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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa associada a
perda de neurdnios colinérgicos no cérebro, que acomete mais de 30 milhdes de pessoas
por ano no mundo. A diminuicdo da transmissdo colinérgica central esta relacionada
com esta patologia, portanto, 0 aumento desta transmisséo pelo uso de inibidores de
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE), tem sido considerado como a
melhor abordagem para a DA. Na primeira parte deste estudo, uma serie de 36
derivados 4-[(dietilamino)-metil]-fenol com atividade inibitoria sobre AChE e BChE,
extraida da literatura, foi estudada por QSAR-2D, empregando andlise de fragmentos
estruturais HQSAR ("Hologram Quantitative Structure-Activity Relationship”). Foram
construidos e validados modelos de HQSAR para as duas atividades que mostraram
resultados estatisticos significativos (AChE: r? = 0,974 e g° = 0,897; BChE: r* = 0,945 e
o = 0,883) e baixos valores residuais entre atividade experimental e calculada. O mapa
de contribuicdo de atividade, mostrou que unidades estruturais contendo regiéo
aromatica e um tamanho maior da cadeia lateral colaboram para o aumento dainibicao.
Na segunda parte do trabalho, foram realizados estudos de docking molecular dos
inibidores nas enzimas AChE e BChE. Na auséncia da estrutura 3D da BChE de cavalo,
a mesma foi construida por modelagem comparativa usando o programa Modeller. O
melhor modelo 3D foi utilizado nas simulagdes de docking molecular, empregando os
programas AutoDock e Molegro Virtua Docker (MVD). Os resultados de docking
molecular no sitio ativo da AChE indicaram um modo de ligagcdo preferencial dos
derivados de maior atividade inibitoria, ocupando tanto a cavidade catalitica quanto o
sitio anidnico periférico (PAS, do inglés peripheral anionic site). A andlise do
complexo do derivado com perfil mais ativo com a AChE revelou uma interacéo por
ligacdo hidrogénio com o residuo Tyrl121 e duas interagdes cation-m com os residuos
Trp84 e Trp279. Este padrdo ndo foi observado para os derivados de menor atividade,
que apresentaram, de um modo geral, uma interacdo por empilhamento m-m com o
residuo Tyr334, com deslocamento no sitio PAS, devido a cadeia lateral mais curta,
impedindo uma interagdo com Trp279, descrita na literatura como importante para a
inibicdo. Os resultados de docking molecular no sitio ativo da BChE indicaram que os
compostos de maior atividade apresentaram interagdes com os residuos Trp79, Asp67,
Tyr329 e Leu283. Os compostos de menor perfil inibitorio ndo apresentam interagoes
com o residuo Leu283, devido a cadeia lateral mais curta. Esta interacéo parece ser
importante para a atividade inibitoria contra a BChE. A partir das informacfes obtidas
nestes estudos, novos inibidores de AChE e BChE foram propostos e apresentaram um
melhor perfil inibitério sobre BChE previsto peo modelo de HQSAR, que foi
corroborado por estudos de docking molecular, apresentando uma proximidade com a
His435 datriade catalitica

Palavras-chave:  Alzheimer; Acetilcolinesterase, Butirilcolinesterase, Modelagem
Comparativa; Docking Molecular.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder associated with loss of
cholinergic neurons in the brain, which affects over 30 million people per year
worldwide. The decrease in centra cholinergic transmission is related to this pathology,
therefore, the increase of this transmission, through the use of inhibitors of
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE), has been considered as
best approach to AD. In the first part of this study, a series of 36 4 - [(diethylamino)
methyl] phenol derivatives with potential inhibitory power against AChE and BChE,
was taken from the literature and it's been analyzed through QSAR-2D, using HQSAR
("Hologram Quantitative Structure-Activity Relationship™) structural fragments.
HQSAR models were constructed and validated to both studies that showed significant
statistical results (AChE: r? = 0.974 and ¢ = 0.897; BChE: r* = 0.945 and g” = 0.883)
and lower residual values between experimental and calculated activities. The activity
contribution map generated by the study showed that the structural units containing the
aromatic region and a larger side chain collaborate to increase inhibition. In the second
part of the work were performed molecular docking studies of cholinesterase inhibitors.
In the absence of 3D structure of BChE from horse, it was constructed by comparative
modeling, using the Modeller program. The best 3D model was utilized in the
simulations of docking molecular, using AutoDock and Molegro Virtual Docker (MVD)
programs. The results of molecular docking in the active site of AChE indicated a
preferred binding mode of derivatives that have higher inhibitory activity, occupying
both the catalytic cavity as the anionic periphera site (PAS). Analysis of AChE
complex with the most active derivative revealed that it participates in a hydrogen bond
with residue Tyr121, two cation-1 interactions with residues Trp84 and Trp279. This
profile was not observed for derivatives of lower activity, that showed, in general, a -1t
stacking interaction with Tyr334 residue, which leads to a shift in the site of PAS,
presumably due to the shorter side chain, preventing interaction with Trp279, which is
reported in the literature as important for inhibition. The results of molecular docking in
the active site of BChE indicated that compounds with higher activity performed
interactions with residues Trp79, Asp67, Tyr329 and Leu283. Those compounds with
low inhibitory profile showed no interaction with Leu283 residues, due to its shorter
side chain, which seems to be important in the set of observed interactions to the
inhibitory activity against BChE. From the information obtained in this study, new
inhibitors of AChE and BChE were proposed and they presented a better inhibitory
profile against BChE, predicted by HQSAR, corroborated by studies of molecular
docking, closeto the His435 catalytic triad.

Keywords:. Alzheimer's, Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Comparative
Modeling, Molecular Docking.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Prevaléncia da doenca de Alzheimer — Aumento exponencial com aidade..... 2
Figura 2. Principais deméncias na terceira idade no Brasil (adaptado de HERRERA et
o 10 2 TSRS 3
Figura 3. Clivagem da proteina precursora amiloide (PPA) (1) iniciado pelas enzimas 3
e y secretases (2) gerando peptideos da familiaf amil6ide e suas isoformas AB42 e
APB40 (3) (adaptado de WEINER €t al., 2012). ......ccceiiriiiieineeneeie e 4
Figura 4. Formacdo de oligbmeros de proteinas B amildides (1), agregacdo dos

oligbmeros (2) e formagdo de placas amildides com perda da capacidade de

realizar sinapses (3) (adaptado de Kung, 2012) ........cccoooervereenerienieneeee e 5
Figura 5. Representacdo esquemética do sitio ativo da acetilcolinesterase (Araljo,
1220 1 0 ) TSRS 9
Figura 6. Representacdo esguematica do mecanismo de hidrdlise da acetilcolina pela
acetilcolinesterase (Araljo, 2010). ....cceeeerierereresese s 10
Figura 7. Estrutura dos principais fa&rmacos utilizados no tratamento do Alzheimer .... 13
Figura 8. Estrutura geral dos derivados fendlicos (adaptado de Yu et al, 2010) ........... 13
Figura 9. Geragdo de um hologramamolecular (Tong et al., 1998). ........ccccceveveveeenene. 18
Figura10. Exemplo de representacéo das contribuigdes atdmicas individuas............. 19

Figura 11. Etapas da construgido de um modelo 3D por modelagem
comparativa(Adaptado de Marti-Renom et al, 2000).........ccccovvveeveereeceeseesieeeeees 21
Figura12. Grafico de Ramachandran exemplificando a estereoquimica de acordo com a
distribuicdo dos angulos phi e psi. Em vermelho, regies mais favoraveis, em
amarelo e creme, regides permitidas; e em branco, regides desfavoraveis. ......... 24
Figura 13. Exemplo do gréfico de Z-score (A) e gréafico de energia (B) obtidos pelo

Programa PROSA . .......ooo e s 25
Figura 14. Estrutura 2D do ligante (ion decameténio, DME) extraido da estrutura 3D
da AChE de Torpedo californica (PDB ID 1ACL)....cccccceiirnerieeneeneeeeseee e 37

Figura 15. Resultado da andlise conformacional. A) Estrutura do conférmero de menor
energia do composto de menor cadeia lateral (composto 1). B) Conformagtes
estendida e dobrada do composto 23. C) Selecéo do conférmero do composto mais
ativo parainibicdo de AChE (composto 26) semelhante ao ion decametonio. ...... 43

Figura 16. Distribuicéo dos valores de atividade biolégica (pIC50, M) dos compostos
dos conjuntos de treinamento (A) e de teste (B) para AChE. ........ccccoeceevevveenee. 44



X

Figura 17. Distribuicdo dos valores de atividade biologica (pIC50, M) dos compostos
dos conjuntos de treinamento (A) e de teste (B) paraBChE..........ccccovecvvveviveneenee. 44
Figura 18. Esquema dos diferentes parametros de distingéo do fragmento. .................. 45
Figura 19. Gréfico do valores de plCsy experimental versus predito dos conjuntos de
treinamento e teste dosinibidoresde AChE @ BChE. .........cccovviviniiinencnecenne 49
Figura 20. Mapas de contribuicdo atdmica dos compostos 26 (mais ativo) e 1 (menos
ativo) paraainibicdo da AChE, e 24 (mais ativo) e 2 (menos ativo) para a inibicéo
HABCRE...... e e ere s 50
Figura 21. Alinhamento entre as sequéncias de BChE cavalo e BChE humana
Alinhamento foi construido com ClustalW (LARKIN et al., 2007), e a estrutura
secundaria foi atribuida pelo programa DSSP (KABSCH & SANDER, 1983). Em
azul: folha 3; em vermelho: a hélice; em amarelo:hélice 3-10. .........ccccccveueneeees 53
Figura 22. Gréfico de Ramachandran para os modelos (A) Swiss-model e (B) Modeller
obtidos pelo programa ProCheCK. ........ccucueiieieiee e 54
Figura 23. Em A) Gréafico de Z-score dos modelos avaliados. Modelo A gerado pelo
SwissMode (Z-score = -10,63); Modelo B gerado pelo Modeller (Z-score = -
10,70), modelo 1POM (Z-score= -9,69). Em B) Gréfico scores de residuos dos
001070 (= 010 =0 (01 USRS 55
Figura 24. Representacdo do modelo de homologia para butirilcolinesterase cavalo
(BChE) construido pelo programa Modeller (modelo B). Residuos do sitio ativo
(Glu194, Ser195 e HisA35) sdo mostrados em em destaque. ......oceeeeveeeveeiieeceneee 56
Figura 25. Sobreposicao do DME original obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose
de docking (roxo) com RMSD= 1,26A. Principais residuos de aminoécidos do sitio
CatalitiCO €M AESLAGUE. ......cuveeicee ettt st 58
Figura 26. Sobreposicdo do DME original obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose
de docking (roxo) com RMSD= 1,51A. Principais residuos de aminoécidos do sitio
CALAlItiCO BM AESLAGUE. ......cceeeeeeie ettt ens 59
Figura 27. Sobreposi¢do do BUT origina obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose
de docking (roxo) com RMSD= 0,96 A. Principais residuos de aminoécidos do
Sitio CatalitiCo @M AESIAGUE. ......c.veeeeeceeee et 60
Figura 28. Sobreposicdo do BUT origina obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose
de docking (roxo) com RMSD= 1,47 A. Principais residuos de aminoécidos do
Sitio CatalitiCo €M AESLAGUE. .......ocveeeeeieeeieiieeeie et 61



Xi

Figura 29. A) Representacdo da estrutura 2D e 3D do derivado 26; B) Representacéo da
pose de menor energia encontrada no cluster de maior populacdo; C) Clusters
obtidos no docking do derivado 26 e estruturacristal TACL. .......ccccccveceeveeennnne 63

Figura 30. Sobreposicdo das conformagdes de DME do cristal (amarelo) e derivado 26
(roxo) no sitio ativo de AChE. Principais residuos do sitio ativo em destaque. Os
aomos de nitrogénio e de oxigénio estdo representados pelas cores azul e
vermelho, reSPECHIVAMENTE. ..........coviiiiiie et 64

Figura 31. A) Representacéo da estrutura 3D do derivado 26 na pose de menor valor de
MolDock score (MVD); B) Representacdo da pose de menor valor de Rerank-
score (azul) sobrepostaao DME do cristal original. .........ccceeevveeveevecceceesecee 65

Figura 32. Resultado de docking molecular do derivado 26 empregando o programa
Pymol. A) Sobreposi¢ao das melhores poses obtidas pelo AutoDock (roxo) e MVD
(azul); B) Principais interacOes obtidas pelo AutoDock; C) Principais interacoes
(o] o)1= Sy 7= T 1Y/ AV I U 66

Figura 33. Resultado de docking molecular do derivado 24 empregando programa
Pymol A) Sobreposicéo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (rosa) e MVD
(azul); B) Principais interacOes obtidas pelo AutoDock; C) Principais interacoes
(o] o)1= 1S3 0= Lo 11V, Y I S 67

Figura 34. Resultado de docking molecular do derivado 1 empregando programa Pymol
A) Sobreposi¢do das melhores poses obtidas pelo AutoDock (azul) e MVD (rosa);
B) Principais interagcOes obtidas pelo AutoDock; C) Principais interagGes obtidas
075 Lo 01V N 5 TSRS 69

Figura 35. Resultado de docking molecular do derivado 6 empregando o programa
Pymol A) Sobreposicdo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (amarelo) e
MVD (roxo); B) Principais interacbes obtidas pelo AutoDock; C) Principais
interacOes obtidas PEIO MV/D. ........ooveeee e 70

Figura 36. A) Representacdo da estrutura 3D do composto 24; B) Representacdo da
pose de menor energia encontrada no cluster de maior populagdo; C) Clusters
obtidos no docking do derivado 24 e estrutura cristal do modelo de BChE gerado
070 gl 700770 [o o 1= USRS 73

Figura 37. Resultado de docking molecular do derivado 24 empregando programa
Pymol A) Sobreposic¢éo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (cinza) e MVD
(verde); B) Principais interagOes obtidas pelo AutoDock; C) Principals interacoes
(o] o)1= 1S3 0= T 1Y/ Y I S 74



Xii

Figura 38. Resultado de docking molecular do derivado 26 empregando programa
Pymol A) Sobreposicdo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (amarelo) e
MVD (rosa); B) Principais interacbes obtidas pelo AutoDock; C) Principais
interag0es obtidas PElO MVD. ... 75
Figura 39. Resultado de docking molecular do derivado 2 empregando programa Pymol
A) Sobreposicdo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (vinho) e MVD
(amarelo); B) Principais interacbes obtidas pelo AutoDock; C) Principais
interag0es obtidas PElO MVD. ... 77
Figura 40. Resultado de docking molecular do derivado 1 empregando o programa
Pymol A) Sobreposicao das melhores poses obtidas pelo AutoDock (azul) e MVD

(verde); B) Principais interagOes obtidas pelo AutoDock; C) Principals interacoes

ODLIAAS PEIO MV D. ... e ettt ens 78
Figura 41. Esquema da proposi¢éo de novos candidatos a inibidores de colinesterases,
baseado na estrutura geral doS COMPOSLOS 24 € 26. ........cccveeveeeeereeiesieseeseeeeneens 80

Figura 42. Resultado de docking molecular dos novos derivados e a AChE empregando
programa Pymol. A) Principais interagdes com o derivado 24a; B) Principais
interacbes como derivado 24b; C) Principais interagfes com o derivado 26a; C)
Principais interagcOes com 0 derivado 26D ............cccveveveeieeiecieese e 84

Figura 43. Resultado de docking molecular dos novos derivados e a BChE empregando
programa Pymol. A) Principais interacbes com o0 24a; B) Principais interagcOes
como derivado 24b; C) Principais interagdes com o derivado 26a; C) Principais

interacOes Com 0 derivado 26D...........ccceeeeieeii e 86



Xiii
LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Estrutura quimica e atividade biolégica (plCso, M) dose inibidores de AChE e
BCRNE. ..ottt ne e ne et e ne et 32
Tabela 2. Disténcias entre os aomos de nitrogénio protonados, dos compostos e do ion
AECAMELONIO. ...ttt bbb neas 42
Tabela 3. Resumo dos indices estatisticos de HQSAR para diversas distingbes de
fragmentos (DF), utilizando o tamanho padrédo do fragmento (4-7) para os
inibidoresda AChE @ daBChE. ... 46
Tabela 4. Resumo dos indices estatisticos de HQSAR na influéncia dos vérios tamanhos
de fragmentos (TF) utilizando os parametros de distingdo fragmento B/C e A/B
parainibidores de AChE e BChE, respectivamente. ..........ccccocereeieneeneniinseeneens 47
Tabela 5. Valores experimentais, preditos e residuais (pl C50Exp - plC50Pred) de plCso
(M) de inibidores de AChE e BChE utilizando os melhores modelos de HQSAR. 48
Tabela 6. Atividade biolbgica estimada para os novos derivados fendlicos empregando
MOAel0SAE HQSAR. ... e e ere e 81



Xiv

INDICE
L INTRODUGAOD ...ttt enanes 1
1.1. DOENGCA DE ALZHEIMER ......coiieeiieeeceeeeeerisss s teses s tessesssssssssansesassaneans 1
LLLIHISTORICO ... iciiieieeeieeteiese st teses s tss st ens st s st een e s ssan e 1
1.1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee s een s eeneseeean 1
1.1.3 ETIOPATOGENIA DA DOENCA DE ALZHEIMER .......cccovvveererereerennn. 3
1.1.3.1 PLACAS SENIS. ...ttt eersts s tss st ssas st ss st ssensse st senessseas 4
1.1.3.2 EMARANHADOS NEUROFIBRILARES. ........cocooieieeeeeeseeeeseeeeeereseean 5
1.1.3.3 HIPOTESE COLINERGICA .....oooiceeeseseeeeeseeerse s en s 6
1.1.4 ACETILCOLINESTERASE .....ooviiitceeeeseeee st tssesss st seeneses s sssenesenas 8
1.1.5 BUTIRILCOLINESTERASE ......ooiuieieeeeeeeeeeeeeee e sees s enn e 10
1.1.6 TRATAMENTO DA DOENGCA DE ALZHEIMER........ccccccoveveereneerrrnenen. 11
1.1.7 INIBIDORES DE SiTIO DUAL DE COLINESTERASES.......ccccevuu..... 13
1.2. MODELAGEM MOLECULAR ..ottt es s eene s een s een s 14
1.2.1. CORRELAGCAO QUANTITATIVA ENTRE ESTRUTURA QUIMICA E
ATIVIDADE BIOLOGICA. ...oveeceseieeeeeeeeeeessese e tseenas st senestssessssenenensnens 15

1.2.1.1. CORRELACAO QUANTITATIVA ENTRE A ESTRUTURA QUIMICA
EA ATIVIDADE BIOLOGICA UTILIZANDO FRAGMENTOS

ESTRUTURAIS ...ttt et e et e e e e e e e eare e e e e eaneeeeens 16
1.3. MODELAGEM COMPARATIVA ..ottt 19
1.4. DOCKING MOLECULAR ...ttt s 25
1.4.1 ALGORITMOS GENETICOS........cooivereereeereteeeieeieseesieses st seseeens 27
142 AUTODOCK ..ottt ettt e et sa e tesnestesreenesneennennens 27
1.4.2 MOLEGRO VIRTUAL DOCKER ......c.ccoeititieteceeeeeeeesese e 28
2IUST IFICATIV A et et e e e e st e e e e et e e e e e e aaeeeeseaneeeenns 28
GO | I IV @ S S 29
3.1. OBIETIVOS ESPECIFICOS.......coceiieeeeeecseeeestseessesests s essestssesssssessssssenenens 30
4, METODOS.......oooeteeeeieteee et tes ettt sttt ettt en st s s tnsesenes 31
4.1 CONSTRUGAO, OTIMIZAGAO E ANALISE CONFORMACIONAL DA
SERIE DE COMPOSTOSEM ESTUDO ......cooiiiiieeceeieeeeese et 31
4.2 QSAR 2D (HOQSAR) ..ottt sttt ettt saeebesreene e neas 31
4.2.1. BanCO e daUOS........ccueeieeeeie ettt ettt 31
4.2.2. Construcédo dos modelos de HQSAR paraAChE e BChE.............cccccvvenee.. 33
4.2.3 Parametros estatisticos usados para avaliar os modelos de QSAR ............... 34
4.3 CONSTRUCAO DO MODELO DE BCHE POR MODELAGEM
COMPARATIV A et e e e e s et e e e s s sar e e e e e e nreeeeeennaeeeeans 34

4.3.1 Identificagdo e selecdo de proteinas MOIdes..........cccveeeeerevenise s 35



4.3.2 Alinhamento das SeqUENCIaS PriMANaSs .......ccoevverereeieeienere e 35
4.3.3 Construgan do MOEIO 3D .......ccueiieriiriieieieee e 35
4.3.4 Validagao dos model os e selecdo do melhor modelo. ........oovevvecivceeciecneee. 35
4.4 DOCKING MOLECULAR ..ottt ettt 36
4.4.1 Obtengdo das estruturas 3D das enzimas alVo...........cccceveereenenecenciccenens 36
4.4.1.1 ACELICOINSIEIBSE. .....cuveveiesiesie sttt 36
4.4.1.2 BULITTICOINESLEIASE ..ottt sttt 37
v N O I 0 15 1@ [ SR 37
4.4.3.1 PreparaCa0 daS €NZIMES........ccceieerieeieeseesie e steesseseesseeeesseesseessesseessessesnes 37
4.4.3.2 PreparaGa0 dOS [IganteS .......oceeieeieeieieee e s 38
4.4.3.3 Par@metros de dOCKING.........ceueieerienieseerie et 38
444 MOLEGRO VIRTUAL DOCKER ......ccotiiinienieninieseeee e 39
5. RESULTADOSE DISCUSSAOQ .....oooieeieieeeeeeeeesesseeeees e esees s enes s ens s 41
5.1 Construcdo otimizagdo e andlise conformacional dos compostos.............cc.e...... 41
5.2 QSAR-2D (HQSAR) ..ottt sttt sttt 43
5.3 MODELAGEM POR HOMOLOGIA DA BChE......cccoooiiieceeee e 51
5.3.1 Identificag8o e selecdo de proteinas MOIdES..........coevevereierereneeiene e 52
5.3.3 ConStrugd0 dO MOUEIO.......ceeveeieieieceece et 53
SRCRZAAVE- 1o r="o7="o Jo (o] 111076 (= Lo TS 54
5.4 DOCKING MOLECULAR ... .ottt 56
5.4.1 VALIDACAO DOS PROTOCOLOS DE DOCKING POR RE-DOCKING 56
5411 ACETILCOLINESTERASE ...ttt 57
54.1.1.1 AUTODOCK ... .ot iciiiiiiie ittt e s sbe e sre e snnee e s 57
54112 MOLEGRO ......ooiiiiitiiisteseneeee ettt st 58
5412 BUTIRILCOLINESTERASE ......ooo ot 59
54.1.2. 1 AUTODOCK ..ottt e e e nnneeeenes 59
54122 MOLEGRO ......ooiiiiiiiiisteneneee ettt st 60
5.4.2 DOCKING MOLECULAR DOS DERIVADOS FENOLICOS................... 61
54.2.1 ACETILCOLINESTERASE ...t 62
5.4.2.1.1. DOCKING MOLECULAR ENTRE OS DERIVADOS 26, 24,1, 6 E
X | 62
5422 BUTIRILCOLINESTERASE .......ooi ettt 72
5.4.2.2.1. DOCKING MOLECULAR ENTRE OSDERIVADO 24, 26,1, 2E
BCHE ... e e e aree s 72
5.5 PLANEJAMETO RACIONAL DE NOVOS DERIVADOS FENOLICOS........ 79
5.5.1 ESTUDOS DE QSAR-2D (HQSAR) DOS NOVOS DERIVADOS
FENOLICOS ... .ottt et s sae s s sae s s naa e e snae e sne e e snnaeesnreeeas 8l

5.5.2 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR DOS NOVOS DERIVADOS
FENOLICOS ..ot e e eeetees e s e e e e es e e e e eseeseae e ees e s eneeseeseeereaneserens 82



5.5.2.1 Acstilcolinesterase
5.5.2.2 BUTIRILCOLINESTERASE

6. CONCLUSOES.
7. REFERENCIAS



1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA DE ALZHEIMER
1.1.1 Histérico

Em 1907 o neuropatologista dlemdo Alois Alzheimer (1864-1915) publicou o
histérico clinico de uma mulher que apresentava ateracbes de comportamento e
deterioracdo cognitiva progressiva, referente a um quadro de deméncia que ndo podia
ser classificado em nenhuma doenca conhecida na época. Apés o faecimento da
paciente, em exame anatomopatol6gico, Alzheimer detectou dois tipos de lesdes no
tecido cerebral, conhecidos, atuamente, como placas senis (PS) e emaranhados
neurofibrilares (ENF). No ano seguinte, outro pesquisador chamado Kraepelin comegou
a referir-se a essa condi¢cdo como doenca de Alzheimer (DA), alcunha pela qual é
conhecida até hoje (MESULAM, 2000).

Estudos neuropatologicos da década de 1970 mostraram que os substratos
neuropatol 6gicos da DA e da deméncia senil eram iguais e estas doencas passaram a ser
consideradas formas do mesmo processo (TERRY', 1976)

O significado do termo DA, descrito pela primeira vez como um deméncia pré-
senil, tem mudado ao longo dos anos, abrangendo, agora, deméncia pré-senil, deméncia
senil, comprometimento cognitivo leve e DA pré-clinica; todos estes dentro do contexto
da patologiarelacionada a DA (FERRER, 2012).

Com o envelhecimento da populacdo mundial, a DA passou de uma forma
relativamente rara de deméncia para niveis epidémicos, dando origem a uma enorme
carga socia e econOmica, gerando interesse crescente tanto na populagdo quanto a
comunidade cientifica (NI TRINI, 1999)

1.1.2 Aspectos Epidemiol 6gicos

A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva, que causa perda de
memodria e altera as fungdes intelectuais superiores (ALCALA MDEL et al., 2003) ,
sendo a forma mais comum de deméncia em idosos, acometendo cerca de 50-60% de
todos os casos entre as pessoas com mais de 65 anos de idade (MCDOWELL, 2001).

A DA esta associada a fatores de risco, como, idade avancada (BERTRAM et al.,
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1998) diabetes (MARTINS et al., 2006) hipertensdo (KIVIPELTO et al., 2002),
elevados niveis de colesterol (KIVIPELTO & SOLOMON, 2006) e fumo (ANSTEY
et al., 2007). Geramente, o quadro evolui para morte em torno de 8 a 10 anos apds o
inicio da doenca (MOHS, 2005), onde a prevaléncia da DA cresce, exponencial mente,
com o aumento daidade (Figural) (MEBANE-SIMS, 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, World Health Organization;
OMS, 2012), estima-se que existam, atualmente, cerca de 18 milhdes de pessoas no
mundo com DA e, numa projecdo desse quadro para 2025, estima-se um aumento de 34
milhdes casos. Grande parte deste aumento se dara nos paises em desenvolvimento,
devido a0 envelhecimento da populacéo. Atualmente, mais de 50% das pessoas com

DA vivem em paises em desenvolvimento e, em 2025, seria mais de 70%.

25,0%

23,60%

20,0%

15,0%

10,0%

5,0%

Taxa de predominio %

0,0% T T T T
65 70 75 80 85 90

Idade

Figura 1. Prevaléncia da doenca de Alzheimer — Aumento exponencial com aidade.
(WHO http://www.searo.who.intSection1823 8066.htm, em 21 de outubro de 2012)

Aproximadamente 7,1% da populagdo brasileira com 65 anos de idade ou mais
tem alguma forma de deméncia (Figura 2), onde a DA é responsavel por 55,1% dos
casos, a deméncia vascular, por 9,3%, e a doenca cérebro-vascular, por 14,4%
(HERRERA et al., 2002).



Deméncia Vascular
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Figura 2. Principais deméncias naterceiraidade no Brasil (adaptado de HERRERA et al., 2002).

1.1.3 Etiopatogenia da doenca de Alzheimer

Deméncia é um termo gera que descreve uma variedade de doencas e condicdes
gque se desenvolvem quando as células nervosas do cérebro morrem ou deixam de
funcionar normalmente. A morte ou 0 mau funcionamento dos neurdnios provoca
mudancas na memoria, no comportamento e na capacidade de pensar com clareza. Na
DA, estas alteragdes cerebrais prejudicam a capacidade do paciente de realizar funcdes
basicas, como andar e engolir ALZHEIMER'S-ASSOCIATION, 2012)

A DA é descrita como uma sindrome multifacetada que surge como
consequéncia de danos neuronais causados por multiplas e distintas alteragoes
bioldgicas, que se apresentam como caracteristicas histopatoldgicas. Estas ateractes
s80 a deposicdo de substancia amildide na forma de placas senis (PS) nos vasos
cerebrais e a perda neuronal associada a acumulo intracelular de emaranhados
neurofibrilares (ENF) nos neurdnios (CUTLER & SRAMEK, 2001; WINBLAD et al.,
2008). Além destas caracteristicas, observa-se, também, a perda de sinapses e a
deplecdo da inervacdo colinérgica cortical (CARAMELLI, 2000). As PS e os ENF
podem estar presentes em cérebros normais senis, porém, em menor quantidade

(RICHARD & AMOUYEL, 2001). NaDA, além dos ENF e das PS, pode-se observar
perda de sinapses e deplecdo dainervacdo colinérgicacortica (CARAMELLI, 2000).



1.1.3.1 Placas Senis

As placas senis (PS), ou placas amilGides, sdo estruturas resultantes da deposi¢ao
ou agregagcdo que ocorre apos a clivagem anormal da proteina precursora amilGide
(PPA), uma glicoproteina com dominio extracelular extenso e dominio citoplasmético
curto, encontrada em quase todas as células de mamiferos, presente em concentracdo
elevada nos neurdnios (ARAUJO, 2010). As enzimas responsaveis pela clivagem da
PPA sdo as a, [} e y secretases. Na DA, a PPA sofre clivagem amiloidogénica, dando
origem a concentracdes elevadas de uma familia de peptideos de folhas 8 (Figura 3). O
principal componente proteico PS os peptideos 3 amildides (BA), porém, observa-se a
presenca freqliente das isoformas AB42 e AB40 (WEINER et al., 2012).

Meio extracelular

p-secretase
(2)

1sofoRMAs > oy 3)

ABa0

o=y ) y-secretase (2)

Figura 3. Clivagem da proteina precursora amiloide (PPA) (1) iniciado pelas enzimas B e y secretases (2)
gerando peptideos da familia B amildide e suas isoformas AB42 e AB40 (3) (adaptado de WEINER et al.,
2012).

O aclimulo de proteinas BA promove a sua precipitacéo e agregacdo em forma
de placas que provocam um processo inflamatério e/ou oxidativo que leva a perda da
funcdo neuronal (Figura4) (CARAMELLI, 2000).
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Figura 4. Formacao de oligbmeros de proteinas amiloides (1), agregacéo dos oligdmeros (2) e formago
de placas amil6ides com perda da capacidade de realizar sinapses (3) (adaptado de KUNG, 2012)

1.1.3.2 Emaranhados Neur ofibrilares

Os emaranhados neurofibrilares (ENF) sdo filamentos intraneuronais helicoidais
de proteina tau que, normalmente, fazem parte do citoesqueleto e tém papel importante
na manutencdo da estabilidade dos microtubulos, mas que séo fosforilados de maneira
anormal. O cérebro humano comeca a produzir uma forma anormal da proteina tau
fosforilada, que ndo se liga aos microtubulos e encontra-se em concentracfes elevadas
no citosol. Sob tais condigdes, a proteina tau anormal tende a formar agregados néo
biodegradaveis. N&o se sabe ainda o porqué das cdlulas ndo eliminarem o material
anormal (BRAAK & DEL TREDICI, 2012). O acimulo dos ENF no interior dos
neurdnios prejudica o transporte axoplasmético e leva a morte celular. Esses ENF estéo
presentes em todos os pacientes com DA. Contudo, isso ndo é uma caracteristica
distintiva da DA, uma vez que esses ENF também sdo encontrados em outras doencas,
como sindrome de Down, paralisia supra nuclear progressiva e deméncia associada a
doenca de Parkinson (PETRELLA, COLEMAN & DORAISWAMY, 2003)

A primeira teoria para explicar completamente a formagdo de ambas as marcas
patolégicas (PS e ENF), formulada em 1992, foi a hipétese da cascata amildide.
No entanto, a remocdo das placas amildides ndo interrompe a progressdo da
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doenca,indicando que esta hipotese isolada néo é suficiente para explicar esta patologia
(LUAN, ROSALES& LEE, 2012)

A causa da DA anda é um tema controverso, e ndo existem tratamentos
disponivels que possam impedir a progressdo desta doenca. Os tratamentos atuais sO
agjudam a diviar os sintomas (ROBICHAUD, 2006). Os processos neurodegenerativos
com perda consideravel de neurdnios colinérgicos, resultando numa falha de
transmissdo central colinérgica, conduziram a formulagdo da “hipotese colinérgica”
(PERRY, 1986) (SCHLIEBS & ARENDT, 2006).

1.1.3.3 Hipotese colinérgica

Diversos sistemas neurotransmissores como colinérgico, noradrenérgico,
serotoninérgico e dopaminérgico estéo aterados na DA. Este fato chamou a atencdo
para a existéncia de algumas ateragdes bioguimicas em pacientes com DA, como a
deplecdo de neurotransmissores (GUALTIERI et al., 1995).

Apesar de muitos sistemas neurotransmissores estarem aterados na DA, o
sistema colinérgico parece ser 0 mais comprometido, pois apresenta degeneracdo das
projeces neuronais; perda dos terminais colinérgicos do cortex cerebral; reducdo da
atividade da colina acetiltransferase e reducéo da sintese de acetilcolinag; reducéo da
recaptacdo de colina; aumento da atividade da acetilcolinesterase (AChE); reducéo do
nimero de receptores muscarinicos M2; reducdo do nimero de receptores nicotinicos
a4p42 e a7 (GUALTIERI et al., 1995).

A hipétese colinérgica, desenvolvida ha pouco mais de 30 anos, pouco antes da
hipétese amildide, foi até entdo, o alicerce mais importante para o desenvolvimento de
novos farmacos paraa DA.

De acordo com esta hipotese, a degeneracdo dos neurénios colinérgicos é
caracterizada pelo baixo nivel de acetilcolina (ACh) no hipocampo e cértex (TERRY &
BUCCAFUSCO, 2003), provocando declinio cognitivo e perda de memdria
(SCHLIEBS & ARENDT, 2006). A ACh desempenha um papel importante no
comportamento e na memoria, 0 que, consegientemente, destaca a importancia das
enzimas gue hidrolisam este neurotransmissor, isto é, a acetilcolinesterase (ACh, EE.C.
3.1.1.7) eahbutirilcolinesterase (BChE, E.Cr. 3.1.1.8) (SUSSMAN et al., 1991)
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No que diz respeito ao mecanismo da DA, ambas as hipodteses, cascata amilGide
e colinérgica, sdo aceitas. Pesquisas recentes com evidéncias experimentais in vitro ein
vivo indicam gue estas duas hipoteses estéo inter-relacionadas (GUPTA et al., 2011).

Recentemente, a génese das placas da proteina amil6ide foi associada a algumas
alteracOes de ambas as enzimas, AChE e BChE, uma vez que a utilizacdo de inibidores
de ChE (AChEI) levam a diminui¢do destas placas em pacientes com DA (GREIG,
LAHIRI & GIACOBINI, 2005, MUSIAL, BAJDA & MALAWSKA, 2007).
Adicionalmente, a atividade de AChE diminui progressivamente em certas regides do
cérebro em pacientes em estédgio médio ou avancado de DA, alcancando 10-15% dos
valores normais, enquanto a atividade de BChE esta inalterada, ou ainda, com um
aumento de 20%. Assim, 0 aumento da atividade de BChE é maior no hipocampo € no

lobo temporal em pacientes com DA.

Os depdsitos de material amil dide sdo observados muitos anos antes de ocorrer a
degeneracdo neuronal e deméncia; isto sugere que algumas placas podem ser benignas.
Ambas as enzimas, AChE e BChE, estdo associadas a presenca de material amildide em
pacientes idosos com ou sem ateragBes significativas da memoria. E importante
sdientar que estes fatores podem contribuir para a transformagdo do amiléide benigno
em patogénicas. Placas amildides avancadas em cérebros de pacientes com DA tem
87% de reatividade para BChE, comparado com 20% de reatividade em estagiosiniciais
da doenca, considerados ainda como depdsitos benignos. E possivel que a BChE
desempenhe um papel importante na transformacéo de placas benignas em formas
malignas associada a degeneracao neuronal e deménciaclinica(BALLARD, 2002).

Assim, ndo é vantagem uma inibicéo seletiva da AChE; ao contréario, é desgavel
uma inibicéo equilibrada da AChE e da BChE, onde uma seletividade para BChE pode
resultar em maior eficdcia (GIACOBINI, E. , 2004; TUMIATTI et al., 2010). O
acimulo da substancia B amildide é considerado como uma caracteristica fundamental
na patogénese da DA. No entanto, outras alteragbes moleculares e neuroquimicas
também ocorrem, como disfuncéo colinérgica. A descoberta precoce neste campo foi
importante, impulsionando estratégias nas abordagens de tratamento, com 0 uso de
inibidores da AChE.

A abordagem terapéutica mais aceita, atuamente, € a inibicdo da AChE.

Considera-se esta abordagem adequada, pois a inibicdo desta enzima, aém de
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aumentar a oferta de acetilcolina na fenda sinptica, também impede o surgimento de
complexos neurotoxicos (RECANATINI & VALENTI, 2004)

1.1.4 Acetilcolinester ase

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que pertence a classe das serino-
hidrolases e pode se apresentar na forma soltvel ou ligada & membrana. A forma
solivel € encontrada nas terminagbes nervosas colinérgicas, onde regula a
concentracdo de acetilcolina livre. Dessa forma, a concentragéo desse neurotransmissor
permanece elevada nas sinapses, € 0S receptores nicotinicos e muscarinicos,
responsaveis pela resposta cognitiva, podem ser ativados. A forma ligada & membrana

ocorre em locais inesperados como o eritrécito (RANG, 2004) .

A primeira estrutura tridimensional (3D) da AChE determinada, em 1991, é de
Torpedo californica (SUSSMAN et al., 1991) e desde entdo, muitas outras estruturas
3D de AChE livre ou em complexo com diversos inibidores, a partir de diferentes
espécies, foram determinados e depositados no banco de dados PDB (do inglés, Protein
Data Bank ) do RCSB (Research Collaboratory for Sructural Bioinformatics).

A estrutura 3D da AChE de T. californica complexada com o ion decameténio,
disponivel no banco de dados PDB sob o cédigo 1ACL (HAREL et al., 1993), revela
um aspecto estrutura interessante desta enzima, onde o sitio ativo esté localizado no
final de um canal profundo e estreito, com cerca de 20 A de profundidade, chamado
“garganta aromatica”, assim denominada, pois mais de 50% de seus aminoacidos sdo
residuos aromaticos conservados (Phel20, Phe288, Phe290, Phe330, Phe331, Trp84,
Trp233, Trp279, Trp432, Tyr70, Tyrl21, Try130, Try334 e Tyr442) (XU et al., 2008).
O sitio ativo consiste da triade catalitica (Ser200, Glu327 e His440), do sitio catalitico
anidnico (Trp84, Glul99 e Phe330), da cavidade do oxidnion (Gly118, Gly119 e
Ala201) e da cavidade do grupo acila (Phe288 e Phe290). Esta enzima possui também
um sitio aniénico periférico (PAS, do inglés peripheral anionic site, Asp72, Tyr70,
Tyrl21, Trp279 e Phe290), localizado na entrada da "garganta aromética" (KRY GER,
SILMAN & SUSSMAN, 1998) (Figura5).
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Figura 5. Representacdo esquemética do sitio ativo da acetil colinesterase com a ACh (ARAUJO, 2010).

Uma estratégia utilizada para aumentar a poténcia e a seletividade de um farmaco,
guando existem multiplos sitios de reconhecimento, como observado na AChE, é o
desenvolvimento de compostos com acdo dual, isto &, que permita ligagéo tanto no sitio
ativo quanto no sitio anidnico periférico (CAMPS et al., 2000). Neste sentido, tem se
feito um grande esforgco para desenvolver novos inibidores de AChE mais potentes e
seletivos.

Uma melhor compreensdo do sitio catalitico de AChE pode identificar novos
mecanismos de inibicdo desta enzima que poderiam resultar em compostos
terapeuticamente benéficos. Estudos cinéticos e termodinamicos tém revelado que os
inibidores podem interagir com um ou ambos os sitios de ligacdo de AChE
(AULETTA, JOHNSON & ROSENBERRY, 2010). Esta é a abordagem de
desenvolvimento empregada por Y U e colaboradores (YU et al., 2010).

Além disso, tem sido demonstrado que compostos capazes de interagir
simultaneamente com os sitios ativo e periférico de AChE (isto €, um inibidor dual,

como o ion decametdnio) podem interferir, também, na agregacdo de ( amildides,
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desempenhando, assim, uma atividade que vai além da atividade inibitéria sobre a
enzima.

O mecanismo de hidrdlise da ACh pela AChE (Figura 6) envolve o ataque
nucleofilico da serina a0 carbono carbonilico da ACh, gerando um intermediério
tetraédrico estabilizado por ligacbes hidrogénio, o que produz colina livre e serina
acetilada. Ao final, a hidrdlise da serina acetilada regenera o sitio catalitico da enzima
(SILVA, 2002).
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Figura 6. Representacdo esquemdtica do mecanismo de hidrdlise da acetilcolina pela acetilcolinesterase
(ARAUJO, 2010).

1.1.5 Butirilcolinester ase

Além da AChE, outro tipo de colinesterase € encontrado no sistema nervoso
central, a butirilcolinesterase (BChE) ou pseudocolinesterase. A BChE possui ampla
distribuicéo, sendo encontrada em tecidos como figado, pele e muasculo liso (RANG,
2004).

Ambas as enzimas sdo capazes de hidrolisar a acetilcolina (ACh), mas a AChE
tem uma atividade hidrolitica 10" vezes maior do que a da BChE, & mesma temperatura
e pH. De fato, no cérebro normal, a atividade da AChE predomina sobre a da BChE,
Além disso, é relatado que a AChE pode desempenhar um papel chave na aceleracéo da
deposicéo de placas amildides (PAN et al., 2008).

Entretanto, evidéncias demonstram que a atividade da AChE diminui
progressivamente em determinadas regides do cérebro quando a DA chega ao estégio

meédio e avancado, alcancando apenas 10-15% dos valores normais, enquanto que a
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atividade da BChE é inalterada ou, até mesmo, aumentada em 20% com a progresséo da
doenca. Portanto, uma quantidade de BChE esta disponivel em neurdnios e placas
neuriticas (Y U et al., 2010).

As enzimas AChE e BChE humanas possuem 65% de similaridade na sequiéncia
primaria de aminoécidos. A estrutura 3D da BChE, de modo geral, é semelhante a da
AChE, incluindo triade catalitica, sitio catalitico, aniénico e PAS (PAN et al., 2008). A
principal diferenca reside na cavidade do grupo acila, onde trés residuos aromaticos
presentes na AChE sdo substituidos por residuos menos volumosos na BChE, o que
resulta numa cavidade maior, permitindo a hidrélise de grupos mais volumosos.

A estrutura 3D da BChE de Homo sapiens complexada com o &cido butandico,
disponivel no PDB sob o cédigo 1P0I (NICOLET et al., 2003), evidencia que o sitio
ativo também esta localizado no fina de um canal profundo e estreito. O sitio ativo
consiste da triade catalitica (Ser198, Glu325 e His438), da cavidade do grupo acila
(Leu286 e Val288). O sitio anidnico periférico (PAS) desta enzima é composto e esta
localizado na entrada da garganta aroméatica e pode ter uma funcéo de "guardido
eletrostatico”. Osresiduos deste sitio PAS séo Asp70 e Tyr332 (NAWAZ et al., 2011)
que parecem ser responsavels pela interacdo eletrostatica inicial com os substratos de
carga positiva e modificam a arquitetura do sitio ativo da BChE.

Algumas evidéncias sugerem que a inibicdo da BChE no cérebro pode
representar uma estratégia terapéutica para a DA. E relatado, ainda, que a BChE
desempenha um papel fundamental, que pode, em parte, compensar a acéo da AChE.
Por isso, um bom equilibrio entre os perfis de inibicdo da AChE e BChE pode resultar
em melhor efeito, na cognicdo, nas atividades da vida di&ria e na funcdo global em
pacientes com DA de grau leve amoderado (GIACOBINI, E., 2004).

1.1.6 Tratamento da doenca de Alzheimer

Ainda ndo existe cura para a DA, entretanto, as opgbes de tratamento
disponiveis aiviam os sintomas e trazem beneficios significativos para os pacientes e
suas familias.

Os inibidores da acetil colinesterase (AChEIls) foram os primeiros medicamentos
aprovados e utilizados no tratamento dos sintomas dos pacientes com DA (SMALL &
BULLOCK, 2011). Os AChEls tém demonstrado eficacia em trés grandes dominios:

atividades do cotidiano, comportamento, e fun¢éo cognitiva. Eles provocam o acimulo
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de acetilcolina nos receptores colinérgicos, produzindo efeitos equivalentes aos da
estimulacdo excessiva dos receptores colinérgicos nos sistemas nervoso central e
periférico.

Historicamente a fisostigmina foi descrita como a primeira substancia inibidora
de colinesterase capaz de atravessar a barreira hemato-encefalico sendo muito Util em
neurologia. A fisostigmina € um alcalGide obtido a partir da fava de Calabar uma planta
perene escalada em tropical da Africa Ocidental. Esta substancia restaura a transmissio
colinérgica no cérebro aliviando os sintomas clinicos de disfuncéo colinérgica central, é
utilizada no tratamento de glaucoma, em anestesias e em intoxicacdo por atropina,
escopolamina e outras drogas anticolinérgicas (DWORACEK & RUPREHT, 2002).
Embora tenha demonstrado melhoras significativas da cogni¢cdo em estudos clinicos
controlados, mostrou efeitos adversos importantes, como a elevacdo de enzimas
hepaticas (demandando controles periddicos de TGO e TGP), aém de requerer varias
tomadas ao dia

A tacrinafoi o primeiro AChEI introduzido naterapia para o tratamento contraa
DA (TUMIATTI et al., 2010). Dentre os AChEIs aprovados para uso na DA, donepezil
e galantamina inibem seletivamente a AChE, enquanto que tacrina e rivastigmina
inlbbem tanto a AChE quanto a BChE (Figura 7) (MUSIAL, BAJDA &
MALAWSKA, 2007).

A segunda geracéo de inibidores da acetilcolinesterase, mostrou ter bem menos
toxicidade hepética e maior facilidade posoldgica. Os efeitos colaterais séo, em geral,
gastrointestinais, tipo nauseas, vémitos e diarréia, podendo também afetar o sono. Com
iIssO 0 plangiamento de novos compostos que possam inibir ambas as colinesterases,
interagindo em ambos os sitios (catalitico e PAS) e que apresentem menos reaces
adversas representa uma estratégia inovadora para o tratamento de pacientes com DA
(TUMIATTI et al., 2010).
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Figura 7. Estrutura dos principais farmacos utilizados no tratamento da doenca de Alzheimer.

1.1.7 Inibidores de sitio dual de colinester ases

Com base na estrutura 3D da AChE, uma série de derivados 4-
[(dietilamino)-metil]-fendxi-alquil-amina (Figura 8) foi plangada e avaliada,
mostrando potente atividade inibitéria frente as enzimas AChE e BChE (YU et al.,
2010). Esta série foi desenvolvida baseada no processo de otimizacéo de compostos
anteriormente desenvolvidos por este grupo que indicaram a existencia de uma boa
atividade, devido a forte interagdo com o sitio ativo. Além disso, também descreveram
que a introducéo de um segundo grupamento com o grupo amina melhorava a inibicéo
de AChE devido a interacOes electrostaticas com o PAS da enzima, 0 que € desgjavel
parauma melhor inibicdo (YU et al., 2010).

\I I/\@\
cac P
O(CH»)R

Figura 8. Estrutura geral dos derivados fendlicos (adaptado de Yu et al, 2010)
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Os compostos sintetizados por Yu e colaboradores (2010) (Tabela 1), foram
testados contra as enzimas AChE de enguia el étrica (Electrophorus electricus) e BChE
de soro de cavalo (Equus caballus), empregando o ensaio de Ellman (ELLMAN et al.,
1961).

A série desenvolvida por Yu e colaboradores foi escolhida para o presente
estudo baseando-se nas caracteristicas descritas anteriormente e por apresentarem uma

boa quantidade de compostos com boa distribui¢do de atividade.

1.2. Modelagem Molecular

O processo de descoberta de novos farmacos é dispendioso, tanto em relacéo a
tempo quanto aos recursos empregados. Em geral, para que um novo farmaco sgja
lancado no mercado, s0 necessarios de 12 a 24 anos de desenvolvimento, com um
gasto estimado entre 800 milhdes a 1,4 bilhdes de délares (GELDENHUYS et al.,
2006). Dessa forma, € necessaria a utilizagéo de técnicas que otimizem o plangjamento
de novas entidades quimicas que possam atuar como farmacos, com o intuito de
minimizar custo e tempo (MEEK et al., 2006).

O plangjamento de novos farmacos auxiliado por computador (Computer-Aided
Drug Design, CADD) pode ser empregado para melhorar a eficiéncia do processo de
descoberta, podendo reduzir em até 50% o0 custo da pesguisa por um novo agente
terapéutico (GELDENHUY Set al., 2006).

A modelagem molecular reline um conjunto de técnicas computacionais que
possibilita a construcéo e geracdo de modelos moleculares 3D, permitindo a andlise de
variagies estruturais que auxiliam na interpretacéo de dados entre a estrutura de uma
série de compostos com a variacdo da atividade biol6gica, sendo de grande importancia
no planejamento de farmacos (MAGALHAES, 2009). A modelagem molecular utiliza
quimica computacional e técnicas de visualizagdo gréfica para a investigagdo de
estruturas e de propriedades moleculares, sob um dado conjunto de circunstancias
(SANT’ANNA, 2002)

Estas técnicas computacionais podem ser aplicadas utilizando duas estratégias
conhecidas como planegjamento “indireto” e "direto”. O primeiro ndo depende estrutura
3D do receptor e é denominado, também, como "plangjamento de farmacos baseado na
estrutura do ligante" (LBDD, do inglés “Ligand-Based Drug Design”) (SODERO,
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2011). O segundo depende da estrutura 3D do complexo ligante-receptor é conhecido,
também, como "plangamento de farmacos baseado na estrutura do receptor” (SBDD,
do inglés “Structure-Based Drug Design”) (KONTOYIANNI, MCCLELLAN &
SOKOL, 2004). A escolha da melhor estratégia depende das informacdes disponivels
relacionadas ao conhecimento das estruturas dos ligantes e do alvo (OOM S, 2000).

A modelagem indireta pode usar métodos estatisticos para relacionar aspectos
estruturais de moléculas pequenas (ligantes) com os valores de atividade bioldgica
obtidos experimentalmente, identificando caracteristicas especificas que sdo necessarias
para interagir com o alvo (SODERO, 2011). De posse dessas informagdes, um modelo
poderd ser gerado para delinear o plangamento de novos candidatos a farmacos
(JORGENSEN, 2004).

Na abordagem direta, a estrutura 3D do alvo (enzima, DNA ou receptor) €
conhecida. Em geral, as estruturas 3D sdo obtidas por métodos experimentais, como
difracdo de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN) (ACHARYA & LLOYD,
2005), ou por métodos tedricos como modelagem comparativa, possibilitando um
melhor entendimento sobre 0 modo de interacdo do ligante (KONTOYIANNI,
MCCLELLAN & SOKOL, 2004). Estes dados permitem propor modificagcbes no

ligante para melhorar a afinidade e especificidade com o avo.

1.2.1. Correlagdo Quantitativa entre Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica.

Na década de 1960, Hansch e Fujita propuseram que a variagdo da atividade
biol6gica de uma série de moléculas poderia ser correlacionada, quantitativamente,
com avariagdo de parametros fisico-quimicos obtidos para estas moléculas. Essa
relagdo ficou conhecida como “Equacgdo de Hansch” (HANSCH & FUJITA, 1964).
Estes estudos estabeleceram, pela primeira vez, a metodologia conhecida como
“Relacdo Quantitativa entre Estrutura e Atividade” (Quantitative Structure-Activity
Relationship, QSAR).

Nessa mesma época, Free e Wilson correlacionaram variaveis com a atividade
biologica, atribuindo o vaor de 1 (um) apresencade um determinado substituinte
(ou caracteristica estrutural) e o valor de 0 (zero) a sua auséncia (FREE &

WILSON, 1964).
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Didaticamente, a metodologia de QSAR pode apresentar de 1 até 6 dimensdes.
De acordo com as dimensdes dos descritores moleculares, a metodologia de QSAR
pode ser classificada em: i) QSAR-1D ou QSAR cléssico ou andlise de Hansch
(HANSCH & FUJITA, 1964), onde a atividade bioldgica é correlacionada com
propriedades de descritores globais, como parametros fisico-quimico (LogP e pKa); ii)
QSAR-2D, onde a estrutura do ligante € representada por padrfes estruturais
bidimensionais, surgindo os descritores topoldgicos, como indice de conectividade
(VEDANI & DOBLER, 2002); iii) QSAR-3D que emprega descritores que
consideram a estrutura 3D do ligante (HOPFINGER, 1980; CRAMER,
PATTERSON & BUNCE, 1988; DEBNATH, 2001); iv) QSAR-4D, em que 0s
ligantes s&o representados por um conjunto de conformagdes em funcéo do tempo de
simulagéo por dindmica molecular (HOPFINGER et al., 1997); v) QSAR-5D, onde ha
a representacdo de diferentes modelos de encaixe induzido (ligante-receptor); e vi)
QSAR-6D, com arepresentacdo de diferentes cenarios de solvatagéo (LILL, 2007).

Os métodos de QSAR consistem de duas etapas béasicas. i) Céculos de
descritores moleculares; eii) Geragao estatisticado modelo de QSAR.

1.2.1.1. Correlagdo quantitativa entre a estrutura quimica e a atividade biol6gica
utilizando fragmentos estruturais

O método de QSAR baseado em hologramas (HQSAR, do inglés Hologram
Quantitative Sructure Activity Relationship) emprega hologramas moleculares gerados
por fragmentagdo da estrutura 2D. Os hologramas definem a quantidade de tipos
diferentes de fragmentos que d&o origem aos descritores. Os descritores 2D codificam a
estrutura quimica que compdem um banco de dados de forma a permitir que a
similaridade molecular possa ser investigada e correl acionada com a atividade biol6gica
correspondente. Assim, a conectividade 2D das estruturas quimicas é codificada em um
arranjo numeérico binério, onde cada nimero € expresso pelo uso de apenas dois digitos,
0 e 1. A designacéo desse modo de representar as estruturas quimicas € comumente
conhecido como “mapeamento dos fragmentos” (do inglés, fingerprint) de uma
molécula e € um dos métodos mais conhecidos de medir a similaridade quimica
(BROWN & MARTIN, 1996). O principio basico desta metodologia € determinar a
presenca ou ndo de determinadas caracteristicas estruturais de acordo com a notagéo

descritaa seguir,
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Nesta notacdo, Xij € o descritor 2D com a caracteristica i presente ou ndo no
composto (FRANK, HUEBEL & STREICH, 1985). Muitos esquemas de notacao
linear, como SLN (siglado inglés, Sybyl Line Notation) (ASH et al., 1997) sdo usados.

No método de QSAR por andlise de fragmentos (HQSAR, do inglés Hologram
Quantitative Sructure-Activity Relationship), apenas as estruturas 2D e a atividade
biol6gica sdo usadas como dados de entrada (HURST & HERITAGE, 1997).
Diferente dos métodos de QSAR- 3D, o HQSAR, como qualquer outro método de
QSAR-2D, ndo necessita da geragcdo de conformagdes bioativas nem de alinhamento
molecular. Porém, informagdes 3D, como hibridizacdo e quiralidade, estdo incorporadas
de modo codificado nos hologramas.

Os fragmentos gerados da quebra de estruturas quimicas de um banco de dados
sdo correlacionados aos dados de atividade bioldgica, utilizando o método estatistico
dos minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares) associado a
validagdo cruzada (YE & DAWSON, 2009). Os fragmentos sdo entdo, mapeados e
codificados por um némero inteiro tnico, numa faixa de 0 a 2*', usando um agoritmo
especifico (CRC, do inglés cyclic redundancy check). Cada nimero é usado para marcar
um fragmento especifico que € alocado em uma regido especifica e numerada de forma
ordenada e de tamanho pré-determinado (holograma molecular) (Figura8) (YAN et al.,
2009).
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Figura 9. Geracdo de um holograma molecular (TONG et al., 1998).

O modelo obtido por HQSAR depende do tamanho do holograma e da
informagdo contida nos fragmentos gerados. A natureza particular dos fragmentos
estruturais gerados por HQSAR e, conseqlentemente, a informagdo contida no
holograma molecular podem ser ateradas por dois tipos de parametros. Tamanho do
fragmento e distin¢cdo do fragmento. O tamanho do fragmento é fixado por valores
minimo e maximo de &omos que um fragmento especifico pode conter. A distingdo do
fragmento descreve as informagdes contidas nos fragmentos a partir da molécula
original em termos de atomos, ligaches, conectividade, atomos de hidrogénio e
quiralidade.

Uma andise completa de HQSAR envolve a investigacdo de fragmentos
moleculares diretamente relacionados com a variagéo da atividade biol6gica de modo a
que se possa propor modificacfes estruturais. Assim, os model os de HQSAR podem ser
representados graficamente como diagramas de cddigos de cores. Onde cada cor de
cada aomo reflete a sua contribuicdo para a variagdo de poténcia. As extremidades
vermelha e verde do espectro refletem as contribuicbes negativas e positivas,
respectivamente, enquanto que aomos com contribuic¢des intermediarios sdo de cor

branca (Figura 10).
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Figura10. Exemplo de representacéo das contribuicdes atdbmicas individuais

1.3. Modelagem compar ativa

As estruturas 3D de novos alvos moleculares, principal mente proteinas, enzimas
e receptores sdo de grande importancia para a compreensdo dos fendmenos biol dgicos a
nivel molecular. Neste contexto, esforcos tém sido feitos no sentido de elucidar o maior
numero possivel de estruturas 3D (SANTOSFILHO & ALENCASTRO, 2003).

O numero de estruturas resolvidas experimentalmente aumenta lentamente
guando comparado ao nimero de novas sequiéncias primarias depositadas em bancos de
dados, apesar das técnicas de determinacdo experimental de estrutura 3D de proteinas
estar avancando rapidamente (CAVASOTTO & PHATAK, 2009). A auséncia de
estruturas experimentais faz com que a modelagem molecular de proteinas sga a
ferramenta mais bem sucedida para a predicdo da estrutura 3D (SILVA & SILVA,
2007).

A modelagem comparativa, ou por homologia, € uma metodologia utilizada para
criar modelos de estrutura 3D de uma proteina, baseando-se no conceito de evolugdo
molecular, onde parte-se do principio que proteinas com seqUéncias primarias
semelhantes apresentam estruturas tridimensionais  similares (SANTOS FILHO &
ALENCASTRO, 2003; SODERO, 2011). Esta técnica baseia-se nos padrdes estruturais
conservados que sd0 observados em proteinas com estruturas primarias similares,
geralmente membros da mesma familia (CAVASOTTO & PHATAK, 2009).

Em resumo, os padrdes gerais que tém sido observados, em nivel molecular, no
processo de evolucdo bioldgica sdo: (i) homologia entre seqiéncias de aminoacidos
implica em semelhanca estrutural e funcional; (ii) proteinas homdélogas apresentam
regifes internas conservadas; (iii) as principais diferencas estruturais entre proteinas
homodlogas ocorrem nas regifes externas, constituidas principalmente por acas
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(“loops”), que ligam os elementos de estruturas secundaria (SANTOS FILHO &
ALENCASTRO, 2003).

Nesse momento, se faz necessario definir alguns termos, como homologia,
similaridade e identidade. Homologia € o termo usado quando duas ou mais seqliencias
primarias de proteinas derivam da mesma sequéncia ancestral. O termo similaridade
refere-se & presenca aminoacidos semelhantes na mesma posicdo em seqliencias
alinhadas. Identidade refere-se a presenca do mesmo aminoécido na mesma posicdo em
duas sequénciaalinhadas (GIBAS & JAMBECK, 2001).

O processo de modelagem comparativa consiste, basicamente, em quatro etapas
(Figura1l) (CAVASOTTO & PHATAK, 2009; RAY AN, 2009): (1) Identificacéo e
selecdo de proteinas-molde; (2) Alinhamento das sequiéncias primérias das proteinas; (3)

Construcéo do modelo; e (4) Vaidacéo do modelo.



21

i i & a0y ddhaaes
Identificagdo e selecdo de iind ag,’#?—fg;_
proteinas-molde T R
Alinhamento das Alvo  FVNSLQPP
/ seqliéncias Molde LaniNQTNL
v r“:: -
Construcao do modelo 5 ‘E;
. | :
| Z2neE.
Nao Validagdo do modelo .
SIM

L

[ Modelo Final

Figura 11. Etapas da construgdo de um modelo 3D por modelagem comparativa(Adaptado de MARTI-
RENOM et al, 2000).

(1) Identificacéo e selecao de proteinas-molde

Esta etapa envolve a identificacdo de uma (ou mais) proteina de estrutura 3D
conhecida, que servira de molde (template) para a determinagcdo da estrutura 3D da
proteina-problema. Em geral, modelos confiavels podem ser obtidos a partir de

proteinas de referéncia que apresente 30% (ou mais) de identidade (RAY AN, 2009).

(2) Alinhamento das seqliéncias primarias das proteinas:

A etapa de alinhamento é crucial, pois erros naidentificacdo de dominios geram
modelos de baixa quaidade. O objetivo do adinhamento é alinhar residuos
estruturalmente equival entes levando em conta caracteristicas estruturais comuns, como

elementos de estrutura secundaria e residuos cataliticos (SANTOS FILHO &
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ALENCASTRO, 2003). Abordagens computacionais para o alinhamento de seqliéncia
dividem-se, em geral, em duas categorias: locais e globais.

O dinhamento local é usado para comparar apenas algumas regides de duas
sequéncias primarias (geralmente as regides mais conservadas) de proteinas similares.
O agoritmo mais empregado na busca por sequiéncias similares em banco de dados € o
BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990).

O alinhamento global € usado para comparar toda a extensao de duas seqiiéncias
primarias de proteinas resultando em apenas a um ainnhamento (GIBAS &
JAMBECK, 2001).

A qualidade de um alinhamento é determinada pela soma dos pontos obtidos
pela unidade pareada (match) menos as penalidades pela introducéo de espacamentos
(gaps) e posices ndo pareadas (mismatch). Existem vérios programas que realizam

esta tarefa de alinhamento de seqiiéncias (SOUZA, 2011), aém, dainspecao visual.

(3) Construcéo do modelo

A construcdo da parte interna da proteina-alvo (regibes conservadas),
fundamenta-se na idéia de que a conformacéo da cadeia principa da estrutura-molde
pode ser transferida. Posteriormente, as conformacdes das alcas séo avaliadas, seguida
da adicdo das cadeias laterais (RAYAN, 2009). Existem muitos métodos de
modelagem das regides conservadas. Os mais importantes sGo: &) modelagem por
restricdo espacia e b) modelagem por corpos rigidos (DAGA, PATEL &
DOERKSEN, 2010).

A modelagem por restricBo espacia assume que diversas caracteristicas
geomeétricas sd0 conservadas em proteinas homoélogas, a0 comparar as posi¢oes
equivalentes. O programa Modeller € o mais utilizado, atualmente, para a modelagem
estrutural de proteinas pelo método de restricdes espaciais (DAGA, PATEL &
DOERKSEN, 2010). Na modelagem por corpos rigidos, o modelo é construido por
partes, utilizando as regides estruturamente conservadas das proteinas homologas. O
servidor SWISS-MODEL (http://swiss-model.expasy.org/) do Instituto Suico de
Bioinformética utiliza o méodo de corpos rigidos para a construcdo de modelos de
modo automatizado (SOUZA, 2011).
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(4) Validacdo do modelo

A etapa final da modelagem comparativa consiste em avaliar a qualidade do
modelo, considerando diferentes niveis de organizacdo estrutural .

Na validacdo da qualidade estereoquimica da estrutura, 0 programa mais
utilizado é o Procheck que lista diversos parametros estereoquimicos, como angulos
torsionais da cadeia principal (® e W), angulos torsionais das cadeias laterais,
impedimentos estéricos entre pares de &omos ndo ligados, aém de, fornecer gréficos,
como o de Ramachandran (RAMACHANDRAN & SASISEKHARAN, 1968).

A andlise do grafico de Ramachandran (Figura 12) é particularmente Util, uma
vez que é possivel localizar os residuos que se encontram em regifes de energia
favoravels e desfavoraveis. Para um modelo considerado de boa qualidade, espera-se
gue mais de 90% dos residuos de aminoacidos estegam nas regides mais favoraveis
(SODERO, 2011).
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Figura 12. Grafico de Ramachandran exemplificando a estereoquimica de acordo com a distribuicdo dos
angulos phi e psi. Em vermelho, regifes mais favoraveis, em amarelo e creme, regides permitidas, e em
branco, regides desfavoraveis.

A qualidade de um modelo também deve ser avaiada pela verificacdo do
ambiente em torno de cada residuo na proteina e andlise da compatibilidade entre a
estrutura 3D da proteina modelada e a sua sequiéncia primaria. O programa Verify3D
exerce esta funcéo.

O programa PRoSA (do inglés, Protein Sructure Analysis) também avalia a
proteina modelada, tendo como referéncia o ambiente de proteinas andlogas de alta
resolucdo. Os resultados do PROSA sdo exibidos por um sistema de pontuagdo chamado
Z-score e por um gréfico de energiade residuos. O Z-score indica a qualidade geral do
modelo. Seu valor € indicado em um gréfico que contem o0 Z-score de todas as
proteinas determinadas experimental mente depositadas no banco de dados de proteinas
(PDB). Dessa forma, pode-se verificar se 0 Z-score da estrutura em estudo esta dentro
da faixa de scores tipicamente encontradas para proteinas nativas de tamanhos
similares (SOUZA, 2011) (Figura13A).
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Figura1l3. Exemplo do gréfico de Z-score (A) e gréfico de energia (B) obtidos pelo programa PRoSA.

Uma vez pronto e validado, o modelo escolhido pode ser utilizado para estudos

de interacéo ligante-receptor, chamados de docking molecular.

1.4. Docking Molecular

O docking molecular € uma técnica de modelagem molecular que objetiva
predizer a estrutura do complexo formado entre duas ou mais moléculas (LEACH,
2003) através de uma modelagem estrutural mais proximo da precisdo gerando uma
estimativa da atividade de um ligante (KITCHEN et al., 2004)

O reconhecimento molecular de um ligante no sitio receptor de um alvo ocorre
por complementaridade quimica entre as estruturas em estudo. Este € um processo que
envolve fatores entalpicos e entrépicos considerando a flexibilidade do ligante e da
proteina, o efeito do ambiente protéico na distribuicéo de cargas do ligante, e possivels
interacdes com moléculas de agua presentes no meio (ALONSO, BLIZNYUK &
GREADY, 2006).

A estrutura do complexo formado entre o ligante e a macromolécula fornece
informagfes importantes sobre as interagdes que podem ocorrer no sitio ativo
(ERICKSON et al., 2004), tais como, interacdes hidrofdbicas, eletrostéticas e ligacoes

hidrogénio entre outras.
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Os programas de docking molecular geramente sdo formados por uma
combinacdo de dois componentes. um algoritmo de busca (orientacéo e conformacéo) e
uma funcéo de pontuagdo (VERDONK et al., 2003)

O agoritmo de busca € empregado na pesquisa de possiveis modos de ligacéo
entre o ligante e a proteina, a fim de se alcancar uma complementaridade estérica e
eletrostatica. O algoritmo de busca deve pesquisar detalhadamente a energia potencial
para gue se obtenha o minimo global.

A funcdo de pontuacéo é aplicada para eleger os modos de ligag&o teoricamente
mais préximos do modo de ligacdo “real”, dentre os modos de ligacdo explorados pelo
algoritmo de busca, classificando-os de acordo com as energias de interacdo
(VERDONK et al., 2003).

Como descrito acima, o docking molecular consiste em duas etapas principais:
gerar todos os complexos possiveis e analisar cada complexo, identificando aquele que
corresponde a melhor solucéo (SOUZA, 2011). Entre esses dois componentes, a maior
limitagdo é referente a funcéo de pontuacdo, que pode apresentar simplificacOes que
negligenciam muitos termos, como contribui¢des de solvatacdo e entropia (SODERO,
2011). Entretanto, ela deve reconhecer solugbes que apresentem boa
complementaridade estérica e eletrostatica entre ligante e receptor, assim como,
classificar corretamente 0s compostos mais potentes.

Esta limitag&o tem motivado o desenvolvimento de métodos computacionais que
sgjam capazes de prever as interaches entre o ligante e a proteina que estejam mais
préximo possivel do modo de ligagdo (WANG, LU & WANG, 2003). Diversos
programas de docking molecular utilizam diferentes algoritmos de busca para geragéo
dos complexos e diferentes fungdes de pontuacdo (score) para identificagdo do melhor
complexo.

Atualmente, existem inimeros programas de docking comerciais e gratuitos
sendo amplamente empregados, como GOLD, FlexX, AutoDock, Glide e Molegro
Virtual Docker (SOUZA, 2011). Neste trabalho foram empregados os programas de
docking: AutoDock e Molegro Virtual Docker.
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1.4.1 Algoritmos Genéticos

Algoritmos genéticos (AGs) sdo ferramentas para solucdo de problemas
inspirados na teoria da evolucéo das espécies proposta por Darwin. Na teoria de
Darwin, os individuos mais “adaptados” ao meio ambiente tém maior chance de
sobreviver do que os menos adaptados. Como consequiéncia, os mais adaptados tém
maior chance de procriar e deixar descendentes, que perpetuaria Sseus genes nas
geracOes posteriores. Estas adaptacies ocasionam mudangas nas caracteristicas das
popul acBes dos organismos que transcendem o periodo de vida de um anico individuo
(DA COSTA & POPPI, 1999).

Os AGs consistem de trés estruturas principais. i) populacéo inicial, geralmente
composta de 50 a 500 individuos, onde cada individuo é considerado como uma solucéo
do problema; ii) funcdo de pontuacéo, que atribui um valor para cada solugdo problema;
eiii) operadores genéticos como recombinacdo e mutagcdo (ZOETE, GROSDIDIER &
MICHIELIN, 2009).

A recombinagdo (ou crossover) combina duas melhores solugdes em uma nova
solugdo garantindo a perpetuacdo das melhores caracteristicas. A mutacdo atera
aleatoriamente uma solucdo, gerando uma nova solucdo, garantindo assim, a
diversidade das solugdes (ZOETE, GROSDIDIER & MICHIELIN, 2009).

1.4.2 Autodock

O AutoDock € um programa que realiza docking molecular de um ligante com o
sitio receptor de uma macromolécula. Este programa utiliza um agoritmo genético
Lamarckiano (LGA), que € um AG tradiciona implementado com um agoritmo de
busca local, como método de busca conformaciona (HALPERIN et al., 2002). Cada
busca conformacional consiste na geracéo de uma populagdo de individuos. O método
de busca local utilizado é baseado no algoritmo de otimizacéo de Solis& Wets (1981),
que € utilizado para a minimizacdo de energia do melhor individuo em cada geracéo.
Cada individuo (solucdo) representa um possivel modo de ligacdo (conformacédo e

orientacdo) do ligante com a proteina. Assim, cada solugdo € representada por um
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cromossomo, constituido por genes, que representam os graus de liberdade
translacional, de orientacéo e conformacéo (SODERO, 2011).

A avaliagdo de cada solucdo no docking é feita pela energia de interagdo do
complexo ligante-proteina e pela energia intramolecular do ligante. Em seguida, as
solugbes sdo classificadas e as de melhor pontuagéo ser&o submetidas a processos de
recombinac&o e mutacdo para gerar novas soluges.

A aplicacdo do método de elitismo apds a formacéo de uma nova populagéo, tem
como objetivo preservar os melhores individuos de uma geragcdo na geragdo seguinte,
evitando que a nova populacdo se torne pior do que a populacdo atual (SODERO,
2011).

Ao final do processo as solugbes semelhantes sdo agrupadas em conjuntos
(clusters) e os conjuntos sdo ordenados de acordo com energia de cada grupo. A
diferenca entre as solugdes € medida pelo valor de RMSD (do inglés, Root Mean
Sguare Deviation, ou sgja, Desvio Quadratico Médio das Distancias), em angstroms
A).

O AutoDock tem sido aplicado com sucesso na predicdo de modos de ligacéo
de complexos inibidor-enzima, peptideo-anticorpo e proteina-proteina. Ultimamente, os
maiores desafios sdo referentes a otimizagdo das fungdes de pontuagcdo dos métodos de
docking (ARAUJO, 2010).

1.4.2Molegro Virtual Docker

O Molegro Virtual Docker (MVD) ou MolDock € um programa de docking que
emprega um meétodo de busca heuristico, que combina agoritmos de evolucéo
diferencial e de predicéo de cavidade (STORN & PRICE, 1997)

A evolucdo diferencia (STORN & PRICE, 1997) tem sido aplicada com
sucesso nos problemas de docking (THOMSEN, 2003), diferenciando-se de outras
técnicas baseadas em AGs por selecionar e modificar solugbes candidatas de modo
deatorio. A predicdo de cavidade é Util na identificagdo rgpida e precisa de potenciais
sitios de ligagdo durante o processo de busca.

A avaliacdo de cada solucéo de docking é realizada pela funcdo de pontuacéo
MolDock, que usa um potencia linear composto (PLP, piecewise linear potential)
(GEHLHAAR et al., 1995), que considera a direcionalidade da ligagdo hidrogénio.
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Este programa possui uma funcéo de pontuacéo adicional, denominada Re-Rank,
que reclassifica as melhores solucdes de docking (poses), aumentando a eficacia do
resultado. A funcéo de pontuacdo Re-Rank identifica as solugGes mais promissoras entre
as obtidas pela funcéo de pontuagdo padréo MolDock, aplicando um potencial 12-6 de
Lennard-Jones e considerando um termo de tor¢éo sp*-sp®.

Estudos de docking mostraram que o uso da funcdo de pontuacéo MolDock,
seguida por um procedimento de reclassificagdo, € um esguema adequado para a
identificacdo dos “melhores” modos de ligagdo, no lugar de esquemas de pontuagéo
mais avangados (THOM SEN & CHRISTENSEN, 2006).

2. JUSTIFICATIVA

O aumento da expectativa de vida reflete o numero de casos da doenca de
Alzheimer em todo o mundo. Até o momento, a terapia para o tratamento sintomético
da DA conta apenas com inibidores das enzimas AChE e BChE que apresentam reagtes
adversas importantes e que atrapalham a sua adesdo. Assim, é essencial que novas
pesguisas nessa area sejam desenvolvidas com o intuito de buscar novos farmacos para
aDA.

3. OBJETIVOS

Tendo em vista o potencial inibitério, observado nos derivados fendlicos
extraidos da literatura, contra as enzimas AChE e BChE, esse trabalho consiste de dois
estudos de modelagem molecular que foram realizados em duas etapas. Na primeira
etapa, o0 objetivo foi gerar um modelo de QSAR empregando andlise de fragmentos
estruturais (HQSAR), que possa ser capaz de predizer a atividade bioldgica de novos
inibidores, para ambas as enzimas. Na segunda etapa, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar as possiveis interacbes entre as enzimas e os derivados fendlicos,
empregando técnicas de modelagem comparativa e de docking molecular. estes
estudos visam o plangiamento e o desenvolvimento de novos inibidores enzimaticos

mai s potentes e seletivos para BChE.
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3.1. OBJETIVOSESPECIFICOS

Construir, otimizar e analisar conformacionalmente a série de compostos em
estudo, utilizando o método de mecénica molecular e 0 método semi-empirico
RM1.

- Congtruir e validar modelos de QSAR-2D, empregando andlise de fragmentos
estruturais, HQSAR (Hologram Quantitative Structure-Activity Relationship”)
para a seérie de 36 derivados 4-[(dietilamino)-metil]-fendxi-alquil-amina
retirados da literatura;

- Construir um modelo 3D por modelagem comparativa da BChE de soro de
cavao;

- Simulagcdo de docking molecular da série de compostos em estudo na AChE;

- Simulagdo de docking molecular da série de compostos em estudo no modelo

da BChE;
Com base nos resultados dos estudos de QSAR-2D e de docking molecular,

propor novos derivados candidatos ainibidores das enzimas AChE e BChE.
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4. METODOS

4.1 Construcao, otimizagdo e anélise conformacional da série de (1-36).

As estruturas 3D dos compostos (YU et al., 2010) foram construidas e
otimizadas no programa Spartan'10 (HEHRE, 2003), versao para Windows XP, usando
campo de forca MMFF. Cada estrutura foi submetida a anaise conformacional
sistematica, MMFFaqg, que adiciona um termo de energia de solvatagdo em &gua. Em
seguida, a estrutura do conférmero de menor energia foi otimizada pelo método semi-
empirico Recife Moddl 1 (RM1) (ROCHA et aL., 2006), para obtencdo das cargas
atdmicas parciais.

A construcdo dos compostos levou em consideragéo o estado de protonacdo da
molécula em meio bioldgico (pH=7,4) utilizando o programa Chemicalize (Marvin
5.5.1.0., 2011), disponivel pelo site http://www.chemicalize.org/ .

4.2 QSAR 2D (HQSAR)

4.2.1. Banco de dados

O banco de dados utilizado para a realizaco do estudo de HQSAR contém 36
derivados 4-[(dietilamino) metil]-fenoxi-alquil-amina (1-36). O perfil de atividade
biol 6gica desses compostos foi avaliado em ensaios in vitro frente a enzimas AChE e
BChE de soro de cavalo (YU et aL., 2010). As concentragdes inibitorias expressas em
ICs0 (UM) foram transformadas em plCsp, que corresponde ao logaritmo do inverso da
concentragdo minima capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (—LoglCso) (Tabela
1).

Este banco de dados foi dividido em um conjunto de treinamento, contendo 30
moléculas, e um conjunto de teste, contendo 6 moléculas (aproximadamente 20% do
total) (KUBINYI, 1993) para ambos os estudos (AChE e BChE). As moléculas do
conjunto teste foram escol hidas considerando que neste grupo deve conter compostos de
dta, média e baixa atividade. Foi levado em consideragdo uma boa diversidade
estrutural entres estes compostos, evitando possiveis problemas durante a validacdo do
modelo de HQSAR.



Tabelal. Estrutura quimica e atividade bioldgica (pl Csp, M) dosinibidoresde AChE e BChE.

/\@\
O(CH,),R
pl Cso b pl C50 b
a n R 3 che Bche @ " R AChE BChE
1 2 ND 486 4,99 19 6 N N 579 566
2> 2 N N 404 469 0 6 N 602 577
\_',' l l .\_ ] 3y
3 4 NC:{ 547 585 21 6 N/_/ 567 587
a 4 N ) 517 e 22 6 617 664
N
5 4 N N— 52 501 23 8 NQ 708 7,82
—
6 4 N 497 556 24 8 N ) 704 813
7 4 48 493 25 8 N N— 668 7,96
. W o F
—
8 4 499 560 % 8 N wn— 711 785
- S o
p
9 5 r(j 630 58 2 8 N 685 731
10 5 N ) 537 617 28 8 ¥ 677 804
11* 5 N_N- 561 503 29 8 N 6.85 7,77
12 5 N v 575 551  30* 10 NQ 652 7,17
13 5 “C 508 535 31 10 N Oy 622 711
F T
14 5 »/;/ 525 575 2 10 N N 627 748
! N
15 5 N 561 572 33 10 NN — 524 672
pi
16 6 r(j 636 589 # 10 N est 787
17 6 N ) 605 58 3% 10 647 758
18 6 N N 574 54 36 10 N 659 7,82

a) Compostos conjunto teste*; b) Yu et al., Bioorg Med Chem Lett 2010, 20: 3254-3258
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4.2.2. Construcéo dos modelos de HQSAR para AChE e BChE

A etapa de construcdo dos modelos de HQSAR foi realizada no programa Sybyl
8.0 (Tripos, 2008). A estrutura quimica de cada composto foi gerada no programa
Spartan’10, conforme descrito anteriormente.

O estudo de HQSAR possui trés passos principals. a geracéo de fragmentos de
cada molécula do conjunto de treinamento, a codificagdo destes fragmentos em
hologramas e a correlagdo com os dados biologicos (DODDAREDDY et al., 2004).
Pardmetros que estdo associados com a geracdo de hologramas, como comprimento do
holograma (HL), tamanho do fragmento e distingdo do fragmento, podem afetar o
modelo de HQSAR. Assim, diferentes combinacbes destes parametros foram
consideradas durante a o estudo de HQSAR.

Inicialmente, as estruturas dos compostos do conjunto de treinamento, foram
convertidas em fragmentos estruturais, utilizando um ndmero minimo de quatro e
nimero maximo de sete atomos por fragmento. Todos os fragmentos produzidos foram
alocados em tamanhos pré-definidos (53, 59, 61, 71, 83, 97, 151, 199, 257, 307, 353,
401 bins) de holograma molecular, e a distincdo dos fragmentos foi realizada
considerando uma combinacdo de dois ou mais dos seguintes parametros. aomos (A),
ligacBes (B), conectividade (C), &omos de hidrogénio (H), quiraidade (Ch) e aomos
doadores e aceptores de ligacdo hidrogénio (DA).

A influéncia do tamanho do fragmento sobre os pardmetros estatisticos foi
avaliada utilizando o melhor resultado encontrado dentre as combinagoes das distingdes
dos fragmentos. A avaliacdo do tamanho do fragmento foi feita em intervalos pré-
definidos (2-5, 3-6, 4-7, 5-8, 6-9, 7-10, 8-11 e 9-12), com o objetivo de gerar modelos
mais preditivos (i.e., maior valor de ¢).

Todos os modelos de HQSAR foram gerados usando andlise de regressdo
multipla pelo método de minimos quadrados parciais (PLS). A validac&o interna foi
realizada por validacdo cruzada (LOO, leave-one-out) (g°). A validacdo externa foi
realizada com os compostos do conjunto de teste, que ndo fizeram parte do
desenvolvimento dos model os de HQSAR.

O procedimento foi usado para geragdo de modelos para ambas as enzimas,
AChE e BChE.



4.2.3 Par ametr os estatisticos usados para avaliar os modelos de QSAR

A qualidade dos modelos de QSAR pode ser avaliada em termos de varios
parametros estatisticos. O coeficiente de correlacéo ao quadrado () e o coeficiente de
correlagdo cruzada (“leave-one-out crossvalidation”, g°) sd 0s pardmetros
normal mente utilizados. Em muitos estudos de QSAR, usa-se r?3 0,9 como critério para
decidir se um modelo é auto-consistente internamente. Contudo, deve-se notar que r?
ndo determina, por si SO, a precisdo ou a acurécia dos dados. O critério g° 3 0,5 &,
normal mente, adotado em muitos estudos de QSAR. O valor de g° pode ser considerado
como uma medida da capacidade preditiva do modelo gerado com base nos compostos
do conjunto de treinamento usados (RODRIGUES, 1999). Outra informagdo importante
€ o caculo da atividade biolégica predita e sua comparagdo com a atividade observada
pela avaliacdo dos valores residuais. Quanto menor o vaor residual, maior € a
proximidade entre a atividade calculada e aquela obtida experimentalmente. Essa
analise também permite avaliar se existern compostos outliers.

Os compostos outliers sdo aqueles que ndo foram bem preditos pelo modelo de
QSAR, sendo identificados a partir dos valores residuais calculados para os conjuntos
de treinamento e de teste. Como eles influenciam a reta de regresséo, a identificacéo e
analise desses compostos auxiliam na compreensdo dos resultados e detectam os limites
de aplicagdo do método empregado (KUBINY I, 1993)

Nesse trabalho, foram considerados como outliers todos os compostos dos
conjuntos de treinamento e de teste com o valor residual modular maior do que o dobro
do desvio padréo da estimativa (JAISWAL & TRIVEDI, 2006).

4.3 Construcéo do Modelo de BChE por modelagem compar ativa

Os perfis de atividade para esta enzima foram avaliados quanto a atividade
inibitoria da BChE utilizando metodologia que emprega o plasma de cavalo (YU et
al., 2010). A butirilcolinesterase (BChE) de cavalo ndo tem estrutura 3D determinada
experimentalmente.Dessa forma, utilizou-se 0 método de modelagem comparativo para
gerar um modelo 3D para o estudo de docking molecular.

Para construir o modelo de BChE de cavalo, a sequiéncia primaria desta proteina
foi obtida no banco de dados UniProtK B/Swiss-Prot sob o cédigo de acesso QIN1INO.
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4.3.1 I dentificacéo e selecdo de proteinas moldes

A primeira etapa consistiu na identificagdo de proteinas semelhantes & BChE de
cavalo, com estrutura 3D determinada experimentalmente que serd utilizada como
molde para a construcéo do modelo.

Esta identificagdo foi feita pela pesguisa de proteinas moldes, baseada nas
semelhancas de sequéncia primaria e funcional, utilizando o programa BLASTp (Basic
Local Alignment Search Tool) (http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et
al., 1990), que realiza o alinhamento entre a sequiéncia alvo e as sequiéncias depositadas
no banco de dados de proteinas PDB.

Para a construcdo do modelo, foi selecionada como proteina-molde a estrutura
3D de BChE humana (NICOLET et al., 2003) (codigo PDB 1POM, resolucdo de
2,38R).

4.3.2 Alinhamento das sequiéncias primarias

Definido o molde, foi redlizado o alinhamento das sequéncias primérias das
proteina utilizando o servidor ClustalW (LARKIN et al., 2007).

4.3.3 Construgao do modelo 3D

A fim de escolher um modelo de BChE adequado, dois programas de
modelagem comparativa foram utilizados. O servidor SwisssModd (GUEX &
PEITSCH, 1997) foi usado para construir o primeiro modelo (modelo A), seguido de
otimizagdo de geometria, usando o campo de forgcas Gromos96 disponivel no Swiss-
PDB Viewer 4.0 (GUEX & PEITSCH, 1997). Esta otimizacdo de geometria foi
realizada para remover contatos de alta energia. O programa Modeller9v10 (SALI &
BLUNDELL, 1993) gerou um conjunto de 50 modelos. Os modelos com maior

pontuacdo foram selecionados para validacéo, gerando o segundo modelo (modelo B).

4.3.4 Validagéo dos modelos e selegdo do melhor modelo.

A validacdo dos modelos A (Swiss-Model) e B (Modeller) foi realizada para
selecionar o0 melhor modelo. Os fatores qualidade estereoquimica e estrutural global



36

foram empregados para escolher o melhor modelo. O primeiro critério para selecéo do
melhor modelo foi baseado na andlise da qualidade do grafico de Ramachandran gerado
pelo programa ProCheck (A et al., 1993). Informagbes adicionais a respeito da
qualidade dos model os foram verificadas utilizando os programas Verify-3D (LUTHY,
BOWIE & EISENBERG, 1992), e ProsaWeb (SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN &
SIPPL, 2007) (Z-score e distribuicgo), aém dos valores de RMSD calculados em
relagdo ao molde. Um anico modelo foi escolhido para andlise adiciona e usado na
simulagdo de docking molecular.

4.4 Docking molecular

O docking molecular dos compostos nos sitios ativos das enzimas AChE e da
BChE foi realizado utilizando os programas AutoDock (versao 4.2) (MORRIS, G. M .;
ET AL., 1998) e Molegro Virtua Docker (MVD) (versdo 2008.2.4) (Molegro ApS)
(THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006). Visando comparar os resultados de ambos
os protocolos de docking, as ligacBes rotaciondveis dos ligantes foram mantidas livres e
aenzimafoi tratada como um corpo rigido. As estruturas 3D dos compostos em estudo
(YU et al., 2010) foram preparados conforme descrito anteriormente no estudo de
HQSAR e foram utilizadas como estruturas de partida para o docking nos sitios ativos
das enzimas AChE e BChE.

4.4.1 Obtencéao das estruturas 3D das enzimas alvo

4.4.1.1 Acetilcolinster ase

Embora existam trés estruturas 3D de enguia elétrica depositadas no banco de
dados PDB estas apresentam baixa resoluco (acima de 4 A). Assim, foi escolhida a
estrutura da arraia elétrica do pacifico. A escolha da estrutura depositada no PDB
(Protein Data Bank) sob o codigo 1ACL (HAREL et al., 1993), foi feita considerando-
se amelhor resoluczo (R) da estrutura experimental (R=2,80A) e a presenca da estrutura
de um ligante (ion decameténio, DME) (Figura 14) com aguma semelhanga estrutural
com os compostos em estudo. No caso, 0 DME possui dois grupos cationicos terminais,
em analogia aos compostos em estudo que possuem dois grupos amina terciaria que

podem estar protonados no meio bioldgico. Estas estruturas foram alinhadas para saber
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se os residuos em torno do DME estéo em posicdo equivalente nas duas enzimas, visto

que, como o docking é rigido, ndo ser& necessario construir um modelo.

RIS

/ ™~

Figura 14. Estrutura 2D do ligante (ion decameténio, DME) extraido da estrutura 3D da AChE de
Torpedo californica (PDB ID 1ACL).

4.4.1.2 Butirilcolinesterase

A estrutura 3D da BChE de cavalo (Equus caballus) utilizada para o estudo de
docking molecular foi obtida por modelagem comparativa, como descrito anteriormente.
A etapa de vaidacdo de metodologia conhecida como redocking utilizou a estrutura
tridimensional depositada no banco de dados PDB sob o cédigo 1P0I de Homo sapiens
e foi escolhida por sua resoluciio (R= 2,00R). e esta possui como ligante o &cido
butandico (BUT).

4.4.2 Autodock

O Autodock 4.2 € um conjunto de programas gque permite a predicdo do modo de
interacdo ligante-macromolécula, utilizando docking parciamente flexivel (MORRIS
et al., 2009). Foi usada para a manipulagdo dos arquivos ainterface gréfica Autodock
Tools (ADT).

Nesse trabalho, o algoritmo de busca utilizado foi o algoritmo genético
Lamarckiano (LGA) (MORRIS, G.M.; et al., 1998) que apresenta os melhores

resultados na busca do minimo global.
4.4.3.1 Prepar acdo das enzimas
Os ligantes (DME na AChE e BUT na BChE), as moléculas de solvente e os

cofatores foram removidos. Os aomos de hidrogénio polares foram adicionados nas

estruturas 3D das enzimas e os alomos de hidrogénio n&o-polares foram mesclados com
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0s respectivos &omos de carbono. Cargas atbmicas parciais Gasteiger foram
atribuidas.

4.4.3.2 Preparacao dos ligantes

Os &omos de hidrogénio foram adicionados utilizando o programa Sybyl
(Tripos Inc., St. Louis, MO) e as cargas atdmicas Gasteiger foram assinaladas pelo
AutoDock Tools.

4.4.3.3 Par ametr os de docking

A fim de validar o protocolo de docking foi feito o redocking dos ligantes DME
e BUT nos receptores sitios de ligacdo das colinesterases. Os protocolos foram
avaliados com base na capacidade do programa em reproduzir os modos de ligacdo
destes ligantes como observado nas correspondentes estruturas 3D dos complexos de
raios-X.

O programa auxiliar Autogrid4 gerou os mapas de grade (ou grids) que sé&o
cal culados considerando-se cada tipo de a&omo do ligante e um mapa para as interacoes
eletrostaticas. O tamanho dos grids foi corrigido para incluir o sitio ativo de cada
enzima (AChE ou BChE), visto que os ligantes tém tamanhos diferentes. As dimensdes
da caixa do grid foram 60 x 60 x 60 A a0 redor do sitio ativo e o espacamento foi de
0,375 A.

As simulacbes de docking foram realizadas usando a funcéo de energia livre
empirica junto com o agoritmo genético lamarckiano (LGA) (MASHHADI,
SHANECHI & LUCAS, 2003) com a busca de 50 poses para cada ligante. No
protocolo LGA, foi usado um tamanho de populagéo de 150 individuos, enquanto que
foram usadas 250000 avaliagdes de energia para cada 100 corridas LGA. Além disso, 0
nimero maximo de interagdes foi gustado para 27000; a probabilidade de mutagao,
para 0,02; a probabilidade de crossover, para0,8.

As andlises de histograma foram feitas apos as buscas de docking. Séries de 50
solugBes foram agrupadas em grupos com nd mais do que 1,0 A de desvio da raiz
média quadrada (RMSD). As melhores solugdes foram escolhidas a partir das solucfes
com menores valores de energia de docking no cluster que tinha 0 maior nimero de

solucgoes.
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Os parametros utilizados foram os mesmos tanto para o estudo de docking no
sitio de ligacdo da AChE quanto no sitio de ligagcéo da BChE.

As melhores solugbes (poses) dos complexos obtidos por docking foram
analisadas de acordo com as interagdes intermoleculares (enzima-ligante), tais como
ligacdo de hidrogénio, van der Waals, hidrofobicas e  empilhamento n-1t , empregando

0 programa AutoDock.

4.4.4 Molegro Virtual Doker

O Molegro Virtual Docker (MVD) ou MolDock é um programa de docking
baseado num méodo de busca heuristico,que combina algoritmos de evolugédo
diferencia e de predicdo de cavidade.

Ostipos de dtomos e as ordens de ligacéo foram corrigidos para as estruturas dos
ligantes e das proteinas, usando um mdédulo de preparacdo automatizado do MVD. Para
cada complexo, atomos de hidrogénio foram adicionados e cargas atdmicas parciais
padrées do MVD foram assinaladas. As ligages rotaciondveis dos ligantes foram
mantidas flexiveis. Durante os experimentos de docking, moléculas de &gua, cofatores e
ions foram excluidos.

Potenciais sitios de ligagdo (cavidades) foram detectados usando o algoritmo de
predicéo de cavidade baseado em grid. O tamanho da populagdo, o nimero méximo de
interacOes e a probabilidade de crossover foram gjustados para 200, 2000 e 0,90,
respectivamente. Estes pardmetro foram gjustados apOs pesquisa realizada para
encontrar o0 melhor conjunto neste sistema. Para cada complexo, foram executadas 40
corridas independentes com o algoritmo MolDock optimizer, retornando 15 solugdes
(poses).

A solugdo com maior pontuagdo foi comparada com a estrutura experimental
conhecida (DME, para AChE e BUT, para BChE) em termos de RMSD e as poses
similares foram agrupadas dentro de um RMSD de 1,00 A. A funcgo de classificacio
MolDock, com uma resolucdo de grid de 04 A, foi usada para pré-cacular as
pontuacdes de grid para uma avaliacéo rdpida de docking.

Os parametros utilizados foram os mesmos tanto para o estudo de docking no

sitio de ligacéo da AChE quanto no sitio de ligacéo da BChE.
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Similarmente ao AutoDock, as melhores solugbes dos complexos obtidos por
docking foram anaisadas de acordo com as interagcbes intermoleculares (enzima-
ligante), como ligacdo de hidrogénio, van der Waals, hidrofébicas e n-n stacking,
empregando o programa MV D.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Construcéo otimizacdo e anéalise confor macional dos compostos

Os compostos foram construidos e otimizados utilizando o programa Spartan’10
(Wavefunction, Inc.). A distribuicdo de conférmeros para cada composto foi calculada
por mecanica molecular, utilizando o campo de forca MM FFag em meio aquoso.

O estado de protonacdo da molécula em meio biolégico (pH=7,4) foi avaliado
empregando  Chemicalize (Marvin 5.5.1.0.,, 2011), disponivel pelo site

http://www.chemicalize.org/ .

Inicialmente, o resultado da analise conformacional mostrou numa mesma faixa
de energia estruturas estendidas e dobradas (Figura 14B), o que dificultava a escolha de
um conférmero. Isto foi observado principa mente nos compostos com n maior ou igual
a6 (Tabela2).

Na selecdo da conformacdo de menor energia, comparou-se a estrutura 3D do
ion decametonio (DME), obtida no PDB sob o cddigo 1ACL (HAREL et al., 1993),
com as estruturas da andise conformacional dos compostos. Nesta comparacéo,
considerou-se a distancia entre os &omos de nitrogénio protonados do DME e dos
compostos (Tabela 2).

Apés a comparacdo, o conformero selecionado passou para a etapa de
otimizacdo de geometria, aplicando-se 0 método semi-empirico RM1 (ROCHA et aL.,
2006), para obtencéo das cargas atbmicas parciais. O resultado desta selecdo pode ser

observado na Figura 15C.



Tabela 2. Distancias entre os &omos de nitrogénio protonados, dos compostos e do ion decametonio.
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Composto 1 n=2 Composto 23 n= 8 Composto 26 n=8

Figura 15. Resultado da andlise conformacional. A) Estrutura do conférmero de menor energia do
composto de menor cadeia lateral (composto 1). B) Conformagdes estendida e dobrada do composto 23.
C) Selecéo do conférmero do composto mais ativo para inibicdo de AChE (composto 26) semelhante ao
fon decameténio.

5.2 Modelos de QSAR-2D (HQSAR)

O estudo de HQSAR foi realizado utilizando um conjunto de dados de 36
derivados 4 - [(dietilamino) metil]-fenoxi-alquil-amina desenvolvido por Yu e
colaboradores (2010). Os compostos foram divididos em conjunto de treinamento
(N=6) e conjunto de teste (N=30) (* Tabela 3). A diferenca entre os conjuntos reside no
fato de que os compostos do conjunto treinamento fazem parte da construcéo do modelo
de HQSAR e os compostos do conjunto de teste sdo utilizados na validagéo externa do
modelo.

Esta divisdo de compostos, nos referidos conjuntos, foi utilizada tanto para o
estudo de inibidores de AChE, quanto para os de BChE. Os valores de 1Csp, expressos
em concentracdo pM, foram convertidos para unidade M e transformados em -Log
IC50 (pIC50) (Tabela 1).

Como pode ser observado nas Figuras 16 e 17, os vaores de pIC50 desses 36
compostos estdo regularmente distribuidos num intervalo de aproximadamente 3

unidades logaritmicas.
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Figura 17. Distribuicdo dos valores de atividade biolégica (pIC50, M) dos compostos dos conjuntos de
treinamento (A) e de teste (B) para BChE.

O HQSAR por ser um método de QSAR-2D néo necessita da estrutura 3D dos
compostos, geralmente, baseada em hipdteses de conformagdes bioativas, assm como
a utilizacdo de regras de ainhamento. Os derivados fendlicos estudados possuem
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estrutura muito flexivel, o que dificulta o emprego de regras de ainhamento tornando
esta metodologia atraente para a geracéo de modelos que sejam capazes de predizer a
atividade biol égica permitindo a proposi¢éo de novos compostos mais ativos.

Durante a geragdo do modelo de HQSAR, alguns parametros af etam diretamente
a qualidade do modelo, tais como comprimento do holograma, distingdo e tamanho do
fragmento. O Comprimento do holograma determina o padréo de ocupagdo especifico
dos fragmentos. O tamanho do fragmento € fixado por um vaor minimo e maximo de
adtomos e a distingdo descreve as informagOes mantidas nos hologramas a partir da
molécula original em termos de aomos, ligacOes, conectividade, hidrogénio e
quiralidade (Figura 8). Este ultimo é parametro gjustavel e de fundamental importancia
(JAMES & WEININGER, 1995).

o

X [e) X (R/S) 0]
O %
CCCO \ J >—< V
X X X X
atomos atomos atomos atomos
ligacGes ligagdes ligagdes
conectividade conectividade

quiralidade

Figura 18. Esquema dos diferentes parémetros de distingdo do fragmento.

A distingdo entre &omos permite que os fragmentos possam ser diferenciados
com base nos tipos de atomos. Por exemplo, o fragmento NH3 pode ser distinguido de
PH3. As ligacfes podem ser distinguidas com base nas ordens de ligagdo. Por exemplo,
a auséncia de atomos de hidrogénio permite que o butano possa ser distinguido do 2-
buteno. As conectividades fornecem uma medida dos estados de hibridizagdo atémica,
permitindo avaliar quantas conexdes estéo presentes entre os &omos dos fragmentos e a
ordem de ligac&o destas conexdes. Os atomos de hidrogénios sdo usua mente ignorados
durante o processo de geracdo dos fragmentos, mas podem ser incluidos se necessario.
A quiralidade permite que isdmeros geométricos e enantiomeros R e S possam ser
distinguidos (RODRIGUES, 1999).
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As estruturas dos derivados fendlicos que compdem o conjunto de treinamento
foram convertidas em fragmentos estruturais utilizando inicialmente nimero minimo e
maximo de 4 e 7 atomos por fragmentos, respectivamente. Todos os fragmentos gerados
foram alocados em holograma molecular de tamanho definido (53, 59, 61, 71, 83, 97,
151, 199, 257, 307, 353, 401) e foi realizada andlise de distincdo dos fragmentos em
termos de: &omos (A), ligacbes (B), conectividade (C), aomos de hidrogénio (H),
quiralidade (Ch), e &omos doadores/aceptores (DA). Ap6s a andlise de PLS, varios
modelos de QSAR foram gerados para cada distingdo de fragmentos (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo dos indices estatisticos de HQSAR para diversas distingdes de fragmentos (DF),
utilizando o tamanho padr&o do fragmento (4-7) para os inibidores da AChE e da BChE.

Par ametr os estatisticos AChE 2 Par ametr os estatisticos BChE 2
DF q° r? EP EPvc HL q° r? EP EPvc NC HL

=z
@)

A/B 0,660 0,833 0328 0468 6 59 0,706 0,780 0545 0630 2 61
AlC 0642 0833 0328 0480 6 307 069 0,777 0549 0640 2 199
A/H 0635 0,785 0364 0475 5 53 0,704 0,754 0566 0621 1 97
A/DA 0655 0,826 0321 0452 4 71 0,656 0,761 0568 0,682 2 401
B/C 0,674 0,787 0348 0431 3 307 0636 0753 0588 0,715 3 307
B/H 0,657 0,732 0383 0434 2 59 0,656 0,733 0,600 0682 2 307
CH 0672 0,783 0358 045 3 307 0637 0,750 0,592 0,713 3 53
C/IDA 0638 0811 0335 0463 4 97 0676 0,792 0530 0661 2 59
A/B/C 0643 0830 0324 0469 5 401 069 0,777 0548 0647 2 199
A/IC/H 0624 0,782 0367 0482 5 257 0694 0,744 0578 0631 1 61

A/B/C/H 0619 0,781 0368 0485 5 257 0,693 0,743 0578 0632 1 61
a) g, coeficiente de correlagdo ap6s validagdo cruzada; r?, coeficiente de correlacdo ao quadrado;
EPvc, erro padrdo apos validacdo cruzada; EP, erro padrdo; NC, numero de componentes 6timo; HL,
tamanho do holograma. DF Parametros de distincdo de fragmentos. aomos (A), ligacdes (B),
conectividade (C), atomos de hidrogénio (H), e &omos doadores/ aceptores (DA).

A utilizag&o de fragmentos com o nimero minimo e maximo de 4 e 7 aomos,
respectivamente, forneceu o0 melhor modelo quando se utilizam, ligacdes (B) e
conectividade (C) como distincdo de fragmentos para AChE (Tabela 3 g°=0,674 e
EP=0,348) e &omos (A) e ligacdes (B) para BChE (Tabela 3 g°=0,706 e EP=0,545).
Estes modelos foram escolhidos por apresentarem maior valor de g°. Em seguida, foi
investigada a influéncia do tamanho do fragmento (2-5, 3-6, 4-7, 5-8, 6-9, 7-10, 8-11, e
9-12) , sobre os parametros de distingdo desses model os que apresentaram os melhores
parametros estatisticos (Tabela 4).
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Tabela 4. Resumo dos indices estatisticos de HQSAR na influéncia dos vérios tamanhos de fragmentos
(TF) utilizando os parémetros de distingdo fragmento B/C e A/B para inibidores de AChE e BChE,
respectivamente.

Par ametr os estatisticos AChE?® Par ametr os estatisticos BChE?
TF q r? EP EP, NC HL q r? EP EP, NC HL
25 059 0,764 0390 0509 6 353 0,703 0,768 0560 0,633 2 53
36 0605 0,758 0379 0484 4 307 0,705 0,775 0557 0631 2 53
4.7 0674 0787 0348 0431 3 307 0,706 0,780 0545 0,630 2 61
58 069 0810 0329 0417 3 61 0,862 0957 0,272 0489 8 401
69 0698 0815 0324 0415 3 97 0,880 0959 0,268 045 8 61
7-10 0693 0,813 0,326 0418 3 59 0,894 0966 0,244 0430 8 199
811 0,782 0940 0,202 0,383 7 307 0,893 091 0,250 0412 6 151

9-12 0,787 095 0,156 0,388 8 151 0,904 0952 0265 0373 4 151
a) o, coeficiente de correlacdo apds validacdo cruzada; r?, coeficiente de correlacdo ao quadrado;
EPvc, erro padrdo apos validacdo cruzada; EP, erro padrdo; NC, numero de componentes 6timo; HL,
tamanho do holograma. b) Parémetros de distingdo de fragmentos: &omos (A), ligagdes (B),
conectividade (C), &omos de hidrogénio (H), e &omos doadores aceptores (DA).

O melhor modelo de HQSAR para o estudo de inibidores da AChE foi gerado
utilizando como parémetro de distingdo: ligacdes (B) e conectividade (C), e tamanho de
fragmento 9-12, fornecendo o = 0,787 e r* = 0,965 (Tabela 4). Para os inibidores da
BChE, o melhor modelo de HQSAR foi desenvolvido utilizando atomos (A) e ligacbes
(B), e tamanho de fragmento 9-12, fornecendo o° = 0,904 e r* = 0,952 (Tabela 4).
E interessante notar que o melhor modelo de cada conjunto de dados (inibidores de
AChE e BChE) foi gerado com os maiores tamanhos de fragmentos (isto €, 9-12 de
AChE e BChE). Notavelmente, existe uma relacéo direta entre o comprimento da cadeia
lateral e aatividade inibitéria. O comprimento de oito unidades metilénicas parece ser 0
tamanho 6timo para a atividade (YU et al., 2010). Portanto, a geracdo de modelos com
maior tamanho de fragmento ndo foi inesperado.

Em HQSAR, a estrutura codificada dentro de uma impresséo digital 2D pode ser
diretamente rel acionada com a variagéo da atividade bioldgica. O teste mais importante
na avaliacdo de um modelo de QSAR é a capacidade preditiva do valor da atividade de
compostos que ndo estavam no banco de treinamento. A validacdo externa dos modelos
de HQSAR gerados foi baseada na capacidade de prever as atividades biol6gicas dos
compostos do conjunto de teste.

Os vaores de pIC50 experimental, predito e residual (plC50Exp - plC50Pred)
dos inibidores de AChE e BChE obtidos pelo melhor modelo de HQSAR para cada

conjunto de dados estdo demonstrados na Tabela 5. Os gréficos comparativos entre as
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atividades experimentais e preditas tanto do conjunto de treinamento quanto do

conjunto teste para os inibidores da AChE e BChE, utilizando os melhores modelos

HQSAR, estdo naFigura 19.

Tabela 5. Valores experimentais, preditos e residuais (pl C50Exp - pl C50Pred) de pl Cs, (M) de inibidores
de AChE e BChE utilizando os melhores modelos de HQSAR.

AChE plICsg ) BChE plCsg )
——— Residual ——— Residual
Exp.? Pred. Exp.? Pred.

1* 486 4,8 0,06 499 4,99 0,00
2 494 494 0,00 469 4,69 0,00
3 547 541 0,06 585 5,62 0,23
4 517 518 -0,01 6,15 5,86 0,29
5 525 537 -012 501 502 -0,01
6* 497 505 -0,08 556 5,52 0,04
7 486 4,75 0,11 493 516 -0,23
8 499 506 -0,07 560 564 -0,04
9 6,3 6,02 0,28 581 5,76 0,05
10 53 553 -0,18 6,17 5,83 0,34
11* 560 5,33 0,27 503 535 -0,32
12 575 5,65 0,10 551 5,38 0,13
13 507 522 -0,15 53 570 -0,35
14 525 514 0,11 575 575 0,00
15 561 5,58 0,03 572 583 -011
16 6,36 6,5 -0,14 589 572 0,17
17 6,05 6,06 -0,01 586 5,82 0,04
18 574 5,62 0,12 542 566 -0,24
19 579 594 -0,15 566 5,66 0,00
20 6,02 5,86 0,16 578 5,58 0,20
21 567 593 -0,26 587 572 0,15
22*% 6,17 6,14 0,03 6,64 5,98 0,66
23 707 714  -0,07 782 7,80 0,02
24 7,04 6,77 0,27 814 7,89 0,25
25 6,68 6,7 -0,02 796 7,76 0,20
26 711 7,02 0,09 785 1,77 0,08
27 6,85 6,67 0,18 732 7,70 -0,38
28 6,77 6,79 -0,02 804 7,72 0,32
29 6,85 6,9 -0,11 777 790 -0,13
30* 6,52 680 -0,28 717 757 -040
31 6,22 6,29 -0,07 711 748  -0,37
32 6,27 632 -0,05 748 7,65 -0,17
33 6,72 6,77 -0,05 6,72 7,38 -0,66
34 6,47 6,41 0,06 757 7,46 0,11
35 6,58 6,55 0,03 759 761 -0,02
36 486 4,8 0,06 782 7,79 0,03

a) Yuetal. Bioorg Med Chem Lett 2010, 20:3254. * Conjunto teste.
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Figura 19. Gréfico do valores de plCs, experimental versus predito dos conjuntos de treinamento e teste
dosinibidores de AChE e BChE.

Neste trabalho, foram considerados como outliers todos os compostos dos
conjuntos de treinamento e de teste, onde o valor residua excedia duas vezes 0 erro
padrdo de estimativa do modelo (do inglés, Standard Error of Estimate, SEE)
(JAISWAL, KARTHIKEYAN & TRIVEDI, 2006) (AChE, 2 * EP = 0,30; BChE, 2 *
EP = 0,52) . De acordo com este critério, existem dois compostos identificados como
outliers para 0 modelo da BChE, que apresentaram os mais elevados valores residuais.
S0 eles 0 composto 33, (valor residual = -0,66), e composto 22 (valor residual = 0,66),
porém nenhum deles apresentou valores de residuo superiores a uma unidade
logaritmica. Os compostos 33 e 22 pertencem ao conjunto de teste e ndo fizeram parte
do processo de construcdo do modelo. O outlier 33 € andlogo ao 26 (0 mais ativo
inibidor de AChE e o quarto mais ativo inibidor de BChE), e ambos possuem 0 mesmo
grupamento (R) etilpiperazina, diferindo apenas no comprimento da cadeia latera
(Tabela 3). O modelo de HQSAR superestimou a atividade biolégica de 33,
provavelmente devido a relagdo direta entre o nimero de unidades espacadoras de
metileno na cadeia lateral e a poténcia inibidora da série, como discutido anteriormente.
No entanto, para esta série em particular, existe um tamanho de cadeia lateral maxima
de oito unidades de metileno, em vez de 10 unidades, como no composto 33. O outlier
22 é andlogo ao composto 21, e ambos possuem 0 mesmo comprimento de cadeia
lateral, mas diferem no nimero de unidades de metileno no seu grupamento (R). O
modelo de HQSAR gerado subestimou a atividade bioldgica de 22, pois este derivado
possui duas unidades de metileno a mais do que o composto 21, o que resulta numa
estimativa de poténciamais préximado valor de 21 (Tabela 3).
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Uma andlise completa de um modelo de HQSAR envolve a identificacdo de
fragmentos moleculares importantes que estgjam diretamente relacionados com a
variacdo da atividade biologica de modo que se possa propor modificagdes estruturais.
Assim, os modelos de HQSAR podem ser representados graficamente como diagramas
de cddigos de cores onde cada cor, de cada &omo, reflete a sua contribuicdo para a
variacdo da atividade. Nestes graficos, as extremidades vermelha e verde do espectro
refletem as contribuigcdes positivas e negativas, respectivamente, enquanto que aomos
com contribuicdo neutra sdo representados pela cor branca (TRIPOS, 2005) . As
contribuigdes atbmicas individuais dos inibidores de maior (26 e 24) e de menor
atividade (1 e 2) da AChE e da BChE, respectivamente, de acordo com os melhores
modelos de HQSAR gerados, sdo mostrados na Figura 20.

Os mapas de contribuic¢do atdmica dos inibidores de AChE e BChE mostraram que o
fragmento estrutural contendo sub-unidades arométicas aumenta a poténcia inibitéria
dos derivados, reforcando aimportancia do sistema aromético em estabel ecer interacoes
- stacking com os residuos aromaticos presentes em ambas as enzimas, corroborando
com o descrito naliteratura (CAMPS et al., 2000; TANG et al., 2009; YU et al., 2010).
Além disso, 0 mapa obtido a partir do estudo da BChE revelou, também, a importancia
do aomo de nitrogénio protonado da amina. Este grupamento € importante, uma vez
que esta envolvido em interaces eletrostéticas com residuos da enzima (YU et al.,
2010).

Positivo

Neutro

- Negativo

Figura 20. Mapas de contribuicdo atbmica dos compostos 26 (mais ativo) e 1 (menos ativo) para a

inibicdo da AChE, e 24 (mais ativo) e 2 (menos ativo) paraainibicdo da BChE



51

Os compostos desta série foram desenvolvidos para se comportarem como
inibidores duais, ou sgja, ligando-se simultaneamente no sitio catalitico aniénico (CAS)
e o0 sitio anidnico periférico (PAS) (YU et al., 2010). Para os inibidores da AChE, o
comprimento da cadeia lateral foi outra caracteristica em destague no mapa de
contribuicdo atdmica, enfatizando a necessidade de um longo fragmento de cadeia
lateral. De fato, a estrutura cristal de AChE de Torpedo californica mostra que o CAS
esta localizado no final de um profundo e estreito canal composto por 14 residuos
arométicos, e o PAS esta localizado na entrada deste canal a uma distancia de ~ 20 A
(NASCIMENTO et al., 2008; YU et al., 2010). Além disso, a distancia estimada entre
CAS-PASé~14 A (GUPTA et al., 2011).

Surpreendentemente, uma comparacdo entre os mapas de contribuicdo dos
compostos de maior (26) e menor atividade (1) parainibidores de AChE revelou que as
contribui¢Bes positivas e negativas para a atividade biol6gica provém do fragmento que
€ comum a ambos os compostos (Figura 21). O mesmo comportamento pode ser
observado para os derivados de maior (24) e menor atividade (2) para inibicdo da
BChE. Uma possivel explicacdo para este achado € que os compostos com um grupo
espacador maior pode atingir tanto CAS e o PAS simultaneamente, aumentando a forga
de interacdo. Por outro lado, os compostos com espacadores menores ndo podem
alcancar ambos os sitios de ligacéo e, assim, podem se ligar fracamente a eles, e ser
prontamente deslocado por moléculas de &gua (DE SOUZA et al., 2012).

5.3 Modelo 3D da BChE obtido por modelagem compar ativa

Um bom modelo por modelagem comparativa depende 1) do alinhamento
adequado das estruturas primarias do molde e do problema; 2) da avaiagdo da
qualidade do modelo; 3) da comparacdo das caracteristicas da estrutura secundaria
dentro da estrutura 3D predita; e 4) da comparacéo entre as caracteristicas funcionais e
estruturais ja descritas (SOUZA, 2011).

Na construcéo do modelo 3D de BChE de cavalo, a sequéncia priméaria foi
obtida no banco de dados UniProtKB / Swiss-Prot sob o cédigo de acesso QIN1NO.
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5.3.1 Identificacdo e selecdo de proteinas moldes

O prograna BLASTp (Basic Loca Alignment Search Tool;
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi utilizado para comparar as estruturas
primarias da seqiiéncia alvo com sequéncias de estruturas 3D disponiveis no PDB.

A estrutura selecionada como molde corresponde a estrutura 3D da BChE
humana sob o cédigo PDB 1POM, resolvida por difragdo de raios-X, com resolugéo de
2,38 A (NICOLET et al., 2003), que apresenta 90% de identidade (475 aminoécidos

idénticos em 529 aminoacidos alinhados).

5.3.2 Alinhamento das seqliéncias de residuos

Definido o molde, foi realizado o alinhamento das seqiiéncias das proteina
molde e avo, utilizando o servidor ClustaW (LARKIN et al., 2007). A Figura 21
mostra o alinhamento realizado entre as sequéncias da proteina de BChE de cavao
(codigo QONIN9) e humana (molde) (cdédigo PDB 1POM).
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de geometria para remover contatos de alta energia, usando

~

acso

campo de forca Gromos96, disponivel no programa Swiss-PDB Viewer 4.0 (GUEX &

A fim de escolher um modelo adequado de BChE, dois programas de
PEITSCH, 1997).

Usando o servidor Swiss-Model, o primeiro modelo foi construido (modelo A) e
Usando o programa Modeller9v10 (SALI & BLUNDELL, 1993), 50 modelos
foram gerados e aqueles com menor valor de funcdo objetiva foram selecionados para

Figura 21. Alinhamento entre as sequéncias primarias de BChE de cavalo (Q9N1N9) e humana (1POM)

obtido com o programa ClustalW (LARKIN et al., 2007). A estrutura secundéria foi atribuida pelo

posterior validagéo, apenas um sendo selecionado (modelo B).

programa DSSP (KABSCH & SANDER, 1983). Em azul:

amarelo:hélice 3-10.
modelagem comprativa foram utilizados.

5.3.3 Construcéo do modelo

submetido a otimiz



5.3.4 Validacédo do modelo

Os modelos gerados pelo Swiss-Model (Modelo A) e Modeller (Modelo B)
foram avaliados quanto a qualidade estereoquimica e estrutural global. O primeiro
critério de selecdo para escolha do melhor modelo foi baseado na qualidade
estereoquimica pela andlise do gréfico de Ramachandran, usando o ProCheck
(LASKOWSK] et al., 1993).

A andlise do grafico de Ramachandran (Figura 22) mostra que para nos dois
modelos, mais do que 85% dos residuos estéo localizados nas regides mais favoraveis e
gue menos de 1% ndo permitida. No entanto, 0 modelo B apresentou 90% de residuos

nas regides favoréveis e nd mostrou residuos em regifes ndo permitidas.

A) Mocelo A (Swiss-Maodel) B) Modelo B {Modeller)

¥ (graus)
‘Y (graus)

|
o | T

%0 -5 B S i EN an 135 180 T TR T v a4 w1
® (graus) M (graus)
Regloes mals favordvels: 85,7% (389) Regides mais favoraveis: 90,3% (410)

Regites adicionais permitidas: 9,3% (42)

Regioes adicionais permitidas: 13,2% (60)
Regiiies generosamente permitidas: 0,4% (2)

Regides generosamente permitidas: 0,9% (4)
Regioes proibidas: 0,2% (1) Regides proibidas: 0% (0)

Figura 22. Gréficos de Ramachandran dos modelos A (Swiss-Model) e B (Modeller) fornecidos pelo
programa ProCheck.

Os modelos foram submetidos ao programa Verify3D, que avdia a
compatibilidade entre a estrutura 3D de uma proteina e a sua prépria estrutura primaria,
estabelecendo um valor de pontuacéo (score) total relacionado a qualidade do modelo
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(SOUZA, 2011). Os modelos A e B apresentaram uma relacdo de compatibilidade de
aceitaveis 94 e 93% , respectivamente, entre os aminoécidos com a estrutura 3D.

Os modelos foram, ainda, submetidos ao programa ProSA que andisa a
qualidade global e local do modelo, tendo como referéncia estruturas de proteinas de
alta resolucédo, pela avaliacdo das coordenadas e das energias em fungdo das distancias
entre os residuos. A qualidade global é dada pelos valores de Z-score, 0 modelo A
(SwissModel) apresentou Z-score de -10,63 e 0 modelo B (Modeller) apresentou Z-
score de -10,7, ambos mais negativos do que o do préprio modelo (-9.69) (Figura 23).
O grédfico de energia do programa ProSA fornece a qualidade local do modelo em
funcdo da posicéo do aminoécido na sequéncia protéica. Em geral, valores positivos
correspondem a regides do modelo que estéo erradas ou com problemas. A avaliagdo
dos gréficos obtidos para ambos os modelos mostra que a maioria dos residuos esta na
regido negativa, indicando qualidade local satisfatéria (Figura 23).

Modelo A {SwissMadel)

Modelo B (Modeller)
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Figura 23. Gréficos de qualidade global (z-score) e local (score) dos modelos A e B de BChE. Em A)
Grafico de Z-score dos modelos avaliados. Modelo A (SwissModel) (Z-score = -10,63); Modelo B
(Modeller) (Z-score = -10,70), molde (1POM) (Z-score= -9,69). Em B) Gréfico scores de residuos dos
model os gerados.

Nos dois modelos (A e B) foram identificadas a mesma disposicéo da triade

cataitica e, ainda, a disposicéo das ligagdes dissulfeto conservadas na familia (Cys62 e
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Cys89, Cys249 e Cys260, Cys397 e Cys516 - Modeller). Considerando os resultados
de validacéo, o modelo B (Modéller) foi selecionado para estudos de docking molecul ar
(Figura 24).

Figura 24. Representacdo do modelo da BChE cavalo construido pelo programa Modeller (modelo B).
Pontes de dissulfeto em amarelo. Residuos do sitio ativo (Glul94, Ser195 e His435) sdo mostrados em
destague.

5.4 Docking molecular

5.4.1 Validacdo dos Protocolos de Docking por Re-docking

Antes da realizacdo do docking dos compostos fendlicos em seus respectivos
alvos, o protocolo foi validado. Nessa validacéo o préprio ligante da estrutura cristalina
de um complexo ligante-proteina é submetido ao processo de docking molecular para
tentar reproduzir o modo de ligagdo original. A enzimafoi considerada como um corpo
rigido e as moléculas de &gua originais foram excluidas.

Foram utilizados dois programas para o estudo de docking molecular entre o
ligante e a estrutura 3D das duas enzimas. Cada programa possui seu prépio método de
calculo de pontuacdo, assim como seu proprio algoritmo de busca. A selecéo da melhor
solucdo(conformacéo e orientacdo), ou pose, é frequentemente complicada, pois 0s
resultados sdo particularmente sensiveis a fungdo de pontuagdo usada em cada programa
de docking (ARAUJO, 2010).
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Em geral, a confiabilidade dos resultados de docking depende da similaridade
entre 0 modo de ligagcdo experimental e a solucdo de menor energia. Um valor de
RMSD < 2,0 A é amplamente aceito como a disting&o entre o sucesso e o fracasso em
reproduzir um modo de ligacdo conhecido (YUSUF et al., 2008). Neste trabalho, foi

aceito como metodologia validada, todo resutado que apresentou valor de RMSD < 2,0

A.

5.4.1.1 Acetilcolinester ase

Para validacdo dos protocolos empregados nos dois programas (Autodock e
Molegro Virtual Docker) foi utilizada a estrutura cristalografica da AChE de Torpedo
californica (codigo PDB = 1ACL) que apresenta como ligante o ion decametonio
(DME).

5.4.1.1.1 AutoDock

O re-docking do DME no sitio ativo da enzimafoi realizado conforme protocolo
mencionado anteriormente. Nas simulages de docking pelo AutoDock, a selecéo da
melhor solucdo de docking, ou pose , foi feita por critério de menor energia
juntamente com o maior cluster possivel (HEALY et al., 2009).

A comparacdo por sobreposicdo estrutural com o complexo cristalografico
originad revelou um modo de ligagdo similar & conformag&o origina com um valor do
RMSD de 1,26 A (Figura 25). O resultado mostrou que o valor de RMSD, dentro da
faixa aceita como sucesso de célculo (RMSD abaixo de 2,0 A), é correlacionado com o
numero de 11 ligagdes rotacionaveis que o DME apresenta, validando positivamente a

metodol ogia de docking.
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Figura 25. Sobreposicao do DME original obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose de docking (roxo)
com RMSD= 1,26A. Principais residuos de aminoécidos do sitio catal itico em destaque.

54.1.1.2 Molegro

Para o Re-docking do DME, pelo protocolo do programa MVD, foi utilizada a
mesma estrutura de difracdo por raios-X sob o cédigo PDB 1ACL empregada no
estudo com o AutoDock.

A estrutura de cada complexo foi classificada usando as fungbes de pontuacéo
do MVD (MolDock e Re-Rank). Nas simulagdes de docking pelo MVD, a melhor pose
foi selecionada baseada na pontuacéo Re-Rank e menor valor de RMSD.

A comparagdo por sobreposicdo estrutural com o complexo cristalogréfico
original revelou uma conformagdo similar a conformagao origina com um valor daraiz
de média quadrética (root mean square, RMS) de 1,51 A (Figura 26), que também é
correlacionado com o numero de ligagBes rotaciondveis do DME. Sendo assim, o
resultado validou a metodol ogia de docking empregada.
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Figura 26. Sobreposicao do DME original obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose de docking (roxo)
com RMSD= 1,51A. Principais residuos de aminoécidos do sitio catal itico em destaque.

5.4.1.2 Butirilcolinesterase

Para validacdo dos protocolos empregados nos dois programas utilizados
(Autodock e Molegro Virtual Docker) foi utilizada a estrutura cristalogréfica da
butirilcolinesterase (cédigo PDB = 1P0l) que apresenta como ligante o &cido butandico
(BUT).

5.4.1.2.1. Autodock

A comparagcdo por sobreposicdo estrutural com o complexo cristalografico
original revelou uma conformacgéo similar a conformacéo origina com um valor de
RMSD de 0,96 A (Figura 27). Este resultado também mostrou que o valor de RMSD se
enquadra dentro da faixa de sucesso de cdculo (RMSD < 2,0 A). Deve-se contanto
notar, que o ligante utilizado na validagdo de protocolo dessa metodologia € o BUT,
gue possui uma cadeialateral menor que os derivados fendlicos estudados. O mesmo foi
empregado devido a indisponibilidades de outro complexo de estrutura cristalogréfica
resolvida. Parafins de validacdo, o resultado de Re-docking com o BUT foi satisfatorio.
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Figura 27. Sobreposicéo do BUT original obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose de docking (roxo)
com RMSD= 0,96 A. Principais residuos de aminoacidos do sitio catalitico em destaque.

54.1.2.2 Molegro

Assim como no estudo com a acetilcolinesterase, nas simulagdes de docking
pelo MVD, amelhor pose foi selecionada baseada na pontuacéo Re-Rank e menor valor
de RMSD.

A comparagdo por sobreposicdo estrutural com o complexo cristalografico
origind revelou uma conformagdo similar a conformagdo original com um valor de
RMSD de 1,47 A (Figura 28). O resultado validou a metodologia de docking
empregada.
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Figura 28. Sobreposicéo do BUT original obtida do cristal (amarelo) e da melhor pose de docking (roxo)
com RMSD= 1,47 A. Principais residuos de aminoécidos do sitio catalitico em destaque.

5.4.2 Docking molecular dos derivados fendlicos

E importante enfatizar que para permitir a comparagio em ambos os protocol s
de docking as simulacdes foram realizadas considerando a estrutura das enzimas (AChE
e BChE) como um corpo rigido, excluindo as moléculas de agua originais, pois ja foi
relatado por Araljo (2010) que simulacbes de docking na presenca de moléculas de
agua, mostraram que o solvente ndo influencia a classificagéo relativa desses complexos
nas fungoes de pontuagéo.

A observacéo dos resultados de validag&o dos protocolos empregados para 0s
diferentes programas mostrou que todos eles foram validados e apresentaram um valor
de RMSD menor que 2,0A. Foi observado, entretanto, que os resultados de AutoDock
apresentam valores de RMSD menores quando comparado com os do MVD (AChE:
RMSD AutoDock = 1,26A e RMSD MVD = 1,51A; BChE: RMSD AutoDock = 0,96A
e RMSD MVD = 1,47A). Porem, como a diferenca entre estes valores é pequena, 0
estudo de docking molecular dos derivados fendlicos foram conduzidos com os dois

programas (AutoDock e Molegro) em suas metodologias validadas.
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5.4.2.1 Acsetilcolinester ase

Os derivados 4-[(dietilamino)-metil]-fendxi foram desenvolvidos com o
intuito de exercerem atividade de inibicéo através de interacdo tanto no sitio ativo
quanto no sitio anidénico periférico (PAS). Essa proposta de inibicdo dual seria
baseada na introduc&o do grupo amina no final da cadeia lateral, com o objetivo de
promover uma interacao eletrostatica com residuos do PAS (YU et al., 2010).

Neste estudo foram avaliadas as interacdes entre os complexos ligante- proteina
de dois derivados com alta atividade inibitéria (26 e 24) e dois derivados com baixo
perfil inibitério (1 e 6) contraa AChE.

5.4.2.1.1. Docking molecular entre osderivados 26, 24, 1, 6 e AChE

Os resultados obtidos para os dockings dos derivados 26, 24, 1, 6 na AChE
indicaram que todos os compostos ficaram localizados na cavidade catalitica, como
esperado. Este comportamento foi observado empregando tanto no Autodock quanto no
MVD.

Nas simulagdes de docking molecular do derivado 26 realizadas pelo programa
AutoDock, as 50 poses obtidas foram agrupadas em clusters que possuiam energia
estimada variando de -10,5 a -8,0 kca/mol. O derivado 26 possui uma estrutura
altamente flexivel (Figura 29A), e por isso, ja era esperado a geracdo de diversos
clusters. As poses que se encontravam no cluster de maior populacdo e de menor
energia apresentavam uma conformagdo ndo estendida, provavelmente devido a uma
interacdo intramolecular (Figura 29B).
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Figura 29. A) Representacdo da estrutura 2D e 3D do derivado 26; B) Representacdo da pose de menor
energia encontrada no cluster de maior populacédo; C) Clusters obtidos no docking do derivado 26 e
estrutura cristal 1ACL.

Uma andlise de outras poses em outros clusters fez-se necessario. Nesta busca,
foi levado em consideracdo o0 conjunto que apresentasse a menor energia subsequiente,
até gque se achasse um grupo com estrutura estendida de acordo com a estrutura cristal
do complexo AChE-DME (YU et al., 2010). Assim sendo, a melhor pose foi encontrada
no quarto cluster de menor energia (-9,5 kcal/mol). E importante notar que, a diferenca
de energia entre os grupos € pequena. Tal selecdo foi comparada com a estrutura do
DME original do cristal (Figura 30). A sobreposicdo mostrou um bom resultado na
selecdo da melhor pose.
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Figura 30. Sobreposicéo das conformactes de DME do cristal (amarelo) e derivado 26 (roxo) no sitio
ativo de AChE. Principais residuos do sitio ativo em destague. Os &omos de nitrogénio e de oxigénio
estdo representados pelas cores azul e vermelho, respectivamente.

Nas simulagtes de docking pelo programa Molegro, as 15 poses obtidas foram
analisadas pelo vaor de pontuacéo MolDockScore. Entretanto, semelhante ao resultado
do programa AutoDock, a pose de menor energia também se apresentou na
conformacg&o ndo estendida (Figura 31A). Deste modo, foi avaliado a primeira pose com
menor valor de pontuagdo Re-rank score, onde se obteve melhor resultado com a
mol écula na conformacao estendida (Figura 31B).
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Figura 31. A) Representacdo da estrutura 3D do derivado 26 na pose de menor valor de MolDock score
(MVD); B) Representacdo da pose de menor valor de Rerank- score (azul) sobreposta ao DME do cristal
original.

Os resultados de docking molecular no sitio ativo da AChE indicaram um modo
de ligacéo preferencial dos derivados de maior atividade inibitria que ocupa tanto a
cavidade catalitica quanto o sitio anidnico periférico (PAS, do inglés peripheral anionic
site).

O docking molecular redlizado pelo programa AutoDock mostrou que o
derivado 26 estabelece uma interagdo do tipo cétion-m entre o residuo Trp84 com o
segundo &omo de nitrogénio protonado deste composto (distancia 4,4 A), o mesmo foi
visto pela melhor pose gerada pelo programa MVD (distancia 3,6 A). Também, foi
observado pelos dois programas uma proximidade entre o &omo de oxigénio do
derivado 26 e o residuo Tyr121 com distancia de 4,2 A para AutoDock e 3,1 A para o
MVD e umainteracdo do tipo empilhamento 1t entre o anel aromético do composto 26 e
0 residuo Trp279 com uma distancia de 3,6 A para a melhor pose gerada pelo
AutoDock e 3,2 A para o MVD . Além disso, uma interacdo hidrofébica com os
residuos Phe330 e Tyr334 é observada em ambas as poses geradas o0 que provavel mente
€ o fator que favorece a néo linearidade da estrutura (Figura 32).

A diferenca encontrada entre as melhores poses geradas pelos programas
utilizados foi quanto ao &omo de nitrogénio protonado proximo ao anel aromético do
composto 26. A melhor pose do AutoDock estabelece uma ligagdo hidrogénio com a

hidroxila do residuo Tyr70 com distancia de 3,1 A e a pose gerada pelo MVD
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estabeleceu uma interacdo do tipo cétion - m com o residuo Trp279 com distancia de
3,2A (Figura 32).

Figura 32. Resultado de docking molecular do derivado 26 empregando o programa Pymol. A)
Sobreposicdo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (roxo) e MVD (azul); B) Principais interacfes
obtidas pelo AutoDock; C) Principais interagtes obtidas pelo MVD.

No intuito de confirmar os dados obtidos com o estudo das interagdes entre o
complexo formado entre o derivado 26 (maior perfil inibitorio) e AChE, uma avaliagdo
de docking molecular com o derivado 24 foi realizado.

O estudo de docking realizado pelo programa AutoDock revelou que a melhor
pose do derivado 24 estabelece interagdo do tipo cation-m entre o residuo Trp84 e o
segundo &tomo de nitrogénio protonado deste composto (distancia 4,3 A), estando em
concordancia com a melhor pose encontrada pelo MVD (distancia 4,6 A). Foi
observado ainda pela melhor pose gerada pelo AutoDock uma proximidade com
hidrogénio com o residuo Tyr121 (distancia 4,1 A) em concordancia com a pose do
MVD (distancia 3,4 A). Da mesma maneira que encontrado no estudo de docking entre
0 derivado 26 e AChE foi observado uma interagéo hidrofébica com a Phe330 e com a
Tyr334 para as melhores poses encontradas pel os dois programas (Figura 33).
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A diferenca encontrada entre as melhores poses geradas pelos programas
utilizados foi quanto ao aomo de nitrogénio protonado proximo ao anel aromatico do
composto 24. A melhor pose do MVD estabelece uma ligagdo de hidrogénio com a
hidroxila do residuo Tyr70 numa distanciade 3,1 A e a pose gerada pelo AutoDock néo
estabel eceu qualquer interacéo.

A comparacdo entre as poses obtidas pelos dois programas revelou que a
conformagao obtida pelo MVD se assemelha aos resultados obtidos com o derivado 26
(Figura 33).
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Figura 33. Resultado de docking molecular do derivado 24 empregando programa Pymol A)
Sobreposi¢cdo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (rosa) e MVD (azul); B) Principais interactes
obtidas pelo AutoDock; C) Principais interagoes obtidas pelo MVD.

Os resultados obtidos pelos dois programas séo concordantes no que diz respeito
a descricdo dos principais residuos envolvidos na interacdo com o ligante e com
consequente inibicdo da enzima. S&0 eles Trp84, Tyr70, Tyrl21, Trp279, Phe330 e
Tyr334.

Uma busca na literatura foi realizada, afim de saber quais os residuos sdo mais
importantes para a interagdo com a enzima e qual o papel de cada um nos principas
modos de interacdo com a AChE.



68

O residuo Trp84 esta localizado na cavidade catalitica, proximo a triade
(Ser200-His440-Glu327) e é considerado como principal residuo localizado no final da
"garganta aromatica' (HAREL et al., 1993). O Trp84 vem sendo utilizado em muitos
outros estudos de docking molecular como importante marcador de sucesso para
inibicdo.

O Trp84 realiza umainteracdo cation-m entre a amina quaternaria da acetilcolina
e o grupo indol deste residuo (BEMBENEK et al., 2008). No complexo AChE-DME, a
estrutura cristal de codigo PDB 1ACL, revela que a amina quaternéria do DME realiza,
assim como o substrato natural, uma interacdo cation-m com o grupo indol do Trp84
(HAREL et al., 1993). Uma avaliacéo dos possiveis modos de ligacdo entre a estrutura
cristal de AChE e o farmaco donepezil, que possui uma sub-unidade N-benzilpiperidina
e uma indanona, revelou que o grupo benzila interage com Trp84 (SAXENA et al.,
2003).

Os residuos Tyr70, Tyrl21, Phe330 e Tyr334 estdo localizados entre o sitio
catalitico e o PAS e desempenham um papel importante na interagdo com o farmaco
donepezil. O residuo Tyr70 foi descrito na literatura como importante na interagdo com
a piperidina do donepezil (SAXENA et al., 2003). E relatado ainda, na estrutura 3D do
complexo AChE-Donepezil, que os residuos Phe330 e Tyr334 sdo considerados um
sitio adiciona de ligagdo, com significancia funcional, no interior da sitio ativo (DA
SILVA et al., 2006). Um estudo que avaliou os modos de interagdo com a tacrina
destacou, a importancia da Phe330, sendo responsavel pela estabilizacdo da molécula
da tacrina no sitio, 0 que possibilitou que o inibidor pudesse redlizar a interacdo com o
Trp84 (DA SILVA et al., 2006).

O Trp279 é um residuo que esta localizado no PAS, e € o mais importante
residuo desta cavidade periférica (HAREL et al., 1993). Estudos anteriores descrevem
que ligacdo do donepezil com AChE é extremamente dependente das interacbes com
Trp279 e Phe330, que ndo estdo presentes na BChE o que pode explicar a ata
especificidade do donepezil para AChE e n&o para BChE (DA SILVA et al., 2006).

A avdiagdo dos modos de interagdo entre compostos que possuem pouca ou
nenhuma atividade e seu alvo € também importante ferramenta no desenvolvimento de
novos farmacos. Tais complexos podem indicar possiveis falhas na estrutura dos novos
candidatos e orientar possivels modificacbes estruturais. Por este motivo foram
analizados os complexos formados entre os derivados 1le 2 e a AChE.
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A andlise do complexo de AChE com o derivado 1 empregando o programa
AutoDock, mostrou uma interagio cétion-m com o residuo Trp84 (distancia 4,0 A), o
que foi também observado para a melhor pose encontrada pelo MVD (distancia 4,5 A).
Para as melhores poses de ambos 0s programas empregados também foi encontrada
uma proximidade com o residuo Tyr121, a uma mesma distancia 4,6 A . Porém, quando
comparado com a média da distancia desta mesma interacéo encontrada nos derivados
24 e 26 (4,0 A), observa-se uma distancia maior. Como este derivado possui uma cadeia
lateral menor que os compostos de maior poténcia inibitdria, ndo é observado
proximidade com o residuo Trp279 do PAS, e por este motivo o derivado 1 se aproxima
dos residuos Phe330 e Tyr334. Esta proximidade pode estar sendo estabilizada devido a
formacao de uma interacdo do tipo - 1 stacking com a prépria Tyr334 a uma disténcia
de 3,8 A para a pose gerada pelo Autodock e 3,9 A paraamehor pose do MVD. Uma
interacdo hidrofébica com o residuo Phe330 foi observada para ambos resultados
(Figura 34).

Figura 34. Resultado de docking molecular do derivado 1 empregando programa Pymol A) Sobreposicéo
das melhores poses obtidas pelo AutoDock (azul) e MVD (rosa); B) Principais interagdes obtidas pelo
AutoDock; C) Principais interagcdes obtidas pelo MVD.
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A pose do derivado 6 gerada pelo programa AutoDock apresentou interagéo
cétion-1 com o residuo Trp84 (distancia 3,7 A), assim como a pose gerada pelo MVD
(distancia 3,5 A). Foi observado uma proximidade com a hidroxila do residuo Tyr121,
aumadistanciade 4,6 A e 4,2 A para as poses do AutoDock e MV D, respectivamente.
N&o foi observada proximidade com o residuo Trp279 do PAS. O derivado 6, assim
como 0 composto 1 se aproxima dos residuos Phe330 e Tyr334. Com a Tyr334 existe
uma proximidade com a hidroxila a uma distancia 4,3 A para a melhor pose gerada
pelo AutoDock e distancia 4,3 A de MVD. Adicionadmente, a formagdo de uma
interacdo do tipo empilhamento -1t entre 0 anel do derivado 6 e a Tyr334 foi observado
para as duas poses, com uma distancia de 3,8 A praa pose do AutoDock e 3,6 A para
a pose do MVD. Uma interacéo hidrofobica com o residuo Phe330 foi observada para
ambos os resultados (Figura 35).
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Figura 35. Resultado de docking molecular do derivado 6 empregando o programa Pymol A)
Sobreposicdo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (amarelo) e MVD (roxo); B) Principais
interacdes obtidas pelo AutoDock; C) Principais interacdes obtidas pelo MVD.
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Os dados obtidos da andlise dos complexos formados entre os derivados de
menor perfil inibitdrio, 1 e 6, com a estrutura cristal da 1ACL revelaram um modo de
ligacdo semelhante entre eles. Os resultados obtidos pelos dois programas foram
concordantes e demonstraram que estes compostos realizam as principais interagoes
com os residuos Trp84, Tyrl21, Tyr334 e Phe330. Diferente dos compostos com maior
atividade, os derivados 1 e 6 ndo realizaram interacdes com os residuos Tyr70 e Trp279.

Os derivados de menor atividade 1 e 6 possuem uma quantidade menor de
espacadores metileno quando comparados aos compostos de maior atividade. 1sso
parece estar impossibilitando a interacdo com o residuo Trp279 do PAS e interferindo
na atividade, sugerindo que um alto perfil inibitério estgja intimamente ligado a uma
interacdo com esta cavidade (LEONETTI et al., 2008). Este fato, destaca a importancia
de uma distancia minima, ou ideal, entre as aminas quaternérias desta série, o que
corrobora com dados obtidos da literatura (YU et al., 2010) e do estudo de QSAR- 2D
também realizado neste trabalho (DE SOUZA et al., 2012).

Para uma inibicdo mais efetiva desta enzima, uma interacdo simulténea com
Trp84 e com Trp279 parece ser primordial, pois foi observado pelos resultados de
docking molecular, que a principal diferenca entre os compostos de maior e de menor
perfil inibitério é a interacdo com o Trp279, ou sga, que a fata de interacdo com o
principa representante do PAS diminui muito a poténcia inibitéria. Portanto, para que
haja uma inibi¢o mais efetiva é necessario que um candidato a inibidor de AChE deve
ser capaz de ligar-se a cavidade catalitica e a0 PAS, simultaneamente. A fungdo da
enzima é controlada principalmente pelos residuos de triptofano presentes nos dois
sitios. No sitio ativo, o Trp84 participa na orientacdo das cargas do substrato (GUPTA
et al., 2011), porém, tal atuacdo é dependente do PAS que desempenha uma fungdo
alostérica onde o Trp279 desempenha um papel fundamental (COLLETIER et al.,
2006).

Estudos recentes identificaram que a AChE pode também desempenhar um
papel importante na aceleracdo da formagdo de placas B-amilGides (GUPTA et al.,
2011). O mecanismo ainda ndo é claro, porém, acredita-se que a AChE faga interacéo
com as proteinas BA, e com isso, estaria promovendo a formac&o de placas amilbides.
Esta interacdo envolveria os aminoécidos localizados na proximidade do PAS (BIN
WANGA et al., 2010). Apoiado nestes achados, outros estudos descrevem ainda, que
existe uma possibilidade dos inibidores duais ndo somente atuarem na AChE, mas

simultaneamente atenuar o déficit cognitivo em pacientes com DA e impedir aformacéo
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de placas f amilbides, retardando o processo neurodegenerativo, sendo portanto, uma
nova estratégia paraa DA nos ultimos tempos (SHENGA et al., 2009).

Nesta série, foi observado, ainda, a importéncia de um &omo de oxigénio
posicionado na cadeia lateral que possibilita uma ligagdo de hidrogénio com a Tyr121,
reafirmando que se trata de um sitio adicional de ligagdo mantendo o modo de ligacéo
obtido.

Desta maneira, € importante o desenvolvimento e otimizacdo de prot6tipos que
tenham a capacidade de interagir com os dois sitios da enzima e que, de acordo com 0s
achados em estudo baseados na estrutura 3D da enzima, possuam uma cadeia lateral
com distancia apropriada e que contenha nela, pelo menos, um heteroatomo capaz de
realizar interagbes com um possivel sitio adicional, o qual a Try121 faz parte. Existe,
porém, a necessidade de manter a cadeia latera capaz de redizar interagdes
hidrofébicas, como cation-n e empilhamento n-m, uma vez que a cavidade possui 14
aminoacidos aromaticos conservados (ROY et al., 2012). Além disso, mostrou-se
importante manter os dois atomos de nitrogénio quartenarios nas extremidades para que

ocorram interacOes el etrostéticas com Trp84 e Trp279.

5.4.2.2 Butirilcolinester ase

Os derivados fendlicos foram avaliados quanto a atividade inibitoria da BChE
de plasmade cavalo (YU et al., 2010). Porém, ndo havia disponivel a estrutura 3D para
0 estudo de docking molecular, levando a prévia contrucdo desta estrutura terciéria por
model agem comparativa.

Neste estudo foram avaliadas as interagdes dos complexos ligante-proteina de
dois derivados com alto pefil inibitorio (24 e 28) e dois derivados com baixa perfil
iniitorio (1 e 2) contraa BChE.

5.4.2.2.1. Docking molecular entre osderivados 24, 26, 1, 2 e BChE

Os resultados obtidos para o0 docking dos derivados 24, 26, 1 e 2 em complexo
com o modelo de BChE de cavalo, indicaram que os compostos ficaram, como
esperado, ancorados na cavidade catalitica,. Este comportamento foi observado em

ambos os programas, AutoDock e MVD.
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Nas simulagdes de docking pelo programa AutoDock, as 50 poses obtidas foram
agrupadas em clusters com energia estimada variando de -5,0 a -9,0 kcal/mol. O
derivado 24 possui uma estrutura altamente flexivel e também foram gerados diversos
clusters, como descrito anteriormente no estudo com a AChE. As poses que se
encontravam no cluster de maior populagdo e de menor energia apresentavam uma
conformagdo nédo estendida. Uma avaliacdo de outras poses em outros clusters foi
realizada. Nesta busca, foi levado em consideragdo, assm como no estudo com a AChE,
o cluster que apresentasse a menor energia subsequente, até que se achasse um grupo
com estrutura estendida. Assim, a melhor pose foi encontrada no terceiro cluster de
menor energia (- 8,3 Kcal/mol). O mesmo procedimento foi adotado para todos os

estudos de docking realizados com esta enzima.

CONFORMAGOES

-9.0 -85 -80 -75 -7.0 -6.5 -6.0 -55 -5.0
ENERGIA DE LIGAGAO

Figura 36. A) Representacdo da estrutura 3D do composto 24; B) Representagdo da pose de menor
energia encontrada no cluster de maior populagdo; C) Clusters obtidos no docking do derivado 24 e
estrutura cristal do modelo de BChE gerado por homologia.

A pose com 0 composto 24, gerada no AutoDock mostrainteracdo cétion-m com
o residuo Trp79 (distancia 4,0A) o que também foi observado na melhor pose gerada
pelo programaMVD. Uma interacéo por ligacéo hidrogénio com a hidroxila do residuo

Tyr329 também foi observada em ambos os resultados de docking, sendo que na pose
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do AutoDock, a distancia é de 3,8A, e namelhor pose do MVD, adistanciaé2,6 A. Na
pose do AutoDock, foi observado a possibilidade de interacéo por ligacdo hidrogénio
com a cadeia principal do residuo Leu283 (distancia 4,2A), o que ndo foi encontrado na
pose do MVD. O oxigénio do composto 24 estd a uma distancia de 5,0 A do &omo de
nitrogénio do residuo Asp67 namelhor pose do AutoDock (Figura 37).

Ao contrario do observado pelo resultado do AutoDock, a pose do MVD
mostrou a possibilidade de interacdo por ligagdo hidrogénio com o residuo Asp67
(distancia4,6 A) e ndo foi observado proximidade com o residuo Leu283 (Figura 37).
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Figura 37. Resultado de docking molecular do derivado 24 empregando programa Pymol A)
Sobreposi¢do das melhores poses obtidas pelo AutoDock (cinza) e MV D (verde); B) Principais interactes
obtidas pelo AutoDock; C) Principais interagoes obtidas pelo MVD.
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A pose com o0 composto 26, gerada no AutoDock, mostra resultado similar ao do
composto 24 (maior atividade inibitoria), indicando uma interacdo cation-m com o
residuo Trp79 (distancia 4,6A) assim como na melhor pose do MVD (distancia 4,8A).
Uma possibilidade de interagdo por ligacdo hidrogénio com a hidroxila do residuo
Tyr329 foi observada tanto para a pose do AutoDock (distancia 3,94) como para a pose
do MVD (distancia 4,8A), devido a sua proximidade. O oxigénio do composto 26 esta a
uma distncia de 4,4 A do &omo de nitrogénio do residuo Leu283 (Figura 38) na pose
do AutoDock, porém, ndo foi observado a proximidade com o residuo Leu283 na pose
do MVD (Figura 38C).
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Figura 38. Resultado de docking molecular do derivado 26 empregando programa Pymol A)
Sobreposicdo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (amarelo) e MVD (rosa); B) Principais
interacdes obtidas pelo AutoDock; C) Principais interaces obtidas pelo MVD.
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Os resultados obtidos nos estudos de docking dos compostos mais ativos sdo
concordantes no que diz respeito a descricdo dos principais residuos envolvidos nos
modos de ligacdo dos compostos de maior poténcia inibitéria com a BChE. Os
principais residuos destacados como importantes para a inibicdo da atividade sdo:
Trp79, Asp67, Tyr329 e Leu283.

O residuo Trp79 esta localizado na cavidade catalitica, préximo a triade do
modelo de BChE (Ser195-His435-Glu322). De acordo com os resultados do estudo de
docking, este residuo apresenta na BChE o mesmo comportamento que o Trp84
desempenha na AChE. Este residuo Trp79 influéncia no modo de ligacdo de todos os
derivados, participando na orientagdo das cargas dentro do sitio catalitico.

Neste momento, vale destacar que o grau de semelhanca entre ACHE e BChE é
elevado (51% de identidade) (LEONETTI et al., 2008). De maneira geral, a estrutura
3D da BChE possui 0 sitio ativo e o sitio PAS que esta localizado no inicio da"garganta
aromatica’ (KHAN et al., 2010).

Os residuos principais deste sitio sdo Asp67 e Tyr329 que desempenham uma
funcéo de "porteiro” do sitio ativo. Esses residuos estéo envolvidos na ligagéo inicia
dos substratos carregados positivamente e controlam a arquitetura do sitio ativo. Esta
mesma tarefa parece envolver os residuos Leu283 e Val285 da cavidade acila da BChE,
em contraste com a AChE que possui nesta mesma cavidade dois residuos aromaticos
(Phe295 e Phe297), o que parece ser responsdvel pela seletividade de ligacdo para
AChE (NAWAZ et al., 2011).

Os programas empregados neste estudo geraram poses que foram concordantes
nas interacbes com os residuos Trp79 e Tyr329, porém, o AutoDock gerou poses
(compostos 24 e 26) que indicaram uma maior proximidade com o residuo Leu283, o
gue ndo foi observado no MVD. Como a validagdo do protocolo de docking para o
programa AutoDock gerou um valor de RMSD (RMSD = 0,96A) menor do que o valor
(RMSD =1,47 A) do MVD e como dados de literatura confirmam a importancia do
residuo de Leu283, estainteracdo foi consideradaimportante para ainibicéo da BChE.

Para uma comparacao entre os modos de interagdo entre compostos que possuem
alto e baixo perfil inibitorio, foram analizados, também, os complexos formados entre
os derivados 2 e 1 ea BChE.

A pose do composto 2 (menor perfil inibitério para BChE) gerada pelo programa
AutoDock, mostra interacgo cétion-m com o residuo Trp79 (distancia 4,5A) e com o
residuo Tyr329 (distancia4,1A) (Figura39).
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A melhor pose do composto 2, gerada no MVD, n&o revelou interacdo com o
residuo Trp79, porém, o a&omo de nitrogénio protonado do ligante 2 possui uma
proximidade com a Gly113 (distancia 3,6 A) possibilitando uma ligagio hidrogénio.
Existe ainda, uma possibilidade de ligagdo hidrogénio com os residuos Asp67 (distancia
4,1A) e com o residuo Thr117 (distancia 3,2A) (Figura 40).
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Figura 39. Resultado de docking molecular do derivado 2 empregando programa Pymol A) Sobreposicéo
das melhores poses obtidas pelo AutoDock (vinho) e MVD (amarelo); B) Principais interacdes obtidas
pelo AutoDock; C) Principais interac@es obtidas pelo MVD.

A pose com 0 composto 1, gerada no AutoDock, revelou apenas uma interagcéo
cétion-m com o residuo Trp79 (distancia 3,84) e com o residuo Tyr329 (distancia 3,4A)
(Figura 40B), asssm como observado na pose com 0 composto 2, gerada no mesmo
programa.

A pose com o composto 1, geradano MVD, néo revelou interacdo com o residuo

Trp79, porém, o aomo de nitrogénio protonado do ligante 1 possui uma proximidade
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com a Gly113. Existe, ainda, uma possibilidade de ligacéo hidrogénio com os residuos
Asp67 (distancia 3,6A) e com o residuo Thr117 (distancia 2,9A) (Figura 40).
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Figura 40. Resultado de docking molecular do derivado 1 empregando o programa Pymol A)
Sobreposicéo das melhores poses obtidas pelo AutoDock (azul) e MVD (verde); B) Principais interactes
obtidas pelo AutoDock; C) Principais interagoes obtidas pelo MVD.

Em analogia ao observado na pose com o composto 2, este estudo indicou o
mesmo modo de ligagdo encontrado pelo programa AutoDock, o que difere do
encontrado pelo MVD. Observou-se que a cadeia lateral esta invertida nas melhores
poses obtidas entre os programas utilizados. O modo de ligacdo da melhor pose
encontrada pelo AutoDock foi encontrado em 72% das poses obtidas. Uma possivel

justificativa para esta mudanca de modo de interagdo é que, como a cavidade da BChE é
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maior do que a cavidade da AChE (CORREA-BASURTO et al., 2007) e os compostos
de menor atividade possuem uma cadeia lateral mais curta, existe uma maior
diversidade de modos de ligag&o destes compostos no sitio da BChE.

Assim como descrito anteriormente, o resultado do AutoDock foi escolhido pela
comparacdo dos resultados entre 0s compostos de maior e menor atividade inibitéria.

Os resultados obtidos demonstraram que estes compostos realizam interactes
com os residuos Trp79, Tyr329 e Leu283. Diferente dos compostos com maior
atividade, os derivados 1 e 2 ndo realizaram interagdo com o residuo Leu283. De acordo
com os resultados descritos anteriormente, os compostos de alto perfil inibitorio, por
possuirem uma cadeia lateral maior, conseguem fazer uma interagdo com o residuo de
Leu283. Uma ligagdo de hidrogénio com o residuo Tyr329 também foi observada nas
poses dos compostos de maior atividade. Provavelmente, a diminuicdo de poténcia dos
compostos 1 e 2 é justificada pelainteragdo mais fraca com a Tyr329 (cation-m).

5.5 Plang amento racional de novos derivados fendlicos

Os resultados obtidos no estudo de QSAR-2D (HQSAR) destacaram a
importancia da presenca dos atomo de oxigénio e nitrogénio para a atividade inibitoria,
assm como a necessidade de uma cadeia lateral mais extensa. Em concordéancia com
estes achados, os estudos de docking molecular baseados na estrutura das enzimas,
revelaram gue, de uma maneira geral, os residuos triptofano e tirosina séo iguamente
importantes para o reconhecimento do ligante em ambas as enzimas estudadas, AChE e
BChE. As interacOes que ocorrem com estes residuos estdo diretamente relacionadas
com os &omos de nitrogénio protonados e a distancia entre eles. Esta distancia parece
ser um fator importante, pois é diretamente responsavel pela interacdo simulténea do
ligante aos sitios catalitico e aniénico periférico. Além do tamanho, outra caracteristica
importante da cadeia lateral € seu caréter hidrofdbico, umavez que a chamada "garganta
aromatica’ de ambas enzimas é composta, em sua maioria, por residuos arométicos
conservados (XU et al., 2008).

Nos estdgios médio a avancado da DA, a atividade da AChE diminui
progressivamente em algumas regides do cérebro, enquanto que a atividade de BChE
fica inalterada ou aumentada. Portanto, uma modificagdo molecular baseada nessas
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informagdes pode auxiliar na proposta de novos derivados fendlicos com melhor
atividade inibitériafrente aenzima BChE (GIACOBINI, E., 2004).

No processo de otimizagdo de novos candidatos ainibidores de colinesterases, a
primeira escolha foi manter a estrutura geral dos derivados da série estudada, assim
como o tamanho da cadeia lateral, a fim de proporcionar acance dos compostos aos
principais residuos dos sitios catalitico e anidnico periférico. Os mesmos grupos
piperidina e 4-etilpiperazina dos compostos 24 e 26, respectivamente, foram mantidos
para compor a estrutura dos novos compostos, por fazerem parte dos derivados de maior
potenciainibitéria para BChE e AChE.

A principa modificagcdo foi direcionada para a cadeia lateral, no intuito de
diminuir a sua flexibilidade a fim de diminuir a entropia do sistema, porém, sem alterar
0 espacamento necessario para ainteragdo com a enzima. Foram propostos quatro novos
compostos, introduzindo a subunidade bifenila em posi¢Oes diferentes, para e meta
(Figura 41). Por se tratarem de anéis arométicos, a caracteristica hidrofobica da cadeia
lateral foi mantida, assim como o espacamento entre os &omos de nitrogénio terminais.
Espera-se, com isso, avaliar qual o papel da diminuicdo da flexibilidade da cadeia
lateral, assim como, o0 impacto de grupos mais volumosos na atividade das duas

enzimas.
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Figura 41. Esgquema da proposicdo de novos candidatos a inibidores de colinesterases, baseado na
estrutura geral dos compostos 24 e 26.
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5.5.1 Estudos de QSAR-2D (HQSAR) dos novos derivados fendlicos

As atividades biolégicas dos derivados propostos foram preditas utilizando os
melhores model os de HQSAR gerados e validados para cada enzima (Tabela 6).

Tabela 6. Atividade bioldgica estimada (plC50, M) para os novos derivados fendlicos empregando os
modelos de HQSAR de AChE e BChE.

Compostos AChE plCsg previsto BChE plCs previsto

% 7,66 8,03

Lo

24a

T 5,22 8,03
24b
S 4 &
— L 5,25 9,10
26a
; L il 5,67 9,10

26b
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O resultado de HQSAR frente a AChE indicou gque, possivelmente, as alteractes
propostas poderiam levar a um pegueno aumento de atividade inibitoria. Este fato foi
observado para 0 composto 24a, que apresentou um valor de plCsy de 7,66. N&o foi
observado aumento da atividade prevista frente a AChE para os outros compostos
Propostos.

Com base nos resultados de HQSAR frente a BChE, foi encontrada uma
expectativa de aumento de atividade maior do que observado para AChE. O maior valor
de atividade inibitoria experimental da série estudada contra a BChE é do derivado 24,
que possui plCsy de 8,13. O melhor valor de plCsp predito foi encontrado para 0s novos
derivados 26a e 26b (plC50=9,10), que ndo indicaram expectativa de melhora contra a
AChE.

Avaliando os resultados de HQSAR descritos anteriormente, podemos inferir
que, a ateracdo proposta na cadeia lateral, mesmo sendo uma modificagcdo discreta, foi
capaz de aumentar, como esperado, a atividade inibitoria predita paraa BChE. Acredita-
se que, 0 aumento de volume na cadeia lateral possa ter levado a uma seletividade para
BChE, uma vez gue esta enzima possui uma cavidade maior quando comparada a
AChE.

5.5.2 Estudos de docking molecular dos novos derivados fendlicos

5.5.2.1 Acstilcolinester ase

O docking dos quatro novos derivados foi realizado segundo protocolo
anteriormente validado para o programa AutoDock.

A melhor pose encontrada com o composto 24a revela um modo de ligagdo no
sitio ativo semelhante a melhor pose do derivado 26a. Os dois compostos possuem a
mesma a cadeia lateral com uma bifenila na posicéo orto. O mesmo comportamento foi
observado para os compostos 24b e 26b, que também possuem uma bifenila, porém na
posi¢cdo meta.

A pose do composto 24a revelou uma possibilidade de interagdo cation-m com o
residuo Trp84 (distdncia de 4,2A), uma ligagdo hidrogénio com o residuo Tyr70
(distancia de 2,9A), interac&o do tipo empilhamento 1 com o residuo Tyr334 (distancia
de 4,3A) e uma proximidade com o residuo Trp279 de 4,5A. Como descrito, um mesmo
modo de ligagédo foi observado para o composto 26a e, assim como o0 derivado 24a,
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apresentou uma interagdo do tipo cétion-m com o residuo Trp84 (distancia 4,0A) e
empilhamento 1 com o residuo Tyr334 (distancia 4,0A). Umainteracdo do tipo cétion-1
com Trp279 com uma distanciade 4,0A também foi observado.

A melhor pose com o composto 24b, assim como para o0 26b, revelou uma
interacdo cétion-m com o residuo Trp84 (4,2A para 24b e 26b) e uma ligac&o hidrogénio
com o residuo Try70 (2,9A para 24b e 26b) e com Tyr121 a uma distancia de 3,5A
para 24b e 3,9 A para 26b. Foi observado, ainda, uma interagdo do tipo empilhamento
m- 1 com a His435 com uma distancia de 3,6A e 3,8 para os derivados 24b e 26b,
respectivamente. Porém, uma outra possibilidade de interacéo foi observada para o 26b
devido a uma proximidade entre anel aromatico deste composto com o anel do Trp279

de 3,94, possibilitando uma interacéo do tipo empilhamento m- .
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Figura 42. Resultado de docking molecular dos novos derivados e a AChE empregando programa de
visualizacdo Pymol. A) Principais interacBes com o derivado 24a; B) Principais interacbes como derivado
24b; C) Principais interacBes com o derivado 26a; C) Principais interacfes com o derivado 26b

5.5.2.2 Butirilcolinesterase

O docking dos quatro novos derivados foi realizado segundo protocolo
anteriormente validado para o programa AutoDock.

A melhor pose encontrada com o composto 24a revela um modo de ligag&o no
sitio ativo semelhante a melhor pose do derivado 26a. Os dois compostos possuem a
mesma cadeia lateral com uma bifenila na posi¢do orto. O mesmo comportamento foi
observado para 0s compostos 24b e 26b, que também possuem uma bifenila, porém na
posicdo meta.

A pose do composto 24a revelou uma possibilidade de interacdo por
empilhamento m-m com o residuo Trp79 numa distancia de 4,0A, uma ligagdo
hidrogénio com o residuo Gly113 (distancia 3,64), interaco do tipo empilhamento -1t

com residuo Tyr329 (distancia 3,28) e uma proximidade com o residuo Leu283 de
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3,7A, o que pode possibilitar uma ligagdo hidrogénio. Como descrito, um mesmo modo
de ligagdo foi observado para o composto 26a, que apresentou também uma interacdo
com o Trp79, porém, do tipo cétion-m a uma distancia de 3,5A, assim como o derivado
24a, uma interacdo do tipo T-stacking com a Tyr329 (distancia 3,2 A) e uma
proximidade com o residuo de Leu283 de 4,6A. Porém, uma diferenca importante foi
observada para o derivado 26a, uma possibilidade de interacdo com a His435 da triade
catalitica por uma proximidade de 4,6A entre o terceiro &omo nitrogénio do composto
proposto com o nitrogénio deste residuo. Esta interagdo pode explicar a predicdo de
maior perfil inibitorio deste composto quando comparado ao 24a.

A melhor pose com o composto 24b, asssm como para o0 26b, revelou uma
interacdo cétion-m com o residuo Trp79 a uma distancia de 4,2A para 24b e de 4,4A
para 26b, uma proximidade com o residuo Leu283 de 4,7A para 24b e 4,5 para 26b,
uma ligacio hidrogénio com a Gly114 com distancia de 3,6A para 24b e uma
possibilidade de ligagdo hidrogénio com a Glyl113, devido a uma proximidade
encontrada de 4,1A para 26b. Foi observado, ainda, uma interagdo do tipo
empilhamento m- com a His435 (3,6A para 24b e 3,8 A para 26b). Porém, uma outra
possibilidade de interacéo foi observada para o 26b devido a uma proximidade entre o
nitrogénio deste composto com o da His435 de 4,3A.

Como descrito pelos estudos de docking, o grupo 4-etilpiperazina parece ser

importante na promoc¢ado de interagdo com o residuo datriade catalitica
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Figura 43. Resultado de docking molecular dos novos derivados e a BChE empregando programa Pymol.
A) Principais interagBes com o 24a; B) Principais interagbes como derivado 24b; C) Principais interaces
com o derivado 26a; C) Principais interagdes com o derivado 26b.
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6. CONCLUSOES

Modelos de QSAR-2D (HQSAR) foram construidos e validados para as enzimas
AChE e BChE. Ambos 0s estudos mostraram resultados estatisticos significativos
(AChE: r* = 0,974 e ¢ = 0,897; BChE: r* = 0,945 e ¢ = 0,883) e baixos valores
residuais entre atividade experimental e calculada. O mapa de contribuic¢éo de atividade
gerado pelo estudo, mostrou que unidades estruturais arométicas e um espacador maior
colaboram para 0 aumento dainibicdo. Destacou, também, aimportancia dos &omos de
OXigénio e nitrogénio para a atividade.

Um modelo 3D da BChE de Equus caballus, foi obtido por modelagem
comparativa usando programa Modeller .

Os resultados de docking dos derivados fendlicos no sitio ativo da AChE de
Torpedo californica mostraram que os compostos de maior perfil inibitorio fazem
interacBes com os residuos Trp84, Tyr70, Tyrl21, Trp279, Phe330 e Tyr334, que estdo
localizados nos sitios catalitico e anidnico periférico. Este estudo foi capaz de destacar,
também, a importancia do tamanho da cadeia lateral para promover as principais
interacOes observadas que sdo as que ocorrem com o Trp84 e Trp279, que parecem ser
essenciais paraainibicdo de atividade.

Os resultados de docking dos derivados fendlicos no sitio ativo do modelo 3D
de BChE de cavalo indicaram que os compostos de maior atividade realizavam
interacBes com os residuos Trp79, Asp67, Tyr329 e Leu283. Os compostos de menor
perfil inibitorio ndo realizaram interagdes com o residuo Leu283, devido ao seu menor
tamanho de cadeia lateral, o que parece ser importante no conjunto das interagoes
observadas para a atividade inibitoria contraa BChE.

Baseado nas andlises de HQSAR e docking, juntamente com dados obtidos da
literatura com relac&o ainibidores das duas enzimas, foram propostos 4 novos derivados
fendlicos. As modificacfes estruturais foram baseadas, principalmente, em alteracfes na
cadeia lateral com a introducdo de bifenilas nas posicbes meta e orto, aém de
hibridacdo molecular envolvendo os grupos piperidina e 4-etilpiperazina dos
compostos 24 e 26, respectivamente.

Estudos de HQSAR e de docking molecular foram realizados com os novos
compostos propostos. Estimou-se um aumento discreto de atividade prevista, indicando
que uma otimizagdo na cadeia lateral, mantendo 0 mesmo espacamento, porém,
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diminuindo a flexibilidade desta, assm como o emprego do grupo 4-etilpiperazina,
pode ser interessante para uma maior inibicéo contraa BChE.

Tendo em vista os resultados descritos, uma avaliagdo da toxicidade in silico
seriainteressante para uma posterior etapa de avaliagdo in vitro.
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