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Resumo

A doenga de Alzheimer (DA) é o quadro mais comum de deméncia entre idosos, atingindo
cerca de 50 milhGes de pessoas em todo mundo. Através de pesquisas foi percebido o
encolhimento do cérebro e a morte de neurdnios colinérgicos, em decorréncia ha uma
diminuicdo de acetilcolina em pacientes com DA. A enzima acetilcolinesterase tem o papel de
hidrolise na degradacdo da acetilcolina, logo hd um crescente interesse em farmacos que
possam inibir sua acdo, como no caso da rivastigmina e a da galantamina. Portanto, nosso
trabalho teve como objetivo validar a eficacia desses farmacos, observando o comportamento
ao formarem juntos um complexo. Com a utilizacdo do docking molecular, podemos analisar as
propriedades fisico-quimicas, afinidades eletrénicas, e entdo, quantificar o grau energético na
interacao proteina-ligante. A estrutura escolhida, trata-se de uma hidrolase de cédigo 1ACJ,
gue foi modelada no Discovery Studio para que fossem retiradas as moléculas de agua e
adicionar os hidrogénios. Como resultado, foi visto que os dois ligantes apresentam interacédo
consideravel com a acetilcolinesterase, visto que o0s resultados apresentaram energias
negativas. Para tal, analisou-se as ligacdes de Van der Waals, tipo pi e ligages de hidrogénio.
A nuvem eletrostética confirma os resultados apresentando picos de densidade negativa nas
vizinhancas. Dado o exposto, temos que os dois compostos apresentaram propriedades fisico-
quimicas capazes de atuar no Sistema Nervoso Central e inibir a agdo enzimatica.

Palavras chave: Docking molecular, proteina-ligante, acetilcolinesterase
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common condition of dementia among the elderly,
affecting around 50 million people worldwide. Through research it was noticed the shrinking of
the brain and the death of cholinergic neurons, due to a decrease in acetylcholine in patients
with AD. The enzyme acetylcholinesterase has the role of hydrolysis in the degradation of
acetylcholine, therefore, there is a growing interest in drugs that can inhibit its action, as in the
case of rivastigmine and galantamine. Therefore, our work aimed to validate the effectiveness
of these drugs, observing the behavior when forming a complex together. With the use of
molecular docking, we can analyze the physical-chemical properties, electronic affinities, and
then, quantify the energy degree in the protein-ligand interaction. The chosen structure is a
hydrolase code 1ACJ, which was modeled at Discovery Studio so that water molecules could
be removed and the hydrogens added. As a result, it was seen that the two ligands show
considerable interaction with acetylcholinesterase, since the results showed negative energies.
For this purpose, the Van der Waals, pi, and hydrogen bonds were analyzed. The electrostatic
cloud confirms the results by showing negative density peaks in the neighborhood. Given the
above, we have that the two compounds showed physicochemical properties capable of acting
on the Central Nervous System and inhibiting the enzymatic action.

Keywords: Molecular docking, protein-ligand, acetylcholinesterase

1 Introducéo

Em todo o mundo, doencas associadas a deméncia atingiram 50 milhdes de
pessoas, sendo o Alzheimer a forma mais comum. O Alzheimer trata-se de
uma doenca neurodegenerativa sem causas que possam antecedé-las, como
acidentes vasculares ou traumas, no entanto o cérebro do individuo podera
apresentar alteragcbes muito antes que 0s primeiros sinais sejam percebidos.
Nos estagios iniciais da doenca, € comum as pessoas sentirem dificuldade em
situacdes simples; saber onde guardou as chaves de casa ou até mesmo,
esquecer uma panela no fogo. Com decorrer do processo, até as atividades
mais simples do cotidiano comegcam a ser executadas com dificuldade,
problemas com aprendizagem e até mesmo de linguagem (RANG et al., 2007).
Esses sintomas se devem ao fato de que partes cerebrais que controlam as
funcdes cognitivas e a memoéria passam a sofrer alteracbes, podendo,
comprometer o sistema neural. Em estagios finais, esses pacientes passam a
necessitar de cuidados especiais, pelo fato de n&o serem capazes de
exercerem atividades basicas, como alimentacdo. Nessa etapa, a perda neural
e os danos tornam-se irreversiveis, levando por fim a morte (Association,
Alzheimer's 2019).

Doenca de Alzheimer (DA), atinge principalmente a populacéo idosa,
onde pessoas com 65 anos tem um fator de risco de 5% e um indice de 90%

em pessoas com 95 anos, o que dificulta um diagndstico precoce, pois muitos
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desses sintomas iniciais se assemelham a carateristicas comuns de pessoas
com mais idade. Mesmo ainda ndo estando claro as causas que levam a essa
doenca, hd uma associacdo desta ao encolhimento do cérebro e a morte de
neurdnios colinérgicos, trazendo como caracteristica a perda da memoria de
curto prazo. Algumas pesquisas relacionam essa perda neuronal, a formacéo
de placas senis e os emaranhados neurofibrilares (RANG et al., 2007).

As placas senis sdo depositos de material amiloides. Essas placas
comecam de forma néo toxica, no entanto em alguns individuos elas se alteram
e passam a estar associadas a DA. Seu aumento € comum no processo de
envelhecimento, no entanto, h4 um crescimento ainda maior em pessoas com
Alzheimer. Essa alteragdo ocorre no decorrer do processo de clivagem no qual
a enzima percursora B-amiloide, € realizado pela via B-secretase, e esses
fragmentos entdo produzidos sdo toxicos (ALMEIDA, 2011).

Os neurdnios se comunicam através das sinapses que sao geradas
através de microtibulos, a proteina Tau € responsavel por manté-los
estabilizados. Em casos de anomalias, a Tau se desprende dos microtubulos,
fazendo com que esses se desestabilizem e até rompam. A proteina danificada
se converte em filamentos torcidos, dando forma a emaranhados. Por
decorréncia desse processo, ndo havera transporte de nutrientes e outros tipos
de informacao entre as células. (Association, Alzheimer's 2020).

Por consequéncia da perda de neurdnios colinérgicos, estudos indicam
que ha uma diminuicdo da acetilcolina em pacientes com Alzheimer, um
neurotransmissor que atua nas sinapses neurais. A enzima acetilcolinesterase
tem o papel de hidrélise na degradacdo da acetilcolina. Com isso, ha uma
busca por medicamentos que possam inibir a acdo da enzima
acetilcolinesterase, e assim aumentar os niveis de acetilcolina no cérebro.
Porém, esses anticolinesterasicos atuam apenas de forma terapéutica, nao
alterando o curso da doencga.Os inibidores da colinesterase (figura 1) s&o um
dos poucos farmacos aprovados para o tratamento da DA. Dentre eles temos a
rivastigmina e a galantamina, ambos atuam como inibidores reversiveis da
AchE (acetilcolinesterase). (HENRIQUE; BERTOLUCCI, 2000).
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O método de encaixe molecular, tem como vantagem agilizar os processos
de descobrimento de novas drogas, ou até mesmo de validar sua eficacia
prevista, com o objetivo de prever o modo de ligacdo e a afinidade entre
pequenas moléculas e seus respectivos receptores. Tendo em vista que para
desenvolvimento de um novo farmaco podia-se levar entre 10 a 20 anos,
ferramentas tecnolégicas como o docking € uma alternativa eficaz e
econdmica, (F. SOUSA et al., 2010).

Assim, conhecendo a proteina alvo, podemos validar a eficacia de farmacos
ja aprovados no mercado, observando o comportamento dessas estruturas ao
formarem um novo complexo. Em nossa abordagem, traremos uma analise in
silico, que através da técnica de atracamento molecular, € possivel observar as
propriedades fisico-quimicas, as afinidades eletrbnicas, tipos de ligacdes
envolvidas no processo, e assim, quantificar o grau energético na interacao

proteina ligante.

2 Metodologia
2.1 Estrutura da acetilcolinesterase 1ACJ

Estrutura tridimensional da acetilcolinesterase de Torpedo californica (figura 1),
trata-se de uma hidrolase determinada por cristalografia de raio-x, com uma
resolucéo de 2,8 A, onde posteriormente foi analisada pelo programa Discovery
Studio, removemos o ligante, as moléculas de agua e adicionamos o0s

hidrogénios para assim completar a camada de valéncia.
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Figura 1 — Visualizacdo 1ACJ

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

2.2 Otimizacgéo

Logo ap6s a obtencdo dos farmacos, foram levados para software Materials
Studio Modeling, onde foi realizado o processo de refinamento das moléculas,
sendo feitas otimizagfes classicas e quanticas em todos os dois ligantes, com
objetivo de obter uma conformacado geométrica estavel. Na primeira etapa do
refinamento foi feita a otimizacéo classica, na qual sdo empregados conceitos
da fisica classica. Para isso foi utilizado o modo FORCITE, e assim encontrar
as geometrias de menor energia, baseadas no algoritmo gradiente conjugado
(LGA). Ainda no mesmo programa, no que se diz respeito as otimizagdes
qguanticas, utilizamos moédulo DMOL3, onde foi empregada a aproximacao do
gradiente generalizado (GGA) e a aproximacao de densidade local (LDA),
levando em consideracdo todos os elétrons das moléculas (NASCIMENTO,
2015).
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2.3 Docking molecular

Para realizar o ancoramento, fizemos uso do software ArgusLab. De inicio
realizamos um direcionamento das grades cubicas, através dos coédigos
ArgusDock e GADock, a fim de obtermos uma melhor margem da localizacao
do local de atracamento, onde as coordenadas escolhidas foram de 32,75 x
28,75 x 27 A, e com um espacamento de 0,400 A. O local escolhido foi
previamente visto no artigo que originou a estrutura enzimatica (1GQR).
Utilizamos o algoritmo lamarkiano (LGA), para que fosse possivel que o
ligante buscasse a posicdo de encaixe mais favoravel. Onze configuracdes
foram obtidas entre os complexos proteina-ligante, sendo ranqueadas de
acordo com as conformagbes de menor energias de ligagdo, os melhores

resultados calculados foram visualizados pelo Discovery Studio.

2.4 Rivastigmina

A rivastigmina é um inibidor pseudo-reversivel da acetilcolinesterase e da
buritilcolinesterase. Este farmaco foi aprovado para o estagio leve a moderado
da doenca de Alzheimer. Embora seus mecanismos de acao ainda sejam
desconhecidos, estudos mostram que a rivastigmina promove uma acao
terapéutica, aumentando os niveis de acetilcolina por meio da inibicdo de sua
hidrolase (DRUGBANK, 2020).

Em 2007, a rivastigmina foi reformulada via transdérmica (adesivo), com
isso obtém-se uma diminuicdo dos efeitos colaterais como nauseas, vomitos,
diarréia e dores abdominais (MEHTA, M. et al., 2012 & ARQUES, L. A. et
al.,2011).
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Figura 2. Estrutura da Rivastigmina no software Discorery Studios Visualizer
Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

2.5 Galantamina

A galantamina é um alcaldide natural da familia dos lirios. Tem como
mecanismo de acgdo inibir a Acetilcolinesterase de maneira competitiva e de
forma rapidamente reversivel. Além de ser utilizado nos tratamentos de
Alzheimer, esse medicamento é indicado para tratar outros distarbios do
sistema nervoso central (DRUGBANK, 2020).

Figura 3. Estrutura da galantamina no software Discorery Studios Visualizer

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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3 Resultados

Na tabela I, selecionamos as onze melhores posi¢cOes das energias livres de
ligacdo, entre o receptor 1ACJ e o ligante (rivastigmina). No modo de encaixe
escolhido, o ligante ancorou-se de forma flexivel, pois dentre as trés
conformacdes oferecidas no programa de docking (torcao, rigido e flexivel),
essa foi a que mostrou uma melhor interacdo, apresentando baixos valores
energeéticos.

Em todas as posicbes o complexo proteina-ligante apresentou
resultados favoraveis, onde as energias negativas mostram que ocorre uma
ligacdo atrativa entre os dois compostos. As energias foram obtidas em

Kcal/mol, sendo que o melhor resultado foi de -7.44 Kcal/mol.

Tabela 2. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da rivastigmina estimada pelo programa ArgusLab
Complexo Energia Livre de Ligacao

(Kcal/mol)

-7.44

-7.14

-7.01

-6.32

-6.20

-6.05

-6.05

-5.06

-4.93

-4.77

-4.62

P e
PBoovoahrwNhpk

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O sitio ativo da acetilcolinesterase € chamado sitio catalitico aniénico,
fica localizado em uma regido de cavidade aromética, tendo os aminoacidos
Trp84 e Phe330 como contribuintes. No entanto, tem-se a presenca de um
segundo sitio, periférico aniénico, em uma regido mais distante onde ficam
localizados os residuos Tyr70, Tyrl21 e Trp279 (ALMEIDA 2011).

Através do programa Discovery Studio, foi possivel visualizar em 2D a
interacdo entre a rivastigmina e os aminoacidos localizados no sitio ativo da
enzima (figura 4). Temos ligagdes do tipo Van der Waals (cor verde) com 0s
residuos Gly118, His440, e Ser200, ligacdo de pi (cor rosa) com 0 aminoacido

Leul27 Trp84 e lle444. Também temos trés antagonistas (cor vermelha) que
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estdo afastando o ligante do sitio da proteina, sdo eles: Tyrl30, Trpll6 e
Gly117.

No sitio ativo da enzima, os aminoacidos Ser200, His440 e Glu327, a
chamada triade catalitica, s&o considerados essenciais na atividade
enzimatica, por isso € de grande importancia que os ligantes apresentem

interacOes favoraveis com eles (HAREL, M. et al., 1993).
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Figura 4. Visualizacdo 2D do composto rivastigmina e os residuos de 1ACJ de
maior interacéo.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A figura 5, gerada pelo programa Discovery Studio, ilustra a nuvem
eletrostatica envolvida na interagéo do ligante (rivastigmina) e o receptor 1ACJ.
E facil ver que o local de atracamento é em grande parte neutra, muito embora
nas proximidades €& possivel notar uma certa negatividade, um dos
aminoacidos responsaveis € o Trp84.

E importante ressaltar que, devido ao fato de as moléculas terem obtido
um excelente ancoramento, tivemos entdo uma ampla variedade de residuos
interagindo com ligante.

Segundo (BAR-ON,P. et al., 2002), os locais de maiores picos positivos se

devem aos aminoacidos Ser200 e Trp84. No entanto, em nossa amostra
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ilustramos justamente o contrario, onde tais residuos se encontram em regides

de picos negativos.

Interpolated Charge

0,100
0,067
0,033
0,000
0,033
-0,067
-0,100

Figura 5. Enzima Acetilcolinesterase com o farmaco rivastigmina (amarelo) e a Nuvem
interacdo eletrostéatica entre o receptor 1ACJ e o ligante

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Na tabela Il, podemos observar os dados gerados pelo programa
Arguslab, onde trata-se das energias livres de ligacdo, obtidas em Kcal/mol, no
processo de docking molecular. Neste caso, temos como ligante a galantamina,
juntamente com o receptor 1ACJ.

A conformacdo de atracamento escolhida foi a que o ligante se
encaixou de forma flexivel, neste caso foram apresentados os melhores
resultados. Temos entdo que o menor valor calculado foi de -9,08 Kcal/mol, é
importante destacar as posi¢cfes oito e nove por obterem ambas a energia de -
6,38 Kcal/mol.

Na figura 6, também gerada pelo programa Discovery Studio, podemos
visualizar em 2D, a interacdo entre a galantamina e os aminoacidos localizados
no sitio catalitico e periférico da enzima. E possivel observar liga¢cdes de tipo
Van der Waals (verde claro), com dois dos residuos que formam a triade
catalitica, Ser200 e His440, e no sitio periférico, com o Tyrl21l. H4 também

ligacdes de hidrogénio, tendo como contribuintes o Trp84 e o Glu199.
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Tabela 2. Energia de ligacao (Kcal/mol) da galantamina estimada pelo
programa ArgusLab.

Complexo Energia Livre de Ligacao
(Kcal/mol)
-9.08
-8,53
-7,21
-7,18
-6,85
-6,75
-6,65
-6,38
-6,38
-5,99
-5,29

P e
PBoov~oarwnpk

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A galantamina fica localizada no fundo do desfiladeiro do sitio ativo,
onde interage com o Trp84, entretanto a melhor forma de ligacdo seria com o
His440. O aminoacido Phe330 é considerado flexivel pela capacidade de obter
diferentes conformacfes, apresentando interacées cation-m ou empilhamento
T, em contrapartida o Tyrl21 se encontra fixado em toda estrutura,
apresentando interacdo com grupos catibnicos e também como doador e
receptor de ligacfes de hidrogénio (BARTOLUCCI, C. et al., 200).
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Figura 6. Visualizacdo 2D do composto galantamina e os residuos de 1ACJ de maior
interacao.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Na figura 7, gerada pelo programa Discovery Studio, a nuvem de
interacdo eletrostatica entre a galantamina e os aminoacidos do sitio ativo e o
periférico da enzima. De acordo com a figura 7 a parte central do atracamento
fica localizada em uma regido de interacdo neutra, muito embora podemos
notar que nas vizinhangas ha uma certa negatividade eletrostatica.

Em seu local de atracamento, o inibidor fica localizado no fundo da
cavidade do sitio ativo, interagindo com o Trp84. A segunda interacdo é entre o
grupo hidroxila do ligante com o residuo Glu199. (DOUCET-PERSONENI, C. et
al.,2001).

Assim como no caso da rivastigmina, também obtivemos um excelente
encaixe com o receptor (1ACJ), visto que foram grandes os numeros de

residuos na interagcéo proteina-ligante.
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Interpolated Charge

0,100
0,067
0,033
0,000
-0,033

-0,067
-0,100 .

Figura 7. Enzima Acetilcolinesterase com o fdrmaco galantamina (amarelo) e a nuvem
interacdo eletrostéatica entre o receptor 1ACJ com o receptor

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

4 Conclusodes

Portanto, ferramentas computacionais vém trazendo importantes contribuicdes
nas descobertas de novas drogas e na validacdo de compostos ja existentes.
Este trabalho teve como intuito comprovar a eficiéncia dos inibidores da
Acetilcolinesterase ao interagirem com sitio catalitico e periférico da enzima.

Em nossa andlise, constatamos que os dois inibidores interagem de
forma direta e eficaz com o receptor. Ao calcularmos as energias livres de
ligagdo no processo de ancoramento, foi visto que os dois ligantes apresentam
bons resultados, visto que as onze posicdes mostradas nas tabelas trouxeram
baixas energias, isso mostra que o complexo formado entre as duas estruturas
(proteina-ligante), sdo melhores juntas do que separadas.

As interagOes intermoleculares envolvidas nesse processo foram
ligacbes de Van der Waals, ponte de hidrogénio e pi, muito embora tenha
ocorrido nos dois complexos, a presenca de aminoacidos antagonistas, que por
sua vez, estavam afastando os ligantes do local de atracamento. Ambos
ligantes obtiveram interagcdo com dois dos aminoacidos pertencentes a triade
catalitica, Ser200 e His440.

Quando observadas as nuvens eletrostéticas envolvidas na interacédo

dos ligantes proximos aos sitios, catalitico e periférico da molécula, foi
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constatado que o local de atracamento, era em maior parte neutra,
apresentando picos de densidade negativos nas vizinhancas.

Dado o exposto, temos que os dois compostos apresentam atividades
favoraveis para a inibicdo da Acetilcolinesterase, apresentando propriedades
fisico-quimicas, capazes de atuar no Sistema Nervoso Central e inibir a acéo

enzimatica.
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