico de potenciais novos compostos
hit. Em decorréncia disso, o primeiro parametro analisado das trajetérias da DM
foi o RMSD, que mensura a distancia média entre os grupos de atomos.3> A
andlise deste parametro durante a simulacao permite determinar o nivel de
mudangas conformacionais da proteina ou do ligante. O monitoramento do
RMSD da proteina (eixo-Y esquerdo, linhas pretas na Figura 13 e Tabela 2)
fornece uma compreensao sobre a conformacao estrutural da proteina estudada,
fornecendo informagbes sobre a sua estabilidade. O RMSD do ligante (eixo-Y
direito, “Lig fit Prot” em azul e “Lig fit Lig” em verde — Figura 13 e Tabela 2) é
uma indicacido da estabilidade do ligante em relagcédo a proteina, assim como a
evolucao de sua conformacéo interna. Inibidores promissores devem apresentar

baixo RMSD durante a simulag&o.36

Em relacdo ao RMSD da proteina para o carbono alfa (Figura 13, linha
preta no eixo Y esquerdo), todos os resultados foram alinhados com a referéncia
(frame 0), entdo o RMSD foi calculado ao longo de todo o periodo da simulagao.
Esse parametro mede o desvio global dos atomos em comparagéo a
referéncia.3¢ A Tabela 2 (primeira coluna) e a Figura 13 exibem os complexos
que apresentaram o RMSD da proteina calculado para carbono alfa com um
valor médio menor que a risperidona e/ou do receptor apo. O perfil das variagdes
para o RMSD da proteina desses ligantes estudados, o controle (risperidona) e

o receptor apo sao similares em magnitude de variagao e apresentam um perfil
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estavel nos graficos de RMSD ao longo da simulagao. O complexo 7 apresenta
algumas altas flutuagdes no valor de RMSD da proteina para o carbono alfa no
inicio da simulacao (até 100 ns), mas, apos este periodo de equilibrio, o
complexo se estabiliza (Figura 13 — painel E). O perfil estavel para o RMSD da
proteina resultante dos complexos apresentados leva a conclusao de que o
receptor ndo sofre uma grande mudanga conformacional durante a simulagao
para o receptor apo ou os ligantes estudados/controle. Esse fato € uma indicagéao
de que os ligantes apresentados na Tabela 2 poderiam manter o receptor em

sua conformagao inativada, resultando em um efeito antagénico.

Tabela 2. Valores médios de RMSD para os complexos mais estaveis.

Ligante RMSD Ca Proteina RMSD “Lig fit Prot” RMSD “Lig fit Lig”
Ligante Ligante

Risperidona 2,76 £ 0,422 2,78 £ 1,28 1,30 + 0,68
Receptor apo 2,93+0,43 NA NA

1 255+0,42 6,59 + 1,54 3,31+ 0,55

9 2,62 +0,32 5,18 + 2,51 1,37 £ 0,49

13 2,75+ 0,61 3,33+ 0,57 1,13+ 0,15

7 2,85+ 0,56 3,00+ 0,69 0,63+ 0,11

2 2,88+ 0,45 478 +0,44 1,39+ 0,07

aDesvio-Padrdao. NA: Nao aplicavel
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Figura 13. A: Grafico RMSD para proteina carbono alfa (Ca) do receptor apo 5HT2a. B:
Risperidona. C: Complexo 1. D: Complexo 9. E: Complexo 13. F: Complexo 7. G: Complexo 2.
As simulagdes de Dindmica Molecular em 250 ns foram monitoradas utilizando o primeiro frame
como referéncia. O RMSD com base no carbono alfa da proteina (eixo-Y esquerdo) em preto e
o RMSD do ligante (eixo-Y direito). “Lig fit Prot” em azul e “Lig fit Lig” em verde.
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O parametro “Lig fit Lig” (Figura 13, linha verde no eixo-Y direito)
apresenta o RMSD de um ligante que esta alinhado e esse parametro € medido
apenas de acordo com a sua conformacao de referéncia (frame 1, nesse caso).36
Em relacdo ao RMSD do parametro “Lig fit Lig” (Figura 13, linha verde no eixo-Y
direito; Tabela 2, terceira coluna), no caso da risperidona como controle, esse
parametro sofre flutuagcdes durante a simulacdo, especialmente no inicio da
trajetoria, até o sistema atingir o equilibrio (préximo de 100 ns). Entdo, a
risperidona mantém a estabilidade ao longo da simulacéo até o final e nao
apresentou picos altos, ou seja, ndo apresenta grandes variagdes (Figura 13-B).
De forma similar, os complexos 1 e 9 (Figura 13 C e D, respectivamente)
apresentam flutuagdes durante a trajetéria, mas, no final da simulagédo, os
complexos se estabilizam. Os complexos 13, 7 e 2 apresentaram perfis bem
estaveis de acordo com este parametro. Especificamente, os valores médios
baixos para o RMSD do parametro “Lig fit Lig” (Tabela 2) e o perfil estavel
durante a simulacédo para os complexos 13 (1,13 A) e o complexo 7 (0,63 A)
revelam um perfil mais estavel em relacao as flutuacdes internas dos seus
atomos quando comparados com a risperidona (1,30 A).

O parémetro “Lig fit Prot” (Figura 13, linha azul no eixo-Y direito)
representa o valor de RMSD do ligante quando o complexo proteina-ligante é
inicialmente alinhado a estrutura da proteina e, em seguida, o RMSD dos atomos
pesados do ligante é mensurado. Se os valores observados séao
significativamente maiores do que o RMSD da proteina, entao & provavel que o
ligante tenha se separado da sua ligagdo inicial.36 A andlise desse parametro
revelou que os complexos 1, 9 e 2 (Tabela 2, segunda coluna, e Figura 13)
apresentaram um perfil dinamico de movimentos dentro do bolso da proteina que
resulta em valores médios maiores para o RMSD “Lig fit Prot”. Levando em
consideragédo que o receptor 5-HT2a apresenta uma cavidade lateral estendida
proxima ao sitio de ligagéo ortostérica*, a qual também poderia acomodar parte
do ligante, nés decidimos realizar uma analise de cluster. Essa analise foi
realizada para verificar se a conformagcao mais comum assumida por esses
ligantes ao longo da simulagdo poderia estar interagindo com essa cavidade
lateral. Caso a resposta seja sim, este fato poderia ser a razdo de esses ligantes
apresentarem valores altos do parametro “Lig fit Prot”, com o fundamento de que,

durante a interacao, eles poderiam estar se movendo da posicdo de encaixe
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inicial com o bolso da proteina, onde ocorre a ligacéo principal, para uma posi¢cao
em que parte do ligante interage com a cavidade lateral. A Figura 14 apresenta
os resultados da conformacéo, representando o cluster com o maior numero de
membros (a conformagdo mais representativa dentre todas as conformacgdes
assumidas pelo ligante durante a trajetoria da simulagao).

Em relagao aos resultados da analise do cluster para o complexo 9, como
apresentado no painel A da Figura 14, o ligante esta posicionado na entrada da
cavidade lateral (representado pelo residuo Gly2384). Além disso, quando a
trajetéria para esse complexo € analisada no formato de video, é possivel
observar a parte inferior do ligante se movendo da posicdo de encaixe inicial
para a cavidade lateral, fato que explica o alto valor de RMSD para o parametro
“Lig fit Prot”. Adicionalmente, para os complexos 1 e 2 (painel B e C, Figura 14),
a analise do cluster revela que esses ligantes ndo interagem com a cavidade
lateral. Entretanto, a parte inferior desses ligantes esta posicionada proximo a
fenda hidrofébica inferior do bolso de ligacdo (representada pelos residuos
lle163, Phe332 e Trp336), exibindo importantes interagdées com os aminoacidos
que apresentam um papel importante no efeito antagonista. Ainda, o video
resultante da trajetéria dos complexos 1 e 2 mostra que a parte superior desses
ligantes exibe um perfil muito dindmico, o que explica o alto valor de RMSD do
parametro “Lig fit Prot” (mas o ligante permanece dentro do bolso de ligagao

durante todo o tempo da simulacao).
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Figura 14. Resultados das conformagdes que representam o cluster com maior quantidade de
membros para os complexos 9 (A), 1 (B), 2 (C). Lado esquerdo: representagao do sitio de ligagao
com os elementos secundarios. Lado direito: representagéo do sitio de ligagdo com os residuos
como linhas. Interagdes Pi-pi representadas como linhas pontilhadas na cor ciano, ligacdes de
hidrogénio representadas como linhas pontilhadas na cor amarelo e pontes salinas
representadas como linhas pontilhadas na cor magenta. Os residuos 1le163, Phe332 e Trp336
(importantes para a ativagdo do receptor) da parte inferior do bolso de ligagdo e Gly238
(localizado na entrada da cavidade lateral-indicado por um retdngulo vermelho no painel A) sao
representados no formato de linhas na cor cinza. O residuo Trp336 esta destacado por uma
flecha vermelha.

Os complexos 13 e 7 apresentaram uma média de valores muito similar a

risperidona (3,33 A e 3.00 A, respectivamente, comparando a 2,78 A da
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risperidona). Além disso, os valores de RMSD para o parametro “Lig fit Prot” dos
complexos 13 e 7 sao similares ao RMSD para o carbono alfa dos mesmos
complexos (2,75 e 2,85), apresentando concordancia com o movimento da
proteina. Com base nos valores de RMSD para o receptor 5HT2a e os valores de
RMSD dos candidatos mais bem classificados ao longo da simulagédo, os
complexos 13 e 7 exibiram os melhores perfis de estabilidade na analise de
RMSD quando comparados com o receptor apo e com o complexo da
risperidona. Entretanto, considerando os resultados da analise do cluster e do
baixo valor de RMSD da proteina para o carbono alfa, apresentado pelos
complexos 9, 1 e 2, quando comparados ao receptor apo e/ou a risperidona,
decidiu-se continuar a analise desses trés complexos.

De acordo com a literatura,* 37 os residuos 1le163, Phe332 e Trp336,
localizados na parte inferior da cavidade hidrofébica do bolso de ligacdo do
receptor, sdo extremamente influentes na ativacao do receptor. As mudancgas
conformacionais desses residuos levam a ativacdo do receptor. O contato
préximo entre os ligantes e os residuos lle163, Phe332, Trp336 ¢é
significativamente importante para o bloqueio dessas mudancas
conformacionais dos residuos, impedindo a ativacdo e contribuindo para a
estabilidade efetiva do receptor em seu estado inativo.* Portanto, bons inibidores
devem interagir com o receptor de uma forma que mantenham esses residuos
no lugar, evitando mudancas conformacionais. Nesse sentido, durante todo o
periodo de simulacéo, os valores de Root Mean Square Fluctuation (RMSF) para
o carbono alfa desses respectivos residuos foram monitorados. O parametro
RMSF é utilizado para determinar mudangas locais ao longo da cadeia da
proteina. Esta € uma medida numérica semelhante ao RMSD, mas, ao invés de
indicar diferencas posicionais entre estruturas inteiras ao longo tempo, o RMSF
reflete a flexibilidade individual do residuo durante o tempo da simulagdo.38
Consequentemente, baixos valores de RMSF para esses residuos ao longo da
simulagao indicam um perfil menos dindmico para esses aminoacidos e,
portanto, uma maior probabilidade de impedir a ativagao do receptor.

Os valores de RMSF para os ligantes e os controles estao relacionados
na Tabela 3. De acordo com a analise da Tabela 3, o ligante 9 forma um
complexo com o receptor 5HT2a, em que 0s aminoacidos citados possuem os

menores valores de RMSF, indicando que a formagao do complexo com o ligante
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9 estabiliza os aminoacidos em sua posi¢céo original, impedindo a ativacao do
receptor. Além disso, o complexo 9 apresenta menores valores de RMSF para
esses residuos importantes quando comparado com o antagonista, utilizado
nesse caso como controle, risperidona e o receptor apo. Com base nos achados
de Kimura* e Wacker?’, que indicam a necessidade da prevencdo do movimento
dos residuos lle163, Phe332 e Trp336 como objetivo final para a efetivo
antagonismo do receptor, é possivel indicar o complexo 9 como nosso melhor
candidato a antagonista do receptor 5HT2a. Os complexos 13 e 1 também
apresentaram boa performance na analise do RMSF para os mesmos
aminoacidos. Especificamente, o valor de RMSF para o residuo F332 do
complexo 13 e para o residuo 1163 do complexo 1 apresentaram baixos valores
(0,90 A contra 0,94 A da risperidona e 0,78 A contra 0,80 A da risperidona,
respectivamente). O complexo 7 apresentou um perfil mais dindmico para esses
residuos importantes (o maior valor de RMSF de todos os ligantes estudados).
Esse fato pode ser explicado com base na analise de cluster apresentada na
Figura 15 (apresenta a conformagéao resultante do cluster com o maior numero
de membros com base na trajetéria da DM). Como se pode observar na Figura
15 — painel C, a conformagao mais representativa da trajetéria da DM para o
complexo 7 liga-se em uma posi¢gdo acima dos residuos importantes lle163,
Phe332 e Trp336 (mas sem entrar na cavidade lateral). Portanto, ndo realiza
interacdes com esses importantes residuos, como a risperidona, o complexo 13
ou outros ligantes estudados. Essa analise ajuda a explicar o perfil mais
dindmico desses residuos, que resulta em maiores valores de RMSF para o
complexo 7. Esta € uma indicacdo de um efeito fraco ou de auséncia de

antagonismo para este ligante.

Tabela 3. Valores de RMSF dos aminoacidos importantes localizados no sitio de ligacao do
receptor 5HT,nem A.

Complexo W336 F332 1163
Risperidona 0,65 0,94 0,80
Receptor apo 0,66 0,83 0,73
9 0,57 0,80 0,61
2 0,71 1,24 0,82
13 0,74 0,90 1,02
1 0,75 1,02 0,78
7 0,89 1,42 0,98
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Figura 15. Resultados das conformagdes que representam o cluster com maior quantidade de
membros para a risperidona (A), 13 (B), 7 (C). Lado esquerdo: representagao do sitio de ligagao
com os elementos secundarios. Lado direito: representagéo do sitio de ligagdo com os residuos
como linhas. Interagdes Pi-pi representadas como linhas pontilhadas na cor ciano, ligacdes de
hidrogénio representadas como linhas pontilhadas na cor amarelo e pontes salinas
representadas como linhas pontilhadas na cor magenta. Os residuos 1le163, Phe332 e Trp336
(importantes para a ativagao do receptor) da parte inferior do bolso de ligagéo (localizado na
entrada da cavidade lateral-indicado por um retangulo vermelho no painel A) sdo representados
no formato de linhas na cor cinza. O residuo Trp336 esta destacado por uma flecha vermelha.
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Outro paramentro de estabilidade analisado foi o indice da proteina em
Elementos de Estrutura Secundaria (SSE — Secondary Sructure Elements)
(Tabela4). Os elementos de estrutura secundaria da proteina foram monitorados
durante todo o periodo da simulagéo. A porcentagem de SSE para o receptor
apo teve um valor total de 75,77%. A porcentagem de hélice e fita foi de 74,85%
e 0,92%, respectivamente. A risperidona apresentou um valor total de 75,12%
(porcentagem de hélice de 74,27% e 0,85% para fita). No geral, os resultados
do ligante em relacdo ao paradmetro SSE apresentaram uma variagcao
desprezivel quando comparados aos controles. Assim, os complexos analisados
apresentaram a capacidade de manter os elementos secundarios ao longo da
simulagdo. Esse fato indica que os elementos secundarios ndo foram

interrompidos pela interacdo com os ligantes.

Tabela 4. Andlise dos elementos de estrutura secundaria da proteina (média %).

Complexo SSE Total Hélice Fita
Risperidona 75,12 74,27 0,85
Receptor apo 75,77 74,85 0,92
9 76,23 75,31 0,91

2 74,85 73,88 0,97

13 75,72 74,77 0,95

1 76,40 75,44 0,95

A fim de estudar o perfil de interagao de nossos ligantes, monitoramos os
contatos proteina-ligante ao longo de todo o periodo da simulacédo. De acordo
com Kimura e colaboradores4, ambos os inibidores risperidona e zotepina
formam importantes pontes salinas entre o residuo Asp155 e os nitrogénios
basicos desses compostos. Além disso, os autores apontam que mutagdes dos
residuos 1le1633, Phe243 e Trp336 reduziram severamente as atividades
antagonistas dos antipsicoticos e uma mutagéo do residuo Trp336 apresentou
uma perda de afinidade superior a 1.000 vezes por esses ligantes. Portanto,
analisamos de perto a interagdo de nossos ligantes propostos com esses
residuos citados e comparamos com o controle risperidona. Os perfis de
interacéo estao relacionados na Figura 16.

Em relacdo a ponte salina entre Asp155 e o nitrogénio carregado presente

nos compostos risperidona e zotepina, os complexos 1 e 9 sdo capazes de
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manter essa interagcdo em alguns pontos durante o periodo da simulagao
(também exibindo ligacdes de hidrogénio ou pontes de agua com 0s mesmos
aminoacidos). Isso é possivel porque esses compostos também apresentam um
nitrogénio carregado em sua estrutura. Por outro lado, o ligante 13 ndo é capaz
de produzir a mesma interacdo devido ao fato de que este composto ndo
apresenta nitrogénio carregado em sua estrutura, o que impede a formagéao da
ponte salina. No entanto, esse ligante apresenta algumas interagcbes com o
residuo Asp155 por ligagdes de hidrogénio e pontes de agua (ligagcbes mais
fracas quando comparadas a ponte salina). A analise dos perfis de interagcéo
também indica que os complexos 2, 13 e 1 sdo capazes de realizar interacdes
hidrofébicas com o residuo Trp336 com uma fragao de interacao semelhante a
risperidona (em torno de 0,8). Em relacao as interacées com lle163 e Phe243, o
controle risperidona apresenta um numero reduzido de interagcées com esses
dois residuos. Para esses dois aminoacidos especificos, os complexos 2, 13 e 1
apresentam uma fracdo de interacdo maior do que o controle risperidona,
especialmente para o residuo Phe243 (fragdo de interagcdo em torno de 0,2 a

0,4, exceto para o ligante 9).



48

104
08
08+
02 I
. > E oS P
9.0 3000
A AP

P g P
% % P % 5 5 P P P S
T B TN

Interactions Fractio
°
>

02 I
0.0 B -

PP S R R S5 S S P A S AP I A S SR A 4
FLELLSL LR PP PP PP R P PP S S

IS L E ST G S EEE L LS8
Figura 16. Histograma apresentando o perfil de interagdo do controle e dos ligantes. Os graficos
de barra sdo normalizados ao longo da trajetéria. A: complexo 9; B: 2; C: 13; D: 1; E: risperidona.
Valores acima de 1.0 s&o possiveis, pois alguns residuos de proteina podem fazer contatos
multiplos do mesmo subtipo com o ligante. Intera¢cdes de ligagao de H (verde), interagdes
hidrofobicas (violeta) e pontes de agua (azul), interagdes idnicas (rosa) durante os 250 ns de
simulagéo.

Uma observagao importante deve ser feita em relagdo ao composto 1.
Este derivado, encontrado por meio da pesquisa no ChemBL Database, foi
descrito pela primeira vez por Itani et al.3¢ como um potente inibidor do receptor
Human Neuropeptide Y Y5, um alvo biolégico relacionado com a obesidade.
Mais importante, este alvo também é uma GPCR, e esta presente em algumas
regides do SNC. Porém, apesar do resultado obtido, 0 composto apresentou

baixa permeabilidade ao cérebro por ensaio de ligacdo exo-vivo quando
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administrado oralmente em ratos. Nao foram encontrados novos estudos
utilizando ou citando este composto nas publicacdes posteriores. Dessa forma,
a anterior e independente associagao desse composto com um GPCR também
presente no SNC pode ser um indicativo do potencial desse composto como um
composto hit Gtil como precursor de novos inibidores do 5-HT2aR.

No geral, o perfil de interagdo mostra que os ligantes apresentados sao
capazes de manter interacbes com importantes residuos de aminoacidos de
modo similar a risperidona. Finalmente, embora dados experimentais sejam
necessarios para provar a atividade bioldgica/poténcia desses ligantes, este
estudo de simulacdo de DM apresenta importantes evidéncias de que os
complexos 13, 9, 1 e 2 podem apresentar efeito antagonista sobre o receptor
S5HT2a.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

De modo geral, os estudos de Virtual Screening que foram aqui
apresentados mostraram sucesso em identificar quatro compostos hit com
potencial de inibicdo do receptor 5-HT2aR. A abordagem usada, de buscar
favorecer compostos que apresentassem ligagdo com a cavidade lateral
responsavel por uma maior seletividade por este alvo, levou a identificagao do
composto 9, cuja best pose obtida (capaz de formar varias interagdes com o0s
residuos que formam a citada cavidade) mostrou-se, nas simulagbes de DM,
estavel no sitio de ligagdo. Ja 1, 2 e 13, apesar de nao terem apresentado ligagao
com a cavidade, também mostraram afinidades e estabilidades que despertam
interesse, pois foram capazes de manter as interagcbes com os residuos de
aminoacidos importantes para a inibicado, de modo similar a risperidona. Esses
resultados indicam uma possibilidade de esses compostos exibirem um efeito
antagonista sobre o receptor 5SHT2a. Esses compostos passam entdo a ser
candidatos a ensaios bioldgicos, visando a confirmagdao das hipoteses aqui

levantadas.
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RESUMO: O Transtorno do Espectro Autista (TEA), ou autismo, € caracterizado por um
espectro de comportamentos caracterizados por dificuldades sociais e comportamentais,
déficits de comunicagdo verbais ¢ ndo verbais e na capacidade de interagdo social,
interesses restritos e comportamentos estereotipados. O aumento dramatico na
prevaléncia na ultima década foi acompanhado por uma abundancia de novas estratégias
de pesquisa e tratamento. Embora ainda ndo exista causa ou cura conhecida, a progressao
substancial do conhecimento sobre este transtorno vem aumento substancialmente,
abrindo a possibilidade de desenvolvimento de tratamentos farmacologicos mais
eficientes. Este trabalho tem por objetivo apresentar os pontos principais deste transtorno,
contextualizando assim o desenvolvimento dos inibidores do receptor 1A de vasopressina
(ViaR), primeira classe de farmacos com chance de ser aprovado para tratamento
especifico do TEA, e ndo de sintomas associados, e que atualmente encontram-se em

estudos clinicos de fase III.
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PALAVRAS-CHAVE: TEA; vasopressina; estudos clinicos; balovaptan.

ABSTRACT: Autism Spectrum Disorder (ASD), or autism, is characterized by a spec-
trum of behaviors characterized by social and behavioral difficulties, verbal and nonver-
bal communication deficits and in the capacity for social interaction, restricted interests,
and stereotyped behaviors. The dramatic increase in prevalence in the last decade has
been accompanied by an abundance of new research and treatment strategies. Although
there is still no known cause or cure, the substantial progression of knowledge about this
disorder comes to increase substantially, opening up the possibility of developing more
efficient pharmacological treatments. This work aims to present the main points of this
disorder, thus contextualizing the development of vasopressin 1A receptor inhibitors
(V1aR), first-class of drugs with a chance to be approved for specific treatment of ASD,

and not associated symptoms, and which are currently in phase III clinical studies.

KEYWORDS: ASD; vasopressin; clinical studies; balovaptan.

1. INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA), ou autismo, ¢ a definicdo utilizada para
englobar uma série de desordens do neurodesenvolvimento que variam em gravidade.
Presente ja na primeira infancia, este quadro ¢ caracterizado principalmente por
dificuldades sociais e comportamentais, principalmente déficits de comunicagdo verbais
e ndo verbais e na capacidade de interacdo social, interesses restritos € comportamentos
estereotipados, que prejudicam severamente as habilidades sociais e a autonomia pessoal
dos individuos afetados (United States, 2009; United States, 2013). Estes déficits variam
de dificuldade com conversas reciprocas ¢ redugdo da comunica¢do ndo verbal para a
compreensao prejudicada das normas e relagdes sociais (United States, 2013).
Atualmente o TEA apresenta uma prevaléncia mundial de aproximadamente 1% (Lord,
2018), ¢ ja € considerada uma importante questdo de saude publica.

Apesar deste aumento dramatico da prevaléncia, que ¢ maior em pessoas do sexo
masculino (1 mulher para cada 4 homens), ainda ndo se conhece a etiologia ou etiologias
deste quadro, sendo que muitas teorias sdo consideradas (Yenkoyan, 2017). Este aumento
foi acompanhado por diversas novas estratégias de tratamento ndao farmacolégico, como

praticas complementares e integrativas (PICs), terapias cognitivas-comportamentais e de
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comportamento social, dentre outras. Duas abordagens mais utilizadas, e que apresentam
bons resultados, sdo a analise de comportamento aplicada (ABA: Applied Behavioral
Analysis) e o Sistema de Comunicagdo por Troca de Figuras (PECS: Picture Exchange
Communication System) (Lord, 2012; Sharma, 2018). Apesar disso, mesmo com a
progressao substancial do conhecimento sobre a desordem em um periodo tdo curto, ainda
ha muitos profissionais sem formacgao adequada sobre como reconhecer e lidar com os
muitos casos apresentados na pratica clinica (Mundy, 2003). Ha muito se sabe que o TEA
varia em algum grau de pessoa para pessoa, ¢ deste modo ndo existem ainda
biomarcadores confiaveis para seu diagndstico, tornando este populagdo etiologicamente
e fenotipicamente heterogénea, incluindo neste ponto fenotipos diferentes de acordo com
o sexo (Bargiela, 2018; Wing, 1979). Junto a estes problemas, ainda nao ha um tratamento
farmacoterapéutico especifico para os sintomas principais do TEA.

Recentemente, uma classe de medicamentos conhecidos como inibidores de
vasopressina demonstrou grande potencial de uso para o tratamento ndo apenas de
sintomas associados, mas dos sintomas principais do TEA, podendo vir a se tornar os
primeiros farmacos especificos para uso neste quadro. Assim, este trabalho tem o objetivo
de apresentar informagdes basicas sobre este promissor tratamento farmacologico. Para
contextualizar o problema, também s3o apresentadas informacdes basicas sobre o TEA

em si.

2. HISTORICO

Kanner documentou pela primeira vez a sindrome de “distirbios autisticos” em
11 criancas que compartilharam padrdes de comportamento previamente ndo relatados,
incluindo pobre interagdo social, obsessividade, movimentos estereotipados e ecolalia. O
autor observou que o quadro surgia antes dos 3 anos de idade e por sinais e sintomas
comportamentais caracteristicos, incluindo (i) o desenvolvimento anormal no uso da
lingua; (ii) falta de interagdo social reciproca e responsividade; (iii) e padrdes restritos,
estereotipados e ritualizados de interesses e comportamentos (Kanner, 1943).

Ao longo das ultimas décadas, pesquisadores trabalharam para categorizar a
heterogeneidade do TEA (Bailey, 1996; Charman 2011), esfor¢o de ainda pouco sucesso
porque os subgrupos distintos foram empiricamente definidos e ainda precisam ser
identificados de modo mais confidvel. As teorias mudaram consideravelmente com o
passar das décadas, indo de classificagdes puramente psicologicas até o mais aceito hoje,

um quadro de origem genética que, em muitos casos, apresenta um componente de
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influéncia ambiental sobre 0 mesmo. A 4* edi¢gdo do Manual de Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais (DSM-IV) utilizou um sistema multi categorico de diagndstico
de transtornos invasivos do desenvolvimento (PDD: Pervasive Developmental Disorder),
que incluiu transtorno autistico, transtorno de Asperger, transtorno do desenvolvimento
nao especificado de outra forma, desordem desintegrativa da infancia, a desordem de Rett
e as PDDs ndo especificadas (Tabela 1). Varios estudos relataram uma confiabilidade
limitada na forma como os subtipos, ¢ as formas de diagnostico (Tabela 2) foram
atribuidos (Walker, 2014; Lord, 2011), com apresentagdes similares do sintoma
principais através de diagnodsticos categoricos (Macintosh, 2004; Malhotra, 2002;
Ozonoff, 2000; Snow, 2011; Howlin 2003) e da habilidade preditiva deficiente do
resultado mais atrasado baseado nesses subtipos (Szatmari, 2003; Szatmari, 2003).
Consequentemente, a DSM-5 substituiu o sistema multicategorico por uma unica

dimensédo diagnoéstica: TEA (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacdo entre as categorias do Transtorno do Espectro Autista (TEA) (adaptada)

DSM-1V

Transtornos invasivos do desenvolvimento (PDDs)

- Desordem autistica

- Sindrome de Asperger

- Sindrome de Rett

- Desordem desintegrativa da infancia

- PDD- ndo especificada

DSM-5

Nivel 1: Requer acompanhamento e suporte

Nivel 2: Requer acompanhamento e suporte substanciais

Nivel 3: Requer acompanhamento e suporte substanciais

Tabela 2. Comparacao entre os critérios das DSM-IV e 5 para o diagnostico do Transtorno do
Espectro Autista (adaptada)

DSM-1IV

- Prejuizo social

- Déficit de fala/comunicagéo e atraso no idioma
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- Comportamentos repetitivos ¢ interesses restritos

DSM-5

- Déficit na comunicagdo social

- Padrdes de comportamento e interesse restritos e repetitivos

Atualmente também se considera que os individuos com TEA sdo mais bem
representados por apenas uma categoria de diagnostico (MacPartland, 2012) porque eles
apresentam tipos de sintomas similares e sdo mais bem diferenciados por especificagdes
clinicas, como, por exemplo, dimensdes da severidade, e por caracteristicas associadas,

como desordens genéticas conhecidas, epilepsia e incapacidade intelectual.

3. EPIDEMIOLOGIA

Por muito tempo ap0s o autismo ser descrito, em meados de 1940, a prevaléncia
foi considerada como aproximadamente 2 a 4 casos a cada 10.000 criangas. (Lord, 2012)
Porém, nos tultimos anos a prevaléncia do TEA aumentou de forma dramatica, com
prevaléncia estimada em aproximadamente 1,5% da populagdo mundial (Lyall, 2017;
United States, 2014). Deveu-se isto ndo s6 a um aumento do numero de casos
propriamente dito, mas também ao aumento do numero de casos realmente
diagnosticados gragcas a mudancas nos conceitos sobre esta desordem decorrente de
estudos mais aprofundados e em maior quantidade, com consequente aumento da
compreensao sobre o mesmo, o que afetou diretamente os procedimentos de diagndsticos
¢ a disponibilidade de servigos. Além disso, a crescente conscientizacdo do publico,
especialmente entre pais e professores nos paises em desenvolvimento, auxiliou neste
aumento nos diagnésticos, em especial em idade pouco avangada a um levou a
diagnosticos anteriores. Outros fatores incluem o aumento da disponibilidade de servigos
e a capacidade de diagnosticar criancas em idades mais jovens (Lyall, 2017; Mundy
2003). Desta maneira, ndo ¢ absurdo supor que este quadro possa estar presente na historia
da humanidade de modo muito mais frequente do que se imagina, como observam
Donovan e Zucker (Donvan, 2017) em alguns casos apresentados por eles. Atualmente,
o TEA ¢ reconhecido como uma das desordens de desenvolvimento mais comuns.

A Organizag@o Mundial da Saude (OMS) estimou, para 2010, que o TEA estava

presente em 0,76% das criangas, apesar do levantamento ter sido baseado em estudos que
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consideravam apenas 16% da populagdo infantil mundial (Lyall,2017). Se estes nimeros
forem extrapolados para a populagdo mundial total, pode-se considerar que
aproximadamente 60 milhdes podem atualmente estar acometidas por esta desordem em
seus mais diferentes aspectos. Destes casos, embora ainda ndo existam dados e
levantamentos adequados, cerca de 2 milhdes podem ser de brasileiros (Oliveira, 2020),
0 que aproxima-se da porcentagem estimada pela OMS. Porém, um grande estudo
realizado com a populagdo americana estimou em uma prevaléncia de 2,2%
(aproximadamente 7.200.000 pessoas) (Lyall,2017). Dados de um estudo em realizado
por Baio et al. (Baio, 2018) atualizou a prevaléncia norte-americana em 1 para cada 59
nascidos, porém com altas variagdes de acordo com cada Estado (com méaxima de 1 em
cada 39 em Nova Jersey), indicando que a prevaléncia média tende a aumentar. Assim,
ndo ¢ de se surpreender que as estimativas publicadas pela OMS a cerca de 10 anos ja
estejam defasadas. Outro fato importante a se considerar ¢ que os levantamentos
consideram basicamente a populacdo infantil, com quase auséncia total de estudos
referentes a epidemiologia de pessoas diagnosticadas na fase adulta (Lyall, 2017).

Um fato importante a ser considerado ¢ a muito divulgada prevaléncia de 1
menina com TEA para cada 4 meninos (inclusive, motivo este pela qual a cor que
representa o autismo € o azul). Estudos recentes vém indicando que o TEA pode
apresentar fenotipos diferenciados entre as mulheres. Estes resultados indicam que ha um
subdiagnostico em mulheres devido a possibilidade de expressio de um fendtipo
diferenciado em relacdo aos homens em muitos casos, o que pode, com o tempo,

contrariar a discutida maior prevaléncia em homens (Lord, 2016).

4. ETIOLOGIA

Segundo a literatura, hoje o TEA ¢é dividido em duas categorias basicas: autismo
monogenético e autismo complexo/multigénico ou idiopatico. O primeiro incluem formas
relacionadas com desordens genéticas bem determinadas, enquanto no segundo tipo (que
envolve de 85 a 90% dos casos) (Ghosh, 2017, Beltrdo-Braga, 2017) isto ndo ocorre.
Dentre as causas sindromicas, ¢ consequentemente aquelas mais estudadas (Beltrao-
Braga, 2017), destacam-se as sindromes do X Fragil (Salcedo-Arellano, 2020), de Rett
(Cosentino, 2019), de Timothy (Ornoy, 2016), de Angelman (Khatri, 2019), de Prader-
Willi (Harris, 2020), a de Phelan-McDermid (Kolevzon, 2019), e a desordem relacionada

ao gene CDKL5. Ainda assim, algumas destas sindromes apresentam poucas pessoas com
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TEA confirmada, como a de Timothy (20 casos) ¢ a desordem do CDKLS5 (80 casos)
(Beltrao-Braga, 2017).

Porém, isto ndo quer dizer que os casos idiopaticos ndo estejam envolvidos com
mutagdes genéticas, muito pelo contrario. Estes casos apresentam grande evidéncia de
mutagdes de novo, ou seja, que ndo surgem devido a hereditariedade (Beltrao-Braga,
2017). Além disso, muitas destas mutacoes sao identificadas em amostras extremamente
pequenas de individuos (literalmente, menos de 10 pessoas) (Satterstrom, 2020) e que,
embora ndo ¢ possivel dizer que estejam ausentes em uma niamero maior de pessoas com
TEA, também ndo ¢ possivel relaciona-las sem sombra de divida com a presenga da
desordem.

Neste contexto, com a inexisténcia de um agente etiolégico em comum, o
diagnostico da grande maioria dos casos ¢ desafiador porque se baseia simplesmente na
observagdo de comportamentos ¢ fendtipos cognitivos sem o auxilio de testes
laboratoriais, resultados de imagem ou marcadores bioquimicos (Geschwind, 2009). E
aceito hoje que os casos idiopaticos provavelmente possuem uma origem epigenética:
apresentam hereditariedade, que por si s6 ndo explica o aumento na prevaléncia,
indicando o envolvimento de fatores ambientais. Isto é fortalecido por ndo ser possivel
identificar essa transmissao apenas analisando o sequenciamento do cédigo genético, o
que dificulta ainda mais a constatacdo de um ponto em comum em todos 0s casos
apresentados (Geschwind, 2009; Taylor, 2014).

Um grande numero de fatores ambientais heterogéneos foi levado em
consideragdo, como a exposi¢cdo a poluentes ambientais, como metais pesados e
particulas, assim como medicamentos (como o acido valprdico) e pesticidas agricolas
durante o pré-natal, mas sem conclusdes definitivas (Lyall, 2014). Recentemente, varios
estudos identificaram o estresse oxidativo em pacientes com autismo, porém a causa
permanece desconhecida (Bjorklund, 2020). Infelizmente, apesar de todos os esforgos
que foram feitos na pesquisa médica, muitos aspectos da etiopatogenia do autismo ainda
permanecem obscuros e sua prevaléncia parece aumentar dramaticamente sem uma
explicagdo plausivel. Atualmente, ¢ necessario formular hipoteses alternativas para

entender o que esta por tras desse fendmeno.

5. PATOFISIOLOGIA
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As interagdes sociais comprometidas no TEA podem incluir, mas néo se limitam
e ndo precisam estar presentes em todos os casos, a falta de contato ocular, dificuldade
em compreender e transmitir gestos sociais apropriados, dificuldade em interpretar
expressoes faciais, falta de atencdo conjunta, e expressoes faciais limitadas ou
inapropriadas. A empatia mal desenvolvida e a falta de reciprocidade também sdo tragos
caracteristicos. Muitas criangas com TEA expressam o desejo de ter amigos, mas nao
sabem como iniciar ou manter relacionamentos, € muitas vezes ndo tém uma
compreensdo clara do que a amizade envolve (Mundy, 2003; Rogers, 2003; Tuchman,
2003). A comunicacdo ndo verbal e verbal é muitas vezes prejudicada. O
desenvolvimento da linguagem ¢ atrasado na maioria das criangas afetadas. Trinta por
cento das criancas com TEA experimentam a regressao, geralmente antes de 36 meses da
idade, onde frequentemente perdem toda a linguagem previamente adquirida (Rogers,
2004).

Embora muitos sejam capazes de re-adquirir as habilidades verbais perdidas,
alguns nunca desenvolvem linguagem. Individuos com TEA que exibem a fala adequada
geralmente tém dificuldade em iniciar e sustentar conversas fora de seus interesses
focados. Seu discurso é muitas vezes repetitivo, ecoando frases de individuos
circundantes, filmes, jogos ou livros. Essas criangas também apresentam dificuldade em
compreender e integrar conceitos abstratos, concentrando sua discordia em ideias
concretas. A comunicacdo ndo verbal também ¢ prejudicada no autismo, porque essas
criangas tipicamente usam gestos inadequados ou inapropriados, que podem incluir ndo
apontar, ou ndo agitar a cabega para sinalizar concordancia ou negacdo (Karande, 2006).

Além dos sintomas caracteristicos, ha uma série de condi¢des coexistentes, mas
ndo exclusivos, podem estar associadas ao TEA. Segundo Lord et a/ (Lord, 2019), a
dificuldade de aprendizado académico ¢ um dos mais comuns, presente em cerca de 75%
dos individuos de 9 a 18 anos, assim como atrasos de fala e linguagem (87% em criancas
com 3 anos de idade). Também podem estar presentes distarbios funcionais, sendo o mais
comum problemas associados ao trato gastrintestinal, que podem estar presentes em até
47% das pessoas com TEA. Outros casos relacionados sdo problemas de sono, tiques,
epilepsia e outros. Uma outra comorbidade importante ¢ a depressdo, geralmente presente
em pessoas com TEA que tem consciéncia de seu quadro, geralmente na adolescéncia, e
que acabam por desenvolver este quadro devido a, mesmo com este discernimento, ndo
conseguirem formar e manter relagdes sociais estaveis. Por isso, estudos vém mostrando

que a presenga de TEA pode se tornar um fator de risco para o suicidio neste subgrupo
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em especifico (Meyers, 2014). Devido a este e a outros fatores, como a ndo compreensao
adequada de situacdes de risco do dia a dia, como o trinsito de uma cidade, Freitag
(Freitag, 2007) avaliou que a expectativa de vida de uma pessoa com TEA pode ser, em

média, quase vinte anos menor do que uma pessoa neurotipica.

6. INTERVENCAO FARMACOLOGICA

Atualmente, ainda ndo ha medicamentos aprovados para o tratamento do TEA.
O tratamento para os sintomas principais concentra-se na populagdo pediatrica e ¢
limitado primeiramente as intervengdes cognitivas ¢ comportamentais, por exemplo,
fonoaudiologia e andlise do comportamento aplicado (Howlin, 2012; Houghton, 2017).
No entanto, os ensaios clinicos que avaliam estas estratégias sdo muitas vezes
subalimentados, ¢ a evidéncia da sua eficacia em adultos, em particular, ¢ limitada
(Houghton, 2017).

Atualmente diversos farmacos encontram-se em desenvolvimento, em diferentes
estagios de ensaios pré-clinicos e clinicos (Weele, 2017; Williams, 2013; Berry-Kravis,
2017; Lacivita, 2017). Enquanto isso, os unicos tratamentos farmacologicos aprovados,
os antipsicoticos atipicos aripiprazol e risperidona (Figura 1), sdo limitados ao uso em
estados de agitacdo e irritabilidade associada a TEA, com o objetivo de aliviar esses
sintomas e melhoria da qualidade de vida. Outros sintomas alvo que devem ser tratados
incluem problemas do sono, ansiedade, comportamentos motores repetitivos, sintomas
obsessivo-compulsivos, impulsividade, depressdo, mudangcas de humor, agitagéo,
hiperatividade, agressividade e comportamento prejudicial a si mesmos. (Kim, 2015)
Embora essas farmacos, ¢ outros medicamentos psicotropicos utilizados de modo off-
label para tratar estas comorbidades psiquiatricas, apresentam efeitos adversos (por

exemplo, discinesia tardia, ganho de peso, e sedacdo), seu uso ¢ comum (Brugha, 2015).

H
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Risperidona Aripiprazol

Figura 1. Estruturas da risperidona e do aripiprazol.
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Existe um debate continuo sobre como os tratamentos (farmacolodgicos,
comportamentais e sociais) podem melhorar a qualidade de vida de individuos com TEA.
E importante pontuar que um grande desafio para o desenvolvimento de medicamentos
em todos os transtornos psiquidtricos, mas particularmente em distarbios do
desenvolvimento neurologico, € a escassez de medicamentos aprovados € um ambiente
regulatorio menos estabelecido que leva a incertezas no delineamento dos ensaios
clinicos. Além disso, o desenvolvimento de farmacos e intervencdes sdo realizados
separadamente, apesar do fato de que ambas as abordagens podem ter efeitos sinérgicos
quando combinadas (Forgeot d’Arc, 2019). Assim, um didlogo mais proéximo para
integracdo do tratamento farmacoldgico as intervengdes comportamentais,

principalmente em criangas, levaria a um beneficio 6bvio.

7. INIBIDORES DO RECEPTOR 1A DA VASOPRESSINA (ViaR)

Embora a etiologia do TEA seja complexa e multifatorial, envolvendo fatores
genéticos e ambientais, varias vias neurais e circuitos subjacentes a0 comportamento
social foram identificados. O neuropeptideo vasopressina (Figura 1) tem sido implicado
na modulagdo de circuitos cerebrais que regulam comportamentos sociais (Insel, 2010;
Albers, 2012), como agressividade, comportamento sexual e esquizofrenia (Kreek, 2011).
A vasopressina ¢ produzida nos nucleos paraventricular e supradptico do hipotalamo, que
se projetam para regides-chave do cérebro, incluindo o sistema olfativo, o cortex pré-
frontal, o cortex entorrinal e amigdala (Benarroch, 2013). No cérebro, a vasopressina tem
como alvo os receptores Via, Vib € V2, todos pertencentes da classe dos receptores
acoplados a proteina G (GRCP: G protein-coupled receptor). O receptor Via € 0 subtipo
dominante no cérebro, possui sete unidades transmembrana, e localiza-se na membrana
do neuroénio pos-sinaptico. Ja a expressdo do receptor Vip é restrita ao hipocampo (Stoop,
2012; Young 2006). As agdes no sistema nervoso central se ddo em conjunto com a
ocitocina, um nonapeptideo de estrutura semelhante (Green, 2008). Ja o receptor Vi é

expresso nos rins ¢ no endotélio vascular.
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Figura 2. Estrutura da vasopressina
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A alteracdo da expressdo da vasopressina ou de seus receptores afeta os
comportamentos sociais (Insel, 2010). Em humanos, estudos sugeriram que a
administracdo aguda de vasopressina intranasal modula a cooperatividade (Rilling, 2012;
Rilling, 2014) e a memoria e a percep¢do das expressdes faciais (Thompson, 2004;
Thompson, 2006; Guastella, 2010), potencialmente de maneira dependente do sexo
(Rilling, 2014, Thompson, 2006). Varios estudos também relataram uma ligacdo
potencial do DNA de microssatélites no AVPR1A, o gene que codifica o receptor Via,
com comportamentos sociais (Meyer-Lindenberg, 2009; Ebstein, 2012).

Porém, é importante citar que a vasopressina atua em conjunto com a ocitocina,
um nonapeptideo de estrutura semelhante (Figura 2). Ambos sdo secretados pelo
hipotalamo, porém a ocitocina possui apenas um receptor, embora também se possa ligar
nos receptores de vasopressina, sendo que o contrario também ocorre. Acredita-se que
ambos atuem como moduladores do processamento de informagdes sociais e do
comportamento social em mamiferos, facilitando a recogni¢do da via do olfato em
roedores e da visdo em seres humanos, além de promover o vinculo social entre parceiros
(Insel, 2010; Bielsky, 2004). Alteragdes nas concentragdes circulantes de vasopressina e
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP: single nucleotide polymorphism) nos genes
que codificam seus receptores podem estar associadas a diversos transtornos
psiquiatricos. No entanto, evidéncias diretas implicando vasopressina e ocitocina na
fisiopatologia do autismo permanecem obscuras. Analises das SNPs destes receptores
sugeriram uma associagdo com o TEA, embora ainda ndo confirmado (Bielsky, 2005).
Assim, a modulagdo das vias associadas a estes peptideos podem ter como alvo os
sintomas comportamentais no autismo no lugar dos mecanismos primarios desta

desordem.
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Figura 3. Estrutura da ocitocina.

Estudos também indicam alguma contribuicdo dos hormonios sexuais na
fisopatologia. De modo geral, a prevaléncia de perturbagdes sociais ¢ mais elevada e
severa nos homens do que nas mulheres. Também levando em conta um elevado grau de
hereditariedade, Murakami et a/ (Murakami, 2011) avaliaram a interagdo social com
expressao genética para os dois neuropeptideos usando cobaias adultas. Observou-se uma
correlagdo positiva entre a interag@o social e os respectivos receptores, as quais obtinham
maior expressdo quanto maior a interagdo social, apresentando correlagdo com o
estrogénio, indicando que os sistemas da ocitocina e vasopressina sao regulados pelos
receptores do estrogénio.

Os inibidores do receptor Vi, ja constituem uma classe de medicamentos em
uso, embora nao para tratamento do TEA ou de desordens relacionadas. Os farmacos
tolvaptan e conivaptan (Figura 1) sdo usados para o tratamento de hiponatremia (baixa
quantidade de s6dio no sangue), sendo que o primeiro também ¢ indicado para situacdes
associadas a insuficiéncia cardiaca e certos desequilibrios hormonais. Além disso, o
conivaptan nao ¢ seletivo pelo ViaR, também sendo capaz de se ligar ao V2R. Ambos
promovem uma melhora no fluxo urinario, porém sem causar grande perda de sodio

(https://www.drugs.com/mtm/tolvaptan.html;

https://www.drugs.com/mtm/conivaptan.html). Desta forma, pode-se considerar que o

ViaR é um receptor com potencial uso como alvo terapéutico confirmado, embora esta

confirmagao ndo ainda ndo esteja relacionada ao TEA.
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Figura 4. Estruturas do tolvaptan e do conivaptan.
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Modelos animais de TEA tém sido utilizados para explorar o efeito da inibigdo
do receptor Vi, nos comportamentos sociais. Por exemplo, a exposicdo fetal ao acido
valproéico (um farmaco antiepiléptico) ¢ reconhecido como um fator de risco ambiental
para o desenvolvimento de TEA (Christensen, 2013), e causa déficits sociais no modelo
correspondente em ratos (Schneider, 2005; Felix-Ortiz, 2012). A infusdo de antagonistas
do receptor Vi, demonstrou ter efeitos pro-sociais nesse modelo (Felix-Ortiz, 2012). Dada
esta conexao, considerou-se esta proteina como um potencial alvo terapéutico para o
tratamento de TEA. Evidéncias de estudos em humanos também implicaram que este alvo
estd relacionado com a mediacdo e modulagdo de comportamentos sociais importantes
para individuos com TEA. (https://www.roche.com/investors/updates/inv-update-2018-

01-29.htm). Um pequeno estudo (ClinicalTrials.gov: NCT(01474278) avaliou um inibidor

altamente seletivo (RG7713/R05028442, Figura 3) administrado por via intravenosa em
homens adultos com TEA com quociente de inteligéncia (QI) > 70 usando biomarcadores
exploratorios, incluindo rastreamento ocular e avaliagdes comportamentais. A
administracao de uma dose unica foi associada a um melhora estatisticamente significante
(Umbricht, 2017). Embora este composto ndo possa ser desenvolvido para uso crénico
em humanos devido as suas propriedades (Ratni, 2015), este estudo forneceu evidéncias
preliminares de que a inibi¢do do receptor V1. pode melhorar os comportamentos sociais
e de comunicacdo no TEA (Umbricht, 2017) e incentivou mais pesquisas € o
desenvolvimento de farmacos para uso uma via oral, uma via mais adequada para

medicamentos de uso continuo.
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Figura 5. Estrutura do RO5028442

O balovaptan (Figura 4) ¢ uma molécula atualmente em fase III de investigagao
clinica. Atua como antagonista competitivo seletivo do V1aR, apresenta atividade quando
administrado por via oral e possui poténcia e seletividade in vitro semelhante ao

R0O5028442. Os estudos clinicos de fase 1 de balovaptan (Bolognani, 2019) ndo
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identificaram preocupacdes de seguranga ou tolerabilidade com doses tnicas de até 76
mg ou doses repetidas de até 52 mg por dia durante 2 semanas, respectivamente, em
voluntarios saudaveis do sexo masculino (identificador ClinicalTrials.gov:

NCTO01418963).
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Figura 6. Estrutura do balovaptan (Roche Co.)

Parker et al. (Parker, 2017) e Bolognani et al. (Bolognani, 2019) relataram os
resultados de dois ensaios clinicos relacionados a vasopressina, um em criangas (Parker,
2017) e outro em adultos (Bolognani, 2019). No primeiro estudo foi administrada
vasopressina intranasal em criangas (6 a 12 anos) por 4 semanas, enquanto no segundo
foi usado o balovaptan via oral em adultos (18 a 45 anos) por 12. Ambos os estudos
corresponderam a ensaios clinicos de fase 2, randomizados e controlados por placebo,
projetados com a mesma medida de resultado primario: mudanga da linha de base na
Escala de Responsabilidade Social (SRS-2), que mede o comprometimento social e
comportamentos repetitivos. O poder estatistico dos dois estudos foi bem diferente entre
si (30 criangas com TEA no primeiro ¢ 223 adultos do sexo masculino no segundo)
(Bolognani, 2019). A tolerabilidade aos medicamentos foram boas em ambos os estudos.
A comparacdo dos resultados pode ajudar a elucidar como a modulagdo da via da
vasopressina pode trazer beneficios para individuos com TEA.

O ensaio clinico de fase 2 do balavopatan foi realizado com o objetivo de
melhorar a comunicagdo social e os déficits de interacdo social em portadores de TEA,
além de avaliar a seguranga e a tolerabilidade (ClinicalTrials.gov: NCT01793441). Trés
doses (1,5, 4 ¢ 10 mg) foram avaliadas em homens adultos com TEA moderado a grave
e QI > 70. O medicamento foi administrado diariamente durante 12 semanas (Bolognani,
2019). O estudo foi realizado em quatro estagios recrutados seqiliencialmente, com os
estagios 1 a 3 projetados para avaliar doses crescentes de balovaptan e o estagio 4
adicionado para aumentar o tamanho da amostra das coortes de 1,5 ¢ 10 mg de

balovaptan.
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A dose mais baixa de balovaptan (1,5 mg) foi selecionada para fornecer algumas
informagdes de seguranca iniciais em uma dose que se espera produzir efeito
farmacodinamico limitado. A dose de 4 mg correspondeu a estimativas usando calculos
de modelagem de uma ocupagdo do receptor Vi. com base em um ensaio periférico de
agregacao plaquetaria ex vivo e em modelagem farmacocinética/farmacodinamica. Havia
uma previsao de ocupagdo de mais de 80% dos receptores no cérebro durante 24 horas.
Deste modo, previa-se que a dose de 10 mg proporcionasse uma ocupacdo de receptor >
90% na maioria dos participantes tratados. Na conclusdo, o estudo ndo atingiu seu
objetivo primario (melhoria na eficacia do Escala de Responsividade Social, SRS-2). No
entanto, um sinal de eficdcia para o tratamento foi observado no escore composto
Vineland-II Adaptive Behavior Scales. Isso sugeriu que a inibi¢do do receptor Via
melhorou os comportamentos sociais € a comunicagdo entre os participantes, adicionando
evidéncias do papel da vasopressina nos comportamentos sociais humanos. Nao surgiram
problemas de seguranga, e os parametros farmacocinéticos estavam alinhados com as
expectativas baseadas nos estudos de fase 1. Atualmente, o balavoptan se encontra em
estudos clinicos de fase 3, com previsdo inicial de conclusdo em 2022 (ClinicalTrials.gov:
NCT04049578), quando entdo podera se tornar o primeiro medicamento aprovado uso

para o tratamento especifico do TEA.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Tudo indica que o Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ causado por uma
complexa gama de variantes genéticas comuns e/ou raras, incluindo mutagdes de novo,
associado ou ndo a fatores ambientais. Deste modo, ¢ provavel que mecanismos
bioldgicos distintos possam estar envolvidos no processo, mas estes ainda precisam ser
totalmente elucidados. Neste contexto, o desenvolvimento de novos fairmacos para o
tratamento deste transtorno ¢ extremamente desafiador, e a farmacoterapia atualmente
disponivel buscam apenas aliviar sintomas psiquiatricos e comportamentais associados a
este transtorno, incluindo ai os dois unicos medicamentos aprovados pelo FDA para uso
neste quadro, os antipsicoticos atipicos risperidona e aripiprazol. Os inibidores do
receptor Via podem vir a ser tornar a primeira classe terapiitica com o objetivo especifico
de tratamento do TEA em si, podendo auxiliar desta forma na melhoria da qualidade de
vida de milhdes de pessoas que apresentam este transtorno, em especial aqueles

classificados em uma faixa mais alta do espectro, e que desta forma precisam conviver
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com sérios problemas relacionados ao desenvolvimento cognitivo e, em alguns casos, até

mesmo motor.
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8. ANEXOS

Anexo |. Derivados de benzisotiazolilpiperazina.



Kz“w‘/g} e
N-g

ANEXO II. Tabela S2

\ Receptor affinity Ki (nM) \




79

hDz.| hDs HhT‘r’;A HhT‘r’z'A 2AID2 | 2A/D3 |2A1A | A";'::t'fos
7 46| 96 | 72 | 021 | 0.046 | 0022 |0029| 0.032
18a | 6.3 | 2.3 | 2.2 | 019 | 0.030 | 0.091 | 0.095 |  0.072
8h | 24| 12 | 52 | 035 | 0.146 | 0.175 | 0.040 | 0.120
41a | 15 | 73 | 072 | 22 |0.147 |0.029|0292| 04156
18b | 4 | 2 | 057 | 018 | 0.045]0.105]0368| 04173
37 14 | 11 | 33 | 43 | 0307 |0.191|0.006| 0.168
41b | 10 | 87 | 13 | 33 | 0330|0024 |0.162]| 0.172
9q | 96 |031| 3 | 024 | 002506770070 0257
36 | 26 | 024 | 39 | 1.8 | 0069 |0875|0.005| 0.317
8b |072| 14 | 23 | 038 | 0.528 | 0.150 | 0.091|  0.256
9¢ | 1.9 022 | 11 | 034 | 0.179 | 0.955|0.191|  0.441
9c | 17027 | 11 | 063 | 0371 | 0.778 | 0.191 | _ 0.446
of 094|019 | 56 | 0.36 | 0.383 | 1.105 | 0.038 | _ 0.509
9g | 0.85| 021 | 092 | 0.35 | 0.412 | 1.000 | 0.228 | 0.547
8c 051|078 | 14 | 05 | 0980|0269 0150 |  0.467
9] 29013 | 13 | 023 | 0.079 [ 1.615]0.162|  0.619
6 25 1016 | 069 | 5.8 | 0232 | 1.31310.304 |  0.616
9b | 28 014 | 21 | 087 | 0311 | 1.500 | 0.100|  0.637
8¢ | 141018 | 53 | 091 | 0650 | 1.167 | 0.040 | _ 0.619
8d | 22| 16 | 15 | 32 | 1455|0131 ]0.014| 0.533
8a 053] 04 | 12 | 06 | 1.1320525|0175| 0.611
od | 89 (0095 13 | 028 | 0.031 | 2211 |0.162|  0.801
om 1085|009 | 21 | 029 | 0.341 | 2.333 | 0.100|  0.925
45 | 89| 1 | 53 | 16 | 1.798 | 0.210 | 0.040 | _ 0.682
ol |021]031 | 052 | 029 | 1.381 | 0.677 | 0.404|  0.821
8g  |051(0.055| 12 | 0.14 | 0.275 | 3.818 | 0.018 | _ 1.370
9a 18 [0.052] 15 | 11 | 0,061 |4.038]0140| 1.413
35 | 21 |0.051] 15 | 032 | 0152 | 4.118 | 0.014 |  1.428
9i  1042(0.062| 3.9 | 026 | 0.619 | 3.387 | 0.054 |  1.353
9k 0.19]0.056] 11 | 015 | 0.789 | 3.750 | 0.191 |  1.577
8  1063(0.043| 1.4 | 021 | 0.333 | 4.884 | 0.150 |  1.789
oh  10.33]0.047| 1.7 | 0.24 | 0.727 | 4.468 |0.124 | 1.773
9p  10.710.058] 0.2 | 053 | 0.746 | 3.621 | 1.050 |  1.806
on 0430043 11 | 03 | 0.693 | 4.884 |0191| 1.924
or  |043]0029] 7.6 | 064 | 1.488 | 7.241 0028 |  2.919
12 | 03 (0.046] 29 | 12 | 4000 |4.565]0072] 2.879
cariprazine| 1.3 |0.096| 31 | 23 |17.692| 2.188 | 0.068 | _ 6.649
90 0350058 11 | 8.1 |23.143|3.621|0.019| 8928




