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Resumo

Segundo a OMS, até 2050 teremos um crescimento de mais de 2 bilhdes de pessoas com
idade acima de 60 anos. Em decorréncia deste fato, temos também o aumento das chamadas
doengas degenerativas, sendo o Alzheimer a mais comum. A doenga Alzheimer é
caracterizada pela degradacdao da memodria e funcgdes cognitivas. Esses sintomas estdo
associados a um déficit de acetilcolina, causada pela morte de neurbnios colinérgicos. Para
aumentar a funcdo colinérgica no cérebro, existem hoje medicamentos terapéuticos que inibem
a enzima acetilcolinesterase, responsavel pela degradacdo da acetilcolina. Diante disso, o
seguinte trabalho tem como objetivo analisar o modo de ancoramento do complexo formado
por meio de técnicas computacionais, bem como quantificar o grau de afinidade do sistema. A
estrutura de codigo 1ACJ foi selecionada e levada para o programa Discovery Studio, sendo
preparada para as simula¢g6es de docking molecular. As energias individuais entre o ligante e
os aminoacidos de maior interacéo, foram quantificadas por calculos ab initio pelo Método de
Fracionamento Molecular de Caps Conjugados (MFCC). Os resultados obtidos se mostraram
altamente promissores, visto que o complexo formado obteve uma interagao estavel, por meio
de baixar energias e ligacoes fisico-quimicas favoraveis. No MFCC, a soma energética obteve
um total de -0,90 eV, que demonstra quanticamente que o complexo formado possui uma boa
afinidade. Constatamos entdo, que o ligante apresenta atividades favoraveis para a inibicdo da
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acetilcolinesterase, comprovados tanto por métodos classicos fornecidos pelo docking, quanto
por métodos quéanticos mostrados no MFCC, comprovando assim a especifidade do complexo

formado.

Palavras chave: Complexo, proteina-ligante, acetilcolinesterase

Abstract

According to the WHO, by 2050 we will have a growth of more than 2 billion people aged over
60 years. As a result of this fact, we also have an increase in so-called degenerative diseases,
with Alzheimer's being the most common. Alzheimer's disease is characterized by the
degradation of memory and cognitive functions. These symptoms are associated with an
acetylcholine deficit, caused by the death of cholinergic neurons. To increase the cholinergic
function in the brain, there are now therapeutic drugs that inhibit the enzyme
acetylcholinesterase, responsible for the degradation of acetylcholine. Therefore, the following
work aims to analyze the anchoring mode of the complex formed through computational
techniques, as well as quantify the degree of affinity of the system. The 1ACJ code structure
was selected and taken to the Discovery Studio program, being prepared for the molecular
docking simulations. The individual energies between the ligand and the most interacting amino
acids were quantified by ab initio calculations by the Molecular Fractionation Method of
Conjugated Caps (MFCC). The results obtained were highly promising since the complex
formed obtained a stable interaction, through lower energies and favorable physicochemical
bonds. In the MFCC, the energy sum obtained a total of de -0,90 eV, which quantitatively
demonstrates that the complex formed has a good affinity. We then found that the ligand has
favorable activities for the inhibition of acetylcholinesterase, proven both by classical methods
provided by docking and by quantum methods shown in the MFCC, thus proving the specificity
of the complex formed.

Keywords: Complex, protein-ligand, acetylcholinesterase.

1 Introducéo

A expectativa de vida vem aumentando muito nas Ultimas décadas, levando
também ao crescimento da populagcéo idosa mundial, que de acordo com a
OMS até 2050 teremos cerca de 2 bilhdes de pessoas com idade acima de 60
anos (ABRAZ, 2019).

Associado a esse crescimento, temos 0 aumento das doengas
neurodegenerativas, sendo o alzheimer o quadro mais comum. A doenca de
Alzheimer foi descrita pela primeira vez pelo médico Alouyse Alzheiemer, em
1906 (MARTOCCHIA, A. & FALASCHI, P., 2008). Uma de suas pacientes
apresentava sintomas relacionados a perda gradual de memoria, desorientacdo

e comprometimento das func¢des cognitiva. Logo apdés sua morte, Alzheimer
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pode investigar seu cérebro, onde observou as caracateristas patoldgicas que
sao descritas até hoje (ABRAZ, 2019).

A doenca de Alzheimer (DA), promove o comprometimento da memoéria e
das areas cognitivas do cérebro. Sendo mais comum em idosos, 0s sintomas
inicias se assemelham a ocorrencias tipicas da velhice, o que dificulta um
diagnoéstico precoce. Em estagios mais avancados, o individuo se encontra
impossibilitado de responder ao ambiente, desenvolver uma conversa e até
mesmo de exercer autos cuitadados basicos, como se alimentar (Association,
Alzheimer's 2021).

Mesmo n&o sabendo as causas que levam ao seu desenvolvimento, o
cerebro com DA apresenta carateristicas bem peculiares, como o aparecimento
de placas amiloides neurotdxicas e emaranhados neurofibrilares, que dificultam
o transporte de nutrientes e informacdes por meio das sinapses. Tais
anomalias estéo relacionada a morte dos neorénios colinérgicos, causando a
diminuicdo do cérebro, afetando diretamente a memodria (HENRIQUE;
BERTOLUCCI, 2000).

Diante disso, temos a diminuicdo do neurotransmissor acetilcolina (Ach),
responsavel pelas sinapses neurais. A acetilcolina é formada a partir da colina
e acetil-CoA, catalizada pela enzima colina acetiltransferase (CAT) no Sistema
Nervoso Central. Logo apos a sinapse a Ach é degradada pela enzima
Acetilcolinesterase (AchE), evitando a ocorréncia do seu acumulo no cérebro
(VENTURA et.al., 2010). Porém, devido a caréncia de acetilcolina evidenciada
na doenca de Alzheimer, surge entdo uma classe de medicamentos, 0s
chamados inibidores de acetilcolinesterase, com objetvo de interromper a agéo
enzimatica, afim de estimular o aumento dos niveis de Ach (NASCIMENTO,
2015).

Com o conhecimento de estruturas tridimensionais de proteinas, é
possivel investigar através de métodos in silico, a interacdo desses alvos
proteicos com pequenos ligantes ao formarem juntos um novo complexo. Estes
meétodos prover a especificidade dos compostos candidatos no processo de
selecdo de possiveis farmacos, onde sao feitas otimizacbes e manipulacoes,
que podem contribuir para reducdo dos esforcos laboratériais dispendiosos,

agilizando as buscas. Os métodos computacionais podem ndo apenas facilitar
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no desenvolvimento de novos protétipos, mas também na validacdo de
farmacos ja aprovados (ARODOLA; SOLIMAN, 2017) (YAO et al., 2010).

Dado o exposto, o seguinte trabalho tem como proposta validar a
interagcdo proteina-ligante entre o farmaco rivastigmina e seu alvo enzimatico
acetilcolinesterase. Por meio de métodos computacionais, como docking
molecular e o Método de Fracionamento de Caps Conjugados (MFCC), é
possivel prever o modo de ligacdo entre as duas moléculas, bem como
investigar as proriedades energéticas, termodinamicas e quantificar o grau de

afinidade desse sistema.
2 Metodologia
2.1 Estrutura da acetilcolinesterase 1ACJ

Através do banco de banco de dados Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics - Protein Data Bank (RCSB/PDB), foi extraido a
acetilcolinesterase de Torpedo californica, de cédigo 1ACJ (figura 1). Trata-se
de uma hidrolase com uma resolucdo de 2,8 A, desenvolvida através de
métodos de cristalografia de raio X.

A estrutura que se encontrava complexada com a tacrina, foi levada para
o software Discovery Studio, onde foi removido o ligante e as moléculas de
dgua. Tendo em vista que a maioria das estruturas cristalograficas nao
possuem atomos de hidrogénio, foram entdo adicionados para que
pudéssemos completar a camada de valéncia (MOMANY; RONE, 1992).
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Figura 1 — Visualizagdo 1ACJ
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

2.2 Otimizacéao

A estrutura escolhida trata-se da rivastigmina (figura 2), um inibidor reversivel
da acetilcolinesterase, obtida no banco de dados DrugBank, com seu download
tido em mol. Este farmaco oferece um tratamento terapéutico para a Doenca de
Alzheimer, aumentando os niveis de acetilcolina no cérebro (DRUGBANK,
2021).

Apés a selecdo, a molécula foi levada para o programa Materials Studio
Modeling, onde foi dado o tratamento de refinamento da estrutura, em busca da
conformacdo geométrica de maior estabilidade. Para isso, foi empregado
métodos baseados em teorias da fisica classica e da mecéanica quantica.
Primeiramente foi utilizado o modo FORCITE, para estabelecer uma geometria
de menor energia, dentro dos limites da fisica classica. JA& na otimizacdo
guantica, utilizamos a Teoria do Funcional da Densidade (DFT), a partir o modo

DMOL3, onde foi empregado o gradiente generalizado (GGA) e a aproximacgao
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da densidade local (LDA), levando em conta todos os elétrons da molécula
(NASCIMENTO, 2015).

2.3 Docking molecular

A abordagem trazida no docking molecular, consiste em simular a interacéo
entre duas meculas ao formarem juntas no novo complexo. O modo de encaixe
das poses, busca simular o que de fato aconteceria da natureza (Verli, 2005).
Neste trabalho, fizemos uso do software Argusbab (versdo 4.6.1), onde foi
feito um direcionamento das grades cubicas, pelos coédigos ArgusDock e
GaDock, afim de obtermos uma estimativa do local onde seria feito o
atracamento. As coordenadas dadas foram: 32,75 x 28,75 x 27 A, com um
espacamento de 0,400 A. Para que o ligante pudesse buscar as posicoes de
encaixe mais favoraveis, utilizamos o algoritmo lamarkiano (LGA). Foram
obtidas doze conformacgcBes do complexo proteina-ligante, sequenciadas de
acordo com as menores energia de interacdo. Os resultados foram

visualizados no Discovery Studio.

Figura 2. Estrutura da Rivastigmina no software Discorery Studios Visualizer
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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2.4 Determinacao energética dos complexos proteina-ligante obtida
através do MFCC

Os célculos energéticos baseados na Mecéanica Quantica, entre a o receptor
1ACJ e seus ligantes, foram feitos por meio do método de MFCC. Esté técnica
trata-se de uma ferramenta computacional, que busca analisar de forma
precisa as energias de interacdo de sistemas proteicos (GORDON et al., 2011).

A ideia deste método consiste em fracionar a energia de interacao entre
duas moléculas em sistemas menores, mantendo suas propriedades
eletrbnicas e estruturais. Logo apos este fracionamento, a energia de cada
subsistema foi calculada e somada via ab initio (ZHANG; ZHANG, 2003).

A sele¢do dos aminoécidos para o fracionamento foi realizada através do
software Discovery Studio, onde foi feito um corte dentro de um raio de 12 A,
com base no centro geométrico do ligante e os aminoacidos que possuissem
ao menos um atomo a esta distancia. Os compostos selecionados foram
levados para o programa Materials Studio, onde foi feito o tratamento de adigédo
de hidrogénios e gerados os calculos de energia.

Apoés a selecdo dos aminoacidos, foi dado inicio ao fracionamento. Para
cada residuo (&;), foram dadas quatro fragmentacfes. O primeiro fragmento é
formado por R;_,F:F,.; + Londe E;_;e 0 F;;, representam respectivamente o
residuo antecessor e posterior de k&;, chamados de Caps. O ligante que esta
interagindo com o receptor 1ACJ, é representado por L.

Na segunda etapa da fragmentacédo temo R;_,K:F;.; K observe que neste
o ligante é retirado. O terceiro fragmentok;_,R;,; + L, neste caso apenas o
residuo principal € removido. No quarto fragmento E;_,F;,;apenas 0s caps sao
mantidos.

Para realizacdo dos célculos, foi utilizado o médulo de Dmol3 e a
aproximacdo do gradiente generalizado (GGA), incorporado dentro de uma
funcéo carateristica de troca de correlacdo (PERDEW, BURKE, ERNZERHOF,

1996). Os resultados obtidos séo agrupados na seguinte equacao:

E;(R; —» L) = (Ri_1R;R;41 + L) — (R;_1R;R;41) — (Ri_1Riyq + L) + (R—1R;11) (1)

Note que o termo E;[R; = L) representa a energia total do sistema. Os

aminoacidos vizinhos (Caps), fornecem uma importante descricdo do ambiente
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eletrbnico e quimico em que o residuo principal se localiza (ZHANG; ZHANG,
2003).

3 RESULTADOS

3 .1 Resultados do docking

Na tabela 1 podemos observar os valores que representam as melhores poses
de encaixe entre o ligante rivastigmina e o receptor 1ACJ, calculadas no
programa Arguslab.

Note que todas as doze conformacgOes vistas na tabela apresentam
valores negativos, que se traduz em uma interacao atrativa e estavel, visto que
o complexo formado busca atingir o estado fundamental de energia. A melhor

valor energético foi de -7.44 Kcal/mol.

Tabela 1. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da rivastigmina estimada pelo
programa ArgusLab (versédo 4.2.1)

Complexo Energia Livre de Complexo Energia Livre de
Ligacéao Ligacao
1 -7.44 7 -6.05
2 -7.14 8 -5.06
3 -7.01 9 -4.93
4 -6.32 10 -4.77
5 -6.20 11 -4.62
6 -6.05 12 -4.55

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

O sitio ativo da acetilcolinesterase fica localizado em uma cavidade
aromatica estreita, onde podemos encontrar os trés residuos principais que sao

essenciais para atividade catalitica da enzima. Os aminoacidos Ser200, His440
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e Glu327, formam juntos a triade catalitica enzimatica (SILMAN, I. &
SUSSMAN, J., 2008).

A AchE possui também um segundo sitio, localizado em uma regido
periférica, os aminodcidos contribuintes sdo: Tyr70, Tyrl21l e Trp279. No
mercado € visto que alguns inibidores sdo capazes de interagir com os dois
sitios de ligacéo, o que promove uma inibicdo biquartenaria (HAREL, M. et al.,
1993).

Por meio do software Discovery Studio, podemos visualizar quais
aminoacidos que mais interagem com o ligante e que tipo de ligacbes estam
ocorrendo. Na figura 3, observamos intera¢cdes com dois dos aminoacidos que
formam a triade catalitica da enzima, o His440 e Ser200, ambos interagem por
meio de ligacdo de hidrogénio. Também temos a presenca de ligacbes de van
der Waals com os aminoéacidos: Phe330, Phe331, Gly123, Trpll4 e Gly441.
No entanto também podemos observar a presenca de alguns aminoacidos que

tentam afastar o ligante do sitio ativo da enzima: o Gly117, Tyr116 e Tyr130.

Interpolated Charge

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

~0100 Il

Figura 3. Enzima Acetilcolinesterase com o farmaco rivastigmina (amarelo) e a Nuvem
interagao eletrostéatica entre o receptor 1ACJ e o ligante

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Os resultados foram levados para o software Discovery Studio, onde foi
possivel observar a distribuicdo de cargas, por meio da nuvem eletrGstatica
vista na figura 4. O local de atracamento entre a rivastigmina e o receptor
1ACJ, esta situado em uma regido de interacdo negativa, porém as vizinhas

apresentam interacfes neutras.
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Figura 4. Visualizagdo 2D do composto rivastigmina e os residuos de 1ACJ de

maior interacéo.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021

3.2 Resultados para o MFCC

No gréafico 1, observamos as energias individuais dos aminoacidos do receptor
1ACJ e a rivastigmina. Em concordancia com o docking, a energia total obtida
pelo método de MFCC também resultou em uma interacdo atrativa entre o
complexo proteina-ligante, com uma soma energética de -0,20eV.

A rivastigmina apresentou uma energia repulsiva, que acordo com o MFC,
corresponde a 12,60 kcal/mol na interagdo com o aminoacido Trp84, 60,2% da
energia total. No entanto este resultado diverge com docking, onde o Trp84
interage com ligante por meio de uma ligacéo pi. Outras divergéncias também
foram vistas, como a Leul22, com uma energia de 0,98 kcal/mol; lle444 com
9,26 kcal/mol, que apresentaram energias repulsivas. Também temos o caso
do Gly117, que no docking afastava o ligante do sitio de ligagdo, mas que no
MFCC se destaca de forma atrativa com -14,70 kcal/mol, que corresponde a
16,2% de toda a soma. Outra contradicdo se deve a interacdo com um dos

componentes da triade catalitica, o His440, onde antes era visto uma ligacao
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de van der waals, porém no MFCC temos uma energia repulsiva de 0,08
kcal/mol.

Métodos classicos, como os de docking molecular, oferecem boas
aproximagfes com intuito de descrever sistemas reais, no entanto ndo ha uma
descricdo acurada dos efeitos eletrdnicos, bem como as propriedades
eletrbnicas e reacdes covalentes (JENSEN, 2017).

No entanto, podemos observar outros aminoacidos, que assim como nho
docking, também apresentaram interacdes atrativas. O Ser200, que faz parte
da triade catalitica da enzima, participa com uma interatividade de -
2,78kcal/mol, que corresponde a 9,8% da energia total, Gly118, possui uma
interacédo de -5,40 kcal/mol, que representa 25,8%; GIlul99 com uma energia -
8,14 kcal/mol, que corresponde a 3,9% da soma.

-15 =10 =5 0 5 10 15

TYR442 I
TYR121
TYR116
TRP&4
SER200
SER124
SER122
SERS1
PHE330
MET83
LEU127
ILE444
HIS440
GLY441
GLY202
GLY198
GLY123
GLY119
GLY118
GLY117
GLU199
ASNE5
VAL129
ALA201 ; 1 1 1 1 1 1

Ty PP 0 = 10 15

Energia (kcal/mol)

Aminoacidos da rivastigmina

Grafico 1: Energia de ligagdo dos principais aminoacidos da enzima

acetilcolinesterase com o ligante rivastigmina.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021
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O método de MFCC, parte do pressuposto de que a perturbacdo de
energia dada pela interacdo proteina ligante, tende a decair rapidamente com a
distancia, portanto as regides de maior interagdo de encontram das vizinhancas
do local de atramento (ZHANG; ZHANG, 2003). Diante disto, foi realizado um
corte radial de 12 A, selecionando os aminoacidos que tivessem ao menos um
atomo a essa distancia até o centro do ligante.

Embora a energia tende a decair com a distancia, podemos observar na
tabela 2, que dentro do raio de corte os valores energéticos ndo apresentam
ligacbes diretas com a distancia, sem um padrdo definido. Usando como
exemplo os aminoacidos que demonstram interacfes repulsivas, temos que o
Trp84, com uma energia de 12,60 kcal/mol, esta a uma distancia de 4,455 A, ja
o Gly123, com uma energia de 6,76 kcal/mol, estando a 6,589 A. Porém se
compararmos o Glyl23 com o Gly441, este possui uma energia de 0,63
kcal/mol, com um distanciamento de 6,469 A.

O mesmo vale para as interacdes atrativas, o Glyl17 com uma energia de
-14,70 kcal/mol, estando a 4,482 A, a Vall29 com uma interacdo de -0,58
kcal/mol e 8,739A de distancia. Em compensacéo, temos o Met83 com -7,56
kcal/mol e 8,929 A.

Tabela 2. Energia de ligacdo dos principais aminoacidos do receptor
1ACJ com o ligante rivastigmina

AMINOACIDOS ENERGIA TOTAL DISTANCIAS (R)
(kcal/mol)
TRP84 12,60 4,455
GLY117 -14,70 4,482
GLY118 -5,40 4,618
GLY441 0,63 6,469
GLY123 6,76 6,589
GLU199 -8,14 6,631
SER122 0,98 6,724
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Tabela 2. Energia de ligacéo dos principais aminoacidos do receptor
1ACJ com o ligante rivastigmina (continuagéo)

SER124 -2,37 8,228
VAL129 -0,58 8,739
PHE330 -1,48 8,86

TYR121 0,17 8,922
MET83 -7,56 8,929
TYR442 -2,08 8,967
GLY202 -0,45 9,031
ASN85 -0,76 9,334
GLY198 -1,10 10,092

Fonte: Dados da pesquisa, 2021

4 Conclusdes

De fato, os métodos que envolvem a bioquimica computacional contribuem
para processos de descobrimento de novas drogas, e validacdo daquelas que
ja estam no mercando, por meio de abordagens eficientes que unem agilidade
e eficacia.

Através da técnica de docking molecular foi possivel observar o real
modo de ligacdo entre o ligante rivastigmina e o receptor acetilcolinesterase,
de codigo 1ACJ. Como resultado tivemos um complexo estavel, através de
baixas energias de interacdo, onde as doze possibilidades de conformacao
atribuidas na tabela 1, apresentaram valores negativos.

As interacbes que envolvem o novo complexo se deram através de
ligacbes fisico-quimicas, onde foram vistas ligacbes de van der Waals e
hidrogénio. O ligante conseguiu interagir com dois dos aminoacidos que

formam a triade catalitica da enzima, o Ser200 e Hiss440. Porém, foi
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observado atividades repulsivas com alguns aminoacidos, o TYR116, Glyl117 e
Tyrl30.

A técnica de MFCC se mostrou altamente refinada, sendo capaz de
quantificar a energia do sistema analisado, identificando a energia de cada
aminoacido, através de técnicas computacionais que fazem uso de teorias
termoquimicas e da mecanica quantica. O complexo formado pelo receptor
1ACJ e a rivastigmina, obteve uma interacéo de -0.90 eV.

E Perceptivel a influéncia dos aminoéacidos: Trp84, Gly117 e Gly118,
visto que esses se fizeram presentes em ambos tipos de calculo (classicos e
qguanticos), por meio de interacdes atrativas. De acordo com a literatura, esses
amoacidos sao chamados de ancoras.

Dessa forma, constatamos que o ligante apresenta atividades favoraveis
na interacdo proteina-ligante, tanto através dos calculos classicos obtidos no
docking, quanto nos quanticos mostrados no MFCC, comprovando a

especificidade do complexo formado.
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