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Resumo

A doenga de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia irreversivel entre as pessoas
idosas. A diminuicdo dos niveis de acetilcolina no cérebro de pacientes com a doenca esta relacionada com
a fisiopatologia da doenca. A hipétese colinérgica € baseada no aumento do nivel de acetilcolina pela
inibicdo reversivel da enzima acetilcolinesterase. O objetivo principal deste trabalho é abordar o
desempenho de métodos de triagem virtuais com base no ligante e na estrutura da proteina afim de
encontrar novos candidatos a inibidores da acetilcolinesterase. Além disso, um protocolo foi desenvolvido
para identificar e propor novos inibidores promissores da AChE a partir do banco de dados ZINC com 10
milhdes de compostos disponiveis comercialmente. Neste sentido, busca por similaridade 3D usando
similaridade por forma e eletrostética além do método de docagem para uma série de compostos foram
utilizados para recuperar inibidores da AChE a partir de uma cole¢do de banco de dados. Simulacdo por
dindmica molecular foi realizada para estudar os melhores compostos docados. Alguns residuos
importantes foram identificados como indispenséveis para formacéo do duplo modo de interagdo entre os
compostos selecionados e o sitio de interacdo da enzima. Todos os resultados indicam o relevante uso do
método de similaridade eletrostatica combinado com estratégias de docagem para identificar novos
possiveis inibidores, e sete novas estruturas foram selecionadas como potentes candidatos

anticolinesterasicos.



Abstract

Alzheimer's disease is the most common cause of irreversible dementia among the elderly.
The decrease of acetylcholine levels in the brain of patients with the disease is related to the
pathophysiology of the disease. The cholinergic hypothesis is based on increasing the level of acetylcholine
by the reversible inhibition of the enzyme acetylcholinesterase. The main purpose of this study is to address
the performance of virtual screening methods based on ligands and the protein structure of
acetylcholinesterase in order to retrieve novel hAChE inhibitors. In addition, a protocol was developed to
identify novel hit compounds and propose new promising AChE inhibitors from ZINC database with 10 million
commercially available compounds. In this sense, 3D similarity searches using Rapid Overlay of Chemical
Structures and similarity analysis through comparison of electrostatic overlay of docked hits were used to
retrieve AChE inhibitors from collected databases. Molecular dynamics simulation of 100 ns was carried out
to study the best docked compounds from similarity search. Some key residues are identified as crucial for
the dual binding mode of inhibitor with interaction site. All results indicated the relevant use of EON and
docking strategy for identifying novel hit compounds as promising potential anticholinesterase candidates,

and seven new structures were selected as potential hAChE inhibitors.
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1 Introducéao

1.1 A Doenca Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é dentre outras a forma mais comum de deméncia, entre pessoas

com idade superior a 65 anos, causando um distlrbio neurodegenerativo, cronico e progressista, associado ao
comprometimento de fungbes ligadas as atividades de vida diaria [1-3]. As altera¢cdes apresentadas pelos
pacientes dependem do estigio da DA. No estigio inicial os pacientes apresentam alteracbes cognitiva,
comportamental e de humor, cujas principais caracteristicas sdo esquecimento frequente e perguntas
repetitivas. No estégio intermediario, ha piora das fungdes cognitivas, perda de memoria recente e problemas
com linguagem. No Ultimo estigio ha severas altera¢cdes comportamentais, perda de identidade e o paciente
torna-se excessivamente dependente [1-7].
Estudos realizados para o tratamento da doenca utilizam trés fisiopatologias principais [6-15]. Os dois critérios
histopatoldgicos para DA sdo, observagdes de depositos extracelulares de peptideos fibrilares chamadas
placas senis (PS) e de emaranhados neuro-fibrilares (ENF) intraneuronais generalizados, ambos foram
descritos por Alois Alzheimer em seu resultado de estudo de caso [12]. As PS sdo formadas a partir do acumulo
anormal extracelular e depdsitos dos peptideos B amiloide com 40 ou 42 residuos de aminoacidos (conhecido
como placas B amiloide (AB)) do metabolismo da proteina precursora amiloide (PPA) encontrada nas
membranas das células e organelas como as mitocdndrias [11]. O acumulo de proteinas BA que promove a sua
precipitacdo e agregacdo em forma destas placas leva a atrofia e degeneragdo dos neurdnios colinérgicos,
impedindo as sinapses. Os ENF s&@o formados devido as alteracbes na integridade da estrutura dos
microtibulos ax6nios, responsaveis pelos contatos Inter neuronais, causadas pela hiperfosforilagao da proteina
tau [16]. O acumulo dos emaranhados no interior dos neurdnios compromete o transporte axonal e a funcéo
neuronal. As PS e os ENF ndo sdo exclusivas da DA [6,13], podendo ser encontradas no envelhecimento
normal e em outras doengas degenerativas, necessitando um melhor entendimento patogénico [17].
Bioquimicamente, a DA é decorrente da diminuigcdo da neurotransmisséo colinérgica, devida aos baixos niveis
de acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica. Segundo a Hipétese Colinérgica, formulada a partir de observacdes de
perda consideravel de neur6nios [18], 0 aumento do nivel de acetilcolina por inibicdo reversivel das enzimas
colinesterases (ChEs) poderia melhorar o perfil cognitivo dos pacientes [19]. No segundo item deste capitulo
tem uma discussdo mais abrangente sobre a Hip6tese Colinérgica, teoria biogquimica mais aceita mundialmente
e a primeira forma racional de tratamento para esta neuropatologia.

Em todo o mundo, cerca de 36 milhdes de pessoas tem a doenca de Alzheimer ou alguma
deméncia relacionada. A DA é mais comum na Europa Ocidental e menos prevalente na Africa Subsaariana.
Apenas 1 em cada 4 pessoas com DA foram diagnosticados [20]. Uma pequena porcentagem dos casos de
DA, provavelmente menos de 1%, sdo causadas por variagdes genéticas raras encontradas em um pequeno

namero de familias em todo o mundo. Nestas pessoas, a doenca tende a desenvolver antes dos 65 anos,
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podendo ocorrem a partir dos 30 anos [21]. Trabalhos realizados em pacientes com deméncia revelam que
guanto mais cedo o tratamento for iniciado melhor é a perspectiva ao longo prazo. Tratar a doenca de
Alzheimer em estagios iniciais tem como objetivo preservar as habilidades dos pacientes préximo do normal
pelo maior tempo possivel [22]. Entre os diferentes tipos de drogas, os inibidores da colinesterase (ChEls),
amplamente utilizados, representam a primeira classe de medicamentos aprovados para o tratamento
sintomatico especifico da DA[23]. O primeiro inibidor aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) foi a
tacrina, entretanto sua aplicacdo tem sido limitada devido aos sérios efeitos colaterais, como hepatotoxicidade.

Posteriormente donepezil, rivastigmina e galantamina se tornaram disponiveis (Figura 1) [23,24].

0
NHz \ :
: :N; :
—0

Tacrina Donepezil

Galantamina Rivastigmina

Figura 1: Primeiros fdrmacos ativos contra a enzima AChE.

Os efeitos terapéuticos dos farmacos em uso atualmente para o tratamento da DA limitam-se a
diminuir a taxa de progressdo natural da doenc¢a, permitindo apenas uma melhora temporéria do estado
funcional do paciente [25]. Um certo nimero de efeitos indesejaveis, tem sido associado a agentes terapéuticos
colinérgicos convencionais. Assim, a busca por novas drogas que melhoram o perfil cognitivo dos pacientes e
ao mesmo tempo reduz os efeitos secundarios representa um importante avango na luta contra doengas como

o Alzheimer.

1.2 Hipotese Colinérgica

Estudos histolégicos, complementados com técnicas avancadas de imagens, como a
tomografia por emissdo de pdsitrons e a ressonancia magnética, mostram que ha perda da atividade
colinérgica em pacientes com DA. Uma perda significativa ocorre em areas do cérebro associados com
0s pensamentos, planos, lembrancas e formacédo de novas lembrancgas, ou seja, do hipocampo e do
coértex. A consequente diminuicdo da neurotransmisséo colinérgica deu origem a Hip6tese Colinérgica
gue consiste na restauracdo do nivel do neurotransmissor ACh encontrado em baixas concentracées

no cérebro de pacientes portadores da DA. Esta restauracdo pode ser feita através da inibicdo
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reversivel das colinesterases, AChE e butirilcolinesterase (BUChE), enzimas que naturalmente

catabolizam a acetilcolina liberada no processo de neurotransmissao [26].

No processo de neurotransmissdo (Figura 2), a membrana dos neurdnios ndo estimulados apresenta
uma diferenca de potencial elétrico entre o seu interior e 0 seu exterior, denominado potencial
membrana de repouso. Aplicando um estimulo a essa membrana, ocorre um desequilibrio temporario
entre as cargas elétricas de um lado e do outro da membrana, chamado de potencial local, e a
membrana é dita polarizada. Sua polarizacdo permite que uma grande quantidade de ions (Na+)
entrem na célula e a quantidade relativa de carga positiva no seu interior aumenta, ocasionando sua
despolarizagdo. Posteriormente, uma grande quantidade de ions (K+) saem do interior da membrana
gue volta a ficar com excesso de cargas negativas, provocando sua repolarizacdo. Essa onda de
despolariza¢fes e repolariza¢des que se propaga pela membrana plasméatica do neurdnio é o impulso
nervoso, transmitido de uma célula a outra através das sinapses. O impulso nervoso é conhecido por
potencial de acéo, fenbmeno de natureza eletroquimica que ocorre devido as modificacdes, descritas
anteriormente, na permeabilidade da membrana do neurdnio. Existem dois tipos de sinapses, quimica
e elétrica. Nas sinapses quimicas, quando o potencial de ac¢do atinge as extremidades da célula pré-
sindptica ha liberacdo na fenda sinaptica (espago entre as membranas das células emissoras e
receptoras) de neurotransmissores que interagem com 0s receptores presentes na membrana das
células pos-singpticas, desencadeando o potencial de agdo. Na neurotransmissdo colinérgica o
neurotransmissor liberado é a acetilcolina. Para impedir que a ACh se ligue aos seus receptores e
recomece o ciclo ela é destruida pela agdo catabdlica das enzimas AChE e BuChE, ou é absorvido,
normalmente na terminagdo pré-sindptica. A taxa de propagacgdo pode exceder 50 m/s em alguns

neurdnios, resultando na rapida propagacao de informacg6es de um neurdnio para outro [27].
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Figura 2: Caracteristicas funcionais do sistema colinérgico (Adaptado [1]).



A melhora da fungdo cognitiva ocorre quando se aumenta os niveis de acetilcolina por inibigcdo
das enzimas colinesterases, principalmente a AChE. A inibicdo pode ser seletiva ou promiscua.
Portanto, a inibicdo da BUChE deve ser reconsiderada, uma vez que, a atividade da BuChE no cérebro
€ apenas cerca de 10% da atividade da AChE e sua inibicdo parcial é suficiente para aumentar os

niveis de acetilcolina [28].

1.2.1 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase é uma enzima que hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina e é
extremamente importante para a regulacdo da neurotransmissdo em todas as areas do sistema
nervoso. As estruturas 3D da AChE disponiveis no banco de dados Protein Data Bank (PDB) de
espécies tais como arraia elétrica do Pacifico (Torpedo californica), camundongo (Mus musculus) e
humana (Homo sapiens) sdo bastante semelhantes. Todos 0s casos revelam que o sitio ativo da
enzima é formado por um grupo de cadeias laterais arométicas e esté localizado na parte inferior de
um canal estreito com cerca de 20 A, chamado “garganta’. Existe hoje cerca de 200 estruturas
cristalograficas da AChE no PDB e 19 destas estruturas sao acetilcolinesterase humana (hAChE). Séao
elas, 4MOE, 4MOF, 4BDT, 4EY5, 4EY6, 4EY7, 5HF9, 2X8B, 4EY8, 4EY4, 3LII, 1B41, 1F8U, 5HF5,
5HF6, 5HF8, 5HFA, 5FPQ e 4PQE.

As sete primeiras estruturas descritas estdo na forma holo, complexadas com ligante, como
donepezil (4EY7, veja Figura 3) e galantamina (4EY6), farmacos ativos, entre outros e as demais

estruturas estdo na forma apo (sem ligante).

Analisando as interagbes entre ligante e estrutura alvo, nota-se que dentre os varios residuos
de aminoacidos, presentes no sitio ativo, os que interagem sdo os residuos de aminoacidos
apresentados na Figura 3. Sendo a Tyr337, o Trp286 e o Trp86, os residuos de aminoacidos que
interagem com a maioria dos ligantes. Comparando as estruturas, nota-se uma mudanca
conformacional consideravel na cadeia lateral da Tyr337. A Figura 3 é o sitio ativo da AChE, da

estrutura cristalografica 4EY7, cujo ligante é o Donepezil.

1.2.1.1 Hidrodlise da Acetilcolina

O sitio ativo da AChE é dividido em duas partes, o Sitio Aniénico Periférico [Trp286, Tyr341,
Glu292] e o Sitio Catalitico [Trp86, Tyrl33, Tyr337, Phe338] onde esta a triade catalitica [Ser203,
His447, Glu202] [29]. No processo de hidrolise da ACh, o neurotransmissor é reconhecido pelos
residuos aromaticos situados entre o sitio anidnico periférico e o sitio catalitico, em seguida a ACh

move-se para o fundo do sitio ativo ligando-se a triade catalitica, onde a AChE hidrolisa a ACh em
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acetato e colina (Figura 4).

Figura 3: Sitio ativo da AChE em complexo com Donepezil.
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Figura 4: a) Neurotransmissor Acetilcolina b) Acetato e colina apds a hidrdlise da Acetilcolina.
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1.2.2 Butirilcolinesterase

Butirilcolinesterase, também conhecida como pseudocolinesterase ou colinesterase nao
especifica € uma enzima colinesterase. A primeira evidencia de sua existéncia foi por volta de 1932
[30].

Ambas AChE e BuChE mostram uma caracteristica hidrofébica na superficie da enzima.
Contendo os dois sitios, periférico e catalitico. Porém, existem algumas diferencas estruturais em
outras partes do sitio ativo, incluindo regifes hidrofébicas presentes apenas na AChE. No sitio
catalitico da AChE tem dois residuos fenilalanina (PHE295 e PHE297) que na BUChE sé&o substituidas
por dois residuos menores, como a valina e leucina. Esta mudanca estrutural cria um espago maior no
fundo da “garganta” permitindo a interacdo com moléculas maiores. Estudos demonstram que em
cérebros de camundongos, aproximadamente 80% da atividade das ChEs é devido a AChE, enquanto
que 20% € a BuChE. No entanto, experiéncias de microdidlise mostram que a BUuChE pode

complementar a agdo da AChE, regulando os niveis de acetilcolina no cérebro [31].
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo a busca por novos agentes quimicos com perfil anticolinérgico
gue possuam acao inibitéria esperada, capazes de melhorar as funcdes cognitivas dos pacientes de

DA e reduzir os efeitos colaterais provocados pelos farmacos convencionais.

2.2  Objetivos Especificos

Comparar o desempenho de métodos de triagem virtual baseados na estrutura de ligantes
ativos, previamente testados, e na estrutura da proteina acetilcolinesterase. Este processo visa
desenvolver uma estratégia para identificacdo de novos compostos candidatos a inibidores da AChE e
propor novos esqueletos base inéditos, com caracteristicas estruturais apropriadas, a partir de bancos

de dados comercialmente disponiveis.
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3 Metodologias

A busca de novos agentes terapéuticos € um processo longo, de alto custo e envolve diversas
areas do conhecimento. A Quimica medicinal, subarea da Quimica, tem como objetivo planejar e
produzir compostos quimicos usados para a prevencdo, o tratamento ou a cura de doencas humanas e
animais. A aplicacdo de métodos computacionais, para a solucéo dos problemas associados a selecdo
e otimizagdo de compostos quimicos candidatos a farmacos, introduziu dentro da Quimica Medicinal a
Quiminformatica, que consiste do uso dos métodos de informatica para resolver problemas quimicos
[32].

Os ensaios virtuais (VS, do inglés, Virtual Screening) sdo métodos amplamente utilizados, na
Quiminformatica, para identificar, selecionar e otimizar os ligantes candidatos a compostos lideres.
Consistem da aplicacdo de modelos computacionais capazes de pontuar, classificar ou filtrar
compostos, contidos em grandes bancos de dados, que possuam alguma afinidade por um
determinado alvo, para realizar ensaios experimentais. Os ensaios virtuais podem ser feitos baseados
na estrutura do ligante e sdo chamados de ensaios virtuais baseados no ligante (LBVS, do inglés,
Ligand-Based Virtual Screening), é uma estratégia dependente do principio da similaridade, a qual diz
gue moléculas similares devem exibir propriedades biol6gicas similares. Quando se conhece a
estrutura do alvo, ensaios virtuais baseados na estrutura do receptor (SBVS, do inglés, Structure-
Based Virtual Screening) sdo empregados, sendo a docagem e dindmica molecular os mais utilizados
[33].

A docagem molecular € um método para predizer corretamente a conformacéo e orientacdo de
um ligante de acordo com o sitio ativo do alvo, calcular sua energia de interacdo e classificar os
ligantes de acordo com sua afinidade com o alvo macromolecular. Para utilizagdo do método é
necessario a estrutura tridimensional do alvo macromolecular escolhido. Neste trabalho utilizamos
estruturas da enzima acetilcolinesterase, disponiveis no bando de dados PDB (Protein Data Bank),

com parametros cristalograficos adequados.

A docagem molecular é dividida em trés partes fundamentais, representagdo do alvo, busca no
espaco conformacional do ligante e da proteina e pontuacéo das possiveis solu¢des. Na primeira parte,
representacdo do alvo, o alvo e o ligante sé@o tratados como rigidos ou flexiveis. Muitos programas de
docagem tratam o alvo como rigido devido ao alto custo computacional relacionado ao calculo de
mudancas conformacionais de uma biomacromolécula, enquanto o ligante € tratado como flexivel.
Quando se deseja doar moléculas pequenas e macromoléculas, o0 método mais comumente utilizado é
a representacdo por meio de grades (ou caixas). Onde as informacdes sobre as contribuicdes
eletrostaticas e de van der Waals em cada ponto de uma grade 3D sdo armazenadas a fim de
representar o sistema macromolecular durante as partes posteriores de docagem. A busca no espacgo

conformacional do ligante, interagindo na grade, usa diferentes algoritmos, que podem ser divididos em
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sistematicos, estocasticos e de simulacdo [34]. Todos esses algoritmos sédo efetivos na busca por
conformacdes de interacdo de ligantes conhecidos. Cada pose receptor-ligante gerada pelo algoritmo
de busca é avaliada de acordo com a energia de interacdo através da funcdo de pontuacdo. Esta
Ultima parte do processo é dividida em trés tipos disponiveis, funcbes de pontuacdo baseadas em

campo de forga, empiricas e baseadas no conhecimento [35].

Quando se busca informacBes mais detalhadas sobre o comportamento conformacional
receptor-ligante a simulagdo por dinAmica molecular (MD, do inglés, Molecular Dynamics) € uma 6tima
opcao, pois € um método de modelagem computacional que simula o comportamento de uma molécula
ou um sistema molecular ao longo do tempo. Porém, o nimero de processos descritos pela mecanica
guantica presentes em movimentos atdmicos em um sistema complexo o torna inviavel
computacionalmente. Sendo assim, o método de MD classico, usa aproximagdes simples baseadas na
mecanica classica newtoniana, para simular os movimentos atdmicos reduzindo assim a complexidade
computacional. O processo se inicia com o modelo atdmico, contendo informacéo da posicao de cada
um dos atomos do sistema, preparado a partir de ressonéncia magnética nuclear (RMN), cristalografia,
ou dados de modelagem por homologia. As for¢cas que atuam sobre cada um dos atomos do sistema
sdo, em seguida, calculadas a partir de pardmetros que coletivamente sdo chamados de campo de
forca [36]. O campo de forga determina a forca, atuante por todo o sistema em um Unico atomo, a
posicao e as velocidades dos atomos, que sdo calculadas para um intervalo de tempo de um a dois
femtossegundos (10715s). O processo é repetido, tipicamente milhdes de vezes até atingir o tempo de
simulagéo desejado [37]. O campo de forca molecular se define por parAmetros e funcdes potenciais,
dependente apenas das posi¢des relativas de cada atomo (energia potencial), que podem ser divididas
em duas partes, uma equivalente a por¢éo ligada e a outra a uma porgdo néo ligada. A porcédo ligada
descreve os atomos ligados por ligacdes covalentes descrevendo a energia associada ao movimento
harmonico de distancia, angulo e diedro das ligacdes. A parte referente ao estado nado ligado descreve
a atracdo ou repulsdo eletrostatica e o potencial de Lennard-Jones calculando as forcas de van der
Waals [38].

3.1 Conjunto de Dados

Trés conjuntos de dados (series de compostos) foram usadas para as analises de triagem
virtual. No primeiro conjunto de dados, denominado de DS1, cerca de 1600 compostos previamente
testados contra a enzima humana acetilcolinesterase (hAChE) foram coletados do banco de dados de
bioatividade ChEMBL [39]. Como a finalidade de discriminar entre compostos ativos e inativos aqueles
com valores de ICso menores que 1 pM foram considerados inativos. O segundo conjunto de dados,
denominado DS2, foi coletado a partir de um diretorio de iscas conhecido como DUD-e (directory of

useful decoys enhanced) [40] contendo um conjunto de 453 ligantes conhecidos e testados contra o
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alvo estudado e 26234 iscas para a hAChE. A ferramenta DUD-e é amplamente utilizada para
validacdo de métodos de triagem virtual e esta disponivel em http://dude.docking.org. O terceiro e
Ultimo conjunto de dados, denominado DS3, possui 243 compostos ativos contra a hAChE e 12115
iscas criadas usando o sistema online livre DUD-e. Todos os conjuntos de dados foram entéo
preparados e usados para analisar a habilidade dos métodos de triagem virtual em discriminar entre os

compostos ativos e inativos.

3.2 Métodos Baseados no Ligante

Com a finalidade de encontrar compostos ativos contra o alvo acetilcolinesterase, abordagens
utilizadas para os métodos de triagem virtual baseados no ligante (Ligand Based Virtual Screening,
LBVS) sdo altamente recomendadas [41,42]. Em casos em que a estrutura tridimensional do alvo é
desconhecida e os métodos de docagem molecular ndo séo aplicaveis os métodos LBVS realizam uma
técnica ativa e promissora para reconhecer novos compostos com atividade biolégica semelhante aos

ligantes ja conhecidos.

3.2.1 Similaridade Quimica

3.2.1.1 Selecao do composto de referéncia

Buscando identificar compostos com estrutura semelhante comparado a medicamentos ativos
e/ou aprovados contra a AChE alguns destes compostos foram usados como estrutura de referéncia
para ambos os métodos de similaridade quimica, ROCS e EON. Os quatro medicamentos, Donepezil,
Tacrina, Galantamina e Rivastigmina e o composto ativo HuprinaW foram considerados como
referéncia no presente trabalho (Figura 5). As estruturas 2D dos compostos de referéncia foram
desenhados usando o programa Marvin Sketch [43] e entdo as estruturas 3D foram geradas pelo
programa OMEGA [44,45] da Openeye. O programa OMEGA ¢ utilizado para gerar a colegdo
multiconformacional dos compostos moleculares. Inicialmente os compostos séo fragmentados e entdo
reconstruidos em diferentes conformacgdes para gerar multiconformacgdes. O algoritmo implementado
tenta capturar todos os comprimentos e angulos de ligagdo relevantes e conformacdes do anéis para a
molécula de entrada. Os parametros utilizados para gerar a colecdo muilticonformacional foram os
padrdes, exceto os paradmetros de conformacdo maxima definido para gerar o nUmero maximo de

conformacdes possiveis (maxconfs=1), de definicdo dos estereocentros ndo especificados
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(fipper=verdadeiro) e de ndo exigir que todos o0s estereocentros sejam especificados

(stricstereo=falso).

Figura 5: Inibidores hAChE usados como estrutura de referéncia: (A) Tacrina IC50 = 0.1 uM [46] (B)
Galantamina IC50 = 0.3 yM [46] (C) Rivastigmina IC50 = 0.7 yM [46] (D) Donepezil IC50= 0.002 uM
[46] (E) HuprinaW IC50 = 0,001 puM [47].

Para todos os conjuntos de dados as bibliotecas conformacionais necessérias para 0s
programas de similaridade quimica, ROCS e EON, foram construidas com o programa OMEGA. Os
parametros padrdoes foram usados com as seguintes excecdes: definicdo dos estereocentros nao
especificados (flipper=verdadeiro) e ndo exigir que todos os estereocentros sejam especificados
(stricstereo=falso). Os arquivos com as todas as conformagdes possiveis foram usados como arquivos

de entrada para o programa ROCS que gerou os arquivos de entrada para o programa EON.

3.21.1 ROCSe EON

As andlises do programa ROCS foram realizadas para o método de superposi¢do baseado na
forma tridimensional. O ROCS € um programa bastante utilizado na busca por estruturas
tridimensionais similares aos compostos dos bancos de dados. Os parametros padrbes foram usados
com as seguintes excecdes: besthits (mostra no arquivo de saida os melhores resultados) definido
como 10000 para a série DS1, 15000 para a série DS3 e 35000 para a série DS2. No programa ROCS
cada conformacao dos compostos € alinhada ao composto de referéncia. Desta forma, os compostos
dos conjuntos de base foram ranqueados de acordo com os valores de coeficiente de Tanimoto. O
coeficiente de Tanimoto varia entre os valores igual a um, se as duas formas s&o iguais, e igual a zero

se forem totalmente diferentes.

Em complemento a similaridade por forma descrita para o programa ROCS foi utilizado o
programa EON para calcular a similaridade eletrostatica. O EON usa o coeficiente de Tanimoto

Eletrostatico baseado no campo eletrostatico dos compostos para comparar o potencial eletrostatico de
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cada composto do conjunto de dados e o composto de referéncia. Neste caso em especial a equacéo
eletrostatica completa de Poisson-Boltzmann [48] é resolvida para calcular o potencial eletrostatico dos
compostos de referéncia e dos conjuntos de base. Com esta finalidade o EON calcula novas cargas
parciais usando o campo de forca MMFF94 e ajusta ambos, composto de referéncia e compostos dos
conjuntos de dados, ao pH neutro. Para garantirmos uma boa qualidade de alinhamento entre os
compostos, o programa ROCS gerou o melhor arquivo de entrada para o programa EON. Todos os
calculos feitos pelo programa EON foram realizados com valores padrées dos parametros em excegao
do besthits que foi definido com o mesmo valor usado nos parédmetros do programa ROCS.

3.3 Métodos baseados na estrutura do alvo

O método de docagem molecular depende da disponibilidade da estrutura da proteina. Além
disso, esta ferramenta implementada na quimica medicinal nos permite predizer o modo de interacéo
entre a proteina e ligante no sitio ativo nos permitindo encontrar a conformagdo mais favoravel do
complexo. A estrutura tridimensional do complexo proteina-ligante nos proporciona informacdes
detalhadas a nivel atbmico, que é amplamente Util para explorar as interagdes entre o inibidor e a

proteina auxiliando nas futuras otimizagdes do sistema [49-51].

3.3.1 Docagem Molecular

3.3.1.1 Preparacao da Proteina

Todas as estruturas cristalogréaficas utilizadas neste trabalho foram coletadas do banco de
dados Protein Data Bank (PDB) [52]. Trés estruturas representativas da acetilcolinesterase humana
foram selecionadas das 20 estruturas disponiveis no PDB, com os seguintes codigos, 4BDT, 4MOE e
4EY7. Nestas estruturas estdo co-cristalizados inibidores conhecidos incluindo HuprinaW (HUW),
Dihydrotanshinone | (1YL) e Donepezil (E20) respectivamente. Com a finalidade de explorar mudancas
significativas no sitio ativo da proteina, as estruturas foram escolhidas devido a gama de conformagfes
que o residuo de aminoacido Tyr337 (na estrutura hAChE) (Figura 6) adota sendo caracterizado pelo
RMSD do angulo de torgéo x1 igual a 38°. As conformacgdes podem ser atribuidas com base nos seus
angulos de torgédo x1. Os valores dos angulos de diedros x1 sdo 152°, 164° e 111° para as estruturas
4EY7, AMOE e 4BDT respectivamente. As mesmas conformag¢des foram encontradas na estrutura
tcAChE (torpedo californica AChE) onde o residuo de aminoacido Tyr337 é substituido pela Phe330

que é descrito como um “swinging gate” [53].

26



As estruturas 3D da hAChE usadas nos processos de docagem foram preparadas usando
Protein Preparation Wizard [54]. Os residuos de aminoacidos ionizaveis foram definidos no seu estado
normal de ionizacdo a pH 7.4 de acordo com o programa Propka [55]. Durante o processo de
preparacéo, todos os atomos de hidrogénio foram adicionados, todas as moléculas de agua e o ligante
foram deletados e a energia minimizada usando o Macromodel [56] e campo de forgca OPLS-2005.
Todas as outras configuracdes foram definidas no modo padrdo. As caixas do receptor, regido
delimitada onde ocorrera a docagem dos compostos, foram geradas usando o Glide com dimensdes de
22x22x22 A3, centrada nas coordenadas do ligante co-cristalizado.

Figura 6: Estruturas cristalograficas da hAChE alinhadas em complexo com a HuprinaW (4BDT) em
dourado, Dihydrotanshinone | (4MOE) em cinza e Donepezil (4EY7) em azul.

3.3.1.2 Preparacao do ligante

Para os estudos de docagem, todo os conjuntos de dados foram preparados usando
LigPrep2.3 [57], Epik [58] e campo de forca OPLS-2005 com IMPACT code [59], gerando todos os
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possiveis tautbmeros, enantiomeros e estados de protonacao a pH 7,4 + 0,5, bem como calculando
todos os estados de ligagdo com metais. O mesmo protocolo foi usado para os ligantes co-cristalizados

nos processos de redocagem descritos a seguir.

3.3.1.3 Processo de Docagem

O processo de docagem molecular foi realizado usando as estruturas cristalograficas da
hAChE e os conjuntos de dados DS1, DS2 e DS3, através do programa Glide SP precisdo padrédo
implementado no Schrodinger [60,61]. Os conjunto de dados foram docados considerando o ligante
flexivel pelo método de amostragem conformacional. Foram 50 poses geradas para cada ligante e
apenas 5 foram reportadas. A melhor pose foi determinada pelo melhor valor do coeficiente
GlideScore.

3.4 Métricas de avaliacdo dos métodos

A andlise utilizada para determinar o desempenho dos diferentes métodos de triagem virtual
presentes neste trabalho foi a curva ROC (Receiver Operating Characteristcs). A curva ROC foi gerada
classificando os compostos, em ativos e inativos, e valores calculados pela funcdo de pontuacdo. Se o
composto é ativo (positivo) e o método o classifica como positivo (bem ranqueado), entdo este é
contado com uma verdadeiro positivo; se 0 método o classifica como negativo (baixo ranqueado) este
€ contado com um falso negativo. Se o composto é inativo (negativo) e o método o classifica com
negativo (baixo ranqueado) este é contado com uma verdadeiro negativo; se o método o classifica
como positivo (bem ranqueado) este € contado com um falso positivo. A curva ROC descreve a
sensitividade em fungdo da especificidade do método. A sensitividade do método é definido como a
taxa de verdadeiros positivos recuperados, e a especificidade é definida pelos verdadeiros negativos
dividido pela soma dos falsos positivos e verdadeiros negativos [62], onde a area sob a curva ROC
(AUC) é uma medida quantitativa. Segundo Anighoro e coautores [63], valores acima de 0,5 indicam
uma distribuicdo aleatoria, enquanto que os valores maiores indicam a recuperagdo de compostos
ativos nas primeiras posicdes [64,65]. Esta métrica € uma ferramenta de validacdo amplamente
utilizada para avaliar a qualidade dos protocolos de triagem virtual, monitorando a porcentagem de

ligantes ativos recuperados em cada posi¢éao do ranking.
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3.5 Dinamica Molecular

Simulacdes de dindmica molecular (DM) foram utilizadas para elucidar a importancia da
flexibilidade da proteina na interacdo com o ligante e explorar as interacdes entre a hAChE e os
compostos que foram selecionados e apresentados no presente trabalho. Apenas as conformacdes
proteina-ligante com melhores pontuagdes nos resultados de docagem foram submetidas as
simulagbes. As simulacdes de DM descritas a seguir foram realizadas usando o pacote do Amber 14 e
campo de forca AMBER FF14sb. Para rodar as simulacdes, os arquivos de topologia e coordenadas
estruturais iniciais foram gerados com o modulo tLEAP do Amber 14. Foi utilizado a técnica comum
para inserir o complexo docado dentro de uma caixa octaédrica truncada com moléculas de agua do
modelo TIP3P. ions de sédio (Na*) foram adicionados para neutralizar a carga liquida do sistema
proteina-ligante. Antes de iniciar o processo de simulacdo DM, duas etapas de minimizacdo foram
realizadas para a estrutura inicial adquirida no processo de docagem. Primeiramente, as moléculas de
agua foram minimizadas durante 1000 ciclos iniciais utilizando o método steepest descent [66 e 67]
seguidos por 1000 ciclos utilizando o método de gradiente conjugado [66 e 67]. Na segunda
minimizacao, 2000 ciclos foram realizados utilizando o método steepest descent para todo o sistema,
seguido de 1500 ciclos pelo método de gradiente conjugado. Apds os ciclos de minimizacdo de
energia, o sistema foi aquecido de 0 a 300K durante 1,25 ns em ensemble NVT. Na etapa seguinte,
apoés o sistema atingir a temperatura de 300K, realizou-se uma etapa de equilibracdo da densidade
durante 7,5 ns. Entdo, foi realizada a etapa de equilibracédo final do sistema de 7,5 ns. Ambas em
ensemble NTP. A etapa de simulagéo do sistema final foi entdo realizada a temperatura constante de
300 K, durante 100 ns e escalonamento isotropico de pressdo com tempo de relaxagcdo de 1 ps. Em
todas as etapas a partir dos ciclos de minimizacdo de energia, o algoritmo SHAKE [67] foi utilizado
para tratar todas as ligacbes com atomos de hidrogénio, um corte de 10 A foi usado para todas as
distancias de interacdes entre atomos néo ligados e a dinamica de Langevin [67 e 68] com frequéncia
de choque de 2 ps foi adotada para controle de temperatura. O tempo de simulacdo DM foi dividido
em 10 corridas de 10 ns com intervalo de 2 fs e a cada 25000 passos os dados de trajetéria eram

salvos. Assim, 200 conformac@es (frames) foram obtidas a cada 10 ns de simulagéo.

3.5.1 Analises de Triplet Clique

Para cada residuo de aminoacido da proteina a area de superficie excluida do solvente (do
inglés, solvent-excluded surface area (relSESA)) foi calculada usando o UCSF Chimera, programa para
visualizacdo e analise interativa de estruturas moleculares [69], e comparada a relSESA de cada

residuo de tripeptidio padrdo em Gly-X-Gly. Apenas residuos hidrofébicos (Ala, Val, lle, Leu, Tyr, Phe e
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Trp) com relSESA abaixo de 0,3 foram considerados para as préximas andlises. Nas analises de
simulacdo, uma conformacéo a cada 2 ns foi considerada para o célculo dos valores de relSESA e os
residuos hidrofébicos que ficaram com o valor médio abaixo de 0,3 durante toda a simulacédo foram
submetidos a analise de Clique.

Um conjunto de trés residuos em contato um com o outro é definido como um Clique. Foi
considerado como contato os residuos que apresentaram as menores distancias interatdmicas abaixo
de 3,8 A para interacdo de atomos pesados na cadeia principal, como esta descrito por Basu e
coautores [70,71]. Vetores internos para cada residuo, assim como vetores de clique, foram definidos
como descrito por Basu e coautores [71] para as conformacdes obtidas a partir dos resultados de
simulacdo DM do presente trabalho. No caso dos cliques formados pelo ligante, foi considerado, para
definir os vetores, o anel aromatico localizado mais préximo dos outros dois residuos presentes no
cligue. Os parémetros, tilt e swivel angles, usados para analisar a estabilidade dos cliques, descrevem
respectivamente a orientacao de cada residuo no plano do clique e a rotagéo do residuo em relacdo ao
seu eixo interno Z [70,71].
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4 Resultados e Discussdes - Validacédo do protocolo
de selecao

A partir de métodos em Quiminformética busca-se identificar inibidores da enzima
acetilcolinesterase. Uma vez que a estrutura tridimensional da enzima acetilcolinesterase e seus
inibidores séo conhecidos, utilizou-se métodos de ensaios virtuais baseados nos ligantes e na estrutura
do alvo (LBVS e SBVS).

4.1 ROCS e EON

Duas estratégias computacionais foram analisadas nesta etapa: analises dos métodos de
similaridade baseado na forma denominado de ROCS e similaridade eletrostatica denominado EON.
Mais especificamente, ROCS é usado para identificar a semelhanca entre moléculas baseando-se em
suas formas tridimensionais, enquanto que o método EON compara o mapa de potencial eletrostatico
das moléculas pré-alinhadas. A métrica de Tanimoto baseado na forma e potencial eletrostatico dos
pacotes ROCS e EON foram testadas para todos os conjuntos de dados e compostos de referéncia
descritos no capitulo de metodologia (veja Figura 5). Uma vez que os resultados dos métodos ROCS e
EON sdo altamente dependentes da molécula de referéncia adotada, andlises com quatro diferentes
moléculas de referéncia foram realizadas para testar a consisténcia do desempenho dos programas. A
area sob a curva ROC (AUC) variou consideravelmente em relacdo as moléculas de referéncia e os
programas usados. Entretanto, o melhor desempenho em ambos os métodos mostrou uma ligeira
diferenca de AUC (0,60 e 0,70, para ROCS e EON, respectivamente). Além disso, considerando
ambos os programas usados e todos os conjuntos de dados o melhor resultado foi alcangado pelo

composto de referéncia Donepezil com AUC superior a 0,57 em todas as curvas ROC.

A busca por similaridade baseado no potencial eletrostitico, método EON, mostrou
desempenho adequado para todas as moléculas de referéncia, principalmente para o Donepezil e
Tacrina. O resultado mostrado pelo uso de busca por similaridade 3D suporta 0 uso do método EON
em projetos baseados em métodos de ensaio virtual que visam a busca por inibidores da

acetilcolinesterase.
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Figura 7: Curvas ROC dos programas ROCS e EON para os conjuntos de dados (a) DS1, (b) DS2 and
(c) DS3.
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4.2 Docagem Molecular

4.2.1 Procedimento de Redocagem Molecular

Com o intuito de avaliar a capacidade de reproducdo das estruturas cristalograficas, foram
realizadas etapas de redocagem para as trés estruturas utilizadas neste trabalho. No processo de
redocagem, cada ligante é redocado em sua estrutura cristalogréfica, a fim de reproduzir o modo de
interacdo dos ligantes na estrutura cristalogréfica e validar o tipo de docagem. O modo de interacao foi
validado para os seguintes ligantes co-cristalizados em suas respectivas estruturas cristalograficas:
Donepezil (E20), HuprinaW (HUW) e Dihydrotanshinone | (1YL), nas estruturas 4EY7, 4BDT e 4MOE.

Nas simula¢cBes de redocagem é esperado que os resultados gerem desvio quadratico médio
(do inglés, root mean square desviation, RMSD) melhores que 2 A quando comparado as

conformacdes de interacdo dos ligantes originalmente co-cristalizados [60].

Verificou-se que os ligantes ligaram ao sitio ativo da proteina alvo hAChE semelhantemente
aos ligantes co-cristalizados (veja Figura 8). Dessa forma, o resultado das redocagens mostraram que
o protocolo usado pelo programa Glide foi capaz de reproduzir as poses adotadas pelas estruturas
4BDT, 4EY7 e 4MOE com RMSD dos atomos iguais a 0, 89 A, 1, 34 A e 0,82 A. A funcéo de pontuagio
do programa Glide para os complexos 4EY7 e 4MOE ficaram bem proximas com valores de -11,65
kcal/mol e -8,52 kcal/mol comparadas aos valores de afinidade experimentais de AGsevz = -11,86
kcal/mol (usando o valor de ICso = 0,0002 uM) e AGamoe = -8,52 kcal/mol (usando o valor de ICso = 1
MM). Para a estrutura cristalografica 4BDT o valor de afinidade experimental € AGaspr = -12,27 kcal/mol
(usando o valor de ICso = 0,001 pM) que é ligeiramente maior comparado ao valor de -10,73 kcal/mol
alcancado pelo programa Glide. Os valores de AG foram calculados usando os valores de affinidade
ICso encontrados experimentalmente em AG = RT In (ICso). Portanto, os valores da funcéo de
pontuacdo dos ligantes redocadas estdo em perfeito acordo como os valores de afinidade
experimental. Este resultado valida a ideia de que a predicdo dos modos de ligacdo das estruturas
cristalograficas pelo protocolo de docagem aplicado é adequado para estudos de ensaios virtuais. A
superposicdo entre os ligantes co-cristalizados e as conformacBes preditas pela redocagem sédo

mostrados na Figura 8.
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Figura ©. Keaocagein aos ngaries Co-CristalZauos. (a) Superposigao enue os lgares co-cristaiizados
(cinza) e as melhores poses preditas pela redocagem (verde) para (1) Huprina W (0.89A), (2)
Donepezil (1.34A) e (3) Dihydrotanshinone | (0.82A) e (b) suas estruturas moleculares.

4.2.2 Analises da Docagem Molecular

Nos estudos de docagem molecular, 0 mesmo protocolo, previamente validado na etapa de
redocagem, foi definido para discriminar entre compostos ativos e inativos de todos os conjuntos de
dados (DS1, DS2 e DS3) em trés estruturas diferentes (4EY7, 4BDT e 4MOE). ApG4s obter os modos de
interacdo dos compostos no sitio ativo estes foram ranqueados de acordo com os valores da fungéo de
pontuacdo do Glide, apenas os melhores valores foram considerados para cada composto. As curvas
ROC correspondentes podem ser verificadas na Figura 9. O programa de docagem Glide teve um bom
desempenho alcancando o valor de AUC de 0,71. A estrutura 4EY7 foi incapaz de recuperar os
compostos ativos para o conjunto de dados DS2, alcancando o valor de AUC igual a 0,47. Para os
outros casos, os resultados mostraram consisténcia de desempenho apropriada, com as estruturas
4BDT e 4MOE que apresentaram recuperacao esperada dos compostos ativos acima da recuperagao

aleatéria.

34



10

2
=
é
3
w— DS1, A~ 066
— DS2 A=047
— DS3 A=063
00 0.2 04 08 08 1.0
1-Especificidade
(a)
1.0
0.8 1
g 0.6 4
2
=
2
& 04 1
0 —— DS1.A =065
— DS2, A =069
—— DS3. A=0T1
0.0 v - v -
0.0 0.2 04 06 08 10
1-Especificidade
(b)
1.0 -
08
ﬁ 06 +
2
=
0.2 DS1. A= 061
— DS2,A=070
| DS3, A =069
00 T T T
00 02 04 086 08 10
1-Especificidade
(c)

Figura 9: Curvas ROC do programa de
4EY7, (b) 4BDT e (c) 4MOE.

docagem molecular Glide para as estruturas cristalogréficas (a)

35



Os resultados desta primeira etapa de docagem sugerem que as conformacfes e modos de
ligacé@o dos inibidores da hAChE foram satisfatérias. Uma mesma analise com restricdo de smarts e
dimens&o da caixa de docagem de 6X6X6 A3 foram feitas, entretanto ndo houve melhora nos dados de

recuperacao.

Apés esta validacdo exaustiva das diferentes metodologias de ensaios virtuais, sendo elas,
busca por similaridade quimica, ROCS e EON, e docagem molecular, encontramos que busca por
similaridade eletrostatica, EON, sobressai quando comparado com os resultados de busca por
similaridade por forma. Os resultados também revelaram que as estruturas 4BDT e 4MOE alcangaram
melhor desempenho no método de docagem, baseado na estrutura do receptor, para inibidores da
hAChE. E bastante conhecido que o Donepezil € um inibidor dual, isto &, interage simultaneamente nos
sitios de interacéo catalitico (CAS), periférico (PAS) e no meio da gorge (entre o CAS e o PAS) (veja
Figura 10).

Sitio Periférico
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Phe295
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Figura 10: Representacdo bidimensional das intera¢des entre a estrutura da hAChE e o Donepezil.

Em mais detalhes, o farmaco Donepezil tem algumas principais interagbes, sendo elas, -
stacking com os residuos de aminoacidos Trp286 e Trp86, representadas por linhas pontilhadas verde

com circulos na extremidade indicando o anel da interacdo, hidrofébicas com os residuos Tyr341,
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Tyr337 e Phe338, representado por linhas pontilhadas verdes, e ligacdo de hidrogénio com o residuo
de aminoacido Phe295 representado por linhas vermelhas pontilhadas. Portanto, o Donepezil permite
identificar candidatos a inibidores da doenca de Alzheimer mais efetivos e promissores. Sendo assim,
sua estrutura foi usada como referéncia para as proximas etapas. Além disso, a estrutura
cristalografica 4MOE, com melhor resolucdo e resultados no processo de docagem, foi selecionada
para a busca por novos inibidores da hAChE.
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5 Resultados e Discussbes - Selecao dos
compostos

5.1 Ensaios virtuais na busca por novos esqueletos base
inibidores da hAChE

Procedimentos hierarquicos de ensaios virtuais foram aplicados para identificar esqueletos base
inibidores da hAChE. Resumidamente, o procedimento consiste de: Filtro dos ligantes usando busca
por similaridade eletrostatica; predicdo das poses de ligagdo usando o programa Glide; e
ranqueamento dos compostos docados usando a funcdo pontuagédo GlideScore. O procedimento dos

ensaios virtuais esta sumarizado na Figura 11.

Base de dados ZINC
~ 10 milhdes de compostos

Similaridade Eletrostatica
(EON)

Docagem Molecular

(Glide)
~ 1 milhao de compostos

Classificacao e
inspecao visual
(GlideScore)

7 compostos selecionados
Dinamica Molecular
(Amber)

Figura 11: Protocolo hierarquico de ensaios virtuais usados para identificar inibidores da hAChE.
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5.1.1 Filtros por ensaios virtuais

Primeiramente, as conformacdes da molécula de referéncia Donepezil da estrutura
cristalografica 4EY7 e dos compostos do banco de dados ZINC foram geradas para a busca de
similaridade eletrostatica como foi descrito anteriormente. O método EON foi realizado para os 10
milhGes de compostos disponiveis comercialmente do banco de dados ZINC. Os compostos foram
ranqueados de acordo com o valor de Tanimoto eletrostatico, onde 1 milhdo de compostos foram

selecionados para as analises seguintes com pontuacao entre 0,60 e 0,94.

Os compostos remanescentes apds a aplicacdo do filtro de similaridade eletrostatica, foram
submetidos ao método de docagem molecular usando o programa Glide, com a finalidade de selecéo
das moléculas mais promissoras para as etapas de dindmica molecular e ensaios bioquimicos. O
ligante co-cristalizado foi retirado da estrutura 4MOE e a sub-cole¢do foi docada no sitio ativo do alvo.
As moléculas melhores classificadas pelo valor de GlideScore foram submetidas a uma inspec¢éo visual
e busca em bancos de dados para assegurar o ineditismo das moléculas selecionadas como inibidores
hAChE. Os critérios usados para selecdo dos melhores compostos na inspecdo visual foram: a
ocupacéo do sitio ativo, interacdo com alguns dos principais residuos de aminoacidos, Trp286, Trp86,
Tyr337, Phe295 e com os residuos de aminoacidos da triade catalitica, Ser203, His447 e Glu 202,
preferéncia para compostos com interacao dual do sitio e quantidade de ligacdo de hidrogénio. Sete
compostos foram selecionados e foram ainda avaliados usando simulagées MD. Uma representagao

bidimensional das estruturas € mostrada na Figura 12.
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Figura 12: Representacdo das estruturas propostas como novos potentes candidatos a inibidores
hAChE.

A Figura 13 apresenta o resultado de docagem molecular do composto NO1 em 4MOE para
explorar as interagdes entre o ligante e o sitio ativo da enzima hAChE. O modo de interacdo sugere
gue alguns residuos de aminoacidos principais do sitio de ligacdo interage com o composto fazendo
ligacdes de hidrogénio e interagbes do tipo m-stacking e cation-1r. Os seguintes atomos fazem ligacao

de hidrogénio: o &tomo de oxigénio com o residuo de aminoacido Phe295 a uma distancia de 2,68 A, o
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atomo de nitrogénio do imidazol com o residuo de aminoécido His447 a uma distancia de 1,92 A e o
atomo de nitrogénio da piperazina com o residuo de aminoécido Tyr124 a uma distancia de 2,15 A. Os
anéis aromaticos da cadeia lateral do Trp286 e Trp86 formaram interagdo do tipo -1 como o imidazol
e benzeno do ligante. Pode-se observar que as duas interacoes Tr-stacking e a ligacdo de hidrogénio
qgue a molécula de referéncia Donepezil faz com o sitio ativo da hAChE, representado pela Figura 10,

também ocorre entre o composto NO1 e os mesmos residuos de aminoacidos.
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Figura 13: Resultado de docagem do composto NO1 na estrutura cristalografica hAChE 4MOE.
LigacBes de hidrogénio estdo representadas por linhas tracejadas amarelas; interagbes do tipo -
stacking estdo representadas por linhas tracejadas azuis; interacbes do tipo Cation-m estédo
representadas por linhas tracejadas verdes,

Analisando as interacdes a partir dos resultados de docagem molecular (ver Figuras 14 e 15)
observa-se que o modo de interacdo predito pelas poses de docagem dos compostos selecionados na
inspec¢édo visual foi semelhante as poses das estruturas cristalograficas dos sete inibidores disponiveis
no banco de dados PDB. Alguns residuos de aminoacidos foram destacados como principais, como
Ser293, His 447, Tyr 124 e Tyr 133 que formam ligac@o de hidrogénio. InteragBes do tipo cation-Tr e -
stacking foram observadas entre os ligantes e os residuos Tyr337, His447, Trp286, Tyr341, Phe338,
Trp86 e Tyrl24. Além disto, foi observado que os residuos Phe295, Tyr337, Tyrl24, Trp286, trp86 e
Try 341 desempenham um papel crucial interagindo com a maioria destes compostos. Outro aspecto
importante a ressaltar é que o sitio catalitico da proteina hAChE possui caracteristicas hidrofobicas,
esse tipo de interacdo estd presente em todos os compostos analisados, embora ndo estejam
representadas nas figuras, foi considerado como aspecto positivo na inspecédo visual. O modo de
ligacdo predito pela simulacdo de docagem molecular, para estes sete compostos selecionados,

sugere-0s como potenciais candidatos a inibidores da hAChE.
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Os critérios geométricos por tras da atribuicdo das interacdes relatadas sdo: Para as ligacdes
de hidrogénio a distancia méaxima é 2,8 A, o angulo minimo do doador é 120° enquanto que o angulo
minimo de aceitador é 90°. Para as interagdes do tipo m-stacking o angulo entre os planos dos anéis
deve ser menor que 30° e a distancia entre o centroide dos anéis deve ser menor que 4,4 A, para o
caso face to face, ou o0 angulo entre os planos dos anéis deve estar entre 60° a 120° e a distancia entre
o centroide dos anéis deve ser menor que 5,5 A, para o caso, edge to face. Para as interacdes do tipo
cétion-1r a distancia maxima entre o centro do cation e o centro do anel é de 6,6 A e o angulo entre o
plano do anel e a linha entre o centro do céation e o centro do anel ndo pode desviar em mais de 30° na
perpendicular.
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Figura 14: Estrutura dos complexos preditos por docagem molecular com modo de interacéo

semelhante a inibidores co-cristalizados selecionados na andlise visual (a) NO1 (b) NO2 (c) NO3 (d)
NO4.
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Figura 15: Estrutura dos complexos preditos por docagem molecular com modo de interacdo
semelhante a inibidores co-cristalizados selecionados na analise visual (e) NO5 (f) N06 (g) NO7.
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5.1.2 Dinamica Molecular

Com a finalidade de investigar ainda mais esses compostos filtrados nas etapas anteriores,
100 ns de simulacado por dindmica molecular foi realizada para cada um dos sete ligantes complexados
com a estrutura da hAChE. Quanto ao comportamento dindAmico do composto NO1, mais promissor da
série, foi observado que o ligante permanece estavel dentro do sitio ativo da enzima. Foi também
observado as interac¢des do ligante com os residuos Trp286, Trp86, Tyr337, Tyr341, His447, Tyrl24 e
Phe295, como pode ser analisado na sobreposicdo das conformag¢des na Figura 16. Estas

observac6es vao de encontro com os resultados de docagem molecular.

'

TY’3 f Phe295 ;

Q\\l >
OIS

DM 25 ns
DM100 ns

Figura 16: Resultado da docagem molecular do composto NO1 no sitio ativo da hAChE em tempos
diferentes da simulagéo por dindmica molecular: 0 ns, 25 ns, 50 ns, 75 ns e 100 ns.

Para explorar a estabilidade dos ligantes no decorrer da dindmica do sistema, os valores de

RMSD dependentes do tempo dos carbonos a foram calculados durante as trajetérias da DM nos 100
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ns. Os resultados de RMSD mostraram que 0s compostos ficaram estaveis apo6s 55 ns de simulagéo
para todos os casos. No grafico do RMSD versus o tempo, apresentado na Figura 17, também é
possivel observar a conformacao estavel dos ligantes que ndo mostraram valor de RMSD superior a 6
A durante todo o tempo de simulag&o. Os resultados observados para o sistema indicam instabilidade
durante o tempo de simulacdo DM com valores médios de RMSD de 1,8 A a 2,1 A. Outro fato
importante a se destacar foi a otimizacdo das interagdes entre o alvo hAChE e os compostos através

de algumas mudancas principais que ocorreram com a conformacéo relatando estabilidade.

8

—— NO1, RMSD (awg) = 2.3
NO02, RMSD (awg) = 1.3
NO3, RMSD (awg) = 3.2
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—— NO6, RMSD (awg) = 2.3
NO7, RMSD (awg) = 2.5

Pt

RMSD (A)

Tempo (ns)

Figura 17:RMSD dos compostos versus tempo de simulagdo de dinAmica molecular.

5.1.3 Analise de triplet clique e caracterizacdo do modo de ligacéao

em termos de parametros geométricos

A presenca dos cliques foi cuidadosamente investigada para caracterizar a associacao entre os
residuos aromaticos enterrados presentes no sitio ativo enzimético e os anéis dos ligantes em termos
de restricdes geométricas impostas durante a formacdo do complexo binario. Todos os sete ligantes
propostos no presente trabalho possuem um “clique” com residuos enterrados da proteina, pelo menos
em alguma parte da simulacdo. Enquanto a maioria dos ligantes fizeram parte de cliques efémeros, em
dois casos eles apresentaram boa estabilidade. O primeiro deles, molécula NO5, mostrou a presenga

do cligue com os residuos Trp83 e Tyr334 em 80% dos passos da DM, evidenciando uma boa
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interacdo aromatica do ligante com estes residuos. No segundo ligante, uma mudanca conformacional
da molécula NO2 leva a formacao do clique com os mesmos residuos citados para o composto NO5.
Neste caso, o clique aparece durante a simulacao e esta presente em 68% da Ultima metade dos

passos da simulacéo.

Uma analise mais detalhada foi feita para o complexo entre hAChE e o composto NO5 para
descrever os padrBes geométricos da interacdo entre a proteina e o ligante, veja Figura 18. A uniédo
dos pontos de origem de cada residuo define um triangulo Trp83-Tyr334-NO05 de lados 6,4, 4,7, e 7,5 A
e angulos de 85° +4, 38 © +3 e 57° £3°.

TRP83

YR334

Figura 18: O complexo hAChE-NO5 e os padrdes geométricos da interacao proteina-ligante. A unido do
ponto de origem de cada residuo define um triangulo Trp83-Tyr334-N05 de lados 6,4, 4,7, e 7,5 A e
angulos de 85° +4, 38 ° +3 e 57° +3°,

Foi observado durante a simulagdo uma mudanga conformacional da Tyr334 caracterizada por
modificacdes de angulo de inclinacéo (tilt angle) de 60° a 125°. Este mesmo parametro foi usado para
mostrar um pequeno desvio de 6° da cadeia lateral do residuo Trp83 cuja conformacdo mais estavel
apresentou angulo de 66,1°. Por outro lado, observa-se através deste parametro uma orientagdo
aleatéria do anel aromatico do ligante NO5 localizado no fundo do sitio ativo da hAChE durante a
simulacé@o. Este fato pode indicar uma falta de forte interacdo aromaticas entre o ligante NO5 e os
residuos tirosina e triptofano. Um comportamento semelhante é observado para o angulo de rotacao,
gue permaneceu estavel a 63° e 170° durante a simulacdo para os residuos Trp83 e Tyr334 e

apresentou maior flutuacdo para o ligante NO5.
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6 Consideracoes Finais e Perspectivas

Os resultados aqui apresentados séo decorrentes do estudo tedrico-computacional envolvendo
a enzima acetilcolinesterase, que foi escolhida por ser um dos principais alvos contra a doenca de

Alzheimer descrito pela hipoétese colinérgica.

A busca de novos esqueletos base inibidores da enzima acetilcolinesterase foi realizada
utilizando métodos de ensaios virtuais baseados tanto na estrutura do ligante quanto na estrutura do
receptor. Foram feitas buscas por similaridade quimica por forma e eletrostatica, utilizando diferentes
inibidores como moléculas de referéncia e o método de docagem molecular para predizer e pontuar o
modo de interacdo dos complexos gerados. Entre os métodos estudados, os compostos de referéncia
e as estruturas usadas, 0s que mais se destacaram na recuperacdo de compostos ativos a partir de um
banco de moléculas ativas e inativas foram o método de similaridade eletrostatica, Donepezil como

estrutura de referéncia e a estrutura hAChE 4MOE.

A integragdo dos métodos de similaridade eletrostatica e docagem molecular foi abordada
através da elaboracdo de um protocolo de busca que se iniciou filtrando os compostos mais
semelhantes ao Donepezil a partir do banco de dados comerciais ZINC com cerca de 10 milhdes de
estruturas resultando em 1 milhdo de compostos. Subsequentemente, o processo de docagem
molecular desta sub-colecdo permitiu uma inspecdo visual, das moléculas melhores listadas pela
funcdo pontuacdo, focada em moléculas com caracteristicas apropriadas para uma boa interagédo

molecular com a enzima acetilcolinesterase.

A inspecédo visual das moléculas melhores pontuadas permitiu a selecdo de 7 moléculas que
foram avaliadas nas etapas de docagem e dindmica molecular. As simula¢des de docagem e dindmica
molecular foram usadas para explorar as interacdes entre a hAChE e estes compostos. Alguns
residuos principais tal como, Phe295, Tyr 124, Trp286, Trp86 e Tyr341 presentes no sitio ativo da
enzima foram identificados como cruciais na recuperacéo de inibidores duais promissores a candidatos
anti-Alzheimer. Adicionalmente, os estudos mostraram que todos os sete candidatos aqui propostos
apresentam no minimo trés das principais interacdes presentes na maioria dos inibidores ja conhecidos

contra a hAChE tornando os fortes candidatos a inibidores.

Os resultados sobre dinamica molecular descritos acima sugerem que as trajetérias das
interacdes, presentes no sitio ativo, no decorrer do tempo validaram os resultados apresentados na
docagem molecular, cuja analise nos permitiu selecionar os sete compostos propostos. Embora que a
abordagem de docagem molecular considere os residuos da proteina néo flexiveis os resultados de
DM (residuos flexiveis) mostraram que as interagfes identificadas previamente e utilizadas na etapa de
inspecao visual se mantiveram estaveis. Além disso, um clique estavel formado entre os anéis do
ligante e os residuos Trp 83 e Tyr 334 destaca-se como uma possibilidade valiosa no desenvolvimento

de novos inibidores AChE com melhor interagao hidrofébica e perfil inibitorio.
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Em resumo, todos os resultados indicaram o uso relevante dos métodos EON e docagem
molecular como estratégia para identificacdo de novos compostos promissores a inibidores da
acetilcolinesterase. Nesse contexto, foi possivel apresentar sete esqueletos base inéditos e diferentes

estruturalmente, como potentes candidatos anticolinesterasicos.

O desenvolvimento de uma estratégia integrada de métodos de ensaios virtuais baseados nas
estruturas do ligante e do receptor, juntamente com a inspecdo visual das moléculas melhores
pontuadas resultou na selecdo de 7 moléculas a serem avaliadas nos ensaios bioquimicos.
Inicialmente as substancias foram adquiridas e estdo na fase de teste para determinacdo de ICso
(concentracdo para inibir 50% da atividade enzimatica) e Ki (constante de inibicdo) contra as enzimas
AChE e BUChE. Os resultados permitirdo validar a estratégia de busca descrita no presente trabalho.
Além disso, a partir dos compostos com boa inibicdo enzimatica, estruturas analogas serdo
encontradas, a estratégia computacional desenvolvida sera utilizada novamente para selecéo de novas
séries de compostos que serdo submetidos aos ensaios bioquimicos a fim de estabelecer relagbes
entre a estrutura quimica e a atividade biolégica para novas classes de compostos inibidores da
enzima alvo, etapa imprescindivel no processo de descoberta de substancias bioativas. Sendo assim,
0 uso dos protocolos computacionais validados serdo uteis para a otimizacdo molecular, novos
compostos serdo propostos e a partir de ensaios bioquimicos, novas informac¢des poderdo ser
adicionadas aos modelos virtuais desenvolvidos para que esta se torne uma ferramenta mais
abrangente. Por fim, uma vez identificado compostos seguros aos ensaios in vitro e celulares contra a
enzima AChE, o modo de interagdo podera ser confirmado por cristalografia de Raios-X, método

experimental capaz de resolver a estrutura tridimensional da enzima em complexo com os ligantes.
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Apéndice A - Inibidores da enzima CPB de
Leishmania Mexicana: Modelagem por homologia,
docagem e dinamica molecular

O trabalho abaixo descrito foi desenvolvido durante o estagio de doutorado sanduiche por um periodo
de seis meses na Escola de Farmacia da Universidade de Nottingham — Inglaterra sob supervisdo do

professor Dr. Charles Laughton.

Resumo

Leishmaniose é uma doenca causada por protozodrios parasitas do género Leishmania.
Atualmente, devido a toxicidade e aos efeitos colaterais das terapias existentes, e ao desenvolvimento
de resisténcia, a busca de novas drogas é de extrema importancia. Os parasitas de Leishmania contém
altos niveis de enzimas cisteina proteases. Neste estudo a estrutura 3D de uma das mais significativas
destas, CPB (cisteina protease B), foi predita usando a ferramenta de modelagem por homologia
MODELLER e a estrutura cristalografica da enzima Rodesaina como referéncia. Para testar a exatidao
e utilidade do modelo por homologia, utilizou-se estudos de docagem molecular de 24 moléculas in-
home como atividade inibitéria contra a CPB determinadas experimentalmente. Embora se acredite que
as moléculas sao inibidores covalentes reversiveis da enzima, baseou-se na hip6tese de que as
afinidades relativas dos complexos ndo covalentes presente antes da formacgéo da ligacdo covalente
entre a proteina e o ligante deveriam se correlacionar com a atividade inibitéria. O resultado esperado
foi obtido, no entanto, as atividades de alguns dos inibidores mais potentes (contendo o substituinte
terc-butil-N-metilperazol) foram significativamente subestimadas pela funcdo pontuacdo do programa
de docagem para o modelo por homologia inicial. Portanto, o modelo por homologia da CPB foi
refinado através de simulacdo de dindmica molecular, realizada na presenca de um ligante ligado
covalentemente. O processo de docagem molecular ndo covalente foi entdo realizado utilizando a
estrutura obtida a partir da DM e 0s compostos, que por sua vez correlacionaram muito bem com suas
respectivas atividades inibitoria enzimatica. Dessa forma, temos um modelo de homologia da CPB
validado, que pode ser utilizado prospectivamente para orientar na selecdo e sintese de novos

inibidores altamente potentes e seletivos.

Abstract

Leishmaniasis is a disease induced by protozoan parasites of the genus Leishmania.
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Nowadays, because of the toxicity and side effects of existing therapies, and developing resistance, the
search for new improved drugs is of utmost importance. Leishmania parasites contain high levels of
cysteine proteases. In this study, the 3D structure of one of the most significant of these, CPB (cysteine
protease B), was predicted using the homology modelling tool MODELLER, using the known crystal
structure of Rhodesain as the template. To test the correctness and utility of the model, it has been used
for molecular docking (Glide) studies on 24 in-house molecules with experimentally-determined CPB
inhibitory activity. Though the molecules are believed to be reversible covalent inhibitors of the enzyme,
we hypothesise that the relative affinities of the non-covalent encounter complexes formed prior to drug-
protein cross linking should correlate with inhibitory activity. Fair agreement was indeed obtained,
however the activities of some of the most potent inhibitors (containing a tert-butyl-N-methylpyrazole
moiety) were significantly underestimated by the docking to this initial model. Therefore, the model for the
protein has been refined through extensive molecular dynamics simulation, performed in the presence of
a covalently-bound ligand. Repeating the non-covalent docking calculations with models for the protein
structure obtained from the MD results in calculated binding affinities of a range of dipeptidyl nitrile
ligands that correlate very well with their established enzyme inhibitory activity. Thus, we now have a
well-validated model for CPB, and a ligand analysis methodology, that can be used prospectively to guide

the selection and synthesis of new highly potent and selective inhibitors.

Introducao

Leishmaniose € uma doenca causada por parasitas protozoarios do género Leishmania e
afeta mais de 12 milhdes de pessoas ao redor do mundo. Os casos oficiais totalizam mais de 58 mil de
leishmaniose visceral e 220 mil casos gerais por ano [1]. Existem trés formas principais da doenca,
leishmaniose cutanea (CL), leishmaniose visceral (VL) ou Kala-azar e leishmaniose mucocutanea
(MCL) [2]. Atualmente, devido a toxicidade e aos efeitos colaterais das terapias existentes, e ao
desenvolvimento de resisténcia, a busca de novas drogas é de extrema importancia. Os parasitas de
Leishmania contém altos niveis de enzimas da classe cisteina protease sendo a CPB (cisteina
protease B) uma das mais significativas. Nenhuma estrutura cristalografica para a CPB encontra-se
disponivel na literatura. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi construir um modelo por homologia

validado capaz de orientar na sele¢éo e sintese de novos inibidores altamente potentes e seletivos.
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Metodologia e Resultados

Modelagem molecular por homologia: LmCPB2.8

A sequéncia completa de aminoacidos da enzima cisteina protease B de
Leishmania Mexicana foi adquirida no banco de dados de sequéncia de proteinas
NCBI [3]. O programa BLAST [4] foi usado para pesquisar uma estrutura de referéncia
disponivel no PDB. A estrutura cristalogréfica da Rodesaina do organismo T. Brucei,
cédigo do PDB 2P&U, com resolucdo de 1,65 A e 61% de identidade com a
sequéncia da CPB foi usada como referéncia para construir o modelo da CPB. O

modelo por homologia para a CPB foi construido pelo programa MODELLER [5].

Inicialmente, a estrutura 3D de referéncia foi alinhada com a sequéncia da
CPB. Segundo, as caracteristicas espaciais, tais como, distancia de carbono alfa (Ca
- Ca), ligagdes de hidrogénio e angulos diedros da cadeia principal e lateral, foram
transferidas da estrutura de referéncia para o modelo. Assim, foram obtidas varias
restricdbes espaciais em sua estrutura. Por ultimo, 100 modelos 3D da CPB foram
obtidos satisfazendo o maximo de restricbes possivel. O melhor modelo foi
selecionado pelo mais baixo valor da funcdo pontuacdo DOPE (Discrete Optimized
Protein Energy). Uma vez que o melhor modelo foi escolhido, a regido da alca,
residuos 57 — 61, foi otimizada com minimizagdo de energia gerando 100 novos
modelos. O modelo final foi finalmente escolhido pelo menor valor de DOPE.

A estrutura secundéaria da sequéncia de aminoacidos da CPB foi predita
por PSIPRED v3.3 [6]. O alinhamento 2D entre as sequéncias da CPB e da
Rodesaina estdo representados na Figura 1. O modelo obtido foi avaliado por
inspecdo do grafico de Ramachandran (Figura 2) obtido a partir das analises
PROCHECK [7]. As analises do modelo da CPB mostraram que 97% dos residuos
encontraram regides favoraveis e apenas 3% dos residuos foram observados fora das

regioes permitidas, sugerindo boa qualidade do modelo.
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Figura 1. Alinhamento bidimensional entre a sequéncia de aminoacido da enzima CPB (gseql) e da
estrutura de referéncia (2p7u).
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Figura 2. Grafico de Ramachandran do modelo da CPB.

O programa VERIFY-3D [8] foi usado para analisar a compatibilidade atémica entre o

modelo 3D criado e sua prépria sequéncia de aminoacido 1D. O resultado mostrou que pelo menos
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80% dos aminoacidos tiveram pontuacdo maior ou igual a 0,2 o0 que corresponde localizacdo da cadeia

lateral aceitavel.

O modelo por homologia construido foi entdo comparado com o a estrutura de referéncia
(PDB ID: 2P7U) usando o programa Chimera [9]. A Figura 3 mostra o alinhamento entre as estruturas.
Os residuos de aminoacido conservados entre as estruturas estdo representados em azul e os nao
conservados estdo em vermelho. Foi possivel observar que no sub-sitio S2 da enzima Rodezaina o
residuo Ala208 foi substituido por uma Tyr209 na estrutura modelo da CPB. Além disso, no sub-sitio
S3 da Rodesaina contém uma Phe61 enquanto que na enzima CPB contém uma Asp61. Contudo, os

principais residuos dos sub-sitios S1 e S1° foram conservados.

1-Asn70 1-Gly64

2-Asn64

P

1-GIn21
2-Ala21

1-His162
2-His161

S2

Figura 3. Alinhamento entre a estrutura de referéncia 2P7U representada pelo nimero 1 e o modelo
por homologia construido para a CPB representada pelo nimero 2.

Modelagem por homologia € uma ferramenta poderosa na predicdo de estruturas de
proteina. No presente estudo, o modelo por homologia da enzima CPB foi com sucesso construido
usando a estrutura de referéncia da enzima Rodesaina e os métodos mencionados acima. O modelo
da CPB foi entéo, nos proximos passos, validado por métodos de ensaio virtual baseados na estrutura
do receptor, sdo eles docagem e dindmica molecular. Uma série de 24 compostos sintetizados e

testados in-home contra a CPB foi utilizada.
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Docagem Molecular

Com o modelo por homologia, os compostos do banco de dados in-home foram
analisados por ensaio virtual. O método de docagem molecular foi realizado para testar se era possivel
predizer a afinidade de ligagdo com alguma precisdo e encontrar uma correlagéo entre os valores de

pki e a pontuacdo do programa de docagem.

Os calculos de docagem desenvolvidos neste projeto foram realizados usando o programa
Glide [10]. Os compostos foram preparados usando LigPrep [11], Epik[12] e campo de forca OPLS-
2005, todos os possiveis estados tautoméricos e de protonagdo foram determinados a pH 5,5, bem
como calculou os estados de ligacdo de metal. Os estereoisomeros foram determinados a partir da
estrutura 3D previamente definida. A estrutura da proteina foi preparada usando Protein Preparation
Wizard implementado no programa Maestro (Schrodinger 2016). Para ajuste dos estados de
protonacdo da proteina Propka [13] a ph 5,5 foi utilizado. Todas as Histidinas e o residuo Asp57 foram
considerados protonados, o residuo Glu208 foi considerado carregado negativamente. Os residuos
Cys25 e His161 formaram o par de tiolato/imidazol necessario para 0 mecanismo catalitico. Apés
ajustes dos estados de protonacéo foi realizada a etapa de minimizac&o de energia usando campo de
forca OPLS-2005 e os parametros padrdes. A regido do sitio ativo foi definido pelo Receptor Grid
Generation [14]. O tamanho da grade foi ajustado para 20x20x20A centrado nos residuos
selecionados, Asn162, Cys25 e Gly66. O processo de docagem molecular foi entdo realizado no

programa Glide com preciséo padrao SP. O nimero de 100 poses por ligante foi escolhido.

Inicialmente, o composto Neq0409 da estrutura PDB 4QH6 foi escolhido como referéncia
para as andlises seguintes. O resultado de docagem, ndo covalente e sem restricdo, do composto
Neq0409 na estrutura modelo da CPB esta representado na Figura 4. A Figura 4 mostra a
superposi¢do do composto Neq0409 na sua estrutura cristalografica 4QH6, em azul, com o resultado
de docagem em cinza. O valor de RMSD entre eles foi de 2.6 A. O modo de interacdo mostra que as

posi¢cBes P1, P2 e P3 ocupam os subsitios S1, S2 e S3, respectivamente.
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Figura 4. Superposi¢do dos modos de ligacdo do composto Neq0409 a partir do resultado de docagem
(cinza) e sua estrutura cristalografica a partir do PDB com cddigo 4QH6 (azul).

ApOs docagem n&o covalente sem restricdo da série com 24 compostos in-home, cujo
resultado sera mostrado a seguir, o processo de docagem foi refeito com o uso de restricdes de smart

nas posi¢cbes P1, P2 e P3. Para gerar as restricdes, a grade de docagem foi criada com restricbes de
smart nas trés posi¢cdes como estd mostrado na Figura 5.

P2
3
O
i 2N
u P1
a O
P3 5

Neq0409

Figura 5. Estrutura 2D do inibidor Neq0409. Atomos1, 2, 3, 4 e 5 (Atomos 1605, 1606, 1597, 1612 e
1611 na estrutura PDB ID: 4QH6)

A fim de usar os atomos do composto Neq0409 como referéncia de posigdo sua estrutura
cristalografica, 4QH6, foi alinhada a estrutura do modelo da CPB. Para a posi¢cdo P1 o smart C#N a

uma distancia de até 5,0A do centroide dos atomos 1 e 2 foi usado. Na posicdo P2 e P3 os smart

60



especificos de cada composto foi usado a uma distancia de até 4,0 A e 4,6 A do 4tomo 3 e centroide

dos atomos 4 e 5 respectivamente.

A Figura 6 apresenta as diferencas entre os valores da funcdo pontuacdo do programa
Glide a partir da docagem néo covalente sem uso de restricdo para as melhores poses selecionadas e
a partir da docagem néo covalente com uso das restricbes de SMARTS em P1, P2 e P3. Para sele¢éo
das melhores poses a partir do resultado de docagem sem restricdo considerou-se as melhores
conformacdes em que P1, P2 e P3 ocupassem os sub-sitios S1, S2 e S3 alcancando o mais proximo
possivel da conformacao do composto de referéncia Neq0409. Para a docagem com restricao das trés

posicdes foi considerado os melhores valores da funcédo de pontuacéo.
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Figura 6. Funcéo pontuacdo do programa Glide (Glide Score) versus os valores de pKi. Os resultados
da docagem molecular ndo covalente sem uso de restricdo representado em azul e os resultados da
docagem molecular ndo covalente com uso de restricdes de posi¢do de smart em laranja.

Os coeficientes de determinacdo R? foram equivalentes em ambos o0s processos de
docagem, mostrando correlacdo suficiente para recuperar os inibidores da CPB mais potentes do
bando de dados in-home. Apesar da correlacdo ser suficiente, através da docagem nédo covalente, as
poses de docagem mostrou uma resisténcia em posicionar o grupo tert-butyl-N-metil pirazol no sub-
sitio S3. Sendo assim, este fato nos levou ao uso de simulagdo por dinamica molecular cujo objetivo foi
analisar o comportamento deste grupo no sub-sitio S3 e refinar o modelo por homologia da CPB na

presenca de um ligante ligado covalentemente.

Além dos métodos de docagem molecular descritos anteriormente também foi realizado

processos de docagem molecular ndo covalente com restricdo de smart apenas na posicdo P1, outro
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processo com restricbes apenas nas posicdes P2 e P3 e por fim docagem molecular covalente,

entretanto nenhuma melhora na correlacdo foi encontrada.

Dinamica Molecular

Nos estudos de docagem molecular foi observado diferentes conformacées do grupo Tert-
Butil-N-metil pirazol em P3. Por essa razédo, simulacées de DM foi utilizada para explorar as interacdes
entre o modelo da CPB e o composto Neq0569 usando o pacote Amber 16 [15] com o campo de forga
AMBER. O composto Neq0569 foi o escolhido para representar todos os compostos da série que
possuem este mesmo grupo na posicao P3 além de apresentarem os melhores valores de pKi. Para
realizar a simulac¢éo, o complexo foi solvatado em uma caixa truncada octaédrica usando o modelo de
agua do tipo TIP3P. Antes de rodar a simulacdo, duas etapas de minimizacdo foram feitas para
estrutura inicial adquirida dos resultados de docagem. Primeiramente, as moléculas de agua foram
minimizadas durante 1000 ciclos iniciais utilizando o método steepest descendente [16] seguidos por
1000 ciclos utilizando o método de gradiente conjugado [17]. Na segunda minimizacéo, 2000 ciclos
foram realizados utilizando o método steepest descendent para todo o sistema, seguido de 1500 ciclos
pelo método de gradiente conjugado. Apés os ciclos de minimizacdo de energia, o sistema foi aquecido
de OK a 300K durante 1,25 ns em ensemble NVT. Na etapa seguinte, apés o sistema atingir a
temperatura de 300K, realizou-se uma etapa de equilibracdo da densidade durante 1,25 ns. Ent&o, foi
realizada a etapa de equilibracéo final do sistema de 7,5 ns. Ambas em ensemble NTP. A etapa de
simulagéo do sistema final foi entdo realizada a temperatura constante de 300 K, durante 100 ns e
escalonamento isotropico de pressao com tempo de relaxacdo de 1 ps. Em todas as etapas a partir dos
ciclos de minimizacdo de energia, o algoritmo SHAKE [17] foi utilizado para tratar todas as ligacdes
com atomos de hidrogénio, um corte de 10 A foi usado para todas as distancias de interacdes entre
atomos nao ligados e a dinamica de Langevin [18] com frequéncia de choque de 2 ps! foi adotada para
controle de temperatura. O tempo de simulacdo DM foi dividido em 10 corridas de 10 ns com intervalo
de 2 fs e a cada 25000 passos os dados de trajetoria eram salvos. Assim, 200 conformacgdes (frames)

foram obtidas a cada 10 ns de simulacéo.

ApOs a andlise da simulagdo por DM, o0 mesmo processo de docagem molecular ndo
covalente com restric6es nas posi¢des P1, P2 e P3 foi reproduzido entre a série com 24 compostos in-
home e duas conformacdes diferentes obtidas através da DM. Ambas conformacdes estdo

representadas na Figura 7.
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Figura 7. Superposi¢cdo do modo de ligacdo do composto Neq0569 em complexo com a CPB a partir
dos resultados de DM e Docagem Molecular ndo covalente com restricdes de posicdo em P1, P2 e P3.

Os valores de RMSD da proteina permaneceram estaveis durante o tempo de simulagao
(ver Figura 8). Duas conformacdes principais sdo possiveis para o composto Neq0569 (Figura 9). Por
essa razao, no primeiro processo de docagem usou-se a estrutura referente a conformagfes de 40 ns
de simulacdo. No segundo processo, a estrutura adquirida aos 100 ns de simulagéo foi usada. Sendo o
Ultimo caso o que conseguiu melhor correlagdo entre os resultados da docagem e os valores de pki,
com R?igual a 0,62 (Figura 10), desconsiderando o composto Neq0413 que foi um valor atipico.
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RMSD vs Tempo (modelo da CPB)
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Figura 8. Evolucao temporal da DM versus valores de RMSD da proteina para o modelo da CPB.
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Figura 9. Evolucdo temporal da DM versus valores de RMSD do ligante Neq0569.
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Figura 10. Melhores valores da fungdo pontuagdo do Glide (GlideScore) versus valores de pki.
Processo de docagem ndo covalente com restricdo das posi¢des P1, P2 e P3 no modelo por homologia
da CPB. Composto 413 um valor atipico.

Conclusodes

No presente projeto, modelagem por homologia, docagem e dindmica molecular foram
com sucesso usados para estudar a série in-home com 24 compostos inibidores da CPB. O modelo
tridimensional da cisteina protease B de Leishmania mexicana 2.8 foi muito bem construido. Docagem
e dindmica molecular foram usados para explorar as interacdes entre a CPB e seus inibidores. Os
resultados de docagem molecular usando as trés restricdes de posicdo e a estrutura obtida a partir da
DM leva a uma melhor analise das caracteristicas estruturais que posem ser usadas para orientar a
selecdo e sintese de novos inibidores potentes e seletivos da CPB. A correlagdo positiva encontrada
apos as etapas de dindmica e docagem molecular ndo covalente valida a qualidade do modelo
proposto. Além disso, trabalhos experimentais que estdo sendo desenvolvidos no grupo de pesquisa
mostrou a alta semelhanca entre o modelo desenvolvido neste projeto e a estrutura obtida por

cristalografia de raios-x.
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Apéndice B - Similarity search combined with
Docking and Molecular Dynamics for novel hAChE
Inhibitor Scaffolds.
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Abstract

The main purpose of this study was to address the performance of virtual screening methods based on ligands and the protein
structure of acetylcholinesterase (AChE) in order to retrieve novel human AChE (hAChE) inhibitors. In addition, a protocol was
developed to identify novel hit compounds and propose new promising AChE inhibitors from the ZINC database with 10 million
commercially available compounds. In this sense, 3D similarity searches using rapid overlay of chemical structures and similarity
analysis through comparison of electrostatic overlay of docked hits were used to retrieve AChE inhibitors from collected databases.
Molecular dynamics simulation of 100 ns was carried out to study the best docked compounds from similarity searches. Some key
residues were identified as crucial for the dual binding mode of inhibitor with the interaction site. All results indicated the relevant
use of EON and docking strategy for identifying novel hit compounds as promising potential anticholinesterase candidates, and
seven new structures were selected as potential hAChE inhibitors.

Keywords Virtual screening - hAChE inhibitors - ROCS and EON methods - Docking and molecular dynamics

Introduction — In moderate stage dementia patients, there is a cognitive

decline, loss of recent memory and problems with
language.

In the final stage of dementia, there are severe behavioral
changes, loss of identity and the patient becomes exces-
sively dependent.

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of de-
mentia among people over 65 years old, causing an irrevers- — —
ible and progressive brain disorder associated with their daily
life and activities [1-3]. The alterations presented by patients
depend on the stage of AD, and the following stages are found
during evolution of this disease [1-7]: Recent studies on treatment of AD suggest three major path-

ophysiologies [6—15]. The two main histopathological criteria

— In the initial stage patients present cognitive, behavioral
and mood alterations, whose main characteristics are fre-
quent forgetting and repetitive questions.
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for AD are observations of extracellular deposits of fibrillar
peptides called senile plaques (SP) and of neurofibrillary tan-
gles (NFTs), both described by Alois Alzheimer in his original
case report result [12]. The SP are formed from the abnormal
extracellular accumulation and deposition of the amyloid-f3
peptide with 40 or 42 amino acids [known as {3-amyloids
(AB)] of the metabolism of the amyloid precursor protein
(APP) found in the membranes of cells and organelles such
as mitochondria [11]. The NFTs consist of twisted strands of
hyperphosphorylated tau protein, a protein important for the
structural integrity of microtubules, structural tubulin polymers
of the cytoskeleton of the neurons [16]. These plaques and
tangles are commonly observed upon neurodegeneration, thus
they are also not unique to AD [6, 13]. The biochemical
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investigation of patients with AD led to the “cholinergic
hypothesis” that proposed the degeneration of cholinergic neu-
rons in the synaptic cleft and the associated loss of cholinergic
neurotransmission in the cerebral cortex that contributed to the
cognitive function impairments [8, 17-22]. This hypothesis
suggests that an increase in the neurotransmitter acetylcholine
(ACh) through the inhibition of the enzymes cholinesterases
(ChEs) i.e., acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholines-
terase (BuChE), that hydrolyze ACh into acetic and choline,
would improve the cognitive profile of patients [9].

Among different types of drugs, the widely used cholinester-
ase inhibitors (ChEIs) represent the first class of drugs approved
for the symptomatic treatment of AD [23]. The first inhibitor
approved by the FDA (Food and Drug Administration) was
tacrine; however, its application has been limited due to side
effects. Subsequently, donepezil, rivastigmine and galantamine
became available [23, 24]. ChE inhibition can be selective
(donepezil, a selective AChE inhibitor) or promiscuous
(rivastigmine and galantamine, inhibitors of AChE and
BuChE). However, experiments show that a partial inhibition
of BuChE activity is enough to increase ACh levels, and may
also reduce the number of plaques SP [25]. In this sense, the aim
of this study was to compare the performance of virtual screen-
ing (VS) methods based on ligands and the protein structure of
AChE. In addition, we also wanted to develop a strategy for
identifying novel hit compounds and to propose new and supe-
rior AChE inhibitors from a free database of commercially
available compounds (ZINC [26]). Therefore, 3D similarity
searches using ROCS (rapid overlay of chemical structures)
[27, 28] and EON (similarity analysis through comparison of
electrostatic overlay) [29], and docking (a structure-based virtu-
al screening) using Glide program [30] were used to retrieve
ACHE inhibitors from collected databases. Molecular dynamics
(MD) simulation using Amber14 program [31] was carried out
to study the selected compounds.

Methods
Dataset

Three datasets were used for VS analysis. For the first dataset
(DS1), ca. 1600 compounds assayed against the Homo
sapiens AChE enzyme (hAChE), were collected from the
ChEMBL bioactivity database [32]. Compounds with 1Csq
less than 1 uM were considered inactive. The second dataset
(DS2) was collected from a directory of useful decoys en-
hanced (DUD-¢) [33], a benchmarking set of 453 known li-
gands and 26,234 decoy sets for hAChE. DUD-e has been
used widely for the validation of virtual screening, and is
available at http://dude.docking.org. The last dataset (DS3)
was generated using DUD-e free on-line system with 243
active compounds against hAChE. In total 12,115 decoys
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were created. These datasets were then prepared and used to
assess the ability of the virtual screening in order to discrim-
inate between active and inactive compounds.

Ligand-based method

In order to find compounds for the target, the approaches used
for the Ligand-Based Virtual Screening (LBVS) methods are
recommended [34, 35]. In the case of a 3D structure, where
docking is not highly applicable, LBVS methods carry out an
active and promising technique to recognize new compounds
with similar biological activity.

Similarity search

Query selection In order to identify compounds with a
common substructure, compared to the approved drugs with
AChE-inhibitory activity, some drugs were used as queries for
both ROCS and EON similarity methods. The following four
drugs and an active compound were considered in the present
study: Donepezil, Tacrine, Galantamine, Rivastigmine and
HuprineW (Fig. 1). Their structures were drawn using the
program Marvin Sketch [36] and then converted into a
three-dimensional (3D) structure using the OMEGA [37, 38]
package from OpenEye. OMEGA is a conformation generator
for molecules. OMEGA fragments the molecules and
reassembles them to generate multi-conformers. The algo-
rithm implemented in OMEGA attempts to capture all of the
relevant bond length and angles, and ring conformations for
an input molecule. For OMEGA one, default parameters were
used except, maxconfs = I (sets the maximum number of con-
formation to be generated), flipper set to true (flips all unspec-
ified stereocenters), and strictstereo set to false (not requires
all stereocenters to be specified).

Dataset preparation For all datasets, the conformer libraries
required by ROCS and EON programs were built with
OMEGA for use in the calculations. Default parameters
were used with the following exceptions: flipper set to true
(flips all unspecified stereocenters), and strictstereo set to false
(not requires all stereocenters to be specified). The program
fragments the compounds and reassembles them to generate
all possible conformations. These conformer files were used
as input database for performing the ROCS, and then to
generate input files for EON program.

ROCS and EON details ROCS analysis was carried out for the
shape-based superposition method. Default parameters were
used with the following exception: besthits set to 10,000 (for
DS1), 15,000 (for DS3) and 35,000 (for DS2). In ROCS every
conformer is aligned to each query molecule. Therefore, the
database compounds were ranked according to their Shape
Tanimito (ST) score, considering shape search score of
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ligands, ranging from 0 to 1, where 1 represents the best match
between the query and the compound.

The EON program was employed to calculate the electro-
static similarity that uses a field-based measure of Electrostatic
Tanimoto (ET) score, using full Poisson-Boltzmann electro-
statics, to compare the electrostatic potential of each database
compound with the query molecule. For this purpose, EON
calculates new partial charges using MMFF94 force field, and
has the ability to adjust both query and database molecule to a
neutral pH model. To ensure a good quality alignment be-
tween the molecules, the ROCS program provides the best
input to EON. All EON calculations were performed with
default values except the besthits (set to same values used in
the ROCS code).

Structure-based method

Docking depends on the available protein structure.
Furthermore, it involves the prediction of the complex between
protein and ligand into the active site, and enables the most
favorable conformation to be determined. The 3D structure of
protein—ligand provides detailed information at atomic level,
which is very useful for exploring the interactions between an
inhibitor and protein, and to lead optimization [41-43].

Molecular docking

Protein preparation All protein X-ray crystal structures were
downloaded from the protein data bank (PDB) [44]. Three rep-
resentative hAChE targets were selected from the 20 3D struc-
tures available in the PDB, with access codes 4BDT, 4MOE and
4EY7. These structures contain known co-crystallized inhibitors
including Huprine W (HUW), Dihydrotanshinone I (1YL) and

Fig. 1 Homo sapiens a H H
acetylcholinesterase (hAChE) N
inhibitors used as queries
structures. a Tacrine

IC50=0.1 uM [39]. b
Galantamine ICs5o=0.3 uM [39].
¢ Rivastigmine ICs50=0.7 uM
[39]. d Donepezil

IC50=0.002 uM [39]. e
HuprineW ICso=0,001 uM [40]

Donepezil (E20), respectively. In order to explore significant
changes in the active site, the structures were chosen because
their Tyr337 in hAChE (Fig. 2) adopts a wide range of confor-
mation characterized by a RMSD of x; torsion angle of 38°.
The conformations can be assigned based on their x;. The
x1dihedral values are —152°, 164° and 111° for 4EY7, 4MOE
and 4BDT, respectively. The same conformations were found in
the tcAChE (Torpedo californica AChE) where the Tyr337 is
replaced by Phe330, which has been described as a “swinging
gate” [45].

The 3D structures of hAChE used for docking was prepared
using Protein Preparation Wizard [46]. The ionizable residues
were set to their normal ionization states at pH 7.4 according
the program Propka [47]. During the preparation, all missing
hydrogen atoms were added, all water molecules and ligand
deleted, and the energy minimized in the Macromodel [48]
using the OPLS-2005 force field. All other settings were kept
as default setting. The receptor grids were generated using the
grid generation module in Glide within a grid box of
22A x 22A x 22A, centered on co-crystallized ligands.

Ligand preparation For docking studies, all the datasets were
prepared using LigPrep2.3 [49], Epik [50] and OPLS-2005
force field with IMPACT code [51], generating all possible
tautomeric, enantiomeric, and protonation states at target
pH 7.4 +£0.5, as well as calculating metal binding states. The
same protocol was used to prepare co-crystallized ligands for
redocking calculations described below.

Docking details Molecular docking was carried out using the
hACHhE crystallographic structures and the databases, DS1, DS2

and DS3, by using the program Glide SP as implemented in
Schrodinger Suite [30, 52]. The datasets were docked

N
\\\\\ \
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considering ligand flexibility by ligand conformational
sampling method implemented in Glide program. Fifty poses
per ligand was included, and five poses were reported. The best
pose for a given ligand was determined by the GlideScore score.

Evaluation metrics

To determine the performance of the different VS, a ROCS
curve was generated. The receiver operating characteristic
(ROC) curve was generated by classifying the molecules (ac-
tive and inactive) and docking energy values calculated by the
scoring function. If the molecule is active (positive) and the
docking classifies it as positive (well ranked), then this occur-
rence is counted as a true positive; if it is classified as negative
(low ranked) it is counted as a false negative. If the molecule is
inactive (negative) and the docking classifies it as negative (low
ranked) it is counted as a true negative; if it is classified as
positive (well ranked) it is counted as a false positive. The
ROC curve describes the sensitivity as a function of the speci-
ficity of the method (docking). The sensitivity of the docking
method is defined as the true recovered positive rate, and spec-
ificity is defined by true negatives divided by the sum of false
positives and true negatives [53], where this area under the
ROC curve (AUC) has an information value. In this case as
stated by Anighoro and co-workers [54], values up to 0.5 indi-
cate a random compound distribution, while further increasing
values are indicative of active compound enrichment at high
rank positions [55, 56]. It is a widely used validation tool for
assessing the quality of VS protocol by monitoring the percent-
age of active ligands retrieved at each position of the ranking.
ROC analysis can also be applied to studies of protein—ligand
docking scoring [56].

Molecular dynamics

MD simulations were used to elucidate the importance of
protein flexibility in ligand binding, and to explore the inter-
actions between hAChE and the selected compounds. Only
the highest scoring pose from docking results was subjected to
simulations. The MD simulations described below were per-
formed using the Amber 14 package with AMBER FF14sb
force field. To carry out the simulations, the topologic and
coordinate files of initial structures were built with tLEAP
module of Amber 14. We have used the common technique
to impose the docked complex into a truncated octahedron
box using TIP3D water model. Sodium (Na") counter ions
were added to neutralize the net charge of protein-ligand sys-
tem. Before performing the MD simulations, two minimiza-
tion stages were carried out for the initial structures, which
come from docking results. First, water molecules were min-
imized for 1000 minimization cycles with the steepest descent
method, followed by 1000 cycles with the conjugate gradient
method. In the second minimization, 2000 cycles were

@ Springer

performed using the steepest descent method for the whole
system, followed by 1500 cycles of the conjugate gradient
method. MD simulations steps were implemented. First, we
slowly heated the system from 0 to 300 K for 1.25 ns with
constant volume and no pressure control. Subsequently, den-
sity equilibration was executed with constant pressure for
1.25 ns. After that, a final equilibration at 300 K was per-
formed for 7.5 ns. The production run was carried out at
300 K for 100 ns. In those simulations, the Shake algorithm
was applied to constraint all bonds involving hydrogen, and a
cutoff of 10 A was used for all non-bonded interactions. The
MD time step was taken to be 2 fs, and one snapshot was
sampled every 25,000 steps. Thus, 200 conformations
(frames) were obtained every 10 ns during the MD runs.

Triplet clique search

The relative solvent-excluded surface area (relSESA) for each
residue of proteins was calculated using UCSF Chimera and
compared to the solvent-excluded surface area for each stan-
dard residue in Gly-X-Gly tripeptides [57]. Only hydro-
phobic residues (Ala, Val, Ile, Leu, Tyr, Phe, Trp) with
relSESA below 0.3 was considered for further analysis.
For simulation analysis, one frame to each 2 ns was consid-
ered for relSESA calculation, and those hydrophobic residues
with an average below 0.3 during simulation were submitted
to clique search.

A set of three residues in contact one with each other is
defined as a clique. We considered as contact residues those
which presented the lowest inter residue atomic distance

) ﬁ\\ Trp286

Trp86

Fig. 2 Aligned hAChE crystallographic structures in complex with
Huprine W (4BDT) in goldenrod, Dihydrotanshinone I (4MOE) in slate
gray and Donepezil (4EY7) in steel blue
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smaller than 3.8 A for side-chain heavy atoms, as described by
Basu et al. [58, 59]. Internal vectors for each residue as well as
the clique vectors were defined as described by Basu
et al. [59] for simulation frames. In the case of ligand,
we considered to define the vectors the nearest aromatic
ring to the other two residues part of clique. The parameters tilt
and swivel angles used to analyze the stability of cliques,
describes respectively the orientation of each residue to the
plane of clique and the rotation of residue about their internal
Z axis [58, 59].

Results and discussion

ROCS and EON

Two computational strategies were employed: ROCS shape-
based similarity analysis and EON electrostatic comparison.
More specifically, ROCS is used to identify similarity between

molecules based on their 3D shape, while EON compares
electrostatic potential maps of pre-aligned molecules. ST and
ET metrics of the ROCS and EON packages were tested
for all databases and queries (see Fig. 3). Given that the
ROCS and EON results are highly dependent on query
molecule, the analysis was carried out with four differ-
ent queries to test the program performance consistency.
The AUC varies considerably among the queries and the
programs. However, the best performance of both codes
showed slight difference of AUC (0.60 and 0.70, for ROCS
and EON, respectively). In addition, considering both
packages and the complete dataset the best result was
achieved by Donepezil query, with AUC higher than 0.5 in all
the ROCS curves.

Electrostatics-based screening showed suitable perfor-
mance for all queries, mainly for Donepezil and Tacrine.
This result of application of 3D similarity supports the use
of EON code in a virtual screening project for AChE inhibitor
discovery.

a b
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0,84 0,8 1
> 061 7 2 061
= 2
2 »
€N 04 —— EON-Donep, A = 0.58 0,4 - —— EON-Donep, A = 0.60
/| =—— EON-Galan, A =0.53 EON-Galan, A = 0.47
EON-Rivas, A = 0.56 —— EON-Rivas, A = 0.59
——— EON-Tacrine, A = 0.57 —— EON-Tacrine, A = 0.60
0,24 —— ROCS-Donep, A = 0.57 0,2 ROCS-Donep, A = 0.56
ROCS-Galan, A = 0.36 —— ROCS-Galan, A = 0.60
—— ROCS-Rivas, A = 0.40 —— ROCS-Rivas, A =0.28
o —— ROCS-Tacrine, A = 0.59 —— ROCS-Tacrine, A = 0.41
0,0 == T T T T 0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificity 1 - Specificity
C
1,0
0,8 -
> 06
=
‘@
[=
[0
D 0,4 —— EON-Donep, A = 0.66
EON-Galan, A = 0.53
7| —— EON-Riwas, A = 0.69
" EON-Tacrine, A = 0.70
0,2 — —— ROCS-Donep, A = 0.58
" —— ROCS-Galan, A = 0.33
— —— ROCS-Rivas, A =0.36
s —— ROCS-Tacrine, A = 0.47
0,0 -=— T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
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Fig. 3 Area under the curve (AUC) plots using rapid overlay of chemical structures (ROCS) and EON (similarity analysis through comparison of

electrostatic overlay) packages for a DS1, b DS2 and ¢ DS3 datasets
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Docking
Redocking procedure

Initially, we performed redocking calculations to repro-
duce the binding mode of the co-crystal structures. The
ligand binding process was validated by redocking of the
co-crystallized Donepezil (E20), Huprine W (HUW) and
Dihydrotanshinone I (1YL) with 4EY7, 4BDT and 4MOE
structures respectively. In redocking simulations, it is ex-
pected that the results generate root mean square devia-
tion (RMSD) greater than 2 A when compared to co-
crystallized ligands [52].

We verified that the ligands bound to the hAChE active
site, analogous to the co-crystallized ligand (see Fig. 4).
Therefore, the results from the redocking procedure showed
that the docking protocol could reproduce the binding mode of
the co-crystal structures 4BDT, 4EY7 and 4MOE, with RMSD
values equal to 0.89 A, 1.34 A and 0.82 A. The Glide score of
the complex in redocking results for 4EY7 and 4MOE is sim-
ilar with values of —11.65 kcal mol ' and —8.52 kcal mol '
compared to experimental affinity of AGugyy=
—11.86 kcal mol ' (ICso 0.002 uM) and AGanor =
—8.50 kcal mol '(ICso 1 uM). For the 4BDT crystal structure
the experimental affinity is AGygpr=—12.27 kcal mol !
(ICsp 0.001 uM) which is slightly lower compared to the —
10.73G score achieved by Glide. Here, the scores for the
redocked ligand is in perfect agreement with experimen-
tal affinity. These validate the idea that the prediction of
binding modes of co-crystal structures is enough to define a

Fig. 4 Redocking of a
co-crystallized ligands for (1)
Huprine W (0.89 A) (2)
Donepezil (1.34 A) (3)
Dihydrotanshinone I (0.82 A).

a Superposition between
co-crystallized (gray) and the best
docking pose predicted (green)
and b molecular structure
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docking protocol for virtual screening. The superposition be-
tween co-crystallized and the predicted compounds is shown
in the Fig. 4.

Docking analysis

In our docking studies, the same protocol (validated using
redocking) was set up to subsequently discriminate be-
tween active and inactive compounds for all datasets
(DS1, DS2 and DS3) into three different structures
(4EY7, 4BDT and 4MOE). After obtaining the binding
mode, the compounds were ranked according to the
Glidescore, considering only the best docked scores. The
corresponding ROC curves are shown in Fig. 5. The pro-
gram Glide achieved an AUC of 0.71. The structure 4EY7
was unable to retrieve active compounds from the DS2
database, achieving an AUC of 0.47. In the other cases,
the results showed appropriate consistency performance,
with 4BDT and 4MOE structures, which yielded expected
enrichment of active compounds beyond random selec-
tion. This suggests that the binding conformation and
binding modes of the hAChE inhibitors are satisfactory.
The same analysis using SMARTS patterns of the Glide
platform for the constraints and grid dimensions of
6A x 6A x 6A were carried out; however, no improve-
ment in the enrichment data was observed.

After an exhaustive validation of different virtual screen-
ing methodologies, we have found that electrostatic-based
search performed better as compared to shape-based analysis.
The study also revealed that 4BDT and 4MOE structures

|

AN
=
N

Cl

1
©\/“ . /
2



J Mol Model (2018) 24:41

Page 7 of 12 41

achieved the best results for structure-based method of
hACHE inhibitors. It is well known that Donepezil is a dual
binding site inhibitor, i.e., interacting simultaneously
with the catalytic (CAS), peripheral (PAS) and mid gorge
(between the CAS and the PAS) binding sites (see Fig. 6).
Therefore, Donepezil should identify more effective and
promising candidates for AD [60], and it was used as the
query for the next steps. In addition, the 4MOE crystallogra-
phy structure (with the best resolution and results from
redocking process) was chosen for the search of new inhibi-
tors of AD.

Virtual screening for novel hAChE inhibitor scaffolds

Hierarchical virtual screening procedure was employed
to identify hAChE inhibitor scaffolds targeting the ac-
tive site. Shortly, our hierarchical procedure consists of:
Filtering ligands using Electrostatic Similarity Search;

predicting the binding poses of ligands using the Glide
package, and ranking the docked ligands using
Glidescore. The VS procedure was summarized in
Fig. 7.

In silico virtual screening filter

Firstly, the donepezil query from 4EY7 and ZINC data-
base conformation was generated for electrostatic simi-
larity search as described previously. EON was carried
out against the ZINC database with 10 million commer-
cially available compounds. The top 1 million hits,
which had ET scores between 0.60 and 0.94, were
saved for further analysis.

In order to filter the highlighted hits for a biological
assay, the compounds were analyzed by molecular
docking using Glide package. The co-crystallized ligand
was extracted from 4MOE structure and the filtered

a 4EY7 b 4BDT
10 1,0
0,8 - 0,8
> 064 > 064
2 =
g 2
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D 04+ N g4
0.2+ —— DS1,A=066 0.2 —— DS1,A=065
—— DS2, A=047 —— DS2,A=0.69
: — DS3,A=063 ] —— DS3,A=0.71
0,0 - . . . . ; 0,0 ; ; ; :
0,0 02 04 06 08 1,0 0,0 02 04 0,6 08 1,0
1 - Specificity 1 - Specificity
C 4MOE
1,0
0,8 -
> 061
=
Z
=
Q
(7] 0,4 4
0.2 DS1, A = 0.61
—— DS2,A=0.70
—— DS3,A =069
0,0 . . . :
0,0 02 04 0,6 0,8 1,0
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Fig. 5 AUC plots of Glide package for a 4EY7, b 4BDT and ¢ 4MOE crystallography structure
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Trp286

Glu202

Fig. 6 Two-dimensional representation of the interactions between the
hAChHE structure and donepezil. Red dashed lines Hydrogen bonds,
green dashed lines with circles at the end Ti-stacking interactions, green
dashed lines hydrophobic interactions

database was docked. The compounds were ranked by
Glidescore. Additionally, the visual inspection helped to
identify compounds that exhibited the best interactions
with the binding site in hAChE. Seven hits were selected

ZINC Database
~ 10 million compounds

Electrostatic Based Screening
(EON)

Molecular Docking
(Glide)
~ 1 million compounds

Ranking and visual
inspection
(GlideScore)

7 selected compounds

Molecular Dynamics
(Amber)

Fig. 7 Insilico screening protocol used to identify hAChE inhibitors
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after molecular docking procedures (see Fig. 8), and they were
further evaluated using MD simulations.

The most promising compound, NO1, was selected to
explore the interaction between the inhibitors and hAChE.
Figure 9 presents the docking results for compound NO1
in 4MOE. It suggests that some key amino acids in the
binding pocket interact with the hAChE inhibitor through
hydrogen bonding, 7t-stacking and cation-7t. The follow-
ing interactions form hydrogen bonds: O atom of NOI
(2.68 A) with Phe295, the N atom of imidazole (1.92 A)
with His447, and the N atom of piperazine (2.15 A) with
Tyr124. The aromatic-ring side chains of Trp86 and
Trp286 participate in 7—7t interactions with imidazole
and benzene, respectively.

By analyzing the interactions from the docking re-
sults (see Fig. 10) formed between all the compounds
and hAChE, it was observed that some key amino
acids, such as Ser293, Phe295, His447, Tyr 124, Tyr
133, form hydrogen bonds. Cation-7t and 7t-stacking in-
teractions were observed between the ligands and
Tyr337, His447, Trp86, Tyr341, Phe338, Trp286 and
Tyr124. It is observed that Phe295, Tyr337, Tyrl24,
Trp286, Trp86 and Tyr341 play a crucial role interacting
with the most of these compounds. The binding mode
predicted by docking simulations, for these seven select-
ed compounds, suggests them as potential candidates to
hAChE inhibitors.

The geometric criteria behind assigning cation-7t and
m-stacking interactions related are as follows: hydrogen
bonds, the maximum distance is 2.8 A, the minimum
donor angle is 120.0°, and the minimum acceptor angle
is 90.0°. II stacking interaction, the angle between the
ring planes is less than 30° and the distance between
the ring centroids is less than 4.4 A (face-to-face), or
the angle between the ring planes is between 60° and
120° and the distance between the ring centroids is less
than 5.5 A (edge-to-face). Cation 7t interaction, the max-
imum distance between the cation center and the ring
center is 6.6 A, and the angle between the ring plane
and the line between the cation center and the ring center
does not deviate from the perpendicular by more than
30°.

Molecular dynamics

To further investigate these filtered compounds, 100 ns of
MD analysis was performed for our seven selected ligands
complexed with the structure of hAChE. Regarding the
dynamic behavior of the more promising compound, it
was observed that this ligand remained stable inside the
hAChE active site. It was also observed the interaction
of ligand with Trp286, Trp86, Tyr337, Tyr341, His447,
Tyr124 and Phe295 as can be seen in the superposition of
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NO1

Fig. 8 Proposed structures of new potential candidate inhibitors

frames in Fig. 11. These observations corroborate the docking
results.

To explore the dynamic stability of the ligands, the
time dependent RMSD values of the «-carbon were cal-
culated during MD trajectories of 100 ns. The RMSD
results for the simulation showed that the compounds
are stable after 55 ns of simulation for all cases. In
the plot of temporal RMSD, presented in Fig. 12, it is
also possible to observe the stable conformation of the li-
gands, with RMSD values never surpassing 6 A during
the simulation. The observed results for the system indicated
the stability during the MD simulations, with RMSD av-
erage values from 1.8 to 2.1 A. MD simulations opti-
mized the interactions between hAChE and the com-
pounds through some main change that occurred to the
conformation reporting the stability.

Fig. 9 Docking results for
compound NO1 in the 4MOE
hACHhE crystallography structure.
Yellow dashed lines Hydrogen
bonds, blue dashed lines
T-stacking interactions, green
dashed lines cation-7t interactions

NO6

\

1y

NO7

Clique analysis and binding mode characterization in terms
of geometrical parameters

The presence of cliques (closed subgraphs) has been thor-
oughly investigated to characterize the associations between
buried aromatic residues present on the enzymatic active site
and ligands rings in terms of geometric constraints imposed
during the binary complex formation. All seven proposed li-
gands constituted a ‘clique’ with buried protein residues at
least in part of simulation. While most of them were part of
ephemeral cliques, in two of cases they present a good stabil-
ity. The first one, molecule NO5, showed the clique with res-
idues Trp83 and Tyr334 in 80% of analyzed frames, evidenc-
ing a good aromatic interaction of ligand with these residues.
In the second case, a conformational change in molecule N02
led to the formation of clique with the same residues of NO5

‘,N\ \ "
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3 R 293

TYR 72

124 )

YR 133

Fig. 10 Superposition of docking results corresponding to all selected
compounds inside the hAChE active site. Yellow dashed lines
Hydrogen bonds, blue dashed lines T-stacking interactions, green dashed
lines cation-Tt interactions

one. In this case, the clique appears to be formed during the
simulation and it is present in 68% of last half of analyzed
frames.

Phe295 Y97/

MD 25 ns

MD 100 ns

Fig. 11 Docking results for compound NO1 inside hAChE at various
molecular dynamics (MD) simulation time points: 0 ns, 25 ns, 50 ns,
75 ns and 100 ns
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—— NO1, RMSD (awg) = 2.3
——— NO2, RMSD (awg) = 1.3
—— NO3, RMSD (aw) = 3.2
6 —— NO4. RMSD (aw) = 2.8
—— NO5, RMSD (awg) = 2.0
—— NO6, RMSD (avg) = 2.3
NO7, RMSD (avg) = 2.5

Time (ns)

Fig. 12 Root mean square deviation (RMSD) of compounds versus MD
simulation time

An extended analysis was carried out for AchE-NO5 com-
plex to describe the geometric patterns of the protein—ligand
interaction, Fig. 13. The joining of origin point from each
residue define a triangle Trp83-Tyr334-NOS5 of side 6.4,
4.7 and 7.5 A and angles 85°+4, 38 °+3 and 57°+3.

We observed during the simulation a conformational
change of Tyr334 characterized by modification of tilt angle
from 60° to 125°. This same parameter was useful to show a
small deviation of 6° for Trp83 side-chain from the preferred
angle of 66.1°. On the other hand, through this parameter, a
random orientation of aromatic ring of NO5 located in the
bottom of active site of AChE was observed during simula-
tion. This may be an indicative of a lack of strong aromatic
interaction between NOS5 and the residues Tyr and Trp. A
similar behavior is observed for swivel angle, which remained
stable at 63° and 170° during the simulation for the residues
Trp83 and Tyr334, and had a higher fluctuation for NOS
ligand.

Fig. 13 The AChE-NO5 complex and the geometric patterns of the
protein—ligand interaction. The joining of origin point from each residue
define a triangle Trp83-Tyr334-N05 of side 6.4, 4.7 and 7.5 A and angles
85.8°+4,38.1°+3 and 57.1° £+ 3
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Conclusions

3D similarity search and molecular docking were successfully
used to select seven new hAChE inhibitors as potential can-
didate inhibitors used in AD. Molecular docking and MD
simulations were used to explore the interactions between
hAChE and these compounds. Some key residues, such as
Phe295, Tyr337, Tyr124, Trp286, Trp86 and Tyr341 at the
binding site of hAChE were identified as crucial interaction
to fulfill dual binding site inhibitor. In summary, all the results
indicated the relevant use of EON and docking strategy for
identifying novel hit compounds as promising potential anti-
cholinesterase candidates. Furthermore, a stable clique among
the ligands rings, Trp83 and Tyr334 stands out as a valuable
possibility for the development of novel AChE inhibitors with
better hydrophobic interaction and inhibition profile. In that
context, in this work it was possible to suggest seven struc-
tures as potential hAChE inhibitors.
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