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Resumo

A Doenca do Alzheimer (DA) é uma enfermidade responsavel por afetar milhdes de pessoas
globalmente caracterizada pelo acumulo de placas protéicas Beta-Amil6ide e TAU no cérebro, neste
contexto, recentes estudos tém abordado compostos presentes no cha verde (Camellia sinensis),
como o Galato de Epicatequina (EGC) e Galato de Epigalocatequina (EGCG), por seu potencial
terapéutico na prevencdo da DA e outros distirbios neurodegenerativos, embora sua eficacia
terapéutica dependa da travessia na barreira hematoencefalica (BBB) no cérebro. Portanto, o
objetivo do estudo prop6s, por meio de ferramentas in silico, a modificacdo molecular dos Galatos
de Epicatequina e Epigalocatequina aumentando a permeabilidade desses compostos preservando
a afinidade com alvos relacionados ao Alzheimer. Foram realizadas um total de 221 analogos,

entretanto, obedecendo aos critérios de inclusdo determinados, foram utilizadas apenas 6 moléculas
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as quais apresentaram relevante afinidade com os alvos de interesse, assim como, com alvos para
além da DA como os alvos PGD, TERT e BCL2, segundo a plataforma SwissTarget Prediction.
Através da plataforma PreADMET, foi possivel observar a capacidade em atravessar a BBB e
absorcéo intestinal (HIA) moderadas e, alta ligacdo as proteinas plasméticas. Além disso, 0s
compostos ndo demonstraram potencial mutagénico no Teste de Ames, boas margens de seguranga
guanto & DLso, hepatotoxicidade e neurotoxicidade pelo ProTox Ill. Entre os andlogos produzidos e
analisados, EGC.S1, EGC.S2 e EGCG.S1 se destacaram como 0s mais promissores, apresentando
0s maiores valores de permeabilidade e absorcdo, bem como uma afinidade superior a 60% com os
alvos BACEL1 e MAPT relacionados a prevencdo da Doenca de Alzheimer. Os demais compostos
apresentaram lipossolubilidade, permeabilidade e absorcdo moderadas, com afinidade por todos os
alvos moleculares propostos, além de serem ndo mutagénicos e nao carcinogénicos em
camundongos, embora mostrassem potenciais riscos cardiacos, 0 que requer mais testes para um
desenvolvimento mais objetivo e eficaz.

Palavras-chave: Andlise in silico; Camellia sinensis; Catequinas; Doenca do Alzheimer.

Abstract

Alzheimer's Disease (AD) is a disease responsible for affecting millions of people globally
characterized by the accumulation of Beta-Amyloid and TAU protein plaques in the brain, in this
context, recent studies have addressed compounds present in green tea (Camellia sinensis), such
as Epicatechin Gallate (EGC) and Epigallocatechin Gallate (EGCG), for their therapeutic potential in
the prevention of AD and other neurodegenerative disorders, although its therapeutic efficacy
depends on crossing the blood-brain barrier (BBB) in the brain. Therefore, the objective of the study
proposed, through in silico tools, the molecular modification of Epicatechin and Epigallocatechin
Galates by increasing the permeability of these compounds while preserving the affinity with
Alzheimer's-related targets. A total of 221 analogues were performed, however, according to the
determined inclusion criteria, only 6 molecules were used, which showed relevant affinity with the
targets of interest, as well as with targets beyond DA such as PGD, TERT and BCL2 targets,
according to the SwissTarget Prediction platform. Through the PreADMET platform, it was possible
to observe the ability to cross the BBB and intestinal absorption (HIA) moderately and high plasma
protein binding. In addition, the compounds did not demonstrate mutagenic potential in the Ames
test, good safety margins regarding LD50, hepatotoxicity and neurotoxicity by ProTox Ill. Among the
analogues produced and analyzed, EGC. S1, EGC. S2 and EGCG. S1 stood out as the most
promising, presenting the highest permeability and absorption values, as well as an affinity of more
than 60% with the BACE1 and MAPT targets related to the prevention of Alzheimer's Disease. The
other compounds showed moderate lipid solubility, permeability and absorption, with affinity for all
the proposed molecular targets, in addition to being non-mutagenic and non-carcinogenic in mice,

although they showed potential cardiac risks, which requires further tests for a more objective and
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effective development.

Keywords: In silico analysis; Camellia sinensis; Catechins; Alzheimer's disease.

1. Introducao

As plantas sdo uma fonte rica de substancias quimicas com qualidades
diversas a serem exploradas, influenciado por praticas antigas difundida ao longe
de geracdes, perdendo apenas para agua, os chas (ou infusbes) é a bebida mais
consumida no mundo frequentemente utilizadas como tratamento complementar
(ERHARDT, 2023). Vale ressaltar que apesar de popularmente serem chamadas
de cha, apenas as infusbes da planta Camellia sinensis é o verdadeiro cha (cha
branco, cha verde, cha preto e cha de oolong), enquanto nas demais plantas séo
infusbes e, atualmente o cha verde, infusdo das folhas da C. sinensis, €&
considerado um alimento funcional, sendo benéfico para a saude devido aos seus
compostos bioativos (SILVA, 2016).

Através da utilizagdo de ferramentas computacionais, como a modelagem e
dindmica molecular embasada em principios da quimica e da biologia, é possivel
prever como determinadas substancias interagem com alvos moleculares
especificos envolvidos na patogénese de doencas, entao, na busca persistente por
novas solucdes para compreender e intervir em processos bioldgicos complexos
como o Alzheimer, a pesquisa cientifica tem se voltado para as ferramentas in silico
como uma abordagem que poupa tempo e recursos (TAVARES et al., 2020).

Estudos recentes tém relatado compostos presentes no cha verde, como o
Galato de Epicatequina (EGC) e Galato de Epigalocatequina (EGCG), que dispbem
de propriedades potencialmente terapéuticas na prevencgao do Alzheimer e outros
distarbios neurodegenerativos, no entanto, a eficacia desses compostos se limita
a sua aptidao para atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), membrana que
regula o transporte de substancias entre o sangue e o sistema nervoso central
(SNC) (GOMES, 2021; SILVA, 2022).

A Doenca do Alzheimer € uma enfermidade, responséavel por afetar milhdes
de pessoas em todo o mundo, de neurodegeneracao progressiva, e incuravel,
patologicamente caracterizada pelo acumulo de placas da proteina Beta-Amiloide

e emaranhados de proteina TAU no cérebro, resultando na perda gradual da
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memoria e capacidade em cumprir tarefas simples (NEUMANN, 2010). Nesse
contexto, o estudo em questédo se propde, por meio da modificacdo da estrutura
quimica dos Galatos de Epicatequina e Epigalocatequina presentes na Camellia
sinensis, aumentar a permeabilidade desses compostos e manter-se em afinidade

com alvos relacionados a Doenca do Alzheimer (DA).

2. Metodologia

A primeira etapa do estudo consistiu em buscar na literatura a estrutura dos
compostos EGC e EGCG PubChem, presentes na Camellia sinensis bem como
guais os tipos de modificacbes mais adequadas para o objetivo do trabalho.
Realizou-se o desenho, a modificagdo molecular, a otimizagdo em 2D e a
exportacdo em 3D das estruturas quimicas através do software ChemSketch.
Entdo, importou-se essas moléculas nas plataformas online, utilizando como
critério de exclusdo as estruturas quimicas que apresentassem menos que 35%
de ligagcdo com os alvos de interesse do estudo, valores de BBB inferiores que os
do protétipo e, fossem maior do que a capacidade suportada pelos servidores de
pesquisa, impossibilitando o fornecimento dos resultados.

Com o SwissTarget Prediction (http://www.swisstargetprediction.ch/)
realizou-se a predicdo dos alvos moleculares em que cada estrutura possui
afinidade e probabilidade em estabelecer uma ligacdo. Em plataformas como o
SwissADME (http://www.swissadme.ch/) e o] PreADMET
(https://preadmet.webservice.bmdrc.org/) obtiveram-se os dados fisico-quimicos,
como LogP e Peso Molecular, dados farmacocinéticos, como a absorcéao intestinal
e metabolizacao por citocromos e, o PreADMET juntamente a plataforma ProTox-
Il (https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=home) adquiriu-se o0s dados

toxicologicos, como o teste de ames, a carcinogenicidade e DLso.

3. Resultados e Discussao

A Camellia sinensis, conhecida como o verdadeiro cha, € uma espécie
botanica reconhecida por diversos compostos bioativos como os polifendis,
catequinas, flavonoides e cafeina proporcionando caracteristicas medicinais ao
cha (HAJIAGHAALIPOUR et al., 2013).
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As diferentes apresentacfes da Camellia sinensis, Cha Branco, Verde, Preto
e Oolong, variam significativamente em relacéo a cor, sabor, aroma e composi¢cao
quimica. Estudos como o de Ferreira e Baiense (2021) demonstraram que, dentre
0S gquatro tipos, o cha verde contém a maior quantidade de flavonédides, sendo as
catequinas representando entre 80 a 90% do total desses flavonoides, destacando
o Galato de Epigalocatequina (EGCG) como o componente bioativo mais
abundante e significativo, em 48-55% seguido de outras catequinas, em especial
a Galato de Epicatequina (EGC) com 9-12%.

Nesse sentido, os compostos EGC e EGCG da C.sinensis foram escolhidos
como protoétipo, demonstrados na Figura 1, para um planejamento racional de
novas moléculas ativas.

Figura 1. Estrutura dos Protétipos: Galato de Epicatequina e Epigalocatequina

Galato de Epicatequina Galato de Epigalocatequina

Fonte: Autores, 2024.

Tal planejamento com produtos de plantas medicinais tém como método mais
utilizado, a introducdo de grupos que conferem ao composto em analise uma
caracteristica mais hidrofilica ou hidrofébica, mais ou menos seletiva, ou
lipossoluvel ou grupos doadores e aceptores de elétrons, tornando-o mais ou
menos bioativo (FILHO; YUNES, 1998; TEIXEIRA; MILAGRE, 2020).

Uma das modificacdes estruturais adotadas foi a adicdo de halogénios e metil
em posi¢cdes contrarias ao grupo farmacoforico pois, de acordo com Rocha e
colaboradores (2015), novas areas de absorcao podem ser formadas a depender
da posicdo em que se adiciona um halogénio. Nesse mesmo seguimento,
adicionou-se metil as estruturas devido a capacidade desse grupo em gerar um
ambiente hidrofobico (PIOLI, 2018).

Foram analisados, no total, 221 designs de analogos a partir dos prototipos,
sendo que o critério de inclusdo para as moléculas serem selecionadas foi a
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capacidade de cada analogo se ligar aos alvos de interesse em uma probabilidade
de no minimo 35%.

Portanto, apenas 6 moléculas, sendo destas 3 de cada prot6tipo,
obedeceram ao critério estabelecido. A estrutura de todas as moléculas pode ser
observada na Figura 2, e identificar visualmente os radicais adicionados as
substancias confeccionadas. Cada analogo foi nomeado pelo prefixo da sigla do
composto protétipo somado ao sufixo “Sx”, onde “x” indica a numeragao do
analogo, por exemplo o EGC.S1 — analogo a partir do Galato de Epicatequina.
Figura 2. Estrutura quimica dos derivados da modificacdo molecular da Galato de

Epicatequina e da Epigalocatequina.
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Fonte: Autores, 2024.

Conforme apresentado na Tabela 1, os valores de LogP ou coeficiente de

particdo € um dos descritores fisico-quimicos mais significativos, pois, farmacos
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com boa permeabilidade celular apresentam valores moderados de LogP, onde
guanto maior os valores de LogP mais lipofilico € o composto analisado (SOLIMAN
et al., 2021). Esse e demais parametros fisico-quimicos foi categorizado pelas
diretrizes estabelecidas por Lipinski, Regra dos Cinco (ou ‘Rule of Five’ — RO5),
gue avalia as caracteristicas fisico-quimicas de um composto quimico e determina
se 0 mesmo é favoravel ou ndo para a administracdo por via oral (LIPINSKI et al.,
2012).

Tabela 1. Dados Fisico-Quimicos dos compostos secundarios da Camellia
sinensis e seus derivados analisados de acordo com a RO5 de Lipinski, segundo
0 SwissADME.

Peso Molecular

METODO LogP (g/mol) Aceptores de H Doadores de H
MOLECULAS
EGC 1.36 442.37 10 7
EGCG 1.00 458.37 11 8
EGC.S1 1.71 456.40 10 7
EGC.S2 241 525.29 10 7
EGC.S3 1.90 456.40 10 7
EGCG.S1 1.37 472.40 11 8
EGCG.S2 1.52 472.40 11 8
EGCG.S3 1.45 472.40 11 8

Legenda: [LogP]: Coeficiente de Particido; [Peso Molecular]: Peso da molécula em gramas
por mol; [Aceptores de H]: Receptores de Hidrogénio; [Doadores de H]: Doadores de
Hidrogénio. Fonte: Autores, 2024.

Desta forma, de acordo com a RO5, as moléculas promissoras a farmacos
devem constar um LogP de 0,4 a 5.6, bem como, peso molecular de 180 a no
maximo 500 Daltons (correspondente a 500 g/mol) e, por fim, no maximo 10
aceptores e 5 doadores de Hidrogénio (SANTOS; GONSALVES; ARAUJO, 2018).
De acordo com todo o exposto, de um modo geral os analogos tido como
promissores, em relacdo aos prototipos, sdo os analogos EGC.S1, EGC.S3 com
os valores de LogP, Peso Molecular e Aceptores de H adequados, enquanto que
tanto o prototipo EGCG quanto os seus analogos ultrapassam os valores da RO5
para a quantidade de aceptores e doadores de H, apesar de apresentarem dados
favoraveis de lipofilicidade com o LogP e Peso Molecular.

Dentre os parametros farmacocinéticos expressados Tabela 2, de acordo

com Miranda et al. (2021) os estudos padronizam os valores ideais de travessia
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pela barreira hematoencefélica (BHE, ou em inglés BBB — Blood Brain Barrier) em:
>2,0 atravessa livremente, entre 0,1 e 2,0 atravessa moderadamente e <0,1
atravessa pouco ou néo atravessa. A passagem por essa barreira demonstra a
interacdo da mesma com substancias de desenvolvimento estratégico com foco na
entrega de medicamentos ao cérebro (BURGESS; HYNYNEN, 2013).

Tabela 2. Dados Farmacocinéticos e Fisico-Quimicos dos compostos secundarios

da Camellia sinensis e seus derivados, segundo o PreADMET.

METODO BBB Caco-2 (nm/sec) HIA PPB PGP
MOLECULAS

EGC 0.1411 13.212 40.581 100 SIM
EGCG 0.0875 12.042 20.712 100 SIM
EGC.S1 0.1762 12.678 43.327 100 SIM
EGC.S2 0.2950 20.530 68.138 100 SIM
EGC.S3 0.1945 13.627 43.357 100 SIM
EGCG.S1 0.1040 11.762 22.692 100 SIM
EGCG.S2 0,1135 12.153 22.716 100 SIM
EGCG.S3 0.1040 11.762 22.692 100 SIM

Legenda: BBB (Blood Brain Barrier): Barreira Hematoencefalica; Caco2: Células
Epiteliais/barreira cutanea; HIA: Absor¢do Intestinal; PPB (Plasma Protein Binding):
Ligacdo as proteinas plasmaticas; PGP: Glicoproteina P. Fonte: Autores, 2024.

Com o decorrer dos anos as células Caco-2 tém sido empregadas nos
experimentos com o objetivo de auxiliar na identificacdo de substancias que
demonstrem potencial terapéutico frente as analises de absorcéo e permeabilidade
(MOTTA; CORREA; CEZARIO, 2023). A classificacéo de permeabilidade segundo
0 Caco-2 corresponde a baixa quando <4 nm/sec, média com valores entre 4 e 70
nm/sec e, alta quando apresentar-se >70 nm/sec (MOCHIUTTI et al., 2019).

A predicdo de Absorgédo Intestinal Humana (HIA — ‘Human Intestinal
Absorption’) demonstra, em porcentagem, a absorcado e biodisponibilidade dos
compostos apos administracdo oral e, classifica-se em baixo quando em 0 a 20%,
moderado de 20 a 70% e alto quando apresentar-se >70% (ILIEV et al., 2023).

Além da absorcdo e metabolismo, a eficiéncia terapéutica de uma droga
apoia-se, também, em sua afinidade de ligacdo com as proteinas plasméticas (ou
em inglés ‘Plasma Protein Binding’ — PPB), classificada em elevadas quando se
apresentarem acima de 75%, representando menos droga livre (SINGH et al.,

2021). A Glicoproteina P (PGP) expressa-se como um mecanismo de defesa em
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diversos tecidos, entretanto, atualmente a sua sobrexpressao esta relacionada a
uma faléncia terapéutica com o efluxo das substancias administradas apos
absorcdo e favorecendo a queda da biodisponibilidade dos compostos
medicamentosos (SANTOS, 2017).

Com excecéo do protétipo EGCG que, de acordo com a classificacdo, nédo
demonstra passagem favoravel pela barreira hematoencefalica, todas as
estruturas analisadas demonstraram travessia moderada pela BBB, bem como,
moderada permeabilidade pelas células Caco-2 e absorcéo intestinal (HIA), além
de terem alta afinidade com as proteinas plasmaticas e de inibirem a glicoproteina
P. Nesse sentido, as moléculas que melhor alcancaram o padrao esperado foram
os analogos EGC.S1, EGC.S2, EGC.S3 e EGCG.S2.

A inibicdo do citocromo P450 afeta a seguranca do uso de substancias, em
decorréncia das concentracdes plasmaticas do farmaco deixando-a em grande
guantidade aumentando ou prolongando os efeitos, tornando-a mais toxica ou
reduzindo a sua acao, conforme exposto pela Tabela 3., sobretudo tratando-se de
pro-farmacos, sendo eles, compostos inativos que, quando ativados pelo
citocromo, passam a exercer seus efeitos terapéuticos (SOUSA; COSTA JUNIOR;
SILVA, 2021).

Tabela 3. Registro da analise do metabolismo das moléculas dos compostos
secundarios da Camellia sinensis e de seus derivados por isotipos de citocromos,

e do potencial de inibicdo do metabolismo via citocromo, segundo o PreADMET.

) CYP3A4 CYP3A4 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP2D6
METODO metabolizacdo  inibicao inibicdo inibicdo  metabolizacdo  inibicdo

MOLECULAS
EGC

EGCG

EGC.S1
EGC.S2
EGC.S3
EGCG.S1
EGCG.S2
EGCG.S3 +

Lok L% Dok Dk I 1% | %
+ + 4+ + + + o+
+ + 4+ + + + + o+
+ + 4+ + 4+ o+ o+ o+
1
1

Legenda: [*]: Fraco; [**]: Moderado; [***]: Forte; [+] Inibidor/Metabolizado; [-] N&o
Inibidor/Nao Metabolizado. Fonte: Autores, 2024.

As enzimas CYP sdo responsaveis por metabolizar grande parte dos
medicamentos comercializados, sendo as isoformas 3A4, 2C9, 2C19 e 2D6 as
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responsaveis por 95% das oxidacdes de substancias (CARRERA-PACHECO et al.,
2024). A inibicdo das isoenzimas desse sistema consta em um dos principais
fatores para a ocorréncia de interagbes medicamentosas ou efeitos adversos
devido a baixa purificacdo e acumulo de farmacos ou metabdlitos no organismo
(RODRIGUES; COSTA, 2021).

Nesse sentido, todos os compostos apresentaram a mesma atividade em nao
inibir e metabolizar o CYP2D6, entretanto, inibem os CYPs 3A4, 2C9 e 2C19
metabolizam fracamente o CYP3A4. Resultando, assim, na necessidade de novos
estudos nesse setor devido as altas chances de interagcdes com as substancias.

Por ser responsavel por codificar a subunidade alfa do canal de potassio no
midcito cardiaco, a avaliacdo de inibicdo do gene hERG, disposta na Tabela 4, é
capaz de prever os potenciais efeitos colaterais dos compostos no coragao, entéo
guando uma substancia o inibe resulta em um bloqueio desse canal permitindo que
0 potencial de acdo da repolarizacdo figue mais lenta, aumentando o risco de
arritmias (SILVA et al., 2022).

Tabela 4. Dados Toxicologicos dos compostos secundarios da Camellia sinensis e

de seus derivados, de acordo com o PreADMET.

METODO Carcino Mouse Carcino Rat hERG Inhibition
MOLECULAS
EGC - + fiakod
EGCG - + Frx
EGC.S1 - + ool
EGC.S2 - - il
EGC.S3 - + ool
EGCG.S1 - - el
EGCG.S2 - + folaiel
EGCG.S3 - - ol

Legenda: [-] Negativo; [+] Positivo; [*] Risco Baixo; [**] Risco Médio; [***] Risco Alto. Fonte:
Autores, 2024.

Nenhum dos compostos analisados demonstraram atividade de
carcinogenicidade em camundongos, enquanto que todos demonstraram alto risco
de causar arritmias, uma vez que podem inibir o hERG, e apenas os analogos
EGC.S2, EGCG.S1 e EGCG.S3 nao demonstraram carcinogenicidade em ratos
guando comparados aos protétipos EGC e EGCG.

O teste de Ames € essencial para detectar mutagBes no material genético,

indicado por cepas de Salmonella typhimurium (TA100 e TA1535), onde é
10
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necessaria que uma mutacao reversa aconteca, favorecendo o crescimento das
colonias bacterianas, para que as substancias analisadas sejam consideradas
mutagénicas, sendo que estas cepas podem se apresentar com ou sem a fracéo
S9 (+S9, -S9), indicando o potencial mutagénico dos compostos secundarios ou de
seus metabdlitos respectivamente, como apresentado na Tabela 5, pois a fragdo
S9 simula o metabolismo hepético que ocorreria no corpo humano apos a
metabolizagdo da substancia (ISIKA et al., 2022).

Tabela 5. Resultados do Teste de AMES in silico dos compostos secundarios da

Camellia sinensis e de seus derivados, segundo o PreADMET.

METODO TA100 (-S9)  TA1535(-S9)  TA100 (+S9)  TA1535 (+S9)
MOLECULAS
EGC - - - -
EGCG - - - -
EGC.S1 - - - -
EGC.S2 - - - -
EGC.S3 - - - -
EGCG.S1 - - . -
EGCG.S2 - - . -
EGCG.S3 - - . -

Legenda: [-] Negativo; [+] Positivo. Fonte: Autores, 2024.

Na presente analise, verificou-se a mutagenicidade das substancias sob a
perspectiva das cepas TA100 e TA1535, uma vez que, ambas sdo sensiveis a
substituicdo por pares de bases, sendo a cepa TA100 mais sensivel aos
mutagénicos por possuir a adicdo de um plasmidio pKM101 que aumenta as
mutacdes atraves do reparo de DNA, tanto induzido quanto espontaneo, propenso
a erros e, estando esse mesmo plasmidio ausente na cepa TA1535
proporcionando, assim, o estudo de ambas as cepas essencial para permitir a
visualizacdo do comparativo de diferentes mutacdes em modelos e cenarios
variaveis (SANTOS et al., 2024).

Diante do exposto, nenhum dos compostos analisados e metabdlitos destes,
demonstraram atividade mutagénica através de substituicao por pares de base nas
fracOes analisadas para o teste de Ames, sugerindo uma margem de seguranca
guanto a ndo mutagenicidade de ambos os protétipos e seus analogos.

A Dose Letal média (DLso) em mg/Kg, evidenciada pela Tabela 6, € um

parametro que analisa 0 quanto de uma substéncia administrada em uma Unica
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dose é capaz de provocar a morte de 50% da populacao testada (LEMOS et al.,
2024)

Tabela 6. Dados Toxicologicos gerais dos metabdlitos secundarios da Camellia
sinensis e de seus derivados, de acordo com a plataforma Protox Ill.

DLso  Carcinogenicidade Imunotoxicidade Mutagenicidade Citotoxicidade

METODO  (mg/Kg) (%) (%) (%) (%)
MOLECULAS
EGC 1.000 54 87 70 82
EGCG 1.000 54 89 70 82
EGC.S1 1.000 53% 82x 64 96
EGC.S2 1.000 53 56 63 67
EGC.S3 1.000 59 50 64 81
EGCG.S1 1.000 53% 79* 64 96
EGCG.S2 1.000 59 53 64 81
EGCG.S3 1.000 53% 79* 64 96

Legenda: [*]: Ativo; DLso: Dose Letal para 50% de uma populacdo teste em mg/Kg. Fonte:
Autores, 2024.

A predicdo de toxicidade geral evidenciou resultados positivos em termos de
margem de seguranca quanto a dosagem letal média, uma vez que todas as
substancias demonstraram um valor elevado de DLso (1.000 mg/Kg). Ja com
relacdo aos potenciais de carcinotoxicidade e imunotoxicidade apenas os analogos
EGC.S1, EGCG.S1 e EGCG.S3 apresentaram probabilidade ativa em provocar
essas toxicidades, contudo, nenhuma das moléculas apresentaram tal potencial
para mutagenicidade e citotoxicidade.

A toxicidade induzida por drogas pode provocar efeitos ou lesées em diversas
areas do organismo, como evidenciado na Tabela 7, como a hepatotoxicidade é
uma causa proeminente de insuficiéncia hepatica aguda, neurotoxicidade pode
levar a varios sintomas ou distarbios neurolégicos, bem como, a nefrotoxicidade
pode desestabilizar a homeostase do corpo em funcdo do desequilibrio renal e a
toxicidade respiratoria que pode variar em sintomas como um desconforto leve a
uma dificuldade respiratoria grave e, todos os fatores mencionados podem ser
causas para o ndo lancamento ou retirada de medica¢des do mercado (BANERJEE
et al., 2024).
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Tabela 7. Dados Toxicologicos em 6rgaos e sistemas dos metabdlitos secundarios

da Camellia sinensis e de seus derivados, de acordo com a plataforma Protox Ill.

Hepato Toxicidade
) toxicidade Neuro Nefro Respiratdria Cardio
METODO (%) toxicidade (%) toxicidade (%) (%) toxicidade (%0)

MOLECULAS

EGC 70 88 73* 79* 89
EGCG 70 88 73* 79* 89
EGC.S1 70 89 71* 83* 57*
EGC.S2 61 86 81* 79* 86
EGC.S3 71 88 72* T7* 59
EGCG.S1 70 89 71* 83* 57*
EGCG.S2 71 88 72* T7* 59
EGCG.S3 70 89 71* 83* 57*

Legenda: [*] Ativo. Fonte: Autores, 2024.

Seguindo o0 mesmo cenario dos protétipos, todos os analogos apresentaram
probabilidade ativa em desenvolver toxicidade respiratoria e nefrotoxicidade, com
excecao dos andlogos EGC.S1, EGCG.S1 e EGCG.S3 que foram os Unicos a
demonstrarem, também, cardiotoxicidade. Em contrapartida, nenhuma das
moléculas apresentaram probabilidade ativa nas propriedades hepatotdxicas e
neurotéxicas analisadas, conferindo maior seguranca ndo s6 em relacdo aos
demais parametros, mas também no local de acdo proposto pelo objetivo
terapéutico.

Como disposto na Tabela 8, foram encontrados e selecionados 7 alvos de
importancia clinica, sendo quatro deles (APP, MAPT, BACEl e MAPK14)
diretamente correlacionados a Doenca de Alzheimer (DA). Do ponto de vista
neuropatolégico, de um modo geral a doenca se inicia na progressdo da
degeneragcdo de neurdnios da area entorrinal, porta de entrada das vias que se
dirigem do neocoértex ao hipocampo resultando na atrofia do hipocampo com o
acumulo excessivo de duas proteinas: TAU e Beta-Amiloide (APP), a beta-amiloide
usualmente presente em quantidades controladas, se acumula em forma de placas
amiléides no parénquima e nas paredes arteriolares, levando a angiopatia e, além
disso, ocorre uma reacdo inflamatéria entre as placas proteicas, mediada por
células gliais, ja a proteina tau forma emaranhados neurofibrilares, ocasionando a
morte neuronal, perda de sinapses e neurbnios, e atrofia cerebral (MACHADO;

HAERTEL, 2022, p. 262).
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Tabela 8. Afinidade de ligacdo dos compostos secundarios da Camellia sinensis
ou de seus derivados com os Alvos Moleculares do Organismo Humano, segundo

a paltaforma Swiss Target Prediction.

ALVOS APP MAPT BACE1l MAPK14 PGD TERT BCL2
MOLECULAS

EGC 93,68%  93,68%  93,68% 100% 100% 93,68% 100%
EGCG 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
EGC.S1 67,04%  67,04% 8697%  81,26%  81,26%  57,56%  81,26%
EGC.S2 37,25%  37,25%  39,87%  44,23%  44,23%  37,25%  44,23%
EGC.S3 60,34%  60,34%  74,59%  76,26%  76,26%  62,85%  76,26%
EGCG.S1 63,55%  63,55% 81,01% 69,37% 81,01%  63,55%  77,68%
EGCG.S2 61,06% 61,060 67,71%  70,19%  70,19%  61,06%  70,19%
EGCG.S3 59,40%  59,40%  79,35%  62,72%  79,35%  64,39%  79,35%

Legenda: APP: Proteina Beta Amiléide A4; MAPT: Microtdbulo associado a proteina TAU;
BACEL: Beta-secretase 1; MAPK14: Proteina Quinase 14 ativada por Mitégeno; PGD: 6-
Fosfogluconato desidrogenase; TERT: Telomerase Transcriptase Reversa; BCL2:
Regulador de Apoptose BCL2; [-] N&o houve ligacdo. Fonte: Autores, 2024.

As placas sdo constituidas de peptideos beta-amildides derivados do
processamento da APP pela enzima de clivagem Beta-secretase 1 (BACE1), além
dos emaranhados neurofibrilares serem compostos por filamentos que
compreendem formas hiperfosforiladas do Microtlbulo associado a proteina TAU
(MAPT) (DELAY; MANDEMAKERS; HEBERT, 2012). Nesse sentido, espera-se
gue substancias que ajam na BACE1 estimulem uma interferéncia na cascata
amiléide, impedindo sua excessiva clivagem da APP e, consequentemente,
formacdo e agregacdo do peptideo beta-amiléide (JOHN et al.,, 2011;
DELANOGARE et al., 2019).

Wei e Delprato (2021) levantaram em seu trabalho a hipotese de que a
importancia de prevenir doencas cardiovasculares pode ser um meio para o
tratamento da DA ao investigar a Proteina Quinase 14 ativada por Mitdégeno
(MAPK14) como um possivel alvo terapéutico para o Alzheimer por, ndo apenas
atenuar defeitos no sistema de autofagia-lisossomal, componente critico da DA,
como também a reducdo da toxicidade sinaptica induzida por inflamacdes,
auxiliando na limpeza de placas amiléides. Enquanto que, esse mesmo alvo, foi
identificado como um importante biomarcador para Acidente Vascular Cerebral
(AVC), fortalecendo a hipotese do uso da MAPK14 nos estudos para doencas
cardiovasculares e DA (LI; WANG, 2020).
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Para além da especificidade com a DA, foram encontrados alvos como PGD,
TERT e BCL2. A enzima 6-Fosfogluconato Desidrogenase (PGD), além de ajudar
a proteger os globulos vermelhos de danos e destruicdo prematura, faz parte de
uma das enzimas-chave para a via da Pentose Fosfato (PPP) associados ao
desenvolvimento e quimiorresisténcia no cancer (MA; CHENG, 2018). Estudos
realizados por GUO et al. (2019), utilizando diferentes abordagens e modelos pré-
clinicos, demonstraram que a inibicdo desta enzima diminui a atividade de
crescimento e migragdo em células de cancer cervical.

As proteinas da familia BCL2 possui efeitos inibitorios e estimuladores, sendo
a BCL2 (Reguladora de Apoptose) sob superexpressao protetora das células de
apoptose (MOL; PASSADOR-SANTOS, 2024). A terapia direcionada ao cancer
busca barrar a acdo de proteinas que desempenham algum tipo de progressao
cancerigena e, devido a BCL2 ser regulada positivamente em diversos tipos de
canceres, tém-se tornado alvo importante para a busca terapéutica dessas
patologias (RADHA; RAGHAVAN, 2017).

A enzima Telomerase Transcriptase Reversa (TERT) promove o continuo
comprimento dos telébmeros ao sintetizar sequéncias repetitivas do DNA
telomérico, entretanto, aproximadamente 90% das células cancerigenas que
apresentam alta expressividade dessa enzima alcangam imortalidade celular
(SILVA et al., 2019). Entdo, com o fim de induzir seletivamente a apoptose dessas
células, a enzima TERT tém se tornado outro alvo importante para novos regimes
de tratamento de céancer, como por exemplo diversas estratégias de vacinas,
apontadas por Buseman e colaboradres (2012), que foram desenvolvidas, testadas
e produziram resposta imune especificas contra células tumorais positivas para
TERT, demonstrando-se uma linha de pesquisa em potencial.

Entéo, correlacionando com os alvos almejados, com excecdo do analogo
EGC.S2, todas as moléculas modificadas mantiveram mais de 50% de
probabilidade de ligacdo com os alvos de interesse com a DA, em especial 0s
analogos EGC.S1 e EGCG.S1 apresentando mais de 80% de afinidade com o alvo
BACE1, precursor dos peptideos beta-amildides. Dessa forma, sugerindo
importancia clinica de pesquisa para essas estruturas confeccionadas a partir dos

compostos presentes na C. sinensis.
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4. Concluséo

Os compostos analisados, de um modo geral, apresentaram
lipossolubilidade, permeabilidade e absorcdo moderadas, mantiveram afinidade
com todos os alvos moleculares propostos, além de ndo mutagénicos, com base
no teste de Ames, e ndo carcinogénico em camundongos. Embora seguros quanto
a neurotoxicidade, local de acdo proposto, evidenciou também potenciais riscos
cardiacos, inclusive risco aumentado de causarem arritmias, sendo assim, séo
necessarios ainda a realizacdo de mais testes, inclusive in vitro e in vivo, que
permitam informacfes complementares demonstrando a seguranca para uso
destas substancias.

Também, verificou-se que os analogos EGC.S1, EGC.S2 e EGCG.S1
demonstraram-se 0s mais promissores dentre 0os demais analogos e 0s prototipos,
presentes na Camellia sinensis, com os maiores valores de permeabilidade entre
as membranas e absor¢cao encontradas, bem como, a afinidade em mais de 60%

com os alvos BACE1 e MAPT associados a Doencga do Alzheimer.
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