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RESUMO

O Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa progressiva que compromete o sistema
cognitivo e causa deméncia. Em geral, a doenca de Alzheimer (DA) afeta pessoas com
mais de 65 anos de idade e projegoes futuras indicam que a populagao com DA ira
aumentar significativamente, causando forte impacto social. Os farmacos atualmente
comercializadas somente amenizam a progressao da doenca. Nesse sentido, a busca por
novos farmacos é um tema relevante na quimica medicinal. O objetivo principal deste
trabalho é a modelagem molecular de novos agentes terapéuticos para o tratamento da DA.
A estrategia terapéutica aqui adotada é a hipdtese colinérgica. Um conjunto de candidatos
a inibidores da acetilcolinesterase foi desenhado a partir de um composto natural obtido
a partir do liquido da casca da castanha de caju (cardanol) com o intuito de modular
positivamente a agao colinérgica através da inibicao da acetilcolinesterase. Uma triagem in
silico foi realizado baseado em descritores eletronicos e relagao quantitativa de estrutura-
atividade para melhor compreender o perfil inibitorio desses candidatos. A anélise de
componentes principais foi capaz de agrupar ligantes com perfil inibitério similar mostrando
que esses descritores poderiam guiar o planejamento de novos agentes anticolinérgicos. O
conhecimento dos modos de interacao entre o ligante o sitio ativo bioldgico ¢é essencial
para o planejamento de farmacos. Com o intuito de investigar essas interacoes, simulagoes
de dinamica molecular e docking foram empregadas. A caracterizacao detalhada com
movimento coordenado intrinseco do sitio ativo, o qual desempenha importante papel para
o mecanismo de interacao receptor-ligante, é apresentada aqui. Por meio do tratamento
estatistico, os modos de interacao mais favoraveis revelaram como o ambiente proteico foi
modificado na presenca dos ligantes.



ABSTRACT

Alzheimer is a neurodegenerative progressive disease which comprimises the cognitive
system and causes dementia. In general, the Alzheimer disease (AD) affects elderly people
over 65 years and the future projections indicate that population with AD will increase
significantly, causing a huge social impact factor. The drugs currently marketed only
smooth the progression of this disease and present adverse effects. In this sense, the search
of the new drugs is a relevant theme to the medicinal chemistry. The main goal of this
work is the molecular modeling of new therapeutic agents for treating AD. The therapeutic
strategy adopted here is the cholinergic hypothesis. A set of acetylcholinesterase inhibitor
candidates was designed from a natural compound obtained from the cashew nutshell
liquid (cardanol) in order to modulate positively the cholinergic function through the
inhibition of the acetylcholinesterase. An in silico screeening was performed based on
electronic descriptors and quantitative structure- relationship activity to better understand
the inhibitory profile of these candidates. Principal component analysis was able to
cluster ligands with similar inhibitory profile showing that these descriptors could guide
new anticholinergic drug design. The knowledge of the interaction modes between the
ligand and biological active site is essential for the drug design. In order to investigate
these interactions, molecular dynamics combined with molecular docking simulations
were employed. A detailed characterization of the intrinsic coordinated moviment of the
active site, which plays an important hole for the receptor-ligand interaction mechanism,
is presented here. From a statistical treatment, the most favourable interaction modes
revealed how the protein enviroment was modified in the presence of the ligands.
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1 INTRODUCAO

A expectativa de vida tem aumentado significativamente nos tdltimos anos, o que
torna a populacao idosa demograficamente maior em todo o mundo. Segundo o relatorio
da ADI (do inglés, “Alzheimer’s Disease International ) de 2013 confeccionado com,
dados coletados em 2010, apontam que nos proximos 40 anos o ntmero de idosos que
necessitam de cuidados ird quase triplicar, de 101 milhoes em 2010 para 277 milhoes em
2050, dos quais quase metade estarao acometidos por um tipo de deméncia, aumentando
expressivamente o nimero de pessoas com a doenca de Alzheimer (DA). De acordo com a
Organizagao Mundial de Saide (OMS), até 2050 serao cerca de 115,4 milhoes de pessoas
com DA (PRINCE et al., 2013).

A DA é uma alteracao neurodegenerativa progressiva e de natureza cronica que
compromete o sistema cognitivo, sendo o tipo de deméncia mais comum com incidéncia de
50% a 75% dos casos. A deméncia é caracterizada pelo declinio na memdria, na linguagem e
em outras habilidades cognitivas que afetam a capacidade de realizar atividades cotidianas.
Seus primeiros sintomas aparecem habitualmente depois dos 60 anos de idade, atingindo
5% dos individuos com mais de 65 anos e 20% dos individuos com mais de 80 anos.
Atualmente, a DA é considerada uma doenca multifatorial da qual o fator hereditario
contribui com aproximadamente 15 % dos casos diagnosticados (MOSCONI et al., 2008;
ASSOCIATION et al., 2016).

Essa doenga causa mudancas neuropatolégicas e bioquimicas por alteracoes es-
truturais, ocasionando disturbios de cogni¢ao e memoria relacionadas ao estresse neural.
As caracteristicas do cérebro de pacientes com Alzheimer sao: a agregacao do peptideo
B-Amiloide (A8) ! e formaciao de emaranhados neurofibrilares, como ilustrado na Figura 1.
O acumulo de AfS é considerado uma das principais causas da DA, e essa hipdtese propoe
o aumento da producao e acumulacao de peptideo S-amiloide que leva a agregados provo-
cando a morte de células neuronais (VALASANTI et al., 2014; FLORES; QUARANTINI,
2011).

1

O peptideo S-amiléide possui uma cadeia de tamanho varidvel, de 39-43 aminoacidos é proveniente
da Proteina Precursora Amiloide (do inglés, “Amyloid precursor protein-APP”), que estd presente em
vérias células e tecidos do organismo, incluindo os neurénios (HOWLETT et al., 1995).
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Figura 1 — Agregacao do peptideo S-amiloide.
Adaptado de CNSforum:Image Bank

Outra hipétese para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer envolve a proteina
Tau. No cérebro com Alzheimer, o defeito na proteina Tau leva a emaranhados neuro-
fibrilares intraneuronal de filamentos helicoidais emparelhados (do inglés, “paired heli-
cal filaments”-PHF) que podem apresentarem-se misturados com filamentos retos (do
inglés, straight filaments-SF). Esses emaranhados de filamentos hiperfosforilados (Figura
2) também sao observados em regides em torno do ntcleo das placas S-amiloide. A de-

generacao neurofibrilar causada pela hiperfosforilacao da Tau é visualizada em exames

clinicos da DA (IQBAL et al., 2010).

Inside a Healthy Neuron
Py Nomal Ta
-““"‘ . -
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DISEASEDINEURON

Figura 2 — Hiperfosforilagao da proteina tau.

Adaptado de CNSforum:Image Bank
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Uma das hipdteses mais antigas que descrevem o Alzheimer é a hipdtese colinérgica.
Investigagoes bioquimicas sistematicas em cérebros de pacientes com Alzheimer, entre
os anos 1960 e 1970, procuravam explicacoes neuroquimicas que identificassem a DA.
A resposta para essas investigacoes foi dada em meados de 1970 quando informagoes
neuroquimicas para grandes deficiéncias neocorticais de proteina colina acetiltransferase
(do inglés, choline acetyltransferase -ChAT), foram claramente identificadas em relatérios
médicos de pacientes com DA (FRANCIS et al., 1999).

De maneira mais detalhada, a hipétese neuroquimica da DA consiste no efeito
colinérgico no qual, na regiao nucleus basalis de Meynert, ocorre a producao da enzima
ChAT, que cataliza a sintese da acetilcolina (ACh) a partir da colina (Ch) e da coenzima A
(CoA). Assim que formada, a ACh é liberada na fenda sindptica atuando como agonista nos
receptores nicotinico ou muscarinico. A ACh é hidrolisada em colina e acetato pela enzima
acetilcolinesterase (AChE) de acordo com a Figura 3. A DA altera a sintese da ChAT,
consequentemente diminuindo a sintese da acetilcolina em face da atrofia no nucleus basalis
de Meynert. Adicionalmente a formacao da proteina beta-amiloide, hiperfosforilacao da
proteina Tau e causando também a restricao da captagao de colina e aumento da atividade
da AChE (HACHISU et al., 2015).

A relacao entre a disfungao colinérgica e o progressivo agravamento da DA fornece
uma justificativa para o uso terapéutico de inibidores de AChE (do inglés, “Acetylcholineste-
rase inhibitors”-AChEIs). A inibi¢do da AChE foi comprovada como método bem sucedido

para amenizar os sintomas cognitivos e comportamentais de pacientes com Alzheimer.

acetylcholine .
nerve terminal

choline
carrier

\

choline

acetylcholinesterase

acetate

choline

Figura 3 — Sinapse colinérgica-Liberacao da ACh.
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A AChE (acetilcolinesterase ou acetilcolina acetil-hidrolase),—enzima multifuncional
presente nos sistemas nervosos central (SNC) e periférico (SNP) podendo ser encontrada
na forma solivel ou ligada a membrana —¢é caracterizada pela sua atividade de esterase na
conclusao da transmissao de impulsos nervosos no processo de sinapse colinérgica pela

hidrélise da ACh (BUTINI et al., 2008).

1.1 FEstrutura da Acetilcolinesterase Humana

Varias estruturas tridimensionais para a AChE, determinadas por cristalografia de
raios-X, podem ser encontradas no Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000). No total
sao 165 estruturas de varios organismos diferentes (Mus musculus, Torpedo californica,
Homo sapiens, Drosophia), das quais 20 sdo humanas. No entanto, muitas estruturas nao
estao completas por alguma falha na cristalizacao. Até o momento existem 5 estruturas da
AChE humana com o nicleo catalitico bem resolvido, porém nem todas foram complexadas
com farmacos.

Na Figura 4 apresentamos uma estrutura de AChE humana recombinante (rhAChE)
de cédigo PDB:AEY7 cadeia A, com resolucdo de 2,15 A, complexada com Donepezil.
Nessa estrutura (thAChE), a conformagao com a qual o Donepezil é reconhecido, é signifi-
cativamente diferente se comparada ao complexo com a proteina do Torpedo californica
AChE (TcAChE), evidenciando que a enzima humana é mais precisa para o estudo da
interagao do farmaco (CHEUNG et al., 2012).

A AChE (PDB:4EY7) é composta por 537 aminodcidos (8231 atomos), com 14

a-hélices e 12 folhas-f3, representadas Figura 4 abaixo.
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Figura 4 — Estrutura tridimensional da AChE humana (PDB:4EY7, cadeia A), as 12 folhas-/3

representadas na cor amarela, e as 14 a-hélices, na cor roxa.

O sitio ativo da AChE consiste numa triade catalitica (Ser234, Glu365 e His478,
sequéncia da 4EY7), localizada no fundo de um “gargalo”, chamado de Gorge que tem
cerca de 20 A de profundidade. O acesso & triade catalitica é regulada pela “abertura” do
subconjunto de 14 residuos arométicos presentes na Gorge que criam um estreitamento (do
inglés, “bottleneck”) a 10 A da superficie da protefna. Além disso sua seccao transversal no
ponto mais estreito ¢ menor do que diametro do grupo quaternério de colina, indicando
que a AChE deve sofrer movimentos dominantes de “respiragao” do inglés, “breathing”,
para realizar sua fungao catalitica (XU et al., 2008).

No fundo da Gorge também encontra-se o sitio aniénico (Trp117 e proximidades) que
¢ o sitio de ligacao da colina que possibilita contatos importantes para a parte estrutural
da colina positivamente carregada. O bolso de ligacao acila (Acil, Trp267, Phe326, Phe328)
é fundamental para a estabilizagdo do grupo funcional acetila (—COCHj3) da ACh. O
sitio oxianionico (4&tomo de nitrogénio da cadeia principal, Gly152, Gly153 e Ala235)
exerce funcao relevante na estabilizacao para estados de transicao de acilagao por meio
da preservacao de carga negativa sobre o oxigénio da carbonila. Esses locais sao cruciais
para catdlise da enzima e suas fungoes captadas nas informacgoes estruturais sao obtidas a

partir da cristalografia de raios-X da enzima (BENNION et al., 2015).



21

Como meio para atrair acetilcolina, os aminodcidos da proteina sao reposicionados
para criar um campo elétrico que atrai o substrato carregado positivamente para a entrada
“gargalo” do sitio ativo. Localizado na entrada da Gorge, que chamamos de main door,
encontra-se o sitio de ligacao anionico periférico (do inglés, peripheral anionic binding
site-PAS), (Tyr103, Asp105, Tyr155, Glu316, Trp317 e Tyr372) que promove o controle
alostérico do sitio ativo. A ultima, e nao menos importante regiao, é o sitio aromatico
(Tyrl64 e Tyr368) que, juntamente com a Tyrl55 (pertencente ao PAS) controlam o fluxo
de substratos no sitio catalitico (RADIC; REINER; TAYLOR, 1991; ARIEL et al., 1998).

A aproximadamente 90° da main door encontra-se o omega loop que também esta
envolvido nos movimentos da proteina contribuindo para o alargamento momentaneo do
estreitamento da Gorge, o que possivelmente aumenta o acesso do substrato e saida do
produto. O omega loop é composto pelos residuos Cys100 ao Cys127 (SHI et al., 2003).

Os sitios aromatico, anidnico, oxianionico, acil, periférico e catalitico, e seus res-
pectivos residuos aromaticos, sao mostrados na Figura 5, a seguir. Nesta Figura também

pode ser vista a superficie que corresponde ao omega loop.

PHE326
Tyr155
Glu316
) 103
& v
GLU365 ’-‘:&‘% Tyrar2
HSDA478 N aiv153
SER234 \r ) GLY152
TRP117 é ALA235
o
LN
TYR164

Figura 5 — Gorge da AChE humana (c6digo PDB:4EY7) com os sitios aromatico (laranja),
anionico (amarelo), oxianidnico (purpura), acil (verde), periférico (azul) e ca-
talitico (vermelho). A regido transparente, refere-se ao Omega loop. Em destaque,
figura superior a direita, as estruturas dos residuos de cada sitio, com sua

respectiva cor.
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Muitos estudos tem revelado a alta eficiéncia catalitica da AChE, a causa mais
provavel pode ser a existéncia de portas alternativas, além da porta principal que pode
levar o farmaco até o alvo catalitico. Essas portas alternativas, podem ser canais para
moléculas pequenas, como a agua, de maneira que a entrada de reagentes e saida de
produtos pode ser feita de forma mais equilibrada. Até o momento, trés portas alternativas
foram sugeridas, a main door, back door e side door (FANG et al., 2011; SANSON et al.,
2011; TARA; STRAATSMA; MCCAMMON, 1999).

A primeira alternativa é a back door, foi revelada em 1994 por Sussam et al. (GILSON
et al., 1994). Neste trabalho, Sussam realiza uma simulacdo de dindmica molecular em dgua,
e encontra um canal temporario, préoximo ao aminoacido TrP117, grande o suficiente para
passar uma molécula de agua. A back door justificaria o fato da enzima apresentar uma
alta taxa catalitica, mesmo com o local ativo sendo muito estreito. As simulagoes realizadas
revelaram que além da dgua (solvente), substratos e produtos poderiam mover-se através
da back door e ainda, os calculos eletrostaticos expressaram um forte campo eletrostatico
na back door, que promovem sua abertura e atrai substratos.

O primeiro estudo computacional, para mostrar que produtos hidrolisados na AChE
podem sair pela back door, foi realizado por Xu et al. (XU et al., 2010). Esta investigacao
é baseada num estudo de dinamica molecular para compreender o trafego e remocao da
tiocolina, através do sitio ativo da AChE do organismo Torpedo Californica-(TcAChE).
Como conclusao, foi descoberto que produtos de hidrélises saem nao somente pelo sitio
ativo, mas também pela back door e por uma terceira alternativa, a side door.

Na Figura 6, estd representada a back door da AChE humana (PDB:4EY7), formada
pelos aminoacidos Val163, Tyr480 e Glu483.
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Figura 6 — Portas alternativas existentes na AChE, “main door”, “back door” e “side door”,
a superficie em vermelho é a representacao para a Ser234, aminoacido pertencente
a triade catalitica, para ilustrar que todas as portas levam ao sitio catalitico da

Gorge.

1.2 Inibidores da Acetilcolinesterase

Neste trabalho sera considerada a hipdtese colinérgica, estratégia que norteou a
maioria dos farmacos desenvolvidos atualmente. Embora essa abordagem terapéutica seja
viavel e atraente para amplificar a acdo da ACh no cérebro de pacientes com DA, as
drogas estudadas como potenciais para o tratamento da DA, limitam-se a reduzir a taxa
de progressao da doenga, sdo tratamentos sintomaticos (SUGIMOTO et al., 2000; BUTINI
et al., 2008).

O primeiro AChEI a ser comercializado foi a Tacrina (THA) aprovada em 1993
e comercializada como Cognex. No entanto, sua administracao apresentou toxicidade
hepatica e alta incidéncia de efeitos adversos, além disso ensaios laboratoriais comprovam
eventos de falta de beneficio para a DA (EAGGER; LEVY; SAHAKIAN, 1991).

O segundo foi o donepezil (cloridrato de donepezila) aprovado em 1996 e comercia-
lizado como Aricept. O donepezil é considerando um medicamento de alta seletividade,
reversivel e o inico AChEI dual-binding-site, aprovado para o tratamento da DA (SAVINI
et al., 2003).
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Em 1998, a Rivastigmina (RIVA) foi o terceiro farmaco aprovado, esse agente melho-
rou significativamente a cognicao dos pacientes durante os testes clinicos em comparacao
com aos agentes ja existentes. A RIVA é comercializada como Exelon |, é classificada como
um agente de agao intermediaria ou pseudo-irreversivel, podendo inibir a AChE por até 10
horas, e bioquimicamente, apresenta seletividade do sistema nervoso central com inibicao
periférica (JANN, 2000).

A GALA(Galantamina) aprovada em 2001, comercializada com nome de Reminyl.
E considerada como um farmaco reversivel e também exerce modulacao alostérica dos
receptores nicotinicos colinérgicos. Ela se diferencia pela boa tolerancia e melhorias na
cognicao dos pacientes, no entanto, sua administracao exige cuidados no que se refere a
seu metabolismo hepatico, ja que pode ocorrer interagao deste medicamento com outros
farmacos (CARAMELLI et al., 2004).

A estrutura quimica dos farmacos tacrina, donepezil, rivastigmina e galantamina, é

apresentada na Figura 7.
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c) Galantamina d) Rivastigmina

Figura 7 — Farmacos utilizados no tratamento da DA.

Dos farmacos citados acima, o Donepezil é o unico que liga-se simultaneamente em
dois sitio da Gorge. O fato da Tacrina interagir somente no sitio catalitico, e apresentar

algumas falhas na eficiéncia, tem levado cientistas da quimica farmacéutica a a investir



25

na busca de farmacos simultaneamente se ligue as PAS e ao sitio catalitico da AChE,
chamados inibidores duplos de sitios de ligacao que possuem eficacia melhorada. Além
disso, esses agentes podem inibir a acdo da AChE em relagdo ao péptido S-amiléide o que
pode frear a doenga (BOLOGNESI et al., 2007).

O cristal da AChE (PDB:4EYT) estd complexada com o Donepezil, e a cristalizacao
revela que o Donepezil estende-se por todo o comprimento da Gorge e possui uma orientacao
preferencial. Na Figura 8, interagoes feitas pelo Donepezil (E2020) no sitio da Gorge,
mostram que esse farmaco nao interage com o sitio catalitico. Os dois grupos aromaticos no
final da estrutura do Donepezil (grupo indanona) forma uma interacao de empilhamento
7 com o anel do Trp317 do PAS, o grupo carbonila (aceitador) forma uma interacao de
ligacao de hidrogénio com o NH da Phe326 do sitio acil, sua extensao pode realizar ainda
interacoes hidrofébicas com residuos do sitio ativo e no fundo da Gorge, faz uma interagao
de empilhamento 7 com anel do Trp117 do sitio aniénico (CHEUNG et al., 2012; FANG
et al., 2014).

Phe326

Trp117

Figura 8 — Interagoes realizadas pelo Donepezil no sitio da AChE humana (PDB:4EYT).

Estudos anteriores indicam que derivados do cardanol (subproduto de uma mistura

fendlica) apresentam boas propriedades anticolinérgicas. Motivados pelo interesse encontrar
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propriedades em moléculas sejam potenciais inibidores de AChE, e guie o estudo para a
descoberta de novos AChEIs com habilidades dual biding, faremos um estudo de uma série
de derivados planejados a partir do cardanol, obtidos do liquido da casca da castanha do
caju (LCC), como produto natural base para planejamento racional firmacos, a partir de

seus lipideos fendlicos nao-isoprenéides do cajueiro (PAULA et al., 2009).

1.3 Lipideos Fendlicos presentes no Liquido da Castanha do Caju

O cajueiro é uma planta nativa do Brasil, da familia botanica Anacardiaceae, de
nome cientifico Anacardium occidentale é original da regiao nordeste do Brasil. Segundo o
IBGE, a drea plantada no paifs até 2012 é de 779.351 hectares, sendo os principais estados
produtores Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte e Bahia. Essa planta também ¢é descrita
como de utilidade medicinal, com potencial analgésico, diurético, bem como utilizada em
problemas respiratérios, gripe, bronquite, tosse, eczema, doencas de pele, verrugas e agente
no processo de cicatrizagaio(MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

O fruto do caju ¢é a castanha, da qual se aproveita a améndoa, a casca e o liquido
da casca da castanha (LCC). A améndoa é uma parte muito apreciada e exportada,
especialmente para Europa e América do Norte. Segundo o Ministério de Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior (MDIC) as exportagoes de castanha de caju somaram
US$ 185,7 milhoes em 2012. O LCC compreende 25% do peso do fruto, sendo uma das
fontes mais abundantes de lipideos fenélicos nao isoprendides (MAZZETTO; LOMONACO;
MELE, 2009).

O LCC é um liquido viscoso, vermelho, caustico, acrimonioso e inflaméavel encontrado
nos alvéolos do mesocarpo da castanha do caju, constituido por quatro lipideos fendlicos
nao isoprendides o dcido anacdardico, cardol, cardanol e metilcardol (ver figura 9) (JULIS

et al., 2014).
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Figura 9 — Estrutura quimica dos lipideos nao isoprenéides presentes no LCC.

Foram realizadas modificacoes na estrutura do cardanol nos pontos de acessos
mostrados na Figura 10 cujo esqueleto molecular possui caracteristicas quimicas e fisico-
quimicas particulares devido a sua caracteristica estrutural composta por cadeias alquilica e
anel fendlico. Informacoes a respeito das estratégias de sintese e do planejamento estrutural

sao melhor explanados na referéncia (LEMES et al., 2016).

l

OH

e Lo
T T Cardanol

Figura 10 — Estrutura quimica do cardanol e pontos de alteracoes para o desenho racional

de derivados do cardanol.

Depois de sintese dos candidatos derivados do cardanol, realizou-se ensaios farma-
colégicos in witro de inibicao da enzima acetilcolinesterase purificada do peixe elétrico
(do inglés, Electrophorus electricus-EeAChE), buscando identificar quais funcionalidades
teriam cada molécula a partir das modificacoes estruturais. Este estudo experimental in
vitro, mostrou que algumas modificagoes levou a derivados que inibiam a enzima EeAChE

a concentragoes micromolares baixas. E em particular, um composto LDT161, o mais
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potente da série (valor de 1C5y = 6.6uM), foi testado na isoforma humana da AChE e
apresentou resulta de IC59 = 5.7uM . Foram realizados também teste de citotoxicidade, e
foi constatado a auséncia de citotoxicidade significativa na célula humana HT-29, até a
concentragao mais elevada de 100 pM (LEMES et al., 2016).

A atividade inibitéria foi classificada com base nos valores de I1C5q e % de inibicao,
a concentracao de 100 uM. O ICsq (do inglés, half maximal inhibitory concentration), é o
indice de concentracao maxima necessdria para um farmaco inibir 50% de um processo
biolégico. Essa medida é muito utilizada para mensurar a poténcia de farmacos (YUNG-
CHI; PRUSOFF, 1973).

Para que o estudo fique mais didatico, os candidatos foram divididos em grupos
de acordo com as similaridades dos grupos substituintes (ver figuras 11, 12, 13 e 14). Os
resultados experimentais a respeito da atividade biologica serao apresentados também por
grupo.

Os grupos de compostos candidatos a inibidores da acetilcolinesterase e suas
respectivas respostas bioldgicas a partir do ensaio experimental, sao apresentados nas

Tabelas 1, 2 e 3 e nas Figuras 11, 12, 13 e 14.

Tabela 1 — Tabela com os valores do 1C’5q e inibicao para a classificagao da atividade biologica

dos aminoderivados heterociclicos

Molécula  %inibitério(100uM)  IC50(puM)

LDT144(4

LDT140(1) 87.5 26.4

LDT141(2) 41.8 -
) 421 -
)

(
LDT142(3
(
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Figura 11 — Estrutura molecular do grupo de derivados aminoderivados heterociclicos.

Tabela 2 — Tabela com os valores do ICjq e inibicao para a classificacao da atividade bioldgica

dos derivados piperazinicos e arilpiperazinicos.

Molécula  %inibit6rio(100puM)  ICso(uM)

LDT7(1) 24.7 -
LDT143(2) 63.3 59.8
LDT145(3) 49.8 -
LDT146(4) - -
LDT147(5) 28.4 -
LDT166(6) - -
LDT168(7) 55.5 -
LDT170(8) - -
LDT242(9) 39.4 56.8
LDTA473(10) - -

LDTA74(11) - -
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Figura 12 — Estrutura molecular do grupo de derivados piperazinicos e arilpiperazinicos.
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Figura 13 — Estrutura molecular do grupo de derivados etanolaminicos N-Alquil ou N-

benzilssubstituidos..

Tabela 3 — Tabela com os valores do 1C5q e inibi¢ao para a classificagao da atividade biologica

dos derivados benzilaminicos.

Molécula  %inibitério(100uM)  IC50(pM)

LDT159(1) - -
LDT160(2) 81.5 16.1
LDT161(3) 91.6 6.6
LDT167(4) 95.5 17.2
LDT169(5) 24.9 -
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Figura 14 — Estrutura molecular do grupo de derivados benzilaminicos.

E de grande interesse da comunidade cientifica, principalmente das ciéncias quimica
e fisica voltada para area medicinal, a busca por agentes terapéuticos mais eficientes
que melhorem o sistema cognitivo de individuos com DA e diminua os efeitos adversos,
produzidos pelos farmacos atualmente comercializados. Propor novos candidatos a farmacos
para a DA, utilizando matéria-prima renovavel e abundante encontrada, corroboram para
a importancia social e economica para o pais.

Pensando nisso, esta pesquisa propoe o estudo tedrico, baseado no formalismo
da mecanica quantica, simulacoes de dinamica molecular classica e docking receptor-
ligante, buscando o modo de reconhecimento molecular dos ligantes no sitio da enzima
AChE (PDB:4EYT), de candidatos a novos agentes terapéuticos para a DA, planejados e
desenvolvidos para a DA no Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas
(LADETER/UCB), pelo grupo de pesquisadores da UCB e pelo grupo da Faculdade de
Ciencias da Saide da UnB. O capitulo seguinte, explora as metodologias aplicadas neste

estudo.
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2 METODOLOGIAS

O planejamento racional de farmacos, bem como o estudo tedrico de candidatos a
farmacos, trabalham com estratégias de investigacao de estruturas moleculares. Entre as
técnicas empregadas, a modelagem molecular é a mais utilizada. O estudo computacional
de candidatos a farmacos é uma ferramenta muito promissora no planejamento de novos
agentes terapéuticos, além da confiabilidade que essa ferramenta possui, diminui de maneira
consideravel os gastos financeiros empregados nas investigagoes experimentais(LEACH;
KIER, 1997).

A anélise conformacional é o estudo do modelo molecular tridimensional e das va-
riacoes de energias associadas a rotacoes de diedros significativos nas ligacoes das moléculas.
As rotagoes em torno dessas ligacoes formam arranjos moleculares ou conformacoes, que sao
formas temporarias e apresentam estabilidades diferentes. As preferéncias conformacionais
assumidas por candidatos a farmacos é de grande interesse, uma vez que conhecendo
as conformagoes energeticamente mais apropriadas podemos obter informacoes sobre a
estereoquimica das interagoes com o sitio ativo. Durante a construcao dessas estruturas e
na geracao desses conformeros podem haver deformagoes nos comprimentos de ligacao
e angulos associados, por isso, as conformagoes mais estaveis sao obtidas por meio da
otimizagao de geometria via calculos de mecéanica quantica e molecular (BARREIRO et
al., 1997).

O objetivo do presente capitulo consiste em apresentar ideias e conceitos essenciais
a compreensao das ferramentas utilizadas na realizacao desse trabalho. Métodos e teorias
bem estabelecidas como cédlculos de estrutura eletronica, simulagoes de dinamica molecular,
Docking molecular e seus detalhes técnicos, podem ser consideradas com maiores detalhes
em diversas referéncias ( (SZABO; OSTLUND, 1989) ,(LEACH, 2001), (LEVINE, 2009)).

Além disso, as referéncias pertinentes também sao indicadas no texto.

2.1 A Equacao de Schrodinger Eletréonica

As moléculas candidatas a farmacos estudadas neste trabalho possuem em média 80

atomos, configurando assim um problema eletronico de muitos corpos. Dentro da mecanica
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quantica um sistema molecular composto por N elétrons e M nicleos pode ser descrito
pela equacao de Schrodinger independente do tempo e desprezando quaisquer efeitos

relativisticos:

H|D) = &|D) (1)

onde r destina-se as coordenadas eletronicas e R as nucleares; H é o operador Hamiltoniano

molecular, dado por (em unidades atomicas)

e ) AEDIT S D IED DI D W ILC

A=1 i=1 TiA i=1 j>1i

onde i e j sao indices para os elétrons e r;; a distancia entre eles, M, ¢ a massa do ntcleo,
r;a a distancia elétron-nucleo e R p a distancia entre os nicleos. O primeiro termo de
(2) é o operador energia cinética dos elétrons. Enquanto o segundo é o operador energia
cinética dos ntcleos. O terceiro termo ¢é a energia potencial de atracao entre os elétrons e
o nucleo, com 7;4 a distancia entre os elétrons i e o nucleo A. O quarto termo é a energia
potencial de repulsao entre os nicleos. O tltimo termo é a energia potencial de repulsao
entre os elétrons(LEVINE, 2009).

Resolver a equacao de Schrodinger para um sistema molecular, mesmo para os mais
simples, nao é facil, tornando imprescindivel o uso de aproximacoes, dentre algumas das mais

utilizadas pela comunidade cientifica encontra-se a Aproximagao de Born-Oppenheimer

(ABO).
2.1.0.1 A aproximacao de Born-Oppenheimer

A aproximagao de Born-Oppenheimer é fundamental para a quimica quantica.
Considerando o fato dos niicleos serem mais pesados que os elétrons, eles movem-se mais
lentamente. Sendo assim, uma boa aproximacao ¢ considerar que os elétrons em uma
molécula movem-se em um campo de nicleos fixos (SZABO; OSTLUND, 1989).

Essa é uma consideracao proveniente do teorema adiabatico, que sustenta que se
a perturbacao imposta ao sistema for lenta o bastante para que o sistema se adapte a
sua nova condi¢ao, o autoestado é conservado. Dessa maneira é possivel desacoplar os

movimentos dos elétrons ao dos nicleos (LEACH, 2001).
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Dentro dessa aproximacao, o segundo termo da equagao 2, a energia cinética dos
nucleos, pode ser negligenciado e o penultimo termo, a repulsao entre os nicleos, pode ser
considerada constante. Os termos restantes em 2 sao conhecidos como a Hamiltoniana

Eletronica que descreve o movimento de N elétrons em um campo de M cargas pontuais,

LN MON g N N
H =32 VI=D D D> (3)
i=1 A=t A i s T

A solugao para a equacao de Schrodinger abrange a Hamiltoniana eletronica,

TP = E P (4)

e a funcao de onda eletronica,

cI)el = q)el({ri}; {RA}) (5)

que retrata o movimento dos elétrons e depende explicitamente das coordenadas

eletronicas e parametricamente das coordenadas nucleares, como na energia eletronica,

Ser = Ea({Ra}). (6)

A dependeéncia paramétrica significa que, para diferentes arranjos nucleares, ®.; é
uma funcao de diferentes coordenadas eletronicas. De maneira que, coordenadas nucleares
nao aparecem explicitamente em ®.. E a energia total para nicleos fixos compreende

também uma constate de repulsao nuclear.

M M
gifot = gel + Z Z ZAZB (7>

D hoa flas ’

as equagoes 3 e 7 consistem o problema eletronico.

Resolvido o movimento para os elétrons, é possivel solucionar o movimento dos
nucleos utilizando a mesma aproximacao. Como os elétrons movem-se mais rapidamente que
os nucleos, quando o niicleo muda lentamente a sua configuracgao, os elétrons imediatamente
se ajustam a essa mudanca. Essa é uma aproximacao coerente para substituir as coordenadas
eletronicas por seus valores médios, calculada sobre a funcao de onda eletronica. Isso
produz uma Hamiltoniana nuclear para o movimento dos nicleos em um campo médio de

elétrons,
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r
111“4 =1

M 1 ) 7 N N
%H,UC = _Z2MAV <__ZV o 4 Z; g> (8)

A=1B>A ~AB
M M M
1 ZAlp
= =D o VatEal(Rah) +) >
A=1 2M4 A=1B>A Rap

Yo
= =) in + &t ({Ra})
A=1 9 A

A energia total & ({Ra}) gera um potencial para o movimento nuclear. Entao na
aproximacao de Born-Oppenheimer move uma energia potencial de superficie obtida pela
solugao do problema eletronico (SZABO; OSTLUND, 1989). E a solugao para a equagao

de Schrodinger nuclear,

jiﬂnucq)nuc - éanucq)nuc (9)

explica a vibracao, rotacao e translacao da molécula,

(I)nuc = (I)nuC({RA}) (10)

logo, & (energia total para a aproximagao de Born-Oppenheimer 1) inclui a energia

eletronica, vibracional, rotacional e translacional (BUNKER; MOSS, 1977).
2.1.1 Solugao da Equagao de Schrodinger Eletronica

A teoria dos orbitais moleculares foi desenvolvida depois do advento da mecanica
quantica, ela é uma extensao das ideias de Bohr. Segundo ela, existe uma funcao de estado
para cada elétron e a composigao destas forma uma funcao de estado total de N elétrons.
A formulacao matemaética para o problema de muitos corpos, a partir teoria dos orbitais,
foi exposta por Hartree, Slater, Roothaan (que na época era um aluno de Mulliken),
Lowdin e outros colaboradores, levou ao prémio Nobel em 1966, concedido a Robert S.

Mulliken (VIANNA, 2004).
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Temos inicialmente o orbital molecular (O.M.) ¢(r*) = @;(z#, y*, 2*') onde x*, y*,
y* sao as coordenadas do elétron p e i diz respeito ao estado eletronico. Se o spin for

considerado, tem-se o spin-orbital molecular (S.0.M.):

Vi(q") = @it y", 2)§(S") = pi(p)é(p) = i €", (11)
onde
gom =] W T (12
Blp) |

A funcao de estado total para o sistema de N—elétrons que satisfaz o principio da

exclusao de Pauli, é um produto anti-simétrico dos spin-orbitais:

b= (VBAL ) 19

em que ¢ é a funcao de estado total para N elétrons e Aéo operador antisimetrizador
(operador de projegao). Nessa expressao @5 (¢, ¢% ..., ¢") por ® e cada estado 1;(¢")

por @Z);-L . A relacao 13 pode ser escrita na forma de determinante , o determinante de Slater:

[ e e
(2) 2) (2)
e (14)
N N N
ol u el

em que

-1)’'s sdo funcoes das coordenadas espaciais e spin de um tnico elétron, os S.O.M.

e tem como caracteristica,

(a) Os S.0.M sao linearmente independentes,

(b) O principio da exclusao de Pauli é satisfeito automaticamente.

Admitindo que os ¥'s sejam ortonormais, o fator (N1)~2 é uma constante de
normalizagao para ®j. O determinante tinico faz uma simplificacao no sentido de substituir
o problema de encontrar uma funcao de onda que depende das coordenadas de N elétrons,
pelo problema de encontrar N fungoes de onda de um elétron (S.O.M.). Trocar coordenadas
de dois elétrons significa trocar duas linhas do determinante, o que implica numa inversao de

sinais. A funcdo de onda Hartree-Fock (HF), definida em termos de um tnico determinante

de Slater, é antissimétrica diante da troca das coordenadas de dois elétrons. Como um
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determinante com dois S.O.M. iguais possui duas colunas iguais, e portanto, é nulo. O que
satisfaz o principio da exclusao de Pauli, que afirma que dois elétrons nao pode ocupar o
mesmo estado quantico (mesmo S.0.) (COUTINHO, 2007).

Os S.0.M. . sao linearmente independentes, podemos escrevé-los como:

/ V(1) (1) dr = Ope- (15)

Consequetemente, teremos

/<I>*<I>dr _1 (16)

Entao a equacao 16 torna-se

/ O*Pdr = / oM dn / o / D dry = 1.

A energia do sistema é dada por:

E = /cb*ﬁ@dT = E[®], (17)

onde o operador Hamiltoniano em unidades atomicas é definido por:

A=Y hin)+ 53 (18)

Py’
HFEV

Em 18, h(p) é o operador hamiltoniano de uma particula para o p-ésimo elétron
movendo-se no campo dos nucleos; h(x) é um operador hermitiano e linear expresso por

2
) V2 1

h(u) = 5 a K (19)

com VTE‘ sendo a energia cinética do elétron p, e Y , TTIK a energia coulombiana de interacao
elétron-nicleo.

Os determinantes de Slater sao a esséncia do método Hartree-Fock (COUTINHO,
2007). Tomando o unico determinante de Slater 14, pode-se escrever as dependéncias com

relacao a parte espacial e de spin dos S.0.M separadamente,

,l/}ul, = ¢ra(l)
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ou
Y = 6 B(1) (20)

onde « e ( representam, respectivamente, spin “para cima” e “para baixo”. Se nenhuma
restricao for feita aos orbitais moleculares, o método é denominado Hartree-Fock nao
Restrito(UHF), sendo vantajoso para sistemas de camada aberta. Sistemas de camada
aberta podem ser descrito também por uma fungao de onda do tipo restrita, onde as partes
espaciais dos spins-orbitais, duplamente ocupados, sejam obrigatoriamente as mesmas.
Nestas condigoes, tem-se o método Hartree-Fock Restrito de Camada Aberta (ROHF').Para
sistemas que o estado eletronico for camada fechada, é necessario que faga-se uma restricao,
na qual cada orbital espacial seja associado a dois elétrons, um com spin « e outro com
spin (3, para esse sistema o método é chamado Hartree-Fock Restrito (COUTINHO, 2007;
SZABO; OSTLUND, 1989).

2.1.2 Equacgao de Hartree-Fock

Como a func¢ao de onda que mais se aproxima da solucao exata é a que conduz a

um minimo da energia,

EW) = S Walhlt) + 5 S (Watbltiati) — (Batltna) (1)
a,b

a

pode ser minimizada sujeita a restricao que os S.O.M. sejam ortonormais, ou seja,
(thalthp) = bap =0 (22)

Usando a técnica de multiplicadores de Lagrange para a condicao de vinculo

(SLATER, 1951), temos

L) = EW] = era((talths) — das) (23)

a,b

onde o0s €, sao os multiplicadores de Lagrange. Dada as condigoes:
-Z é real,
-& é real,

- a e b assumem os mesmos valores , podem ser trocados no duplo somatorio.
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Se cada S.0.M. sofrer uma variagao d,, entao L também sofrerd. Podemos escreve-lo

5"% = Za<5,¢}a|h|wa> + Za,b <6¢a¢b|wa¢b - 6¢a¢b|wb¢a>
(24)

= 2 b Eba{0a|thb) 4 complexo conjugado.

Definindo os operadores de Coulomb, _#,, e de Troca, J#, através das expressoes
S(Dta(1) = (6a2)|251s(2)) (1)

A1) = (G5 10(2)) (1) (25)

Para que .Z seja um minimo devemos ter 6.2=0. Como da é arbitrario, tem-se

{h(1) + 22, [ 26(1) = ()]} ¥a(1) = 22, €baths(1), (26)
a expressao entre chaves

F(1) =h(1) + ) _[A(1) — ()] (27)

b
¢é chamada de operador de Fock. Este operador depende das solugoes da equagao

S.O.M. Existe uma equacao para cada orbital atomico que depende dos outros orbitais

através do operador de Fock. Portanto, as equacgoes devem ser resolvidas de maneira

acoplada, por meio de aproximacoes sucessivas. Devido a isso o método HF é um método

autoconsistente, no final do processo os 1, que sao solucoes da equacao de Hartree-Fock,

devem ser os mesmos 1, a partir dos quais o operador de Fock foi obtido.

Em termos deste operador, temos

FW)ta(l) = 3 etatis(1) (28)

usando as defini¢oes dos operadores de Coulomb e de troca, temos

¢ = (alhla) + ) (abl|ab) (29)
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E a energia é escrita como

&= Zea — %Zb<ab||ab> (30)

ou seja, a energia eletronica total nao é igual a soma das energias orbitais. As
energias dos orbitais sao autovalores do operador de Fock que inclui a energia de repulsao
para um determinado elétron com os outros. A energia de repulsao elétron-elétron deve ser
descontada, ja que essa energia de repulsao elétron-elétron total é contada duas vezes na
soma das energias dos orbitais (LEVINE, 2009; COUTINHO, 2007; SZABO; OSTLUND,
1989).

2.1.3 A equagao de Hartree-Fock-Roothan

O método de Hartree-Fock é bem resolvido numericamente para sistemas de dtomos,
tornando-se invidvel para sistemas grandes (moléculas poliatomicas). Uma solugao para
esse problema foi apresentado por Slater, mas formalmente apresentada por Roothaan
(1951), com a expansao da parte espacial dos spins-orbitais moleculares em termos de
um conjunto de fungoes conhecidas, chamadas de fungoes base. Transformando a solucao
das equacoes integro-diferenciais acopladas em um problema de algebra matricial. A
formulagao matricial do método de Hartree-Fock é a equacao de Hartree-Fock-Roothaan
(HFR) (LEVINE, 2009; COUTINHO, 2007; SZABO; OSTLUND, 1989).

A ideia é escrever os orbitais moleculares como:

p(r) =) Copgu(r) (31)

onde

-g,(r) sao as fungoes base conhecidas,

-k é o numero de funcoes do conjunto,

-C,, sao os coeficientes a serem determinados.

As fungoes tipo gaussianas sao as mais utilizadas nos célculos moleculares, por causa
da facilidade de se calcular integrais usando este tipo de fungdao. Uma funcao gaussiana

escrita em coordenadas cartesianas é determinada como

g(w,y, 2) = Na'ymzreor (32)
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onde 1, m e n s&@o nimeros inteiros, r = y/x2? + y2 + 22 e N é uma constante de normalizacao.

Por convencao, fungoes gaussianas cartesianas podem ser classificadas como

l+m+n =0 — funcao tipo s
[ +m+n =1— funcao tipo p
[l 4+m+n =2 — funcao tipo d

[ +m+n =3 — funcao tipo f
Substituindo a expressao 31 na equacao de Hartree-Fock, temos

Fr) D Copgu(rr) = €Y Cpg(r1) (33)

Multiplicando por g7 (r;) e integrando, tem-se

Z Cyp gV |f |gl/ - Ep Z CVP gu |gV> (34)

onde g,(1) = g,(ry).

Definindo os elementos da matriz de superposi¢ao como

SHZ/ = <g#(1)’gu> (35)

e da matriz de Fock como

Fuw = {gu(D1f(1)]gv) (36)
podemos escrever

> FuCop=6 Y SuCuyp (37)

v

a forma matricial de 37 é

FC = SCe (38)

onde € ¢ a matriz diagonal que contém as energias orbitais €,, = €,0,,. Essa equagao
matricial é conhecida como equagao de Hartree-Fock-Roothaan (COHEN; ROOTHAAN,
1965).
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2.2 Teoria do Funcional da Densidade

A teoria do funcional da densidade (DFT, do inglés ” Density Functional Theory”)
¢ uma forma de solucionar o problema para sistemas de muitos elétrons, utilizando a
densidade eletronica total p(r). A equacao de Schrodinger eletronica de N elétrons com
uma funcao de onda com 3N varidveis pode ser escrita como uma equagao da densidade
eletronica com trés variaveis.

Historicamente a utilizacdo da densidade eletronica p(r) como varidvel fundamental
para a descricao de um sistema eletronico data de 1927 quando Llewellen H. Thomas
e Enrico Fermi propuseram a Aproximacao de Thomas-Fermi, uma alternativa para a
resolugao da equagao de Schrodinger, usando a densidade eletronica p(r) ao invés fungao
de onda.

Segundo Coutinho et al.(COUTINHO, 2007) a densidade eletronica foi usada por
Drude, desde o inicio do século XX, para desenvolver a teoria sob conducgao térmica
e elétrica, quando aplicou a teoria dos gases a um metal, considerando como um gas
homogéneo de elétrons. E a partir de entao, outros modelos como os de Sommerfeld,
Thomas, Fermi e Dirac foram propostos e aperfeicoados.

A solucao exata, com o uso da densidade eletronica, foi reconhecida em 1964 através
da publicacao de dois teoremas por Hohenberg e Kohn, e ficou conhecida como Teoria do
Funcional da Densidade-DFT. Este trabalho resultou num prémio Nobel de Quimica dado
a Walter Kohn em 1998. A aplicagao da Teoria do Funcional da Densidade em atomos,
moléculas e solidos aumentou consideravelmente, e vem se mostrando o método mais
eficiente para o calculo de propriedades estruturais e eletronicas, para sistema no estado
fundamental. A partir do formalismo de Hohenberg e Kohn elementos importantes para a
descricao quimica de compostos sao descritos bem melhor pela Teoria do Funcional da
Densidade (COUTINHO, 2007; BURKE, 2012; VESSECCHI et al., 2008).

A densidade eletronica (p(r)) como varidvel bésica na descrigao do sistema eletronico,
foi usado primeiramente por Thomas e Fermi, conhecido como modelo de Thomas-Fermi-
Dirac (TFD). Em 1964 foi legitimada por Hohenberg e Kohn. Em 1965 Kohn e Sham
apresentaram melhores resultados para a energia cinética, o método KS (VIANNA, 2004;

PERDEW et al., 1082).
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O primeiro teorema de Honhenber-Kohn (HK) estabelece que o potencial externo
é um funcional unico de p(r) além de uma constante aditiva. A energia do sistema é
calculada mediante resolugao da equacao de Schrodinger eletronica, HpoU = EV, ¢ a

energia é determinada pela densidade eletronica p(r).
E = E,[p] (39)

O sequndo teorema estabelece que, havendo qualquer aprorimacao da densidade
eletronica, p(r), de modo que p(r) >0 e [ p(r)dr = N, a energia total serd sempre maior
ou iqual a energia exata do sistema, ou seja, Ep(r) > Elp| = Ey.

Kohn e Sham propuseram um modelo de particulas nao interagentes, no qual o

funcional energia é dada por:

Exslpl = Tolp] + Unlp] + Vear[p] + Vxclp] (40)

onde Ty[p] é a energia cinética média de um sistema nao interagente de elétrons cuja
densidade é igual a de um sistema interagente, Ug[p] é a energia coulombiana média entre
os elétrons, V..¢[p] é o potencial efetivo externo e Vx¢[p] é o termo de troca e correlagao,
contendo corregoes para energia cinética e energia de Hartree (KOHN; SHAM, 1965).

O método KS estabelece a repulsao elétron-elétron de Coulomb e uma nova funcgao

universal G[p|:

.l // |7“1—r2| 1d7“2+/,0( Yo(r)dr, (41)

em que

Glp] = Ti[p] + Eaclp]

e Tsp é o funcional de energia cinética de um sistema de elétrons que nao interagem
e possuem a mesma densidade eletronica do sistema de elétrons que interagem. De forma
que, E,.[p] inclui ndo somente o termo de interagao elétron-elétron (troca e correlagao),
mas também a parte residual da energia cinética, T'[p] -Ts[p], em que T[p] é a energia
cinética exata para o sistema de elétrons que interagem.

Assim, é possivel empregar em um sistema de elétrons que nao interagem um

Hamiltoniano que tenha potencial local efetivo, ve¢(r).

1
HXS = —§V2+Uef(r). (42)
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A funcao de onda U9 do estado fundamental para elétrons nao interagentes é
aproximada por um produto anti-simétrico de N fungdes de onda de um elétron, ;(r;),

representado pelo determinante de Slater:

f(s(ﬁ) 55(7"1) ﬁs(ﬁ)
KSTQ 5{57‘2 JIV<S7”2
\DKS:\/% 1 :( ) :( ) ) :( ) ' (43)
| Y)W rw) e U () |

Deste modo, od orbitais Kohn-Sham (KS), 957, sdao obtidos a partir da equacao

de Schrodinger de um elétron:
1
(—§V2 + Uef) 'leKS = éfiQZJiKS (44)

onde ¢; sao os autovalores e 1; sao as autofuncgoes.
A ligacao entre esse sistema e o sistema real pode ser feita pela escolha do potencial
efetivo, de maneira que a densidade eletronica resultante seja equivalente a densidade no

estado fundamental,

ps(r) = 22\1#55(7’)\2 = po(r). (45)

A energia cinética é entao, calculada com precisao e de maneira autoconsistente, de

acordo com a equacao 46

N

Tl = Y (v

7

1
N v
2 K3

o) (46)

O potencial efetivo é obtido através da minimizacao da equagao da energia 41,
desde que as fungoes de um elétron sejam ortonormais ((¢5%|wX5) = §;;), que pode ser
vista com mais detalhe na referencia (PARR, 1980). E a equagao para o potencial efetivo

€,

Ver(r) = v(r) + / p(_rlr)ﬂdh + Ve (1), (47)

|7
em que

dExclp]
veel?) = 5,0y
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nesta equacao o termo Ex¢ é conhecido como potencial de troca e correlacao, este inclui
todos os termos de interacao entre as particulas. O grande impasse para a DFT é a
dificuldade em encontrar boas aproximagoes para este termo, ja que funcionais exatos para
troca e correlagao nao sao conhecidos, com restricao do gas de elétrons livres. Contudo
existem aproximagoes que definem o potencial de troca e correlagao, uma vez calculado este
termo, a teoria torna-se consistente. Com isso o calculo de propriedades do sistema é feito
de maneira primorosa, aproximando-se dos dados obtidos experimentalmente, conferindo

confiabilidade ao método.

2.2.1 Funcional de Troca e Correlagao

O método de Aproximacao do Gradiente Generalizado (do inglés, Generalized-
Gradiente Aproximation-GGA) utiliza aproximacao nao local. O funcional de troca e
correlagao E{GA é escrito como a soma de duas partes, uma para a troca e outra para a

correlagao,

BYE* = B + B (1)

Um dos funcionais de troca, com densidade corrigida pelo gradiente, mais utilizados

¢ o de Becke de 1988 conhecido como B88, escrito como segue

EB88 _ pLSDA _ Z / (Pﬁ)%X?r dr (50)
X X el 1+ 6by,senh 1y,

em que Y, = \Vpa\/(p")%, senh™' = In[z + (z2 4+ 1)2] e b é um parametro semi-
empirico que vale 0,0042u.a. obtido apds o calculo de energia de troca pelo método HF

realizado e ajustado para varios dtomos, onde EX°P4 & escrito como,

ol

pisoa_ 30 G

)3 1)

T
Outros funcionais de correlacao corrigidos pelo gradiente bastante utilizados atual-
mente sao o de Lee-Yang-Parr (LYP) e os funcionais de Becke. Contudo, os funcionais

hibridos sao muito empregado, esses funcionais sao uma combinagao linear dos funcionais



47

DFT puros e o termo de troca calculado pelo método Hartree-Fock (EZ). Para sistemas

de camada fechada, o termo de troca é escrito como:

1

Ty — 1o

Bo=-1y Y <¢5<S<1>¢§<S<2>

i=1 j=1

¢f5<1>¢fS<2>>. (52)

O funcional hibrido empregado nesta pesquisa foi o B3LYP, que possui 3 parametros

de Becke e mais os funcionais de correlacao LYP. O B3LYP ¢ definido como:

ERYP = (1 — ag — a,) EXPA + ag BEF + ax EX® 4+ (1 — ac) EEVY + acEEYT ) (53)

onde o termo de correlagao ELYY provém do processo de aproximagao da densidade local-
LSDA (Local-Spin-Density Aproximation) desenvolvido por Vosko-Wilk-Nusair. Os demais
parametros ag = 0.20, a, = 0.72 e ac = 0.81 foram escolhidos de maneira a imprimir os
resultados para a energia de otimizagao e energias atomicas totais.

¢ computacionalmente mais vantajoso. Funcionais hibridos, tal como B3LYP, es-
colhido como funcional de troca e correlacao para calcular a energia eletronica minima,
melhoram a precisdao dos parametros fornecidos pelo método (BECKE, 1993; LEE; YANG;
PARR, 1988).

2.2.2 Conjunto de Funcoes de Bases

As fungoes do tipo Slater, anteriormente descritas, descrevem com grande eficiéncia
sistemas monoatomicos e diatomicos. No entanto, mesmo integrais para orbitais monoe-
letronicos sao de dificeis resolugao, limitando o emprego dos orbitais do tipo Slater (STOs)
para sistemas pequenos. Para moléculas maiores é comum a utilizagao de fungoes do tipo
gaussiana (GTO do inglés ”Gaussian Type Orbital”) conhecidas. Uma maneira de facilitar
os calculos e, consequentemente, tornar agil o processo computacional é a combinac¢ao
linear de gaussianas, onde duas ou mais gaussianas primitivas (PGTOs do inglés ” Primitive
Gaussian-Type Orbitas”) s@o combinadas linearmente, gerando gaussianas contraidas,
conhecidas como contragdo de orbitais do tipo gaussiana (CGTO do inglés ” Contracted
Gaussian-Type Orbitals”). A vantagem computacional dar-se justamente pelo fato de que

somente as gaussianas contraidas serao calculadas. Na literatura ha varios conjuntos de
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bases aplicados a calculos de sistemas poliatomicos, segue uma pequena descricao da base
empregada neste trabalho.

O conjunto de base Pople utilizada neste trabalho corresponde ao conjunto de
bases K-nlmG também conhecidas como valéncia desdobrada, onde k é a quantidade de
PGTOs contraidas para representar os orbitais mais internos, ditos orbitais de caroco e
nlm refere-se a quantidade de PGTOs utilizadas para descrever os orbitais mais externos,
de valéncia. A base utilizada no presente trabalho foi a 6-3114+G(2d,p), nesta 6 GTOs
contraidas descreve cada orbital do caroco, 3 GTOs contraidas descrevem a parte mais
interna da camada de valéncia, 1 GTO descreve a parte mais externa da camada de valéncia
e mais 1 GTO para descrever a parte externa da camada de valéncia mais distante. Assim,
a funcao de base utilizada foi escolhida de modo que, o orbital interno é representado
por trés gaussianas, e os orbitais médios e externos representados como gaussianas Unicas
(6-311 G).

Uma vantagem de utilizar essas bases é que pode-se acrescentar a elas funcoes
de polarizacao e funcgoes difusas. No nosso caso, foram acrescentadas duas funcoes de
polarizacao de simetria d aos atomos pesados, e fungoes de polarizagao de simetria p aos
atomos mais leves, hidrogénio (2d,p). As fungoes de polarizagdo sao muito importantes,
elas carregam informacoes sobre deformacoes ocorridas nos orbitais que participaram
de interacoes, alguns estudos revelam que essas func¢oes mostram-se fundamentais para
reproducao de resultados experimentais (FURET et al., 1985).

As funcgoes difusas nos fornece informacgoes sobre uma regiao maior do espago dos
orbitais ocupados. Estas fazem-se essenciais sempre que se possui elétrons fracamente
ligados. A utilizagao de funcoes difusas melhoram a representacao de sistemas com
densidade eletronica relevantes, contudo se encontram distantes do ntcleo. Estas fungoes
(S, P, Py, D») sdo adicionadas aos dtomos pesados e simbolizadas pelo sinal positivo (+)

(SZABO; OSTLUND, 1989).

2.8 Descritores Moleculares

Estudos quantitativos de relagao estrutura-atividade QSAR (do inglés, “Quantitative

structure-activity relationship”) sao de inquestiondveis importancia para a quimica e
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bioquimica. Esse modelo buscar compreender os provaveis efeitos que uma estrutura
quimica de um composto pode produzir enquanto interage com o receptor bioldgico.

A interacao de substancias que apresentam propriedades terapéuticas com o alvo
especifico é governada por um conjunto extenso de descritores moleculares, que de maneira
direta influenciam nestas interacoes. Portanto descritores moleculares sao poderosas
ferramentas para predizer propriedades de moléculas, investigar possiveis interacoes entre
sistemas, apontando a viabilidade de realizar-se uma investigacao experimental, que por
sua vez € financeiramente mais custosa.Sendo assim, a procura por diferentes descritores
vem aumentando, pois acredita-se que eles sejam a chave para solucionar problemas em
estudos sobre estrutura-atividade (KARELSON; LOBANOV; KATRITZKY, 1996).

No estudo com candidatos a farmacos derivados do cardanol um conjunto foi
utilizado um conjunto de descritores estruturais, fisico-quimicos e eletronicos na intensao
de que esses descritores nos forneca maior detalhamento sobre a atividade biologica
de moléculas com estruturas semelhantes, porém que apresentem respostas biologicas
diferentes. A identificacao adequada desses parametros fisico-quimicos, eletronicos ou
quimico-quanticos, e ainda aqueles que as distingue geométrico e topologicamente, é de
fundamental importancia para alicercar o planejamento racional de novos compostos que
apresentem perfil terapéutico (ARROIO et al., 2010; TAVARES, 2004).

No que se refere a conformacao da molécula e informagoes sobre sua orientacao
tridimensional determina-se duas categorias diferentes de descritores, os bidimensionais
e os tridimensionais. A abordagem realizada nesta pesquisa é referente a descritores bi-
dimensionais como medidas de elementos da estrutura quimica, estrutura geométrica e
topolégica e parametros eletronicos calculados por métodos quanticos. Dentro da cate-
goria dos bidimensionais, os descritores fundamentais podem ainda ser subdivididos em
eletronicos, geométricos, constitucionais, topolégico e lipofilia.

Eletronicos: Obtidos por meio de calculos computacionais quimico-quantico, en-
volvem estudo sobre a densidade de distribuicao eletronica sob a perspectiva de acao
de subistituintes. Fazem parte destes descritores as energias dos orbitais de fronteira,
cargas atomicas, potenciais de ionizacao, energia eletronica, momento de dipolo, afinidade
eletronica, calor de formacao, polarizabilidade, refratividade molar, entre outros.

Os orbitais de fronteira HOMO(High Occupied Molecular Orbital-Ultimo Orbital
Molecular Ocupado) e LUMO (Lower Unoccupied Molecular Orbital-Primeiro Orbital
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Molecular Nao-ocupado) sao parametros importantes, eles representam, respectivamente,
a capacidade doadora e receptora de elétrons.

A polarizabilidade molecular é uma medida da disposicao que a molécula tem de
modificar sua distribui¢ao eletronica em resposta a um campo elétrico externo, fazendo
com que os elétrons da nuvem fiquem mais deslocalizados.

Constitucionais: Referentes aos elementos que compoem a estrutura molecular e as
ligagoes, como massa molecular, nimero total de elétrons, nimero e tipo de ligacao.

A constante de dissociagao (pKa) é um parametro muito importante para este estudo
especificamente, pois esta constante diz respeito quanto o meio de interesse encontra-se
protonado, visto que todas as moléculas de interesse foram protonadas para realizacao dos
calculos e da investigacao, afim de reproduzir fielmente as condigoes inicias que serviram
de ponto de partida para a investigacao experimental. Se pKa do composto for igual ao
pH do meio, 50% deste encontra-se em estado ionizado e 50% nao ionizado. Compostos
acidos em pH com duas unidades logaritmicas menor encontram-se 99% nao ionizados.
Compostos basicos em pH com duas unidades logaritmicas menor encontram-se 99%
ionizados. Portanto, o grau de ionizagao do farmaco depende do pKa (GROSS; SEYBOLD;
HADAD, 2002).

Geométricos: A geometria molecular traca o arranjo espacial dos atomos em
uma molécula, exemplos de descritores moleculares geométricos sao volume molecular, a
superficie de drea polar (PSA do inglés ”Polar Surface Area”), informagoes a respeito da
superficie molecular.

Descritor de Lipofilia: O coeficiente de Partigao (log P) é o logaritmo da razao
entre a solubilidade de uma substancia em um solvente organico e a solubilidade desta em
dgua (octanol /dgua). Esse parametro refere-se a disposi¢ao do farmaco no organismo, sua
permeabilidade através da membrana plasmatica e caracteriza a hidrofobicidade de uma
molécula (KARELSON; LOBANOV; KATRITZKY, 1996). O coeficiente de parti¢ao é
dado por:

[drogaloctanol

p = L 0Can% 54
[drogalagua (54)

onde [drogalsetano € a concentragao da droga em solugao no octanol e [drogaloctano

¢ a concentracao da droga na agua. Experimentalmente, uma amostra de farmaco é agitada
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com uma mistura de octanol e dgua e sua concentracao em cada camada é determinada
pelo logP.

No entanto, a maioria dos farmacos sao acidos ou bases fracas que ionizam parcial-
mente quando dissolvidos em agua. Entao o pH da solugao aquosa interfere na proporcao
entre as formas molecular e ionizadas da droga. E a constante de distribuicao da droga é
dada por:

[dT’Og amolecula] octanol

D= (55)

[d?” Ogamolecula] agua [d?" Ogaion] agua

na qual [drogameleculaloctanot € & concentragao da droga (forma molecular) em octanol,
[dr0gamolecuta)agua € & concentracao da droga (forma molecular) em dgua e [drogaion|agua ¢
concentragao da droga (forma ionizada) em dgua. A constante de distribuigao é dependente
do pH e o termo logD é utilizado para refletir a lipofilicidade de uma droga. Para o
estudo que segue utilizou-se o descritor lipofilico coeficiente de distribuigao (logD), pois os
compostos estao ionizados em pH fisiolégico (BHARATE; KUMAR; VISHWAKARMA,
2016).

Os descritores calculados para este trabalho, com base nos descritores relevantes
para o estudo de novos farmacos apresentados na literatura, foram o volume molecular, a
polarizabilidade, os orbitais de fronteira HOMO, HOMO-1, LUMO e LUMO+1, a carga
sobre o atomo de nitrogénio protonado, o logD, a constante de dissociagao (pKa), a drea de
superficie polar (PSA) e momento de dipolo. O que esse trabalho busca, justamente é com
base nos resultados experimentais de atividade bioldgica e concentracao, identificar quais
parametros moleculares sao relevantes para que estas moléculas candidatas a novo farmaco,
apresentem perfil terapéutico na inibi¢ao da acetilcolinesterase. Tomar conhecimento dos
descritores mais relevantes que possam levar a interacao ligante e receptor bioldgico, nao
é uma tarefa facil, uma vez que o conjunto de descritores gera muitas possibilidades,
sendo assim, fez-se necessaria a utilizacao de um método estatistico como ferramenta
de andlise. Para a analise dos resultados escolhemos o método de analise multivariada
Anélise de Componentes Principais, que faz parte de umas das técnicas mais utilizadas
que procura estabelecer uma possivel correlagao entre descritores tedricos e a atividade

biol6gica (ARROIO et al., 2010).
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2.4 Andlise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais (PCA) (Principal Components Analysis) é um
método estatistico multivariado que por meio da reducao de dados, busca o reconhecimento
de padrdes. Outros métodos multivariados como a Modelagem Independente de Analogia
de Classes (SIMCA) (do inglés, “Soft Independent Modeling by Class Analogy”) que é
um método de classificagdo, e Regressao em Componentes Principais (PCR) (do inglés
“Principal Component Regression*) que é um método de calibracao, ou regressao por
minimos quadrados (PLS do inglés ”Partial Least Squares”), derivam do PCA. Estes
métodos estatisticos de andlise de dados, quando aplicados em problemas quimicos, sao
chamados de métodos quimiométricos (ZHOU et al., 2008; LOZANO et al., 2012).

A PCA foi criado por Pearson(1901) e Hotelling(1933), e provavelmente ¢ o método
multivariado mais utilizado para redugao de dados (PEARSON, 1901). E consiste em
fatorar a matriz de dados iniciais X, escalonando-a de maneira a transformar os descritores
para serem comparados numa escala igual, mesmo que suas unidades sejam diferentes.
Entao, temos uma matriz com as variaveis de dados e uma segunda matriz com as amostras.

Os descritores escolhidos para trabalhar com cada grupo de moléculas derivadas do
cardanol foram volume molar (V), polarizabilidade (Pol), HOMO (H), HOMO—1 (H-1),
LUMO (L), LUMO+1 (L+1), carga do nitrogénio (qN), pKa, PSA e momento de dipolo
(). Assim a matriz de dados inicial é uma matriz moléculas versus descritores.

Os elementos da matriz de dados iniciais possuem unidades de medida diferentes, e
a comparacao entre elementos de natureza diferente nao é praticavel. Para tornar essa
comparagao possivel é preciso fazer com que estes elementos (varidveis) sejam adimensionais,
com média nula e variancia unitaria. E um termo que represente todas as variaveis

modificadas é escrito da seguinte maneira:

Tnm — Tm

em que os indices m e n, representam, respectivamente, m-ésimo descritor e n-ésima

molécula. E a média aritmética dos valores calculados para o m-ésimo descritor,

N
T — Zn:l Lnm
m=
N
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é o desvio padrao do m-ésimo descritor é:

s (@ — T)?
Om = \/ N1 (58)

Tem-se agora uma nova matriz de variaveis simétrica de ordem m x m, a matriz de

covariancia C, dada por:

Ci1 Ci2 - Cim

C1 Co2 -+ Com
C =

Cml Cm2 " Cmm

A covariancia mede o grau de relagao linear entre duas variaveis. Um valor ”grande

positivo indica dados correlacionados positivamente. Da mesma maneira que um ”grande
valor negativo, indica que essa variaveis estao pouco correlacionadas. Em magnitude, a
covariancia mede o grau de redundancia (SHLENS, 2014).

Com o propésito de diminuir a correlagao entre as variaveis, os elementos fora da
diagonal principal na matriz C, precisam ser minimizados, enquanto os termos da diagonal
principal maximizados, isso significa maximizar o sinal medido pela variancia (GROTH et
al., 2013).

Para que isso ocorra utiliza-se a diagonalizacao da matriz de covariancia C, de
maneira a obter uma matriz P que equivale aos autovetores de C, cujo autovalores
associados é a variancia de cada componente principal. Assim, determinar a componente

principal, aquela que tem maior relevancia, resume-se em encontrar o autovetor ao qual

esteja associado o maior autovalor, entao

CP=VP (59)

onde a matriz de autovalores é chamada de V.

De forma geral, PC1 é formada de maneira que tenha a maior parte da variancia.
PC2 é retirada da variancia restante, e da mesma maneira gera-se a PC3, até que a PCN
seja gerada. PC2 é entao uma combinagao linear de variaveis observadas nao correlacionadas
com a primeira coluna (PC1) que tenha maximo de resto da variagao total. A matriz de

variancia pode entao ser vista da seguinte maneira:
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Variancia da PC1 0 e 0
0 Variancia da PC2 - -- 0
Var =
0 0 .-+ Variancia da PCn

Geometricamente, os objetos sao representados por uma nuvem de N pontos
(amostras) em um espago multidimensional, com um eixo para cada um dos descritores
(varidveis que dizem respeito as amostras), o centro dos pontos é definido pela média
de cada amostra, e a variancia é a média dos quadrados da diferenca dos N pontos com
relacao a média de cada amostra.

n
1 2
V; = g (Xim — X))~ (60)

n—1

m=1

Os autovetores podem ser representados matricialmente da seguinte forma:

P11 P2 " DPim
p— P21 P22 - DPom
Pm1i Pm2 *°° DPmm

As componentes principais, obtidas em ordem decrescente de relevancia, sao escritas

como uma combinacao linear de variaveis modificadas

PC; = apnyr + aipya + - - - + Qin¥Yn- (61)

O grau com que cada variavel ¢ linearmente correlacionada é representado pela

sua covariancia:

Cij = —— 3 (Xim — X0) (Xym — X;) (62)

onde,

~(C;j= covariancia de varidveis 7 e j;

—Y = soma sobre todos os n objetos;
—X;m= valor da variavel ¢ no objeto m;

—X,=média de variavel i.
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O objetivo do PCA ¢ rotacionar rigidamente os eixos desse espaco p-dimensional
para novas posicoes, que sao os eixos principais, de forma que o eixo principal 1 tenha
maior variancia que o eixo 2, e assim por diante, até o ultimo eixo que tenha menor
variancia. Os eixos principais nao sao correlacionados, o PCA realiza rotagoes dos eixos
cartesianos de forma que o antigo eixo horizontal contenha a maior informagao sobre as
distribuicoes das amostras, e o PC2 a segundo maior. Numa visualizagao gréafica desses

pontos no espaco multidimensional pode ser visto na figura 15 que mostra a variancia das

PCs.

PC2

PC1

Varl

Var2

Figura 15 — Visualizacao grafica da variancia das PCs

Inicialmente os candidatos foram desenhados na forma tridimensional no software
GaussView(DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2009). Para determinagao da conformagao
mais estavel pelo cédlculo de otimizacao de geometria, foram escolhidos o método da
Teoria do Funcional de Densidade (DFT) (B3LYP), com fungdes de base 6-3114+G(2d,p),
instaladas no pacote computacional Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009) com o Polarizable
Continuum Model(PCM) '. Essa escolha foi realizada com base em trabalhos anteriores
feitos com derivados obtidos a partir do LCC, para os quais esses métodos resultou em
bons resultados para a obtengao de descritores utilizados no estudo de QSAR (PAULA et
al., 2009; KIAMETIS et al., 2013)

1

O PCM é um método ab initio para calculos de efeito de solvente, que trata o solvente como um
continuo polarizavel ao invés de tratd-lo como moléculas individuais, tornando possivel o tratamento ab
initio do solvente, este método encontra-se implementado em varios pacotes computacionais e detalhes
a cerca do mesmo podem ser vistos nas referéncias (COSSI et al., 2002; TOMASI; MENNUCCI;
CAMMI, 2005)
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Como o problema é bidimensional, os padroes podem ser visualizados plotando
as duas primeiras componentes principais, que contém a maior parte da variancia, caso
essas nao sejam suficientes para exibir as correlagoes , a terceira componente pode ser
plotada auxiliando na identificacao de similaridades. No nosso estudo as PCs foram
construidas utilizando o software STATISTICA (OKLAHOMA, 2008). A tabela de dados
iniciais foi construida para cada grupo de moléculas contendo os descritores volume[zzl?’],
polarizabilidade [A%], as energias dos orbitais de fronteira (HOMO, HOMO-1, LUMO e
LUMO+1) [eV], carga sobre o nitrogénio [C], PSA [A2], momento de dipolo [Debye], logD

e pKa, com suas respectivas unidades.

2.5 Dindamica Molecular Cldssica

A Modelagem Molecular Cléssica é um método amplamente aplicado para investigar

. . ~ ~ . . A~ . 2

sistemas moleculares pela aplicagao de funcoes de energia potencial da mecanica molecular=.

Usando modelos simples, da abordagem da mecanica molecular, as simulagoes de Dinamica

Molecular (DM) consistem na integragdo numérica das equagdes do movimento de Newton.

Considerando um sistema tridimensional, para um atomo ¢ de massa m; e posicao 7, a
relagao entre sua velocidade e momento, p;, é dada por:

dr; Pi

—_— = 63
A forga que o sistema exerce sobre o atomo i, é dada pelo negativo do gradiente da
funcao energia potencial com referéncia a posicao do atomo i, e tem a forma:
dUu

Fi=—g-=-VU (73), (64)

e a equacao de movimento Newtoniana para o atomo i, é dada pela expressao:

dp;
dt

Dentre as fungoes utilizadas pela mecanica molecular classica, estao o oscilador harmonico e potencial
de Coulomb.

= F,. (65)

2
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Considerando uma determinada componente do vetor posicao 7;, ou seja, a posicao
ao longo de uma unica dimensao x, em um tempo particular t, apés um pequeno intervalo

de tempo At, a posicao pode ser escrita como uma série de Taylor:

2 2
N dx(t) A d*x(t) At

z(t + At) = x(t) o + 2 9

(66)

A posigao, velocidade e aceleragao, respectivamente, z(t), dz(t)/dt e d*z(t)/dt?,

sao suficientes para resolver numericamente as equagoes de movimento. Para a dimensao x,

a segunda Lei de Newton, escrita de acordo com a equacao abaixo, descreve a aceleracao
d*z(t) F,

a2 m (67)

onde F, é a componente da forca que atua no atomo, paralela a direcao x.

Essas equagoes diferencias podem ser resolvidas por métodos de diferenciais finitas.
O Algoritmo de Verlet é derivado das expansoes da série de Taylor para as posicoes, utiliza
as posicoes e aceleragbes atomicas no tempo t e as posigdes do passo anterior, z(t — At),
para determinar as novas posigoes em (t + At). De maneira que as expansoes de Taylor

para as posicoes sao:

dx(t) d*x(t) A2 dBx(t) AL A
t+ At) = At A
x(t + At) = z(t) + o + iz o 56 + OAt (68)
_ dx(t) dx(t) At Bz(t) A A
z(t — At) = z(t) — 7 At + 7 I S 7 S + OAt*. (69)

Adicionando as equagoes 68 e 69, para o algoritmo de Verlet, tem-se:

d*x(t)
dt?

w(t + At) = 2x(t) — x(t — At) + At? + OAt. (70)

O termo +OAt* é o erro de truncamento, e a velocidade das particulas ¢ dada pela

equagao 71 abaixo:

_x(t+ At) — z(t — At)
v() = 2At

A velocidade nao aparece explicitamente nas equacoes do algoritmo para a deter-

+ OAF. (71)

minacao das trajetorias, mas seu valor é indispensavel para o calculo da energia cinética.
Como no inicio da simulacao as posicoes e velocidades iniciais sao aquelas refentes as

configuragoes inicias do sistema, e portanto nao se conhece essas varidaveis em passos



o8

de simulacao anteriores ou superiores, as equacoes para posicao e velocidade podem ser
truncadas no termo de segunda e retirada também o erro de truncamente, de maneira que
as equacaos 70 e 71, sao escritas respectivamente:

dx(t) d*xz(t) At?

At) = ) Ap 4 EE0 27 2
z(t+ At) = x(t) + o t+ T (72)

a(t + At) + a(t)
2

onde a = €28 (GRUBMULLER et al., 1991; ALLEN et al., 2004).

dt?

v(t+ At) = v(t) + At (73)

Os métodos de simulacao de dinamica sao utilizados para obter informacoes relativas
a evolugao temporal das conformagoes do sistema (proteinas e outras macromoléculas
biolégicas), bem como informagoes cinéticas e termodinamicas tempo-dependentes, permi-
tindo o conhecimento de inimeros aspectos biomoleculares como estruturais, de reconhe-
cimento e fungao. Os dados fornecidos pelas trajetérias na DM sao geralmente posi¢oes
atomicas, velocidades e energias de single-point, em nivel de comportamento microscopico.
As propriedades macroscopicas como pressao, capacidade de calor, energia interna, volume,
temperatura, entropia, dentre outras, sao deduzidas através de expressoes matematicas da
mecanica estatistica, que estabelece uma conexao entre as distribuigoes e movimentos dos
atomos e moléculas e as observaveis macroscépicas.

Em geral, os métodos de DM dependem extremamente de uma fungao de energia
apropriada para reproduzir a energia de lanscape do sistema. A utilizacao de funcoes de
energia que descrevam convenientemente as interagoes intermoleculares e intramoleculares
é essencial para que a simula¢do de DM faga-se satisfatéria (ADCOCK; MCCAMMON;
2006).

2.5.1 Funcgoes de Energia Potencial

Na DM a energia total do sistema é dada pelo potencial nuclear em funcao das coor-
denadas atomicas. O conjunto completo de potencias classicos de energia e os parametros
ajustaveis a eles associados é denominado campo de for¢ca (JORGENSEN; TIRADO-
RIVES, 2005). Os campos de for¢a ,em sua maioria, sdo puramente aditivos, e a funcao

de energia contém termos para interacoes internas e externas, como para os campos de

forca CHARMM (BROOKS et al., 1983), AMBER (WEINER; KOLLMAN, 1981; WANG
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et al., 2004), OPLS (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), GROMOS
(FRATERNALI; GUNSTEREN, 1996), etc. A fungao de energia potencial utilizada nor-
malmente pelo programa CHARMM esta fundamentado em cargas de ponto fixo, e é

descrito de acordo com a equacao 74 abaixo:

UR) = Y Kb—bo)*+ > K0 — ) > Kup(S—S)? (74)

ligacoes angulos Urey—Bradley
+ E ky(1+ cos(ng —9)) g K (w — wp)?
diedrais improprios

12

> {m [( =)

nao—ligados

R?;m ’ 4;9;
—2( )|} $ e

As contribuigoes intramoleculares contém termos de ligagoes (indices b, do inglés
bond), angulos de valéncia (@), Urey-Bradley (UB,S), angulos diedrais (¢), angulos
impréprios (w) e contribuigoes de corregoes torcionais para o backbone (CM AP, e,1)). Os
parametros K, K., Kyp, Ky e K, sao as especificas constantes de forca e as variaveis
com sub-indice 0 sao valores referentes ao equilibrio. Considerando a ligacao entre trés
atomos A—B-—C o termo de Urey-Bradley é uma fungao quadratica da distancia ,S, entre
os atomos A e C. O termo de angulo diedral impréprio é uma funcao quadratica usada
para pontos de ramificacao, como no caso de um C,, da proteina, onde atomos A—B—D
ligam-se a um atomo central, o angulo impréprio é um angulo diedral ficticio. Os termos
de Urey-Bradley e os diedros impréprios sao usados para aperfeicoar os ajustes no espectro
vibracional para movimentos fora do plano.

As contribuigoes intermoleculares ou nao-ligadas envolvem termos de interagoes
Coulombianas entre cargas pontuais (¢; e g;), interagoes do tipo Lennard-Jones (LJ),
utilizadas para tratar a repulsao carogo-carogo, e termos de van der Waals para interagoes
atrativas. A constante dielétrica relativa, ¢, frequentemente, é definida para simulacoes que
incluem representagoes de solvente explicito e gy é a permissividade elétrica no vacuo, sendo

o termo eletrostatico inversamente proporcional & r2, o quadrado da distancia de interacao

Z]’

n

entre os atomos. No campo de forca CHARMM, os valores para 6"” sao calculados

mediante média geométrica (5%””) = 5”“"5;’]”” e Rmm mediante média aritmética,
Rf]“" = (R 4 Rg”m) /2, onde i e j sdo os indices dos dtomos que estao interagindo e RZ-””
é a distancia na qual o termo de LJ tem seu minimo (BROOKS et al., 2009; HALGREN,

1992; ADCOCK; MCCAMMON, 2006).
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2.5.2 Simulac¢ao de Dinamica Molecular (DM)

As simulacoes de DM sao técnicas para determinar o movimento das particulas
de um sistemas, para o qual o potencial de interagao entre as particulas (fungao de
energia potencial) ji é conhecido. Esse de descri¢ao das posicoes instantaneas e velocidades
instantaneas das particulas, pode ser dividido nas seguintes estagios: estabelecer a confi-
guracgao inicial para o sistema, a computacao das forcas exercidas sobre cada particula em
razao das interacoes intermoleculares, movimentacao das particulas ou equilibracao de fase,
ensembles e controles de simulacao, e finalmente, anélise das configuragoes (trajetorias)
obtidas.

A configuracao inicial do sistema, tem como frequente metodologia a criacao de
uma ”caixa de simulagao”, que geralmente é uma caixa cubica, onde todas as moléculas
do sistema se encontram. Uma boa pratica das condic¢oes iniciais é que o sistema nao
contenha interagoes com altas energias, que podem por sua vez, causar instabilidades
na simulac¢do. Se o sistema possuir um arranjo experimental disponivel (por exemplo,
estrutura de raio X) esta serd a configuracao inicial suficiente para o inicio da simulagao.
A estrutura cristalografica mais comum é a rede cubica de face centrada, mas podem
ser escolhidas outras geometrias adequadas. As dimensoes da caixa de simulacao devem
ser escolhidas de maneira que reproduza a densidade numérica, N/V do sistema real e
suas condicgoes termodinamicas. A caracterizacao do sistema considera a reproducao das
condicgoes fisiolégicas que o aproximam do modelo real, e os sistemas sao tratados, de
forma que, para a maior parte das simulacoes o ambiente escolhido é um solvente aquoso,
podendo ser uma solvatacao implicita ou explicita. Para o caso de solvente explicito,
existem alguns modelos explicitos para a dgua, que incluem os modelos TIP3P, TIP4P
(JORGENSEN et al., 1983), SCP e SCPC/E (ADCOCK; MCCAMMON, 2006), e os
modelos mais conhecidos sao consistentes com a aproximagao SHAKE (ANDERSEN, 1983)
para manutenc¢ao da geometria molecular, e ainda para diminuir os efeitos de fronteiras,
condigbes de contorno sao utilizadas (LEACH, 2001).

Para iniciar a simulacao de DM, a solugao da equagao de movimento, é necessario
fornecer nao somente as posi¢oes das particulas, mas também as suas velocidades iniciais,

ja que as equagoes diferencias sao de segunda ordem.
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Durante a simulacao as forcas entre as particulas decaem com a distancia entre
estas, interagoes Coulombianas, a medida mais aplicada é na caixa de simulagao, substituir
a forca de interagao entre duas particulas por uma forca efetiva, soma das interagoes
entre todas as imagens peridédicas dessas particulas, pelo método de soma infinita. O
método de soma de Edwald (YORK; YANG, 1994) oferece uma abordagem rigorosa para a
avaliacao das interagoes eletrostaticas, além do Edwald, existem métodos que sao variantes
deste, como o método Particle Mesh Fwald (PME), que analisa as forcas diferenciando
analiticamente, diminuindo significantemente a demanda de memoria computacional. Pela
eficiencia em velocidade de processamento e rigor, o PME esta implementado em muitos

pacotes de simulacao (TOUKMAJI; BOARD, 1996; WANG; GAO; FANG, 2016).

2.5.2.1 FEnsemble Estatistico

Um sistema classico com N particulas interagindo em equilibrio, a uma temperatura
constante T, no ensemble canonico é reproduzido pela distribuicao de Boltzmann. A média
da quantidade G(7), é unicamente uma funcao da posicao 7 de todas as N particulas e é

expressada como uma integral de espaco de fase incluindo a energia potencial U (7):

_ [ G(P)exp(—BU(FN))dr™
[ exp(=pU(™N))d™N

onde kg é a constante de Boltzmann.

(G) (75)

na equacao 75 acima 3 = kBLT,

Se, depois de um tempo suficientemente grande, sob certas condigoes, o sistema
em equilibrio explora todo o espago de fase de microestados com a mesma energia, onde
a densidade de probabilidade é nao nula, ou seja todos os microestados acessiveis sao
igualmente provaveis nesse longo periodo de tempo, esse sistema é ergodico. Essa é a

hipétese ergddica no qual a média de uma amostragem ao longo do tempo, equivale a

média no ensemble que é definida como:

M—o0 M—soo M

(G = lim (Ghy = lim — 3" G((t,)) (76)

onde (G é a média sobre as medigoes M, da quantidade G em todos os tempos {t,},. .
Para uma boa amostragem, ou seja, um grande nimero de medi¢oes M, a média (G)

é considerada uma aproximacao conveniente para a média do ensemble em equilibrio

(SALINAS, 1997).
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No decorrer da simulagao, integracao das equacgoes de Newton, sao mantidas
constantes uma colecao de configuragoes e propriedades que caracteriza o estado do
sistema. Essa colecao de todos os provaveis sistemas que possuem estados microscopicos
diferentes, mas participam de um tnico estado macroscépico (termodindmico), chamamos
de ensemble estatistico. Existem varios ensemble com caracteristicas diferentes, nos quais
distintos parametros permanecem constantes simultaneamente como o ensemble canonico
(NVT): conjunto de sistemas nos quais o estado termodinamico é caracterizado por um
nuamero fixo de atomos, N, fixado o volume, V, e fixada a temperatura, T; o ensemble
isobarico-isoentélpico (NPH- nimero de dtomos, pressao e entalpia constantes), o ensemble
gran-canonico (uVT- potencial quimico, volume e temperatura constantes), o ensemble
isobérico-isotérmico (NPT- nimero de dtomos, pressao e temperatura constantes), dentre
outros(CHANDLER, 1987).

Grande parte das simulagoes de DM tem suas condigoes inicias representadas pelo
ensemble microcanonico (NVE), onde a energia total E é uma constante de movimento, e sua
média temporal sao iguais a sua média no ensemble. Contudo as experiéncias laboratoriais
(por exemplo, cristalografia de raios X) sao realizadas com volume e temperatura contantes
(ensemble candnico) ou a pressao e temperatura constantes (ensemble isobdrico-isotérmico),
sendo uma pratica na DM reproduzir, sob condicoes fisioldgicas, esses estados (SCHLICK,
2010). Inicialmente a energia constante, a temperatura flutua como consequéncia da
interconversao espontanea das componentes cinética e potencial da energia total. A energia
interna total pode ser escrita como a soma das contribuigoes cinéticas (") e potencial

(%) envolvendo a soma sobre todos os pares de moléculas:

E=(X)+ (%) (77)

A temperatura e pressao podem ser calculados via teorema do virial. Para o caso

atomico, somando sobre o 3N termos, a energia cinética tem a forma:

(O Ipil*/mi) = 2(k) = 3NksT, (78)

onde kg é a constante de Boltzmann, m; e p; sao, respectivamente, massa e momento

do atomo I e N é o niimero total de atomos. A equagao 78 acima fundamenta-se no principio
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da equiparticao e a funcao de temperatura cinética instantanea pode ser determinada

CcOomao:

N
T =24 3Nk = 5 ; il /. (79)

Sendo a temperatura 7 (t) no instante t, e as velocidades alteradas por um fator A,

as variagoes de temperatura podem ser calculadas da seguinte maneira:

1 ml-()\vi)Q 1 miv?
AT == 22— — = 22— 80
DILCCIO ®

AT = (N —1)T(1)

A= VT[T (1)

a temperatura tem como controle simples, multiplicar as velocidade atomicas instantaneas
pelo fator A. Este método tem como variante o termostato de Berendsen (HUNENBERGER,
2005), que modera a razao com a qual a temperatura do sistema chega ao valor determinado.
Assumindo o ensemble NVT, para o qual a energia total nao é conservada, o inicio da
simulagao equipara-se de fato a um banho térmico, fazendo desse ensemble indispenséavel
para o estagio de termalizagao, quando tratamentos térmicos como o Simulated Annealing
sao utilizados (KARPLUS; PETSKO et al., 1990; ERPENBECK; WOOD, 1984).

No ensemble NPT o volume do sistema pode flutuar alterando as dimensoes da
caixa de simulagao e também pelo reescalonamento das posigoes,o fator v = W é
assim, responsavel por manter a taxa de flutuacao equilibrada, de maneira similar como
feito para a temperatura. A pressao pode ser calculada com a contribui¢ao do teorema do

virial de acordo com a equagao:

p0) = S5 = 2 ) Folt) 1

onde 7;;(t) = r;(t)—1;(t) é o vetor posicao das moléculasie j, e F};(t) a forga intermolecular
entre i e j, no instante t. Existem alguns métodos em simulacoes de DM que fazem com
que a pressao fique corretamente constante durante a simulacao, como por exemplo, o

método dinamica de Langevin (FELLER et al., 1995).
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2.5.2.2 Andlise e armazenamento trajetdrias geradas na DM

O estagio inicial da dinamica a partir da configuragao inicial é a termalizacao, e
deve ser inspecionado com muito cuidado até que a configuracao inicial nao mais persistir.
Neste estdgio, como mencionado acima, a temperatura e a pressao devem ser escalonadas,
e o banho térmico sistematicamente observado, até que o sistema se encontre no equilibrio.
A credibilidade dos resultados no estagio seguinte, producao, depende do monitoramento
adequado do estagio de equilibracao.

O estdgio de producao é a reuniao das trajetérias (coordenadas ou velocidades
atomicas) no tempo de simulagao que sucede aquele do equilibrio. A partir dessas trajetérias
é que serao calculadas propriedades fisico-quimicas do sistema e médias sobre os ensembles
das trajetérias (SCHLICK, 2010).

Dentre varias propriedades que podem ser calculadas a partir das trajetérias estao
as propriedades estruturais, como a func¢ao de distribuicao de pares, g(r), que produz a
probabilidade de se encontrar uma particula f em uma camada esférica de espessura dr, e
sua distancia até a particula a vale r posicionada na origem. Considerando as coordenadas
cartesianas retiradas das trajetorias de simulacao, a funcao radial de pares pode ser dada

por:

o) =5 (S0 36030y — 1) ) = 5 { S0 D 6~ y) (52)

i gF i gF
Assim sendo, o nimero de particulas N(r) que localiza-se na faixa estreita Ar a
uma distancia r da origem, remete a distribuicao radial dada pela seguinte equacao:

~ N(n)
 4ar2N

g(r) (83)

O deslocamento quadratico médio RMSD (do inglés, root mean square displacement)
calcula a diferenca estrutural do sistema em um determinado passo de simulacao com
relacao as configuragoes iniciais, ou seja, realiza uma comparagoes entre as coordenadas
atomicas de estruturas proteicas, por exemplo, adquiridos das trajetérias de DM, que tem
como dois principais interesses:

Observar a evolugao temporal, dado um conjunto de atomos especificos é realizada
uma média de RMSD a cada passo de simulagao, aferindo as mudangas ocorridas durante

a simulacao, que sao indicadas por flutuacoes em torno de uma posicao de equilibrio. A



65

evolucao temporal de RMSD é geralmente visualizada através de um grafico de RMSD

médio versus tempo, e o RMSD médio é calculado segundo a equagao:

(RMSD) = \/ Zj:l[rj](éi) — ol (84)

onde r;(t;) é a distancia do dtomo j no passo de simulagdo i, 7o ¢ a distancia de referéncia
e N é o nimero total de atomos.

Analisar a média do RMSD por atomo, que é encontrado gerando as médias dos
RMSD, para cada atomo, em todos os passos da simulacao, e tem como finalidade principal,
por comparagao, encontrar quais atomos ou regices do sistema flutuam mais ou menos. A

média do RMSD ¢ encontrado utilizando a equagao:

(RMSD;) \/ Eiilrs(t = ro)P (85)

MAt

na equacao acima M é o numero de configuracoes e At o intervalo de tempo entre os passos

de simulacao, de maneira que multiplicando M por At, tem-se o tempo de simulacao total.

2.6 Docking Molecular

Muitas estratégias computacionais permeiam os conceitos da descoberta de novos
farmacos, como técnicas de Virtual screening (VS), usada na descoberta de novas drogas,
que busca numa biblioteca de pequenas moléculas, quais destas mais provavelmente se
ligariam no alvo. Ainda quando sabe-se pouco a respeito do ligante e informacoes estruturais
nao estao disponiveis para o alvo, abordagens como QSAR podem ser aplicadas. Com
relagdo ao Desenho Racional de Farmacos Baseado em Estrutura (DRBE), o docking
molecular é o método in silico mais comum e tem sido amplamente utilizado na descoberta
e no desenho de novos compostos bioativos (BOHLOOLI; SEPEHRI; RAZZAGHI-ASL,
2017).

O Docking molecular ou ancoragem molecular, tem como objetivo basico a predicao
da estrutura do complexo receptor-ligante, ou seja, a predicao do modo de ligacao de
uma molécula menor, o ligante, que pode ser um inibidor, na regiao de ligagao ou sitio
biolégico do alvo molecular (uma molécula receptora vinculada a alguma doenga ou
processo fisiopatoldgico), pretendendo ainda prever a afinidade entre o ligante e o receptor.

A ancoragem utiliza métodos computacionais e pode ser resumida em duas fases: primeiro,
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a amostragem das conformacgoes do ligante no sitio de agao bioldgica do receptor, que
necessita de um algoritmo robusto para de forma eficiente explorar a hipersuperficie de
energia e prever a conformacao e a orientacao preferencial do ligante, usualmente referida
como pose; e segundo, coordenar as conformagoes por intermédio de uma funcao de
avaliagao (do inglés scoring function), o que significa, empregar um modelo de ponderagao
da energia livre de ligacao, scorings, que diferencie os distintos modos de ligacao do mesmo
ligante, ou que, sendo desiguais os ligantes, selecione aquele com maior afinidade pelo sitio
ativo (CHEUNG et al., 2012; MENG et al., 2011).

No processo de reconhecimento molecular, receptor e ligante experimentam mu-
dancas conformacionais gerando centenas de milhares de graus de liberdade devido ao
grande numero de possiveis modos de ligacao, e gerar todas as possibilidades confor-
macionais é computacionalmente muito caro. Varios algoritmos de amostragem foram
desenvolvidos e sao extensivamente utilizados em softwares de docking molecular. Dentre
os softwares de docking mais usados estao, FlexAID (GAUDREAULT; NAJMANOVICH,
2015), BetaDock (KIM et al., 2011), AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010), Blaster
(IRWIN et al., 2009), GOLD (VERDONK et al., 2003), DOCK (EWING et al., 2001),
DARWIN (TAYLOR; BURNETT, 2000), etc.

2.6.1 Funcoes de Scoring

Para que os modos de ligacao gerados e selecionados sejam eficazes na descri¢ao
da interacao receptor-ligante, o modelo para classificar cada conformacao precisa ser
confidavel e o o custo computacional viavel, ja que, como dito anteriormente, a estimativa
da energia livre de ligacao do complexo receptor-ligante é computacionalmente dispendiosa.
A necessidade de fungoes de avaliagao mais ageis e tteis aos programas de docking, direciona
estudos para o desenvolvimento de fungoes que adotem aproximagoes para a avaliacao do
complexo. O docking computacional é realizado, frequentemente, empregando um campo
de forca simples da mecanica molecular e explorando uma regiao mais ampla do espaco
conformacional, dependendo do programa utilizado os campos de for¢a podem variar
entre GROMOS, AMBER, OPLS ou CHARMM. A funcao de avaliacao implementada no
programa AutoDock (NAMASIVAYAM; GUNTHER, 2007) é fundamentado no campo de
forga molecular AMBER.
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Na abordagem adotada pelo AutoDock a energia livre de ligacao resulta da diferenca
entre a energia do ligante e receptor no estado nao-ligado, e a energia do ligante e do
receptor no complexo. Isso em consequéncia do funcionamento da avaliagao que ocorre em
duas fases: andlise das energias intramoleculares da transicao do estado nao-ligado para a
conformacao ligada, para cada uma das moléculas separadamente, e a andlise energética
intermolecular das moléculas no complexo.

O campo de forga engloba seis termos de potencias de interagao que envolve
contribuigoes entre atomos ligados e nao-ligados e um termo de contribuicao entrépica

conformacional de ligagdo (AS.,s) de acordo com a seguinte equacao:

AG = (Vi =V o)+ (Vi = VR o) + (Vi = VL do + ASeons) (86)

ligado nao—ligado ligado nao—ligado ligado nao—ligado

Na equacao 86 acima, L diz respeito ao ligante e R ao receptor no complexo receptor-
ligante, sendo valida para toda e qualquer tipo de molécula no complexo. Os primeiros
dois termos de energia intramoleculares para o ligante nos estados ligados e nao-ligado, e
os dois termos posteriores as energias intramoleculares para o receptor nos estados ligado
e n ao-ligado. O terceiro parentese contem as mudangas de energia intermolecular entre os
estados ligado e nao-ligado.

Os termos atomicos por pares incluem a dispersao/repulsao, ligagoes de hidrogénio,

eletrostatico e dessolvatacao e conforme a equacao abaixo:

V = WVdW Z (7"1; - Tﬁj) + Whligacfzo Z E(t) (Tlg - Tlg) + Welec Z %
ij ij

H - P T ()i
+ Wi Z(S’LV] + SjVi)e(_T?j/%z) (87)
i,

As contantes de ponderacao W sao otimizadas para calibrar a energia livre empirica

com base em um conjunto de complexos que foram caracterizados experimentalmente. O
primeiro termo é o potencial 6-12 de Lennard-Jones para interagoes de dispersao/repulsao.
Os parametros A e B foram extraidos do campo de forca AMBER. O segundo termo é um
potencial para ligagoes de hidrogénio. Os parametros C e D foram atribuidos para melhorar
a descricao do potencial de ligacao para O-H e N-H e S-H. As interagoes eletrostaticas sao
avaliadas segundo um potencial idéntico ao de Coulomb e o 1dltimo termo representa o

potencial de dessolvatacao baseado no volume (V) dos demais dtomos em torno de um
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atomo definido, pesado por um parametro de solvatagdo (S) e um termo exponencial
devido a distancia.
O termo para entropia torsional é proporcional ao niimero de angulos de rotacao

da molécula (Nyps):

ASconf - Wcoantors (88)

O numero de angulos de rotagoes compreendem todos os graus de liberdade torcio-
nais, abrangendo rotacoes de atomos de hidrogénio polar em grupos hidroxilo e similares
(BROOIJMANS; KUNTZ, 2003; HUEY et al., 2007).

O AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010) é uma ferramenta de docking molecular
que apresenta excelentes resultados na estimativa dos modos de ligacao preferenciais do
receptor-ligante. Esse software possui implementado varios algoritmos de busca baseado
no Algoritmo Genéticos Lamarckiano (do inglés Lamarckian Generic Algoritms - LGA)
(MORRIS et al., 1998) que procura um minimo global de energia de ligacdo do complexo.
Durante o processo de ancoramento molecular a proteina é mantido rigida e as mudancas
conformacionais sao devidas ao ligante, incluir a flexibilidade é grandemente importante
para que os resultados se aproximem do modelo realistico, sendo fundamental apara a
compreensao das interacoes farmacobioldgicas, mas a flexibilidade do sistema ainda é um

desafio para os métodos de ancoragem (JONES et al., 1997).

2.6.1.1 Detalhes da Simulacao

A simulacao de dinamica molecular para o receptor foi realizada no pacote compu-
tacional NAMD (PHILLIPS et al., 2002), com o campo de forza CHARMM36 (KLAUDA
et al., 2010). As moléculas de dgua foram adicionadas usando o modelo TIP3P (JOR-
GENSEN et al., 1983) e a caixa cubica de simulagdo com dimensoes 76 x 88 x 92 Aque
pode ser visualizada na Figura 16. O sistema foi neutralizado e moléculas de NaCl foram
adicionadas para reproduzir a solucao fisiolégica de concentracao 0.15uM. A distancia
entre pares de interacoes nio-ligados foi truncado em 124, cut off. O particle mesh Ewald
- PME foi utilizado para as interagoes eletrostaticas de longo alcance. A simulacao de DM
foi executada considerando constate o numero de moléculas,a pressao e a temperatura

(ensemble NPT), usando a dindmica de Langevin para manter constantes a temperatura e
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pressao, 300 K e 1 atm, respectivamente. As trajetorias foram acumuladas com um passo
de tempo, timestep, de 2fs. O tempo de amostragem total, incluindo a termalizacao e a
relaxacao, foi de 200 ns, a evolugao temporal e a mobilidade do sistema foram computados
pelo calculo do deslocamento quadratico médio (RMSD).

A ancoragem molecular (docking) foi realizada no programa AutoDock Vina, usando
o método LGA. As imagens tridimensionais, bem como a construgao e visualizagao do

sistema para a simulacao de DM, foram produzidos usando o programa grafico Visual

Molecular Dynamics (VMD)(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

Figura 16 — Caixa de Simulagao de Dinamica Molecular contendo o solvente e a proteina
(AChE: 4EY7), com 57480 atomos no total, dos quais 49149 correspondem aos
atomos das moléculas de agua, 100 sao atomos das moléculas de NaCl e 8231 é

a quantidade de dtomos da proteina.



70

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Propriedades Estruturais e Eletronicas para os derivados do Cardanol

Nesta secao apresentaremos os resultados dos calculos das propriedades estruturais e
eletronicas, e a analise PCA para cada conjunto de moléculas estudadas. Como apresentado
nos capitulos que antecedem, as moléculas foram divididas em grupos, cujo critério de
selecao foi baseado nos substituintes mais parecidos; a andlise entao sera realizada para
cada grupo separadamente. Algumas moléculas ja possuem testes de atividade, percentual
inibitério e IC5y, apresentados nas tabelas 1, 2 e 3, e portanto as correlagdes obtidas pela
PCA vislumbrarao os descritores relevantes para a formagao de cluster (agrupamento)
dentro de um mesmo conjunto de moléculas, afim de elaborar suposi¢oes sobre a relevancia
de determinado descritor para o resultado da atividade.

Os descritores calculados foram volume, polarizabilidade, energias dos orbitais de
fronteira HOMO, HOMO-1, LUMO e LUMO+1, a carga sobre o atomo de nitrogénio pro-
tonado (qN), logD, pKa, PSA e o momento de dipolo(x). Como o nimero de propriedades
calculadas, ao todo 11, é consideravel, a analise baseada nas combinagoes lineares desses
descritores da origem a uma extensa quantidade de componentes principais. A fim de
garantir que a primeira componente principal tivesse a maior variancia possivel, tornando
esses resultados mais seguros, elegemos apenas as combinacoes em que a variancia da
primeira componente principal (PC1) representasse mais de 70% da variancia total, embora
esse nao seja o unico parametro de analise, mas também a disposicao das moléculas nas
duas primeiras componentes principais, para a possivel formacao de cluster.

As analises que se seguem no decorrer do capitulo, para os diferentes grupos,
foram selecionadas de um grande conjunto de possibilidades de PCs. Dentro de todas as
possibilidades, as combinagoes lineares, para diferentes descritores demostram um padrao
quanto a disposicao das moléculas nas duas primeiras componentes principais. Dentro
desse conjunto de possibilidades que apresentam um padrao, escolhemos aquela na qual
a PC1 apresentasse a maior variancia, e portanto, dentro desses critérios de escolha, as

analises eleitas sao as que melhores denotam o padrao encontrado.
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3.1.1 Resultados PCA para os aminoderivados heterociclicos

Para o grupo formado pelas moléculas LDT140(1), LDT141(2), LDT142(3) e
LDT144(4), na maioria das andlises as estruturas moleculares 1 e 2 sdo aproximadas nas
duas componentes. A estrutura 4 se aproxima da 2 somente na PC1 e encontra-se afastada
das demais nas duas componentes. A estrutura 1 encontra-se afastadas de 2, 3 e 4 nas

PC1 e PC2. Essa distribuicao pode ser visualizada na Figura 17 abaixo:
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Figura 17 — Gréafico mostrando a disposi¢do dos compostos LDT140(1), LDT141(2),
LDT142(3) e LDT144(4) nas duas primeiras componentes principais-PC1 e
PCz2.

Os descritores reconhecidos como os mais adequados para este resultado foram
Volume, HOMO, HOMO-1 e LUMO, dos quais as energias dos orbitais HOMO ¢ HOMO-1
apresentam maior contribuicao para a PC1 (ver tabela 4) responséavel, aproximadamente,
por 75% da informagao da correlagao (ver tabela 5). A PC2 contendo cerca de 21% da

variancia total, é dominada pelo descritor LUMO (ver tabela 4).
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Tabela 4 — Peso das varidveis mais significativas para trés primeiras componentes principais,

para os aminoderivados heterociclicos.

Variaveis PC1 PC2
Volume  0.534001 —0.256962
HOMO  0.566629 —0.094022

HOMO-1 0.568048 —0.113003
LUMO  0.266637 0.955176

Tabela 5 — Variancias acumuladas pelas trés primeiras componentes principais, para os

aminoderivados heterociclicos.

Componentes Autovalor % Variancia Total Acumulativo
PC1 3.010431 75.26078 75.26078
PC2 0.855336 21.38339 96.64417

Para as estruturas 2 e 3, a PCA mostra correlagao entre estas, o que estd de acordo
com o resultado experimental para o percentual inibitério destas duas estruturas, que
corresponde a 41.8 e 42.1, respectivamente (ver tabela 1). A diferenca basica na estrutura
molecular das moléculas representadas pelos nimeros 2 e 3, é a retirada do atomo de
oxigénio na molécula 2, e a substituigao do enxofre para molécula 3 (ver figura 11). O
resultado experimental mostrou que a diferenca estrutural entre essas duas moléculas, nao
refletiu mudanga significativa no percentual de inibicao da enzima acetilcolinesterase.

A PCA para este grupo possui o volume molecular como um dos descritores mais
significativos para a primeira componente principal (ver tabela 4), comparando os valores
para os volumes das respectivas moléculas (ver tabela 6), hd uma diferenga nos valores
dessa propriedade, enquanto os valores para as energias dos orbitais de fronteira HOMO,
HOMO-1 e LUMO, para as moléculas 2 e 3 sao parecidas, o que refletiu na proximidade
dessas moléculas na PC1 e na PC2.

A molécula 1, que possui a melhor atividade com percentual de inibicao de 87.5
e IC5 igual a 26.4 micromolar, encontra-se afastada das demais moléculas nas duas
componentes principais, que ¢ um reflexo da diferenca entre os valores dos descritores
volume, HOMO e HOMO-1 dessa molécula para com as demais (ver tabela 6). A diferenga

estrutural na molécula 1 é o grupo metileno (C'Hs), cuja substitui¢ao por oxigénio (molécula
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2) ou enxofre (molécula 3) gerou o aumento da densidade de carga negativa e levou a
existéncia de aceptores de ligagao de hidrogénio, que possivelmente ocasionou a piora no
reconhecimento molecular dessa regiao. A substitui¢ao do N Hy (molécula 4) tornou a

molécula um dication que por sua vez exibiu atividade inibitéria inferior.

Tabela 6 — Valores das propriedades Volume (A%), HOMO-1(eV), HOMO(eV) e LUMO(eV),

utilizadas na PCA para os aminoderivados heterociclicos.

Molécula Volume HOMO HOMO-1 LUMO

LDT140 1129.15 —6.080162 —6.282345 —0.51566
LDT141 1066.39 —6.284522 —6.915287 —0.521919
LDT142 1093.21 —6.295678 —6.926716 —0.517021
LDT144 10854  —6.295406 —6.926687 —0.68546

A molécula 4 manteve-se distante das moléculas 1 e 3 nas duas componentes e se
aproximou da molécula 2 na primeira componente principal (ver Figura 17), explicado
também pelos valores HOMO e HOMO-1 serem bem parecidos, no entanto, o LUMO
as distanciam na PC2. Como essa molécula ainda nao possui dados experimentais, os
resultados obtidos pelo estudo de PCA para essa molécula nos leva a supor que, por
ela se manter distante da molécula 1, que possui a melhor atividade para esse grupo,
os resultados para atividade podem ser inferiores, tornando desnecessaria a investigacao
experimental dessa estrutura.

As moléculas pertencentes a esse grupo, possui seu orbital HOMO concentrado
no grupo aromatico, de acordo com a Figura 18, compreendendo a regiao com maior
caracter elétron doador. Esse grupo funcional pode fazer interagoes do tipo dipolo-dipolo,
aromatico-hidrofébico, fon-dipolo, interagindo possivelmente com aminoacidos presentes
no sitio periférico.

A contribuigao do orbital LUMO, mostrado na Figural8, representa a regiao com
maior carater eletro-receptor e encontra-se concentrada principalmente na subunidade
farmacoférica para todas as moléculas, indicando uma possivel interagao dessa regiao
com o sitio catalitico da AChE. Essa regiao é a parte onde observa-se mais diferencas
nas superficies desse orbital em relacao as diferencas para o orbital HOMO, ja que as

substitui¢coes moleculares foram realizadas nesse ponto.
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LUMO

LDT140 (1) LDT141 (2)

LDT142 (3) LDT144 (4)

Figura 18 — Superficie de densidade eletronica dos orbitais HOMO e LUMO para os amino-

derivados do cardanol.

Na maior parte das moléculas a contribui¢cao do orbital HOMO-1 (Figura 19),
encontra-se no anel aromatico do cardanol e na ligacao entre os dois primeiros carbonos

ligados ao anel, expressando que essa regiao pode ser um plausivel sitio doador de elétrons.

LUMO+1 LUMO+1

LDT140 (1) LDT141 (2)

LUMO+1

LUMO+1

(¥
LDT142 (3) LDT144 (4)

Figura 19 — Superficie de densidade eletronica dos orbitais HOMO-1 e LUMO+1 para os

aminoderivados do cardanol.
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O mapa de potencial eletrostatico (do inglés , molecular electrostatic potential-MEP)
é uma maneira de visualizar a distribuicao de carga de uma molécula. A densidade de
elétrons é obtida nos calculos computacionais quanticos de otimizagao e energia, e depois
é gerada a superficie de potencial.

O potencial eletrostatico para os grupos de derivados do cardanol foram calculados
no Gaussian (FRISCH et al., 2009) e gerados no GaussView (DENNINGTON; KEITH;
MILLAM, 2009), onde o potencial eletrostatico em um ponto qualquer (x,y,z) é dado pela
energia potencial eletrostatica entre um fon imaginario carregado positivamente, situado
nesse ponto, e a molécula. Se o fon é repelido pela molécula entao naquele ponto o potencial
é positivo, e se for atraido esse potencial é negativo. Considerando que o fon possui carga
+1, ele é repelido por regides pobres em elétrons e atraido em regides ricas em elétrons;
portanto, regioes pobres em elétrons tem potenciais tem potenciais positivos, e potenciais
ricos em elétrons tem potenciais negativos.

Nos MEPs gerados para os derivados do cardanol, regioes onde o potencial ele-
trostatico é positivo foram coloridas de azul, e onde o potencial eletrostatico é negativo
foram coloridas de vermelho. Regioes de potencial intermediario, seguem a ordem de cores
do espectro: vermelho < laranja < amarelo < verde < azul.

A Figura 20 mostra o mapa de potencial eletrostatico para os aminoderivados
do cardanol, no qual observamos a concentracao de densidade negativa sobre o grupo
auxoférico aromatico, mais especificamente sobre o elemento oxigénio, mostrando que essa
regiao da molécula possui potencial atrativo. E a densidade de carga positiva localizada na
subunidade farmacoférica, especialmente sobre o nitrogénio, exibindo o carater repulsivo

(em relagao ao fon com carga +1).
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LDT141(2)

LDT142 (3) LDT144 (4)

Figura 20 - Mapa de potencial eletrostatico (do inglés , molecular electrostatic potential-

MEP) para os aminoderivados do cardanol.

A obtencao de MEPs contribui no sentido de guiar a avaliacao das interagoes
moleculares dos candidatos estudados, em relacao a interagoes destes com aminoacidos no

sitio ativo da AChE.

3.1.2 Resultados PCA para os derivados piperazinicos

No segundo grupo de moléculas estudadas, LDT7(1), LDT143(2), LDT145(3),
LDT146(4), LDT147(5), LDT166(6), LDT168(7), LDT170(8), LDT242(9), LDT473(10)
e LDT474(11), somente as moléculas representadas pelos numeros 1, 2, 3, 5, 7 e 9,
apresentam percentual de inibi¢ao da acetilcolinesterase, e destas somente as moléculas
2 e 9, possuem dados de ICjy, (ver tabela 2). Das informagoes experimentais conhecidas
para estas moléculas, em geral nao apresentam resultados satisfatorios como candidatos a
agentes AChEI, no entanto, conhecer informagoes estruturais e eletronicas do ponto de
vista da mecancica quantica podem ser de grande valia para o planejamento de novos
candidatos que de alguma maneira se distanciem das obtidas para esse grupo especifico de
moléculas derivadas do cardanol.

O estudo baseado nas componentes principais nao revelou uma tendéncia para
esse grupo, ja que nao houve formacgao de agrupamentos de moléculas com atividades

semelhantes e nao encontramos padrao nas analises das combinacoes lineares entre os
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descritores fisico-quimicos. Estruturalmente esses compostos sao bem diferentes, figura 12,
essa diferenca estrutural pode ter levado a nao correlagao entre estes compostos. Podemos
ainda supor que algumas amostras (moléculas), por apresentarem muitas diferengas, sejam
estruturais ou eletronicas, das demais moléculas do grupo, influenciaram o resultado de
maneira negativa. Devido a insuficiéncia dos resultados de PCA, nao foi possivel identificar
com clareza quais descritores possuem carater preditivo para esse grupo, mesmo que a

identificacao destes partisse do principio de que estas moléculas nao compreendem potentes

candidatos a AChEIL

3.1.3 Resultados de PCA para os derivados etanolaminicos N-benzila ou N-
alquilassubstituidos

O grupo de derivados etanolaminicos N-benzila é formado pelos compostos LDT155(1),
LDT156(2), LDT157(3), LDT158(4), LDT475(5) e LDT489(6) e até o momento, nenhum
destes tem resultados experimentais de atividade anticolinesterasica.

Na Figura 21, para as primeiras componentes principais, é possivel visualizar a
formacgao de clusters com as moléculas 1 e 2, e com as moléculas 3 e 4. As moléculas 1 e 2
possuem diferenca estrutural molecular no grupo amina, no entanto, os resultados obtidos
mostram que esta diferenca nao interfere na correlacao entre estas moléculas, ja que a
PCA encontra padroes para estes agrupamentos, e os descritores selecionados (LUMO,

LUMO+1, pKa e logD) apresentam-se com maior frequéncia nestes padroes.
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Figura 21 — Gréafico mostrando a disposi¢do dos compostos LDT155(1), LDT156(2),
LDT157(3), LDT158(4), LDT475(5) e LDT489(6) nas duas primeiras com-

ponentes principais-PC1 e PC2.

Na segunda componente principal o descritor de maior relevancia foi o pKa, como
pode ser visto na Tabela 7, que também apresenta-se como um importante descritor para
a PC1. O pKa identifica o grau de ionizagao, neste caso para todas as moléculas o pKa
assume valores entre 8.8 e 10.4 (ver Tabela 9), mostrando que essas moléculas podem ser

vistas como bases fracas, e sofrem ionizagao significativa em dgua.

Tabela 7 - Peso das varidveis mais significativas nas trés primeiras componentes principais,

para os derivados etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos.

Variaveis PC1 PC2 PC3
LUMO 0.501491  —0.504602 0.327901
LUMO+1 0.522013 —0.157564 0.377726
pKa 0.456426 0.843411 0.170141
logD —0.517382  0.095965  0.849033

As variancias acumuladas pela trés primeiras componentes principais mostrando

que para esse grupo a PC1 possui 90.24% de informacao a respeito da correlagdao, enquanto
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a PC2 apenas 8.59% (ver Tabela 8), e os descritores mais significativos para a PC1 foram
LUMO e LUMO+1, com LUMO+1 contribuindo um pouco mais que o LUMO, o que

pode ser verificado na Tabela 7.

Tabela 8 — Variancias acumuladas pelas trés primeiras componentes principais, para os

derivados etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos.

Componentes Autovalor % Variancia Total Acumulativo

PC1 3.609724 90.24309 90.24309
PC2 0.343601 8.59002 98.83311
PC3 0.042811 1.07027 99.90337

O descritor LUMO++1 domina a PC1, analisando-o para o agrupamento formado
pelas moléculas 1 e 2, este descritor mostra-se responsavel pela agrupamento nao so6 das
moléculas 1 e 2 como também das moléculas 3 e 4, de maneira que estes valores, mostrados
na Tabela 9, discriminam muito os dois clusters observados no grafico de PCs. Essa
similaridade, entres os valores obtidos para as propriedades e os agrupamentos formados,
¢é observado também para o descritor LUMO.

A molécula 6 possui valor de LUMO equivalente a molécula 1, aproximadamente
-0.52 eV, contudo os valores do descritor LUMO-1 para estas moléculas sao bem diferentes,
o que as distanciou, principalmente, na PC1.

O pKa uniu as moléculas 1 e 2, e, 3 e 4 na PC2, mas certamente foi o responséavel
por separar as moléculas 5 e 6, pois seus valores para estas sao distintos. As moléculas
5 e 6 estao correlacionadas na primeira componente principal pelo descritor LUMO+-1,
que para essas moléculas sao, -0.26 eV e -0.29 eV, respectivamente. Possivelmente, 5 e 6
reproduzam a influéncia do logD, que governa a terceira componente principal, apesar de
representar pouca relevancia para as demais componentes, e possui valores proximos para

estas duas moléculas (ver tabela 9).
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Tabela 9 — Valores das propriedades LUMO (eV), LUMO+1 (eV), pKa e logD, utilizadas

na PCA dos derivados etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos.

Molécula LUMO LUMO+1 pKa logD
LDT155 —0.519742  —0.42559 9.2 3.02
LDT156 —0.517293 —0.343683 9.2  3.14
LDT157 —1.206291 —0.925462 8.77 4.8

LDT158 —1.19976 —0.922201 8.77 4.92
LDT475 —0.57743 —0.262864 10.33 2.6

LDT489 —0.518381 —0.296879 9.76  2.05

Os resultados obtidos com a analise de componentes principais leva-nos a levantar a
hipétese de que a atividade anticolinesterasica das moléculas que formaram clusters sejam
semelhantes, e ainda as modificagoes no grupo farmacoférico, entre as moléculas 1 e 2, e 3
e 4, podem nao fazer diferenga para a atividade. Ja as alteragoes estruturais da molécula 5
em relagao a 6, diferenciaram estas moléculas com relagdo ao cardter aceptor (orbitais de
fronteira LUMO e LUMO+1) da regiao farmacoférica.

As superficies de densidade eletronica para os orbitais LUMO e LUMO+1 dos
derivados etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos, Figura 22 mostra a igualdade
dessas nuvens para as moléculas agrupadas na PCA, e uma singela diferenca entre as
moléculas 5 e 6. A visualizacao dessas superficies, bem como os resultados de PCA,
evidenciam que modificagoes, ainda que pequenas (a diferenga entre as moléculas 5 e 6 é
um grupo carboxila), levaram ao deslocamento da densidade do orbital LUMO, podendo

alterar significamente a atividade biolégica dessas moléculas.
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Figura 22 — Superficie de densidade eletronica dos orbitais HOMO e LUMO para os derivados

etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos.

As densidades para o orbital HOMO-1 é igual para todas as moléculas, mostrando
que esse orbital nao reflete as modificagao realizadas na regiao farmacoférica, e podem ser
vistas na Figura 23. J& o orbital LUMO+1 ¢ diferente para todas as moléculas, e na Figura
23 é possivel verificar que ha uma concentracao de densidade na regiao da amina, para as
moléculas 1 e 2, mas a adicao de um anel aromatico modifica a posi¢ao dessa densidade.
Se fizermos uma comparacao entre as moléculas 2 e 4, cuja diferenca € justamente o anel
aromatico, vemos que a PCA separa essas moléculas nas duas componentes principais, e a

PC1, com maior peso, que é definida por esses orbitais.
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Figura 23 — Superficie de densidade eletronica dos orbitais HOMO-1 e LUMO+1 para os

derivados etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos.

Os MEPs para os derivados etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos,
Figura 24, mostra que a diferenca estrutural entre as moléculas 1 e 2 nao produz diferenca
nas densidades eletrostaticas dessas moléculas, acontecendo o mesmo para as moléculas 3

e 4. E para as moléculas 5 e 6, ha uma sutil diferenca no superficie de potencial positivo
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Figura 24 — Mapa de potencial eletrostatico (do inglés , molecular electrostatic potential-

MEP), para os derivados etanolaminicos N-benzila ou N-alquilassubstituidos.

3.1.4 Resultados de PCA para os derivados benzilaminicos

O grupo com derivados cuja parte farmacoférica possui substituintes benzilaminicos,
formado pelas moléculas LDT159(1), LDT160(2), LDT161(3), LDT167(4) e LDT169(5),
foi o que apresentou melhores resultados experimentais quanto ao percentual de inibigao e
IC'5 (ver tabela 3), com excegao da molécula 5, com % de inibigao de 24.9 M considerado
insatisfatorio para um potente candidato a farmaco, e a molécula 1 que nao possui
resultados experimentais.

Na figura 25, podemos verificar a formacao de cluster entre as moléculas 1 e 2, e
entre as moléculas 3 e 4, e a molécula 5 encontra-se afastada dos clusters formados.

As moléculas de 1 a 5 tem em comum o orbital de fronteira HOMO, mas se
diferenciam nos demais descritores, inclusive no HOMO-1 que juntamente com o HOMO

sa0 os que mais contribuem para a PC2, responsdvel apenas por 5.25% da correlacao.
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A PC1, responséavel por 90% da correlacao, tem os orbitais de fronteira LUMO e

LUMO+1, como os descritores que mais expressivos (ver tabela 10).
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Figura 25 — Gréafico mostrando a disposi¢do dos compostos LDT159(1), LDT160(2),
LDT161(3), LDT167(4) e LDT169(5) nas duas primeiras componentes principais-
PC1 e PC2.

As moléculas 1 e 2 contam estruturalmente com uma distingao com relacao ao grupo
etila, como pode ser visto na figura 14. No que diz respeito aos descritores utilizados para
a analise de componentes principais, essas moléculas sao correspondentes, uma vez que
para todos os descritores os valores sdo muito préximos (ver tabela 10), diferenciando-se
minimamente no LUMO+1, o que possivelmente é responsédvel pela separagao entre elas
na PCl1.

O descritor LUMO+1, é mais significativo do que o LUMO para a primeira compo-
nente principal. A molécula 1, como foi dito anteriormente, nao possui dado experimental,
porém a molécula 2 apresenta inibicao da enzima acetilcolinesterase de 81.5 % e IC5q igual
a 16.1 uM, considerados valores muito bons. A proximidade dessas duas moléculas no
estudo de PCs pode indicar uma semelhanca nos resultados de atividade anticolinesterasica

da molécula 1 com a molécula 2.
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Tabela 10 — Peso das varidaveis mais significativas para as trés primeiras componentes princi-

pais para os derivados benzilaminicos.

Variaveis PC1 PC2 PC2
HOMO  0.489188 —0.170044 0.855097

HOMO-1 0487821 0.813949 -0.108809
LUMO  0.501726 —0.550794 -0.381022

LUMO+1 0.520574 —0.072094 -0.334352

As moléculas 3 e 4 sao as que apresentam os melhores valores experimentais para o
percentual de inibigdo e IC5 (ver tabela 3). A diferenga entre 3 e 4 é basicamente o grupo
etila, a molécula 4 possui % inibitério de 95.5 e ICsq 17.2 M, que sao resultados bons.

A substituicao de um hidrogénio préximo ao grupo farmacoférico por um etil na
molécula 3, se comparada com a molécila 4, melhorou a atividade biolégica, uma vez que
o IC5y foi de 17.2 uM para 6.6 M, mostrando a relevancia desse grupo para a atividade.

Os valores dos descritores obtidos para as moléculas 3 e 4, mostram resultados
muito préximos, com uma diferenca pequena no LUMO-1, resultando numa proximidade
entre essas duas moléculas nas duas primeiras componentes principais. A molécula 5, que
possui resultado experimental muito inferior ao das moléculas 3 e 4, apresenta valores
diferentes aos dessas moléculas nos descritores HOMO-1, LUMO e principalmente no
LUMO+1, o que a distanciou dessas moléculas no grafico de PCA.

A primeira componente principal contribui com 90.31% de informacao como pode
ser visto na Tabela 11, é a componente responsavel pela diferenciagao dos moléculas. Nessa
componente, as variaveis com maiores pesos foram LUMO e LUMO+1, que contribuem
igualmente na PC1, de acordo com a Tabela 10. A segunda componente principal contribui

somente com 5.25% da informacao e é dominada pela varidvel HOMO-1.

Tabela 11 — Variancias acumuladas pelas trés primeiras componentes principais, para os

derivados benzilaminicos.

Componentes Autovalor % Variancia Total Acumulativo
PC1 3.612464 90.31161 90.31161
PC2 0.210344 5.25860 95.57022
PC3 0.177163 4.42908 99.99930
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Os valores para as varidveis mais significativas, selecionadas como aquelas que melhor
representam o padrao encontrado, sao mostradas na Tabela 12. Os orbitais moleculares
HOMO-1, HOMO, LUMO e LUMO+1, mostraram-se presentes na maior parte dos
conjuntos de variaveis que apresentavam esse padrao, e juntos conseguiram discriminar
moléculas com bons resultados experimentais das demais moléculas, que possuem atividades

razoaveis.

Tabela 12 -~ Valores das propriedades HOMO-1(eV), HOMO(eV), LUMO(eV) e
LUMO+1(eV), utilizadas na PCA para os derivados benzilaminicos.

Molécula HOMO HOMO-1 LUMO LUMO-+1
LDT159 —6.283705 —6.918552 —1.134452 —0.8822
LDT160 —6.282889 —6.916919 —1.142343 —0.904242
LDT161 —6.282617 —6.729976 —1.04411 —0.580152
LDT167 —6.282073 —6.735146 —1.056355 —0.607091
LDT169 —6.283977 —6.914742 —1.268605 —1.11105

Na Figura 26, estao representados as superficies de densidades dos orbitais HOMO e
LUMO dos derivados benzilaminicos. Nessa figura, o orbital HOMO nao se diferencia para
todos os derivados, permanecendo na regiao auxoférica. As superficies de densidade do
orbital LUMO, por sua vez, sofrem variacoes devido as modificagoes estruturais ocorridas
na parte farmacoférica, onde os mesmos se localizam.

Comparando as moléculas 1 e 2 (a molécula 1 tem o H, ligada ao nitrogénio,
enquanto, a molécula 2 tem nessa mesma posigao o grupo CyHs), o orbital LUMO possui
maior concentracao proximo ao nitrogénio e ao Hy da molécula 1. Quando esse grupo é
substituido por etila, molécula 2, a superficie de densidade LUMO é mais distribuida, pro-
vavelmente aumentando a superficie com cardter receptor, o que pode significar alteracoes
importantes na maneira com que essas moléculas interagem no sitio biolégico.

O mesmo acontece entre as moléculas 3 e 4, como a alteracao estrutural entre 3 e 4 é
a mesma entre 1 e 2,mais uma vez podemos verificar as diferengas ocorridas nas superficies
de densidade LUMO quanto a substituicao de Hy por CyHs. A densidade LUMO é mais
distribuida na molécula LDT161(3), e como essas moléculas apresentam [C5, diferentes
(LDT161(IC50 = 6.6uM ), LDT167(IC50 = 17.2uM)), as diferencas nesses orbitais podem

ter contribuido para a melhora da atividade.
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Figura 26 — Superficie de densidade eletronica dos orbitais HOMO e LUMO, para os deriva-

dos benzilaminicos do cardanol.

Para superficies de densidade para orbitais moleculares HOMO-1 e LUMO+1,
apresentadas na Figura 27, as observagoes realizadas sao as mesmas feitas para os orbitais
HOMO e LUMO. Lembrando que os orbitais LUMO e LUMO+1, sao aqueles que mais
contribuiram na PC1 e diferenciaram as moléculas com relacao as superficies de densidade.

Como esses orbitais possuem carater eletro-receptor, o fato de estarem localiza-
dos no final da subunidade farmacoférica de todos os grupos de moléculas analisados
(amino, etanolaminicos e benzilaminicos), e mostraram-se como varidveis significantes nos
resultados para as componentes principais, pode indicar que ao encaixar-se no sitio de
interesse, supondo que as moléculas alcancem o fundo da Gorge, essa porcao interaja com
aminoacidos da triade catalitica. E modificacoes, que produzam valores menores para

1C'50s, supostamente devem ser realizadas em regioes de concentracao destes orbitais.
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Figura 27 — Superficie de densidade eletronica dos orbitais HOMO-1 e LUMO+1, para os

derivados benzilaminicos do cardanol.

Os MEPs para este grupo, representado na Figura 28, exibem, assim como nos
outros grupos, que as alteracaoes realizadas na estrutura das moléculas interferem na
distribuicao de das mesmas.

A regiao de potencial eletrostatico intermediario, préximo a regiao de potencial
atrativo (com relagdo a carga pontual positiva, localizada no oxigénio da parte auxoférica),
da molécula LDT161(3) em especial, apresenta densidade de potencial mais positiva do
que a mesma regiao para as demais moléculas. As modificagoes realizadas nessa molécula,
levaram ao aumento da regiao de potencial positivo (repulsiva), isso pode ter relagdo com

o fato dessa molécula apresentar os melhores resultados experimentais (%inibitério=91.6 e
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Figura 28 — Mapa de potencial eletrostatico (do inglés , molecular electrostatic potential-

MEP), para os derivados benzilaminicos do cardanol.

Apesar de todas as moléculas apresentarem uma protonagao na amina, a insercao
de grupos na regiao farmacoférica mudaram a distribuicao de potencial positivo na amina
e a disposicao deste, na molécula como um todo. O que podemos pressupor, baseado nos
MEPs, é que moléculas que apresentam mais regices de potencial positivo, podem ter mais
afinidade de interagao com o sitio bioldgico.

As anélises das Componentes Principais nos leva a previsoes e interpretacoes de
descritores significativos que estabelecam padrao de similaridade entre moléculas, e ainda,
descritores que mostrem-se importantes para o entendimento das interagoes que a droga
realiza nas regioes ativas do receptor, podendo também auxiliar no desenho de novas
drogas.

Respalda no conhecimento estrutural e eletronico para o conjunto de moléculas, e
na correlagao entre suas atividades e os descritores inerentes a cada uma apresentadas
pelo PCA, selecionamos o grupo dos benzilaminicos (que apresenta os melhores resultados

experimentais) para realizar o estudo de Docking, no intuito de compreendermos orientagoes
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moleculares preferenciais desses ligantes com o sitio ativo da AChE, e estabelecer uma
relacao com os descritores eleitos na PCA.

O processo de Drug Design envolve a concepcao de moléculas que se complementam
com o alvo bioldgico de forma que realiza interagoes com o mesmo. O conhecimento das
moléculas candidatas a novas drogas é de fundamental interesse para o desenho racional
de farmacos, no entanto, isso nao é suficiente. Encontrar novos medicamentos exige o
conhecimento detalhado do alvo biolégico, que no nosso caso é a AChE humana (cédigo
PDB:4EYT), e s6 entao é possivel predizer a forma pela qual a proteina (receptor) reconhece

o farmaco (ligante). Por isso a préxima secao ¢ dedicada ao estudo da biomolécula receptora.

3.2 Resultados da Dinamica Molecular

Para varias estruturas cristalograficas da AChE de multiplos organismos, diversos
grupos tem realizado estudos de dinamica molecular que revelam a complexa natureza das
flutuagoes do sitio ativo gorge da AChE, devido principalmente ao estreitamento entre
os residuos aromaticos Tyrl55 e Phe369 da gorge na regiao do gargalo. Esses estudos
apontam um estado “open” desse estreitamento, e essa populagao de conformacoes “open”
é acessada somente durante cerca de 2% da simulagao (BUI; HENCHMAN; MCCAMMON,
2003). Esses resultados de DM, em sua maioria para a dgua e para o substrato natural
ACh, revelam ainda a entrada e ou saida de ambos ao sitio catalitico, por outros acessos,
"back door* e " side door“(SANSON et al., 2011). Grande parte desses estudos apresentam
tempo de simulagao de DM em torno de 10 ns (TAI et al., 2002; FANG et al., 2014).

O estudo realizado por Brian Bennion (BENNION et al., 2015), no qual o tempo
simulacao de DM para a AChE foi de 300 ns, foi um tanto esclarecedor, no que se refere as
flutuagdes no volume da gorge, foi observado o movimento de respira¢gao no comportamento
do volume. O tempo demando para essa observacao foi de 100 ns.

Afim de compreender a interacao entre as moléculas pertencentes ao grupo dos
benzilaminicos e a hAChE escolhida (PDB: 4EYT), sabendo que o modo como estas
moléculas interagem com os residuos da Gorge, inibindo a AChE nao so6 conhecidos, e
investigar o que leva moléculas estruturalmente préximas apresentarem potenciais de
inibicao diferentes, é de grande relevancia para descobrir as bases moleculares que levaram

a esses resultados. Desta forma, os mecanismos de interacao deste grupo de inibidores foram
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desenvolvidos pelas abordagens de simulacao de dinamica molecular, para o receptor, e
acoplamento molecular receptor-ligante. Nessa pesquisa, portanto, simulagoes de DM foram
aplicadas ao estudo de mecanismo da AChE e os resultados gerados serao apresentados a

seguir.

3.2.1 Equilibracao do Sistema

O tempo de simulagao total da AChE para as etapas de termalizagao e relaxacao e
amostragem foi de 206 ns, de acordo com as configuragoes iniciais descritas na secao de
metodologia de DM. O tempo de simulagao para estagio de termalizacao e relaxacao do
sistema foi de 6 ns, e os demais 200 ns consiste na amostragem de dinamica do sistema.
Cada arquivo trajetéria corresponde a 1 ns composto por 500 frames, totalizando 100000
frames em toda a simulagao.

O conhecimento das flutuagoes conformacionais das proteinas sao importantes
para compreender as funcoes bioldgicas desenvolvidas pelos sistemas ja que a relagao
entre movimento e fun¢ao proteica nao é totalmente conhecida (BUTINI et al., 2008).
A verificagdo da estabilidade da proteina AChE (4EY7) foi feita utilizando o RMSD
(do inglés root mean square deviation RMSD) das trajetorias no decorrer da simulagao,
calculado sobre o backbone da proteina para todos os frames.

Todas as estruturas foram sobrepostas e as flutuagoes em torno da posicao média
(tomando como valor de referéncia o primeiro conjunto de coordenadas do sistema) sao
mostradas no grafico da Figura 29, onde pode-se notar que por volta dos 30 primeiros
nanosegundos de simulagao as variagoes em torno da posicao de equilibrio, até os 206
nanosegundos finais de simulacao, alcancam o equilibrio, flutuando na média em torno de

2,254 indicando baixa mobilidade da proteina.
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Figura 29 — Desvio quadratico médio (do inglés root mean square deviation RMSD) da

AChE (4EY7) humana durante 206 ns de simulacao de DM.

A dinamica conformacional da Gorge vem sendo largamente estudada, uma vez que
esse sitio ativo apresenta alta flexibilidade, e tal flexibilidade é apontada como fundamental
para a atividade da enzima (HAQ et al., 2009). Nesse sentido, foi realizada a andlise das
flutuagoes dos aminoacidos da Gorge a partir do sexto nanosegundo de simulagao, devido
ao fato de que, para controle da simulacao de DM, nos primeiros seis nanosegundos as
porcoes da proteina foram liberadas aos poucos para uma dinamica ”livre” obedecendo
uma ordem de prioridade, na qual primeiramente o backbone, depois as folhas beta e por
ultimo os aminodacidos pertencentes a Gorge flutuaram livremente.

Os resultados obtidos na andlise a partir da evolucao temporal do RMSD dos
movimentos dos aminacidos da Gorge é apresentado no grafico abaixo, Figura 30. No
RMSD calculado para esses aminodcidos, no inicio da simulacao até por volta dos 30
primeiros nanosegundos, a Gorge apresenta alta flexibilidade, no entanto, desse ponto até
o final da amostragem, na média o valor de RMSD fica em torno de 2,54, sugerindo uma

estabilidade da Gorge.
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Figura 30 - RMSD dos aminoécidos da Gorge da AChE (4EY7) humana (Tyr103, Asp105,
Trpl17, Gly152, Gly153, Tyrl55, Tyrl64, Ser234, Ala235, Trp267, Glu316,
Trp317, Phe326, Phe328, Glu365, Tyr368, Tyr372 e Hisd78) durante 200 ns de

simulagao de DM.

Pode-se concluir pelos graficos, figuras 29 e 30, que o RMSD para ambas as selegoes
(backbone e Gorge) mostram que o sistema estd equilibrado e assim, na média, a mobilidade
conformacional é baixa. Com o sistema devidamente equilibrado, realizamos o estudo
de Docking para os benzilaminicos ,no entanto, as primeiras analises desses resultados
revelaram que o comportamento dinamico da AChE ocorre de maneira muito complicada,
de modo que para frames consecutivos em uma trajetéria, a Gorge subitamente era
pouco acessivel ou até mesmo, inacessivel. Nesse caso, para que os resultados de Docking
sejam seguros, ¢ imprescindivel o conhecimento das particularidades conformacionais
envolvidas nesse comportamento complicado. O estudo foi, nesse momento, direcionado
para a investigacao da dinamica dos residuos da Gorge, afim de encontrar a melhor

conformacao da local ativo para a interacao com o ligante.
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3.2.2 Dinamica dos residuos da Gorge

Estudos revelam que pequenas flutuagoes no backbone sao importantes para o
mecanismo de gating constatado para muitas enzimas, inclusive para a AChE. Esse
mecanismo € responsavel por controlar o acesso do substrato e de ligantes vinculados ao
processo de catalise enzimatica, pela imposicao de restrigoes ao ligante, como constrigoes
geomeétricas, especificidade de interagoes moleculares como ligagoes de hidrogénio, interagoes
hidrofébicas, entre outras; e ainda pode diferenciar pontos mais estreitos ao longo do
caminho do sitio, formando um ”gargalo”ou estreitamento (do inglés, “bottleneck "), como
no caso da AChE. Os "portdes “(do inglés “gate ") constituem regimes dindmicos que
fazem transicoes reversiveis entre estados ”open”e 7 closed”, dada varias possibilidades de
gating, os mecanismos mais complexos sao aqueles que envolvem o movimento de dois os
mais residuos especificos do sitio ativo (GORA; BREZOVSKY; DAMBORSKY, 2013).

A AChE possui um mecanismo de gating bem complexo, que modula o acesso
do substrato e de outros ligantes no sitio ativo. O movimento de "respiragao” (breathing
motions) dos residuos da Gorge, que opera uma dinamica coletiva com a proteina gera

9

os estados "open”e 7 closed’na regiao de estreitamento da Gorge. Esse mecanismo foi
avaliado por Yechun Xu et al. (XU et al., 2008) para quarenta e sete estruturas de Torpedo
Californica AChE (TcAChE) e outros estudo, para estruturas cristalogréficas de outros
organismos também comprovam esse movimento caracteristico na AChE e ainda, que o
movimento coletivo da enzima esta acoplado com o movimento do ligante através da regiao
do estreitamento (BUI; HENCHMAN; MCCAMMON;, 2003).

O estudo da dinamica dos residuos da proteina que contribuem para o mecanismo
de gating, presentes na regiao de estreitamento da Gorge, é fundamental para identificar as
conformacoes da proteina, ja que mudangas conformacionais dos aminoacidos do sitio ativo
estao diretamente relacionadas com a interacao de ligantes no mesmo. Os aminoacidos
com alta flexibilidade no estreitamento da Gorge observados nesse estudo foram: Trp317,
Tyrl55 e Tyr372 localizado no PAS e Phe328 localizada sub sitio Acil e os resultados
obtidos serao exibidos a seguir.

O primeiro resultado é a medida de distancia entre os aminoacidos Phe328 presente

no subsitio Acil e Tyr372 localizada no sitio anionico periférico. De acordo com o grafico

da Figura 31 a distancia entre os centros de massa da Phe328 e da Tyr372 tem valor
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minimo de aproximadamente 7A e maximo de aproximadamente 144, mostrando que
hé uma flutuagao consideravel nas diferengas de distancias. Isso mostra que estes dois
aminoacidos tem papel importante no mecanismo de gating da Gorge.

Nos primeiros 10 ns os aminoacidos estao afastados, depois disso conservam uma
distancia média em torno de 84 até os 50 ns, quando essa distancia média passa para 9A
até os 100 ns. Entre 100 e 200 ns observamos maior frequéncia de grandes diferencas nas
distancias, indicando que, a utilizacao desse parametro como método para o resgate de
conformagoes da proteina, onde possivelmente o estreitamento encontraria-se no estado

"open”, pode ser realizado para varia trajetérias durante a dinamica.
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Figura 31 — Medida de distancia entre os aminoacidos Phe328 pertencente ao sub sitio
Acil e Tyr372 pertencente ao PAS, a partir do centro massa de cada um dos

aminoacidos, durante 200 ns de simulagao de DM.

Na Figura 32 é possivel ver a localizacao dos aminoacidos Phe328 e Tyr372 na
Gorge, e o afastamento e aproximacgao que esses aminoacidos sofrem durante a dinamica.
A medida de distancia apresentada nessa figura foi feita considerando um atomo do anel

aromatico de cada aminoacido, e pode-se perceber que esses atomos em diferentes frames
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de uma trajetoria, podem assumir distancias razoavelmente pequenas como 5.61A, até

distancias que ultrapassam o dobro desse valor, como 12.79A.

Phe328:0H
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Tyr372:0H
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Figura 32 — Posicionamento dos aminodcidos Phe328 e Tyr372 na Gorge (superficie molecular
na cor verde) e distancias assumidas entre dois atomos especificos (Phe328:CEL,
Tyr372:CE1) destes dois aminoacidos em um frame da trajetéria. Os dtomos
de carbono e hidrogénio estao coloridos de ciano e branco, respectivamente,
enquanto os atomos de nitrogénio estao na cor azul e os de oxigénios em

vermelho.

O Trp317 e a Tyr372 sao aminoacidos pertencentes ao PAS que durante as obervagoes
da amostragem da dinamica mostraram-se importantes para o estreitamento, principal-
mente por estarem proximos a main door. As distancias entre os centros de massa desses
dois aminodacidos, apresentadas no grafico da Figura 33, possui variacao maxima de apro-
ximadamente 44 entre as maiores e menores distancias computadas ao longo dos 200 ns
de amostragem, e obedecem a um padrao de frequéncia de flutuacao.

Na média a distancia entre os centros de massa mantém-se em 8A, havendo
mudanca suaves e crescentes em alguns pontos da amostragem como logo apés os 50 ns,
onde as distancias gradualmente aumentam chegando valores acima de 104 e depois caem
novamente voltando a média. A medida de distancia entre Trp317 e Tyr372 como estratégia
para o reconhecimento do estado ” open “ mostra que ha poucas trajetorias, assumindo que
esse estado exista para as maiores distancias encontradas (maiores ou iguais a 10121), que

apresentam distancias caracteristicas do estado “open ”.
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Figura 33 - Medida de distancia entre os aminoacidos Trp317 e Tyr372 pertencentes ao
PAS, a partir do centro massa de cada um dos aminoacidos, durante 200 ns de

simulacao de DM.

Na Figura 34 pode-se notar que tanto o Trp317 quanto a Tyr372 estao rente a main
door, comprovando que a aproximacao e afastamento desses aminoacidos pode bloquear
ou liberar a main door, interferindo no acesso de ligantes e até mesmo do substrato na
Gorge. A medida de distancia entre dois dtomos especificos dos aminodcidos, (Trp317:CZ2,
Tyr372:0H) também contidos na figura, deixa claro que esses dtomos podem assumir
distancias com diferencas préximas de 104, ainda percebe-se a mobilidade da Tyr372 e do
Trp317 que ao se aproximarem ou se afastarem realizam movimentos conhecidos como

swinging doors®.

L O movimento dos residuos: Swinging Doors, representa aquele em que dois residuos podem girar, na

mesma direcao ou em diregao oposta, estabilizando conformacao open ou closed a um gate, como no
caso da Acetilcolinesterase (AChE), esses portoes também sao conhecidos como inclindveis (GORA;
BREZOVSKY; DAMBORSKY, 2013).
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Figura 34 — Posicionamento dos aminodcidos Trp317 e Tyr372 na Gorge (superficie molecular
na cor verde) e distancias assumidas entre dois dtomos especificos (Phe328:CE1,
Tyr372:CE1) destes dois aminoacidos em um frame da trajetéria. Os dtomos
de carbono e hidrogénio estao coloridos de ciano e branco, respectivamente,
enquanto os atomos de nitrogénio estao na cor azul e os de oxigénios em

vermelho.

O 1ltimo par de aminoacidos analisados, com relacao a distancia, para a busca
na distincao entre os estados open e closed foram as tirosinas Tyr155 e Tyr372, também
pertencentes ao PAS. Durante a visualizacao do sistema no tempo de amostragem, esse
par chamou muita atengao pela forma como se aproximavam, mantendo distancias muito
pequenas por um periodo relativamente curto de tempo, e entao se afastavam e as distancias
de afastamento eram, comparadas com os outros pares de residuos analisados, as menores.

No grafico da Figura 35 a medida de distancia entre o centro de massa dos residuos
Tyrl55 e Tyr372 ao longo dos 200 ns de amostragem traga nos primeiros 10 ns um perfil
onde a distancia média é cerca de 114, depois cai bruscamente para 8A, permanecendo
assim até os 50 ns , onde volta a apresentar distancias maiores, chegando acima de 134
no final da amostragem. Tomando esse resultado como artificio para localizar estados
open e closed, os primeiros 50 ns de simulacao seriam negligenciados, e somente a partir
desse ponto da amostragem, o sistema mantém conformacoes onde o estado open é mais

provavel.
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Figura 35 — Medida de distancia entre os aminoacidos Tyr155 e Tyr372 pertencentes ao
PAS, a partir do centro massa de cada um dos aminoacidos, durante 200 ns de

simulacao de DM.

Apesar da medida de distancia do centro de massa para Tyr155 e Tyr372 indicarem
que estes residuos acham-se afastados na maior parte do tempo de amostragem, a medida de
distancia entre os dois dtomos especificos para estes aminodcidos (Tyr155:OH, Tyr372:0H)
evidenciam que eles podem ser encontrados muito préximos e contribuir imensamente
para a constricao do Gorge. Uma medida de distancia entre esses dois atomos para um
frame de determinada trajetéria, é apresentada na Figura 36, e exibe uma distancia muito

pequena de 2.84A4, podendo no momento de afastamento alcancar 9.47A.
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Figura 36 — Posicionamento dos aminoacidos Tyr155 e Tyr372 na Gorge (superficie molecular
na cor verde) e distancias assumidas entre dois dtomos especificos (Tyr155:0H,
Tyr372:0H) destes dois aminoacidos em um frame da trajetoria. Os dtomos
de carbono e hidrogénio estao coloridos de ciano e branco, respectivamente,
enquanto os atomos de nitrogéenio estao na cor azul e os de oxigénios em

vermelho.

Como demonstrado nas analises dos residuos que certamente estao envolvidos na
caracterizacao dos estados do estreitamento que definem a Gorge (" open”e 7 closed”),
selecionar estados no qual estamos interessados (” open”) nao é uma tarefa fécil, uma vez
que a dinamica da AChE apresenta uma ”respiracao”e o mecanismo de gating devido aos
residuos do estreitamento parece estar sincronizado com a "respiracao”, de maneira que
essa "respiragao’ pode deslocar os residuos.

Para discriminar os estados da proteina ” open”e ” closed” , alguns parametros podem
ser avaliados, como por exemplo, o comportamento dos residuos constituintes (todos os
residuos do sistema, ou uma parte especifica), os aminodcidos que tornam a estrutura
flexivel e possibilitam a mudanga conformacional e o diametro ou raio do estreitamento,
buscando mudangas ocorridas neste ao longo do tempo.

Os dois primeiros parametros foram utilizados nas andlise anteriores, e a partir de
agora, apresenta-se o terceiro parametro que é a selecao dos estados ”open”e ” closed” por
meio da analise da variacao do raio da regiao de estreitamento, para cada conformacao
assumida pela proteina nas trajetorias, durante os 200 ns de simulacao.

A andlise das dimensoes do estreitamento e da Gorge como um todo, foi realizada

empregando o programa HOLE (SMART; GOODFELLOW; WALLACE, 1993; SMART et
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al., 1996) implementado no VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), que simula,
o percurso percorrido por uma esfera de raio variavel, ao longo de um poro ou cavidade
do sitio ativo, por exemplo. Neste programa as coordenadas dos atomos do sistema sao
fornecidos e a definicao de um ponto inicial p que passe por qualquer local da cavidade é
necessario. Também é preciso definir um vetor aproximadamente na direcao da cavidade,
assim o programa faz a leitura dos atomos no arquivo de coordenadas e associa um raio de
van der Waals para cada um. A esfera é entdao centrada no ponto p de forma que seu raio
¢ maximizado sem sobreposi¢cao com a superficie de van der Waals em todas as diregoes, e
o raio da esfera é contabilizado num plano normal ao vetor da direcao da cavidade.

A Figura 37 mostra a definicdo de um vetor que atravessa a Gorge na diregao
da coordenada Z, para a aplicacao do programa HOLE. O ponto inicial p foi definido
pelas coordenadas de um aminoacido da AChE que se encontra além do fundo da Gorge
(préximo a triade catalitica). Os resultados do perfil da Gorge gerado a partir do HOLE
contém o raio da Gorge para cada ponto do vetor na coordenada Z, esses resultados podem
ser visualizados na forma grafica ou na superficie gerada no VMD. Essas duas maneiras
de visualizar o perfil encontram-se na figura 37, onde a main door encontra-se localizada
no ponto 104 do eixo z, a regido de constricdo da Gorge na vizinhanca do ponto 0A no

eixo Z e na posicao —10A no eixo Z situa-se fundo da Gorge (ponto p).
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Eixo Z (A)

Raio da Gorae (A)

Figura 37 — Representacao da construgao do perfil da Gorge tracado pelo programa HOLE:
A Gorge é mostrada na superficie na cor vermelha, e no centro da Gorge um
vetor na direcao do eixo Z do sistema. A superficie na cor verde, criada no
programa VMD, é o resultado gerado pelo programa HOLE, a partir do raio
da Gorge em cada ponto do vetor no eixo Z, ao lado direito dessa superficie a

visualizagao grafica dos resultados do perfil da Gorge fornecidos pelo HOLE.

O ntmero total de frames no tempo de amostragem de 200 ns foi de 100000 (cem
mil) frames. Realizamos o cdlculo do perfil da Gorge para todos os frames, gerando cem mil
arquivos de perfis da Gorge. A avaliagao desses perfis foi realizada de maneira sistematica
e minuciosa e interpretamos distribuigoes do sistema em quatro estados para a Gorge.

Aos estados atribuimos dois aspectos que os definem: o raio encontrado na regiao
da constricao da Gorge e o raio encontrado nas redondezas da main door. Para o perfil
que tem raio pequeno ( em torno de 1;1) na regiao da constricao, mas apresenta raio maior
que 3A na regido da main door, denominamos estado ClosedOpen. O perfil que apresenta
raio em torno de 14 na regido da constricio e possui raio menor que 34 na regido da
main door, denominamos estado Closed. O perfil no qual a regiao da constricao possui raio

maior que 3A, porém nas redondezas da main door esse raio tem valor de 1A, chamamos
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de estado OpenClosed. E o tltimo e mais relevante estado é aquele onde as duas regioes
descritas (main door e constrigdo) possuem raio maior que 3A, e titulamos de estado Open.

Com base nas defini¢coes acima para os perfis, separamos os quatro estados de
maneira que o estado Closed corresponde a 14% dos perfis para o sistema, sendo que
34,6% dos perfis representam o estado ClosedOpen, 49% diz respeito ao estado OpenClosed
e somente 2,4% dos perfis configuram o estado Open. O grafico da Figura 38 contém as
curvas médias do perfil de cada estado, e uma curva referente ao perfil encontrado para a
estrutura cristalografica da AChE-4EY7 humana. Ainda na Figura 38, a curva tracejada
na cor vermelha representa o perfil para o cristal, que é similar aquela encontrada para o
estado Open, transparecendo a confiabilidade dos procedimentos adotados, considerando

que esse cristal estd complexado com o Donepezil.

15
;= Open :
N :— = Perfil Cristal :
;== OpenClose :
:— Close :
CloseOPen
ol T

[

Raio (A)

20

Eixo Z (A)

Figura 38 — Curvas para os perfis (raio da Gorge ao longo do eixo Z, onde o ponto 0A
representa a regido de estreitamento da Gorge e nas proximidades de 104 a
main door) dos estados: CloseOpen, curva na cor turquesa; OpenClosed, curva
na azul; Closed, curva na cor verde; Open, curva na cor preta. Curva para o

perfil do cristal da hAChE 4EY7, linha tracejada na cor vermelha.
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Com a finalidade visualizar, de maneira mais clara, os estados descritos através do
estudo dos perfis, selecionamos um frame representativo para os estados Open e Closed, e
por meio do Volmap, que é um plugin do VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996)
que cria mapas volumétricos tridimensionais com base nos dados moleculares, geramos um
mapa volumétrico para cada um destes frames, optando pelo tipo de mapa baseado na
“ocupagao .

No mapa por “ocupacao “, considera-se os raios atomicos dos atomos que sao
tratados como esferas, e todo o sistema é construido de pequenas grades cubicas. A cada
ponto dessa grade é associado o valor 0, se dentro da grade nao contém atomos, e 1 se
dentro da grade conter atomos. Encontrando atomo num ponto da grade, esse entao ¢é
considerado como “ocupado “. O mapa foi gerado usando a representacao VolumeSlice, e
as cores compreendem o intervalo de valores escalares do conjunto de dados, com vermelho
especificando baixos valores e azul indicando alto valores nos dados.

A Figura 39 expoe os mapas encontrados para os estados open e Closed, nela
é possivel identificar a “ocupado “de atomos nas regioes do estreitamento e na main
door no lado esquerdo da figura, e a Gorge sem esses estreitamentos, ou seja, vazia ou
sem “ocupacao . Ainda fica evidente as diferencas nas distribui¢oes das “ocupacoes “da
proteina como um todo, se comparamos a distribuicao dos lados direito e esquerdo, que
torna mais forte as convicgoes de que os movimentos dos dtomos nas regioes de constrigao

estao acoplados aos movimentos da proteina, quando a mesma “respira ".
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Figura 39 — Mapa volumétrico da AChE, nos estados Closed, (lado esquerdo) e Open (lado
direito). Os pontos mais azuis indicam maior volume de conjunto de dados e

pontos mais vermelhos menor volume no conjunto de dados

Uma vez encontrado o estado Open, estamos interessados em compreender as
provaveis orientacoes preferencias com as quais os ligantes interagem com os residuos do
sitio biolégico da proteina. Os préximos resultados a serem a presentados sao os resultados
para o atracamento molecular dos ligantes LDT160, LDT161, LDT167, LDT169 e do

Donepezil com a Gorge, no estado Open.

3.2.3 Resultados de Docking receptor-ligante

Os estudos de atracamento molecular (docking receptor-ligante) foram realizados
considerando as conformacgoes da proteina no estado Open de acordo com o perfil apre-
sentado na Figura 38, e a geometria inicial utilizada para os ligantes foram as de menor
energia, otimizadas anteriormente para a andlise de PCA. Uma vez que a proteina hAChE
(Cédigo PDB: 4EYT7) estéa complexada com o Donepezil, com finalidade de validar se
o Docking realizado pelo Autodock Vina era fidedigno para esse sistema, realizamos o
Docking do Donepezil no conjunto de solugoes (ensemble) conformacionais da hAChE no

estado Open.
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As 842 conformacoes encontradas para o acoplamento do Donepezil no ensemble
foram comparados com a pose do cristal, através do calculo de RMSD para todas as 842
conformacgoes, e o resultado foi muito satisfatorio, ja que o valor do RMSD entre uma das
solucées de Docking e a conformacéo do Donepezil no cristal foi de 1.34A4 2. Isto significa
que o Docking realizado no programa AutoDock Vina foi capaz de reproduzir a orientacao
do Donepezil no cristal (modelo), assegurando que é adequado para o sistema da hAChE.
Para termos uma visao melhor a respeito das conformagoes do Donepezil comparadas e
mencionadas acima, a Figura 40 mostra a sobreposicao estrutural do Donepezil no cristal,
com a pose que o representa no ensemble, constatando que as conformacoes sao muito

préximas, o que justifica o valor encontrado para o RMSD.

Lt

Figura 40 — Superposicao das estruturas do Donepezil no cristal, representada nas cores ciano
(carbonos), vermelha (oxigénio) e azul (nitrogénio); e no ensemble representada

na cor amarela.

O Donepezil é uma mistura racémica de anantiomeros R e S, possuindo a mesma,
forma molecular, exceto para o anel piperidina. Com relagao a interacao com a AChE,
ligam-se de maneira semelhante e possuem afinidades de ligagao equivalentes (SUGIMOTO
et al., 2000). A ligagdo do Donepezil com a Gorge compreende residuos ao longo da Gorge:
o anel benzil empilha com o Trpl17 (no sub sitio aromético), e a outra extremidade
empilha com o Trp317 no sitio anionico periférico, podendo a parte central, piperidina,
interagir com Tyr372. Para Cheung et al., mudancas conformacionais na Gorge podem

influenciar nos modos de ligagao de inibidores mais longos que possuam variabilidade

2 Para comparacoes de Docking, este é considerado conveniente se o valor médio de RMSD entre o

encaixe e a pose de referéncia (cristal) obedecer a um limite de 24 (FANG et al., 2014).
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conformacional, como duplos inibidores de AChE que simultaneamente se ligam em dois
sitios (CHEUNG et al., 2012).

Como dito previamente, a docagem do Donepezil no ensemble de conformacoes da
AChE, gerou 842 solucoes de posicoes para o Donepezil, as quais vamos referir como uma
nuvem de solugoes. Essa nuvem de solugoes esta representada na Figura 41, onde as partes
em azul nessa nuvem sao referentes aos nitrogénios protonados da piperidina, e a vermelha
aos oxigeénios presentes na outra extremidade do Donepezil. Essas duas “manchas *, azul
e vermelha, se misturam na main door e no fundo da Gorge indicando que o Docking

encontrou dois modos de ligagao preferenciais para o Donepezil.

Nuvem de Solugdes de
Docking Donepezil

Figura 41 - Nuvem de solugoes para o Docking do Donepezil no sitio ativo da AChE
(c6digo PDB:4EYT) contendo 842 conformagoes do Donepezil e duas orientagoes
preferenciais. A enzima AChE esta representada pelo modelo de fitas na cor

cinza grafite e o sitio ativo ¢ indicado na superficie verde.

O Docking foi realizado para todos os ligantes, LDT160, LDT161, LDT167 e
LDT169 e as nuvens de solugoes de Docking obtidas para cada um deles estao apresentadas
a seguir, e foram construidas obedecendo as mesmas especificacoes de cores da nuvem

para o Donepezil.
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O Docking para o ligante LDT160 gerou 987 solugoes e também apresentou uma
mistura de duas principais orientagoes preferencias, de modo que a sua nuvem apresenta

tons vermelhos e azuis na main door e no fundo da Gorge e pode ser visto na Figura 42.

Nuvem de Solugdes de \

Figura 42 — Nuvem de solugoes para o Docking do ligante LDT160 no sitio ativo da AChE
(c6digo PDB:4EYT) contendo 987 conformagoes do Donepezil e duas orientagoes
preferenciais. A enzima AChE estd representada pelo modelo de fitas na cor

cinza grafite e o sitio ativo ¢ indicado na superficie verde.

As solucoes encontradas para o ligante LDT161 foram ao todo 994 e, da mesma
forma que para o LDT160, essas solucoes apresentam duas orientagoes preferenciais. No
entanto, a nuvem para o LDT161, ver Figura 43, apresenta uma diferenca significante em
relagao a nuvem do LDT160, na parte superior da nuvem (regiao da main door) nota-se a
dominancia de tons vermelhos, indicando que apesar de existirem dois modos de ligacao,

hé um que prevalece.
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Figura 43 — Nuvem de solugoes para o Docking do ligante LDT161 no sitio ativo da AChE
(c6digo PDB:4EYT) contendo 994 conformagoes do Donepezil e duas orientagoes
preferenciais. A enzima AChE estd representada pelo modelo de fitas na cor

cinza grafite e o sitio ativo ¢ indicado na superficie verde.

Para o ligante LDT167 o niimero de solugoes de Docking foi 960, com duas con-
formagoes preferenciais, e a analise para essa molécula é bem parecida com a feita pra
LDT161. Levando em consideracao a nuvem de solucoes da Figura 44, na qual pode-se ver
a predominancia da cor vermelha na parte superior da nuvem, e comparando essa nuvem
com aquela encontrada para o ligante LDT161, existe um ponto nessa parte superior
da nuvem do LDT167 em que a cor azul é bem acentuada, sugerindo que o niimero de
solucoes, cuja conformagao do ligante indica o nitrogénio préximo a main door, é maior

para o LDT167 do que para LDT161.
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Nuvem de Solugdes de
Docking LDT167

Figura 44 — Nuvem de solugoes para o Docking do ligante LDT167 no sitio ativo da AChE
(cédigo PDB:AEYT contendo 960 conformagoes do Donepezil e duas orientagoes
preferenciais). A enzima AChE esté representada pelo modelo de fitas na cor

cinza grafite e o sitio ativo é indicado na superficie verde.

J& para as solugoes do ligante LDT169, para qual foram encontradas 997 solugoes
em duas orientacoes preferenciais, a nuvem de solugoes, Figura 45, nao deixa muito claro se
existe alguma predominancia de modo de ligacao. Nessa nuvem, presume-se que quantidade

das duas orientacgoes sejam muito proximas.
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Nuvem de Solugdes de
Docking LDT169

Figura 45 — Nuvem de solugoes para o Docking do ligante LDT169 no sitio ativo da AChE
(cédigo PDB:4EYT) contendo 997 conformagées do Donepezil e duas orientagoes
preferenciais. A enzima AChE estd representada pelo modelo de fitas na cor

cinza grafite e o sitio ativo é indicado na superficie verde.

3.2.3.1 Orientagoes Preferenciais apontadas pelo Docking

Com o propésito de interpretar as solugoes de Docking para os dois modos de ligacao
revelados, de maneira mais esclarecedora, e portanto, aumentar o grau de informacao a
respeito das interagoes dos ligantes com o sitio biologico da AChE, adotamos o RMSD e
as energia de ligagao (dadas pelo Docking) entre as duas conformagoes como parametro
para diferencié-las. O algoritmo criado seleciona a solugao de Docking de menor energia
de ligagao (escolhida como referéncia), para cada um dos ligantes e para o Donepezil
separadamente, e compara com todas as outras solucoes por meio do calculo do RMSD.

A distingao entre os dos modos de ligacao encontrados no Docking para o Donepezil,
de acordo com o grafico da Figura 46, retrata as duas populagoes que a metodologia foi
capaz de discriminar. A populacao na parte inferior do grafico representa aquelas para as

quais o Donepezil ancora no sitio da AChE com a piperidina protonada voltada para o
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fundo da Gorge. Nessa populacao inferior, localizamos a solucao para o cristal, identificada
no grafico com uma estrela vermelha.

A populagao superior no grafico é aquela em que o Donepezil acessa o sitio com
sentido contrario ao que é encontrado nas estruturas cristalograficas, nela a piperidina
protonada coloca-se proxima a main door. A analise desses resultados refletem ainda que
além de encontrarmos duas populacoes com modos de ligacao distintos, para as quais o
Donepezil é capaz de ligar-se em duas orientagoes, as energias de ligacao para esses duas
populacoes podem ter o mesmo valor.

Segundo Jiansong Fang (FANG et al., 2014), varias estruturas cristalogréficas da
AChE recombinada com a o Donepezil, em diferentes organismos, revelam que o Donepezil
interage com a AChE simultaneamente em dois sitios e esses cristais revelam que existe
uma orientagao com a qual o Donepezil interage.

Considerando os dois modos de ligagao encontrados no Docking, resolvemos nesse
primeiro momento consideréd-las, ja que o mesmo aconteceu com os outros ligantes, e
também para estabelecer critérios equivalentes para a divisao das duas orientacoes de
todos os ligantes.

Na parte superior e inferior do grafico 46 as solugdes com energia menor ou igual a
-9 kcal/mol, em torno de 1,5 kcal/mol a menos do que a energia encontrada para a solugao
do cristal, que foi de -10,4 kcal/mol, serdo divididas em duas populagoes . Portanto, a
populacao de solucgoes com a piperidina protonada perto da main door corresponde 21 %
do numero total de solugoes, e a populagao inferior no gréfico (piperidina protonada no
fundo da Gorge) corresponde a 18 % do nimero total de solugdes e sdo aquelas em que o

Donepezil encontra-se na mesma orientagao do cristal.
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Figura 46 — Grafico do RMSD versus Energia, para os resultados de Docking do Donepezil,
explicitando as duas populagoes encontradas referentes as duas orientacoes

preferencias apresentadas pelo Donepezil.

A anélise baseada no RMSD e energia para as solugoes do Docking do ligante
LDT160, mostrada no grafico da Figura 47, evidencia a separagao entre as solugoes de
Docking em duas populacoes. Como na analise para o Donepezil a estrutura de referéncia
foi aquela de menor energia, e todas as outras sao comparadas por meio do RMSD. Para
esse ligante, diferentemente do Donepezil, a solucao de menor energia encontrava-se com a
"parte da amina protonada voltado para a main door e representa a populacao na parte
inferior do gréafico 47. A populac¢ao na parte superior do grafico, diz respeito aquela em
que a amina protonada encontra-se no fundo da Gorge e substancialmente contém o maior
numero de solugoes.

Obedecendo aos critérios de selecao determinados para o Donepezil, para este e
para os demais ligantes as duas populacgoes serao contabilizadas com uma diferenca de
energia de 1,5 kcal/mol a menos daquela encontrada para a solugdo de menor energia. E
para o ligante LDT160 a solu¢ao de menor energia no grafico 47 encontra-se em cerca

de -9,4 kcal/mol, sendo assim, proximas andlises serao realizadas para populagdes na
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parte superior e inferior do grafico que tenham energia de ligacao igual ou menor que -8.0
kcal/mol. De maneira que solugdes da populagdo com a amina protonada no fundo da
Gorge equivale a 18 % do ntmero total de solucoes, e a populacdo com a amina protonada

na main door representa 6% do nimero total de solugoes.
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Figura 47 — Grafico do RMSD versus Energia, para os resultados de Docking do ligante
LDT160, explicitando as duas populagoes encontradas referentes as duas ori-

entagoes preferencias apresentadas por esse ligante.

As diferentes populagoes que o Docking encontrou para o ligante LDT161 sao
apresentadas no grafico da Figura 48. A populacao de solucgoes localizada na parte superior
do grafico representa as solugoes onde a amina protonada encontra-se na regiao da main
door, e a parte inferior diz respeito a populacao onde a amina protonada esta préxima
ao fundo da Gorge. No gréfico é facil observar que a maior parte das solugoes pertencem
a populagao para a amina no fundo da Gorge, apesar de existir dois modos de ligacao
bem distintos, esse e mais plausivel para esse ligante. Para as investigagoes futuras dessas
populacoes, como a solucao de menor energia para essa populagao tem energia de ligacao
igual a -9,4 kcal/mol, solugdes que representarao ambas a populagoes sdo aquelas com

energia de ligacdo menor ou igual a -8 kcal /mol, assim a populacao para a amina protonada
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no fundo da Gorge do grafico equivale a 20% do nimero total de solucoes e a populacao

com a amina protonada na main door corresponde a 4,2% do total de solucoes.
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Figura 48 — Grafico do RMSD versus Energia, para os resultados de Docking do ligante
LDT161, explicitando as duas populacoes encontradas referentes as duas ori-

entagoes preferencias apresentadas por esse ligante.

Para as solugoes de Docking do ligante LDT167, o grafico da Figura 49 mostra a
disposicao das 960 solugoes, como resposta da discriminacao por meio do RMSD e energia
para duas populacoes de modos de ligacao diferentes, com a parte superior do grafico
correspondendo a populagao com a amina protonada localizada na regiao da main door e
solucoes com a amina protonada no fundo da Gorge pertencentes a populacao da parte
inferior do grafico. As duas populac¢oes tem um comportamento muito proximo as do
ligante LDT161, contudo o niimero de solugoes em que a amina protonada encontra-se
mais proxima a main door é maior para esse ligante, concordando com as observacgoes
feitas para esses ligantes na andlise para a nuvem de solugdes. A solugao de menor energia
para esse ligante possui energia de ligacao igual a -9,5 kcal/mol e, portanto, solugoes
que possuam energia de ligagao igual ou menor que -8,0 kcal /mol para os dois modos de

ligacao.
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Figura 49 — Grafico do RMSD versus Energia, para os resultados de Docking do ligante
LDT167, explicitando as duas populacoes encontradas referentes as duas ori-

entacoes preferencias apresentadas por esse ligante.

O ligante LDT169 também apresenta duas orientacoes preferenciais e no grafico da
Figura 50 as duas populagoes, grupo amina protonado préximo a main door concentrando-
se na parte superior do grafico e grupo amina protonado no fundo da Gorge reunidas
na parte inferior do grafico, sao expostas. A quantidade de solugoes encontradas com a
amina protonada voltada para o fundo da Gorge é bem maior do que o niimero de solucoes
para a outra populagdo em que a mesma estd proxima a main door. As andlises seguintes
para esse ligante serao realizadas com solugoes que apresentem energia de ligagao igual
ou menor que -9,0 kcal/mol, um pouco menos de 1,5 kcal/mol de diferenga em relacao a
solugdo com menor energia de ligagao que é de -10,3 kcal/mol. Com base nessas condigoes,
a populacao correspondente a aquela em que a amina protonada encontra-se na fundo
da Gorge responde por 13% do ntimero total de solucoes, enquanto a outra populacao

representa 6%.
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Figura 50 — Grafico do RMSD versus Energia, para os resultados de Docking do ligante
LDT169, explicitando as duas populacoes encontradas referentes as duas ori-

entagoes preferencias apresentadas por esse ligante.

As orientagoes de melhor ajuste dos ligantes no sitio ativo da proteina foram
reconhecidas e divididas em duas populacoes nas analises anteriores. Entender o processo
de reconhecimento molecular para ligantes que encerram como caracteristicas a alta
flexibilidade nao é uma tarefa facil. Os resultados baseados na metodologia de Docking, que
vem continuamente sofrendo ajustes e melhoramentos na scoring functions e tem retornado
maior precisao nas previsoes do modo de ligagao do complexo receptor-ligante, mesmo
que tenham sido realizados com rigor, deve ficar claro que o Docking é uma premissa
energética para descrever as afinidades dos ligantes com a proteina.

Tendo como base os resultados para as populacoes dos dois modos de ligagoes
encontrados para cada um dos ligantes e para o Donepezil, foi adotada uma estratégia
fundamentada na amostragem estatistica do espaco de solugoes dos modos de ligacao,
voltados para o comportamento espacial dos grupos moleculares da proteina que interagem
com os ligantes, uma vez que a analise da distribui¢ao dos grupos moleculares da proteina

satisfazem a frustracao energética do ligante.
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Primeiramente foram separadas os arquivos de solugoes de Docking de acordo
com as populacoes discriminadas na ultima anélise, depois sobrepomos as estruturas dos
ligantes nas conformagoes diversas dadas pelo ancoramento, de todos os ligantes e para
o Donepezil com suas respectivas populacoes. A Figura 51 ilustra a sobreposicao das
conformagoes do ligante LDT161 (nessa figura contém somente algumas conformagoes do
LDT161, nao correspondendo a sobreposicao todas as solucoes de posicoes do ligante em
uma das populagoes). A sobreposicao dos ligantes levou a distribuicao do ensemble da

proteina em torno da sobreposic¢ao.

Figura 51 — Sobreposicao do ligante LDT161, como exemplo de parte do procedimento
adotado para a investigacao, a partir da construcao das densidades, de grupos

moleculares da proteina favoraveis a interacoes com o ligante.

Dada a distribuicao da proteina em torno do ligante, geramos um mapa de densidade
buscando a densidade de probabilidade de encontrar um tipo particular de grupo funcional
ou atomos envolvidos em interacoes nessa proteina descritos na literatura, proximos ao
ligante. Para isso, utilizamos a ferramenta Volmap do VMD que cria um mapa de densidade
atomica ponderada em cada ponto da grade, na qual cada dtomo ¢é representado por uma
distribuigao gaussiana normalizada de largura (desvio padrao) igual ao seu raio atémico,
que sao aditivamente distribuidas na grade (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
Os mapas de densidade foram gerados para a media da combinacao de todos os arquivos

de Docking (coordenadas do ligante e da proteina) de cada populagdo para determinado
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ligante, onde buscamos a densidade de probabilidade de encontrar grupos aromaticos,
oxigénio, nitrogénio e hidrogénio a uma distancia limite de 44 do ligante. Essas densidades
médias foram visualizadas no VMD com o método de visualizagao padrao para o conjunto
de dados volumétricos Isosurface, com o controle de representacao de valor de isosuperficie
(isovalue) iguais para as isosuperficies comparadas, e o ligante representa a estrutura média

da sobreposicao. Esses resultados serao mostradas e discutidas a seguir.

3.2.3.2 Densidade Volumétrica da AChE para os ligantes e o Donepezil

Porgoes aromaticas estao presentes em grande quantidade desde a parede até a base
do sitio da AChE, e estudos bioquimicos destacam uma variedade de sub-sitios de ligagoes
hidrofébicas e anionicas no sitio da AChE. Devido ao fato de que o substrato natural da
AChE, a ACh (acetilcolina) é carregada positivamente, uma série de estudos designam o
sitio ativo como anionico, ja que o local de ligagao da ACh no organismo Electrophorus
contém de 6 a 9 cargas negativas. Posteriormente viu-se que nao necessariamente existe
uma localizacao de cargas negativas invariantes na AChE, estudos tedricos demonstraram
um gradiente de potencial ao longo do comprimento da Gorge que deve mover a ACh até o
sitio catalitico, e ainda que grandes contribuicoes sao dadas por aminoacidos pertencentes
a main door que colaboram vigorosamente com o momento de dipolo da proteina. Como
existem aminoacidos na Gorge responsaveis pelo mecanismo de gating as interagoes entre
eles também afetam o gradiente de potencial da Gorge. No que se refere as interagoes
de inibidores no sitio, interacoes preferenciais entre nitrogénios quartenarios e elétrons 7
dos anéis aromaticos sao mais frequentes, uma vez que, devido a polarizabilidade do ion,
grupos aromaticos interagem mais fortemente com amoénios quartenérios (DVIR et al.,
2010).

Considerando a importancia das interacoes dos tipos hidrofébica e cation-m dos
aminoacidos que compoem a Gorge com ligantes dentro do sitio ativo, os mapas de
densidade volumétrica foram realizados procurando identificar a densidade de grupos
(aromaticos, oxigénio, nitrogénio e hidrogénio) em em torno do ligante, que participam

dessas interagoes.
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As andlises seguintes serao feitas somente para a populacao em que amina protonada
dos ligantes encontra-se proxima ao fundo da Gorge, uma vez que esta é a orientacao
preferencial do Donepezil.

O primeiro mapa diz respeito a densidade de probabilidade de encontrar os
aromaticos préoximos aos ligantes. A Figura 52 contém os mapas de densidade aromatica
para as moléculas LDT160, LDT161, LDT167, LDT169 e para o Donepezil, que foi incluido
nas analise a nivel de comparacao, ja que este apesar de ser estruturalmente diferente dos
derivados do cardanol, é um farmaco AChEI e o comportamento da proteina em relagao a
ele pode nos guiar com relagao as interagoes, em razao da AChE ser seletiva.

A densidade de aromaticos em torno do Donepezil esta basicamente concentrada
na piperidina, o que mostra que a ferramenta utilizada esté reproduzindo corretamente as
interacoes para esse ligante, logo que é sabido que o anel benzénico perto da piperidina
realiza interagoes do tipo cation-m e m—m e hidrofébicas com o Trp117 da AChE. Para ligante
o LDT160 a densidade de aromaticos é acumulada na regiao do grupo fenol, mostrando
que esse grupo pode realizar interacoes hidrofébicas ou aromaticas com aminodcidos da
proteina, mas que no benzeno praticamente nao existe densidade aromatica.

Dentre os ligantes, a maior densidade de aromatico foi encontrada em volta do
LDT161, que de certa maneira conserva a densidade do fenol encontrada para o LDT160.
Além disso, proximo a amina tem uma densidade parecida com a que encontramos para
o Donepezil, e a densidade de aromaticos no fenol préximo a amina é muito similar a
encontrada para o LDT167 na mesma porcao do ligante. O LDT169 ¢ o que mais se
diferencia para densidades aromaticas da figura 52, proximo ao fenol tem uma densidade
parecida com a do LDT160, porém um pouco menor, e no aromatico (préoximo & mina)
foi encontrada uma nuvem de aromaticos, mostrando que essa molécula pode realizar
interacao aromaéaticas ou hidrofébicas nessa regiao. Com excec¢ao da molécula LDT161,

todas apresentam densidade nesse aromatico.
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Figura 52 — Densidade de probabilidade de encontrar residuos da proteina que contenham
partes aromaticas proximo dos ligantes LDT160, LDT161, LDT167, LDT169
e para o Donepezil, para a primeira populacao de solucoes, representada pela

isosuperficie amarela.

Identificar densidades de hidrogénio é muito importante, ja que os ligantes, assim
como o Donepezil, possuem grupos funcionais de aceptor (heterodtomo rico em elétrons- N
ou O) e doador (heterodtomo deficiente em elétrons- N-H ou O-H) de ligagao de hidrogénio.
Mais especificamente, os grupos funcionais aceptores de ligacao de hidrogénio que estes
compostos apresentam sao os anéis aromaticos e as regioes hidrofébicas que podem atrair
densidades de hidrogénio por meio, por exemplo, de forgas de dispersao; ja as hidroxilas
sao doadores de ligagao de hidrogénio que podem melhorar a interagao no receptor.

Na Figura 53, para o Donepezil, vemos que ha densidade de hidrogénio mais
concentrada no grupo doador O, no anel aromatico e piperidina e o anel benzénico abaixo
da amina nao acumula densidade de hidrogénio. Os mapas de densidade de hidrogénio para
a LDT160 e LDT161 sao muito parecidos, para a regiao do ligante em que o aromatico se

encontra distante da amina, apresentando densidades similares; contudo a densidade no
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fenol proximo a amina, no composto LDT161 encerra uma superficie de densidade maior
que o benzeno na LDT160, indicando que a hidroxila é importante para interacoes com a
proteina das quais o hidrogénio faca parte e nesse composto a densidade perto da amina
¢é parecida com aquela para a amina no Donepezil. O composto LDT167, apesar de se
diferenciar dos compostos LDT160, LDT161 por nao exibir densidade préoxima ao fenol, se
assemelha e a LDT161 quando retrata densidade na amina e no fenol proximo a esta. O
LDT169 com relacao as densidades de hidrogénio é comparavel somente ao LDT167, ainda
assim apresenta pouca densidade na amina e no benzeno, apontando que a diferenca na
estrutura, para esse composto em relagao as demais, fez muita diferenga nas concentragoes

de grupos funcionais da AChE em que o hidrogénio esta presente, em torno desse ligante.

Figura 53 — Densidade de probabilidade de encontrar atomos de hidrogénio da proteina
préximo dos ligantes LDT160, LDT161, LDT167, LDT169 e para o Donepezil,

representada pela isosuperficie cinza.

Interacoes intermoleculares envolvem além das interacoes descritas nas andlises
anteriores para as densidade de hidrogénio e de aromaticos, interagoes entre grupos de

cargas opostas, do tipo dipolo-dipolo, ion-dipolo, cation-7 e fon-ion; e também interacoes
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ionicas sao muito importantes quando um farmaco entra no sitio ativo, como previamente
dito, tudo indica que o substrato natural ACh (que tem uma amina protonada) seja
fortemente levado ao sitio catalitico da AChE por um forte gradiente eletrostatico existente
na Gorge. Sendo assim, as préximas densidades serao feitas para oxigénios e nitrogénios
pertencentes a aminoacidos da proteina que se distribuem em torno dos ligantes.

As densidade de nitrogénio foram construidas para os ligantes LDT160, LDT161,
LDT167, LDT169 e para o Donepezil como apresentado na Figura 54. Os resultados obtidos
para as densidades de nitrogénio em torno do Donepezil deixam claro que grupos doadores
de ligagao de hidrogénio, piperidina e hidroxila, e o aceptor de ligagdo de hidrogénio (=0)
atraem densidade de nitrogénio.

A distribuigao dessas superficies de densidade em torno do LDT161 estao de acordo
com o resultado para o Donepezil, e se assemelha ao do LDT167, com relagao a localizagao
dessas densidades em partes especificas da estrutura molecular dos ligantes, no entanto,
o LDT167 possui mais superficies de densidade do que o LDT161. O LDT169 , também
apresenta uma grande densidade basicamente na amina e outra menor na hidroxila do
fenol, e o LDT160 é aquele que apresenta disparidade em relagao aos demais compostos,
no que diz respeito a distribuicao de densidade de nitrogénio préximo a amina, contudo,
conserva a densidade perto do fenol. Nessa analise, os compostos que de maneira similar

possuem distribuicao de densidade de nitrogénio ao seu redor sao LDT161 e LDT167.
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Figura 54 — Densidade de probabilidade de encontrar atomos de nitrogénio da proteina
proximo dos ligantes LDT160, LDT161, LDT167, LDT169 e para o Donepezil,

representada pela isosuperficie azul.

As superficies de distribuicoes de densidades de oxigénio em torno dos ligantes sao
apresentadas na Figura 55. A densidade de oxigénio para o Donepezil localiza-se sobretudo
na regiao da piperidina mostrando a identidade da densidade com doadores de ligacao de
hidrogénio e ou grupos funcionais carregados positivamente. Nos compostos, as densidades
de oxigénio perto do grupo amina foram comum a todos, mas com superficies diferentes,
para o LDT167 a probabilidade de encontrar oxigénios proximo ao grupo amina é maior
que para os demais e ele ainda apresenta densidade no grupo fenol.

O composto LDT161 possui densidade na amina e no fenol nas duas extremidades
de sua estrutura. O LDT160 apresenta densidade préxima ao grupo amina, no entanto
¢ a menor superficie de densidade para esse grupo funcional comparada com os demais
compostos, e se comparado estruturalmente com o LDT161, pode-se dizer que a hidroxila
presente no LDT161 melhorou a identificagao desse composto por oxigénios presentes na

proteina. J& o composto LDT169 exibe densidade de oxigénio na regiao da amina, que
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é comum aos outros compostos, e no fenol, mas para esse composto préximo ao fenol a
densidade é muito maior que para os demais. Dentre os compostos aqueles que mais se

aproximaram com relacao as densidades de oxigénio foram LDT161 e LDT167.

Donepezil ‘

. .

Figura 55 — Densidade de probabilidade de encontrar atomos de oxigénio da proteina préximo
dos ligantes LD'T160, LDT161, LDT167, LDT169 e para o Donepezil, represen-

tada pela isosuperficie vermelha.

A uniao das informacoes obtidas a partir das densidades dos grupos de oxigénio,
nitrogénio, aromaticos e hidrogeénio, para a molécula LDT161 indica que esta possui grande
afinidade com o sitio ativo da proteina. Além de encontrarmos uma densidade relevantes
para todos os grupos, as densidades em torno desse ligante mostram uma correspondéncia
espacial com aquelas encontradas para o Donepezil.

Uma equivaléncia pode ser notada entre as densidades e a nuvem de solucoes de
Docking para o LDT161 representada na Figura 43. Na regiao da main door a nuvem é
praticamente vermelha, enquanto na regiao do fundo da Gorge, a cor que mais prevalece é
azul, especificando que a na maior parte das solugoes encontradas, a LDT161 encontra-se

com a amina ancorada no fundo da Gorge e o fenol interage com o PAS.
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Em relacao aos mapas de densidade do aromatico, hidrogénio e nitrogénio para o
ligante LDT167 mostram uma deficiencia de superficie de densidade nas mediagoes do
grupo fenol da molécula. Uma comparacao entre as densidades e a nuvem de solugoes de
Docking, Figura 44, pode ser usada como alternativa para esclarecer a auséncia dessas
densidades.

Na nuvem de solugoes foi encontrada uma mancha azul mais intensa proxima a
regiao da main door da Gorge, essa mancha refere-se a posicoes assumidas pelo nitrogénio
nas conformacoes da molécula. Essa concentracao de nitrogénio préoximo a main door,
deve-se nao somente pelo fato do Docking ter encontrado solugoes em que o fenol ligava-se
no fundo da Gorge e o nitrogénio localizado no PAS, mas também pelo fato de que, para
uma grande parte das solugoes, a LDT167 estava ancorava-se somente no PAS.

Considerando a alta flexibilidade desse ligante, as solugoes que estavam somente no
PAS apresentaram conformagoes variadas, e essa molécula foi encontrada ”dobrada” (os
seus dois fendis empilhados) de acordo com a Figura 56 Uma vez que testes experimentais
revelaram-a como um potencial inibidor da AChE, para estes estudos realizados até o
momento, uma provavel sugestao para a interpretagao das interagoes com o receptor,
seria que essa molécula inibe a acao da AChE, preferencialmente, por interacées com os

aminodcidos do PAS.
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Figura 56 — Conformagoes assumidas pela molécula LDT167 nas solugoes de Docking. No
centro, a proteina mostrando a orientacao preferencial dessa molécula, grupo
amina voltado para o fundo da Gorge, e em volta, as posi¢oes encontradas com

o sistema no mesmo plano.

A molécula LDT160, no que diz respeito as conformacoes das solugoes de Docking,
se comporta de maneira parecida com a LDT167. Na Figura 42 ¢é possivel percebermos a
mesma caracteristica da nuvem para a molécula LDT167, porém a intensidade de manchas
azuis é menor. Observando as conformacoes dessa molécula, existem solugoes em que esta
molécula também encontra-se ”dobrada”, localizando-se totalmente na main door, mais
em menor nimero do que a molécula LDT167.

Ja amolécula LDT169, em todas as solugoes de Docking desse ensemble, encontramos
a molécula “estendida “ao longo da Gorge. E portanto, as manchas azuis que aparecem na
nuvem de solucoes, na Figura 45, diz respeito a outra orientacao que o Docking encontrou.

De modo geral, as densidades encontradas para as moléculas LDT161 e LDT167
sinalizam que o comportamento da proteina em relagao a molécula LDT161 ¢ dife-

rente do comportamento da mesma para LDT167, no entanto, experimentalmente foi
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verificado que elas possuem % inibitorio muito parecidos, LDT161(%inibit6rio=91.6) e
LDT167(%inibitorio=95.5). Assim sendo, o que faz com que a molécula LDT161 ancore
no fundo da Gorge e a molécula LDT167 interaja preferencialmente no PAS?

No méaximo grau de detalhamento que as metodologias adotadas e as analises
realizadas possibilitaram compreender o sistema, a comparacao entre as densidades, as
nuvens de Docking e os MEPs apontam que a diferenca na distribuicao de potencial
eletrostatico positivo, que é maior para a LDT161 do que para LDT167, pode influenciar
na afinidade do ligante com o sitio ativo do receptor.

Como a Gorge é considerada um ambiente anionico, moléculas como a LDT161,
supostamente chegam ao fundo da Gorge atraidas por meio de um gradiente potencial
negativo. Com base nos resultados pode-se ainda supor que, se por um lado, moléculas com
maiores superficies de potencial eletrostatico positivo interagem mais facilmente com sitio,
moléculas em que essa superficie positiva sao mais sucintas podem interagir basicamente

com o PAS e inibir, ainda assim, a acdo da AChE.
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4 CONCLUSOES

Neste trabalho realizamos o estudo para 26 moléculas candidatas a inibidores da
acetilconinesterase, derivadas do cardanol, divididas em grupos conformes suas semelhancas
estruturais. Determinamos um conjunto de descritores moleculares com capacidade de
predigao de atividade bioldgica que diferencie moléculas com grande potencial de atividade
na biofase, de moléculas que nao apresente esse resultado. Para o calculo das propriedades
eletronicas e de geometria realizamos o calculo mecanico quantico de otimizacao de geome-
tria bem como a busca de propriedades SAR, baseadas na estrutura espacial das moléculas
que para o nosso estudo foi considerado a série congénere (similaridade estrutural).

A andlise de componentes principais sinalizou a predisposicao de correlacao entre
moléculas congéneres, cuja atividade biolégica anticolinesterasica, se aproximasse. Para o
primeiro grupo estudado ficou clara a importancia do grupo metileno para a atividade,
sua substituicao refletiu nos valores da energia dos orbitais de fronteira. Ainda no que
se refere ao primeiro grupo de moléculas, a andlise de componentes principais obteve
resultados, visualizados bidimensionalmente através do grafico de PCs, que concordam
com os resultados experimentais. Essa concordancia entre resultados experimentais e
teodricos obtidos por meio da PCA pode ser verificado para moléculas que possuem dados
experimentais até entao. Para moléculas que ainda nao possuem testes experimentais,
presentes em todas as andlises, este estudo revela tendéncias destas quando encontram-se
proximas ou afastadas de moléculas que possuem informacoes sobre atividade bioldgica. A
PCA apontou, por meio das correlagoes encontradas, a possibilidade de semelhancas entre
valores de percentual de inibicao e IC5y, de moléculas que participaram da correlagao,
como no caso das moléculas LDT141(2) e LDT142(3) no primeiro grupo (que possuem
resultados experimentais semelhantes).

Para o grupo de derivados piperazinicos a analise de PCA nao contribuiu na
identificagao e discriminacgao de descritores relevantes para a atividade. Essa analise nao
deixou evidente a possivel correlacao entre compostos, mesmo entre aqueles que nao
apresentam bons dados de atividade.

Verificamos a importancia de descritores que correspondem principalmente as

energias dos orbitais de fronteira HOMO, HOMO-1, LUMO e LUMO+1, principalmente
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a energia do LUMO que esteve presente em todos os padroes selecionados. Este orbital
se concentra na parte farmacoférica das moléculas e possiveis interagoes aconteceram
preferencialmente com grupos farmacoforicos localizados na parte de concentragao desse
orbital e aminoacidos presentes na enzima. Os mapas de potencial eletrostatico das
moléculas expressaram o perfil de distribuicao de cargas, colaborando no reconhecimento
de provaveis interagoes ligante-receptor.

No estudo de modelagem molecular para a predigao do reconhecimento molecular do
complexo (receptor-ligante), duas metodologias - dinamica molecular considerando campos
de forga classicos e Docking molecular - foram empregadas na investigacao do mecanismo
dindmico da proteina AChE (cédigo PDB:4EY7) e modos de interacao preferenciais com
as moléculas pertencentes ao grupo dos derivados benzilaminicos do cardanol. Em sua
totalidade, os resultados gerados nos permitem extrair informagoes a respeito das interagoes
dessas moléculas com o sitio ativo da AChE.

Primeiramente foram identificados os perfis para as posicoes os residuos da Gorge
assumiam durante a dinamica. Esses perfis configuram os quatro estados encontrados para
a proteina, que foram nomeados de Closed, OpenClosed, ClosedOpen e Open, determinados
através dos raios das esferas variaveis ao longo do eixo de simetria (Z) que atravessa a
Gorge. A identificacao do perfil Open foi indispensavel para selecao de conformacoes da
proteina para o estudo de ancoramento.

O Docking das moléculas LDT160, LDT161, LDT167, LDT169 e o Donepezil
(adicionado no estudo como parametro para para comparacao das andlises) no ensemble
de conformacoes da proteina, no estado Open, revelaram que todos os ligantes, inclusive
o Donepezil, assumem duas orientagoes preferenciais. Devido ao fato de que, estudos
anteriores garantem que o Donepezil tem uma orientacao de interagao preferencial (FANG
et al., 2014), as anélises para os derivados benzilaminicos foram realizadas para um
variedade de conformacoes desse ligante, cuja orientacao condiz com a do Donepezil.

Dada a relevancia da compreensao dos modos de interacao entre ligante e receptor,
como forma de minimizar o erro associado as predicoes de energia livre dadas pelo processo
de Docking, foi realizado o estudo estatistico do comportamento do ambiente da proteina
em relacao ao ligante, com base na densidade de probabilidade de encontrar &tomos ou
grupos funcionais da proteina em torno do ligante. Esse estudo foi muito satisfatério, uma
vez que conseguiu reproduzir com fidelidade as interagoes para o Donepezil, o que guiou

as analises dos derivados do cardanol.
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Nos resultados obtidos para as densidades, podemos concluir que o composto
LDT161 apresenta densidades de aromaticos que remetem as interacoes realizadas pelo
Donepezil com o TRP117, no sitio Aromatico da Gorge, e densidades aromaéticas no fenol
do LDT161 indicam ainda, que este pode interagir com aminoacidos no sitio anionico
periférico, apontando a possibilidade desta molécula interagir, simultaneamente, no sitio
aromatico e no PAS. As densidades para a LDT161, no geral, sinalizam que esta molécula
tem muita afinidade com a Gorge.

Os resultados encontrados para as densidades do ligante LDT167, principalmente
na regiao do fenol, mostrou grande diferenga das demais moléculas. Essa diferenga retrata
as conformacoes assumidas por essa molécula nas solugoes de Docking. Na média, essa
molécula interage unicamente com o PAS, na regiao da main door, e em muitas solugoes,
encontra-se "dobrada”. Algo parecido acontece para a molécula LDT160, no entanto, essa
molécula apresenta uma medida proxima entre conformacgoes “dobrada “e “estendida “.

Uma relacao entre as densidades encontradas, a nuvem de solugdes de Docking e os
MEPs para estas moléculas, foi estabelecida para compreender os diferentes resultados para
os testes experimentais de % de inibicao dessas moléculas. Esta relacao, leva a suposicao
de que moléculas que apresentam maior superficie de densidade eletrostatica positiva, é
possivelmente mais capaz de ancorar no fundo da Gorge, apresentando maior afinidade
com o sitio. Moléculas, cuja superficie de densidade eletrostatica positiva é mais uniforme,
e portanto menos intensa, parece nao ser capaz de chegar ao fundo da Gorge, mas pode
interagir com o PAS, e apresentar um bom % inibitdério.

Como conclusao, o presente trabalho mostra que o mapeamento do ligante através
do estudo quantico de estrutura eletronica, juntamente com a modelagem molecular
classica, podem desempenhar um papel relevante para a busca e planejamento de novos
farmacos com alto poder de combate a DA. Dessa maneira, os estudos realizados neste
trabalho para os derivados benzilaminicos do cardanol, revelam aspectos preditivos inéditos

para os modos de interagao destes com o receptor AChE (cédigo PDB:4EYT).
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5 PERSPECTIVAS

Apesar deste estudo realizar uma caracterizacao dos estados da proteina e a predicao
estatistica, por meio do Docking molecular, das interacoes dos derivados benzilaminicos
do cardanol com a AChE humana (c6digo PDB:4EYT), existem uma série de aspectos que
envolvem a compreensao dos modos de ligagao que ainda nao foram explorados, ou que nao
podem ser observados com essas abordagens. Nesse contexto, para o avanco dos estudos
utilizando esse e outros métodos, os resultados obtidos oferecem uma base fundamental,
evidenciando que nossas pesquisas sao necessarias para o esclarecimento dessas e de outra

questoes que envolvam a interagao desses ligantes com a Gorge.

5.1 Docking molecular na presenca de dgua

O Docking molecular tem sido frequentemente utilizado como uma ferramenta
valiosa para estudos em quimica medicinal e devido ao sucesso dos resultados, tornando-se
significativa para a descoberta de novas drogas. Ainda assim, a reproducao de conformacoes
bioativa de ligantes na AChE aplicando programas de ancoragem molecular, mostrou tem
mostrado alguns problemas em consequéncia de alguns fatores, como a conformacao da
proteina e a presenca de dgua (SENIYA; KHAN; UCHADIA, 2014).

A conformagao da proteina ja foi devidamente avaliada neste trabalho, resultando
no ensemble de conformagoes Open. A verificagao da interacao dos ligantes, através da
metodologia de Docking, considerando a presenca de agua no sitio ativo, é uma das
perspectivas de continuidade desse estudo.

Durante a amostragem das trajetérias nos cédlculos de dinamica da AChE, per-
cebemos que no interior da Gorge permaneciam em média trés moléculas de agua para
conformacoes da proteina no estado Open, como pode ser visto na Figura 57 O Docking
dos ligantes no ensemble de conformacoes Open na presencga de dgua, pode nos informar
se essas moléculas de agua, de alguma maneira interferem, auxiliando ou dificultando as

interacoes dos ligantes com os residuos do sitio ativo.
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Figura 57 — Exemplo de conformacao da AChE, equilibrada em solugdo. A Gorge é mostrada
na isosuperficie verde, com seus aminodcidos. Representado como esferas de van
der Waals, no interior da Gorge, as trés moléculas de dgua, que permanecem na

Gorge durante a dinamica.

5.2 Cadlculos com método hibrido QM /MM

As simulagbes de dinamica molecular baseadas na mecanica molecular(MM) apre-
sentam limitacoes ao reproduzir fenomenos, nos quais nao hé significativas mudancas
estruturais das ligagoes dos atomos do sistema. Ou seja, os potenciais classicos nao conse-
guem descrever fenomenos ligados as modificagoes das distribuicoes eletronicas. Assim,
tratar o sistema quanticamente é necessario para calcular propriedades eletronicas em
processos reativos ou de interagao, como mecanismos enziméaticos. No entanto, tratar via
mecanica quantica, sistemas muito grandes embebidos em solucao, é algo muito dispendioso
do ponto de vista computacional.

Os métodos chamados hibridos combinam mecéanica quantica e mecanica classica
para tratar sistemas de macromoléculas, buscam a modelagem de eventos eletronicos locais
em grandes sistemas. O método hibrido QM /MM (do inglés, quantum mechanics/molecular
mechanics) tem sido muito utilizado em estudo de mecanismos enziméticos e relatam

aspectos das dinamicas da proteina (SENN; THIEL, 2007).
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A ideia basica desse método é descrever o local ativo (regido onde acorrem reagoes
quimicas, interagoes quimicas ou excitagoes eletronicas) por meio da mecanica quantica,
com exatidao necesséria, e compreender o ambiente molecular (que inclui o solvente e a
macromolécula) com a mecanica molecular, isto é, no nivel dos campos de forca classicos
(SCHLICK, 2010).

Para compreendermos melhor as interacoes e os efeitos do ambiente sobre os
derivados benzilaminicos do cardanol, e até mesmo o efeito desses ligantes sobre o ambiente
da proteina, pretendemos realizar cdlculos de QM /MM, cujo particionamento das regides
de tratamento mecéanico quantico e mecanico molecular podem ser definidas de acordo com

a Figura 58, que tem como exemplo uma solucao de Docking para a molécula LDT161.

Figura 58 — Separacao das regioes da proteina em solucao, complexada com o ligante LDT161.
A regiao menor, delimitada pelo retangulo vermelho é a regiao QM, e a regiao

maior, delimitada pelo retangulo azul é a regiao MM.

Pretendemos a principio obter os mapas de densidades eletrostaticas para a interacao
do complexo e confronta-las com os mapas para os ligantes obtidos por meio dos calculos
quanticos mostrados nesse trabalho. Além disso, pode-se ainda compreender os efeitos de
polarizacao e solvente para essas interacoes. Acreditamos que esse resultado terd grande
contribuicao nos desafios que envolvem o entendimento a cerca das modificacoes quimicas,
caracterizagoes bioquimicas e biofisicas que podem ser realizados nos derivados do cardanol,
afim de melhor a afinidade deste com a AChE, e ainda fornecer uma rota para o desenho

de novos inibidores da AChE.
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Introduction

First described in 1906 [1], Alzheimer’s disease (AD) is
the most common form of irreversible dementia among the
elderly, although it can also affect young people. It is a kind
of neurodegenerative disorder related to progressive cogni-
tive impairments such as memory loss, relative decline in
language skill and guidance [2]. The disease severely com-
promises the quality of life of the patients, causing a huge
impact for the social, economic, and political areas [3, 4].
Considered a multi-factorial disease [5], AD affects about
30 million people worldwide and, as a modern epidemic,
the number of patients grows significantly every year. Esti-
mates suggest that in 2050 about 107 million people will
be affected by AD [6], considering the increased longevity
of the population and the age-dependent character of the
disease.

Despite that the etiology of AD is not completely
known, diverse factors including S-amyloid plaques [7, 8],
T-protein aggregation [9], oxidative stress [10, 11] and
decreased levels of acetylcholine (ACh) [12] have been
associated with the disease’s pathophysiology. From a neu-
ropathological point of view, AD is characterized by pre-
mature degeneration of the cholinergic subcortical neurons,
especially those located in the basal forebrain (basal nucleus
of Meynert). This cholinergic deficit is due to acetyl-
cholinesterase (AChE) enzyme action, which hydrolyses the
ACh in the synaptic process. The decreased cholinergic
neurotransmission gave rise to the cholinergic hypothesis.
According to this hypothesis, the increase in the ACh lev-
els by a reversible inhibition of AChE would improve the
cognitive profile of the patients [13]. Conventional thera-
peutic agents are used to inhibit the action of the AChE,
preventing the hydrolysis of ACh and thus enabling the
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maintenance of the neurotransmitter in acceptable levels but
present undesirable side effects. In this sense, the search for
a new generation of drugs with cholinergic profile able to
improve cognitive functions (and at the same time reduce
side effects) has aroused great interest for medicinal chem-
istry. We propose here a new AChE inhibitor with potential
biological response derived from the anacardic acid nat-
ural compound. This work is organized as follows: in
Section “Methods” we describe the AChE inhibitor design,
the ligand-receptor mechanism, and the theoretical meth-
ods used to predict the inhibitory action of this new drug.
In Section “Results and discussion” we present the main
results and discussions. In Section “Conclusions” we outline
the conclusions and perspectives.

Methods
Acetylcholinesterase

The crystal structure used as receptor was the human AChE
(PDB entry: 4EY7, chain A) complexed with donepezil,
a drug with a non-competitive and reversible choliner-
gic action (Fig. 1). AChE cavity looks like a deep nar-
row Gorge (Fig. 2), with about 20A length, and its
active site, where AChE hydrolyzes ACh into acetate and
choline, is located at the catalytic triad site [SER234.
GLU365. HSD478]. AChE also presents other important
binding sites for the ligand-receptor mechanism richly
described in the literature [14—16]: peripheral anionic site
(PAS) [TYR103, ASP105, TYRI155, GLU316, TRP317,
TYR372], acyl pocket [TRP117], anionic site [TRP267,
PHE326, PHE328], oxyanionic hole [GLY152, GLY153,
ALA235] and aromatic patch [TYR164, TYR368].

A molecular dynamics was simulated for the receptor
in the NPT ensemble, using Langevin dynamics and the
Langevin piston algorithm as implemented in NAMD
computational package [17]. Temperature was set at 300K
and pressure at latrm. The system, previously neutralized,

O
—O0

Fig. 1 Donepezil, a known medication for AD treatment with a non-
competitive and reversible cholinergic action

@ Springer

TYR368

GLU365

TYR164

Fig. 2 Important binding sites for ligand—receptor mechanism rep-
resented by colors: Red catalytic triad, Blue peripheral anionic site,
Yellow the acyl pocket, Green anionic site, Magenta oxyanionic hole,
Orange aromatic patch. The sequence of residues were aligned accord-
ing to the UniProt database (www.uniprot.org)

was immersed in a physiological concentration of
NaCl (0.15uM). Classical non-polarizable force field
CHARMM36 and the solvation model TIP3P for water
were used during the simulation. Pairwise non-bonded
interactions were truncated at a distance of 12A, with a
smooth switching function above 8A. Full electrostatic
terms were included to calculations through the particle
mesh Ewald method, using a grid spacing of 1.2A. A base
time step of 2 fs was used to perform trajectories. After the
relaxation of the molecular system, the root-mean-square
deviation (RMSD) remains constant (about 2.5A4). The
sampling time of our simulation to compute average prop-
erties was almost 200ns, which is large enough to reveal
AChE relevant conformational changes.

OH @)

OH

R

Fig. 3 Anacardic acid, a phenolic derivative extracted from the
cashew nutshell (Anacardium occidentale). AChE inhibitors were
designed adding several pharmacophore groups to the radical (R)
linked by a hydrophobic spacer
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ACHhE inhibitory design

The AChHE inhibitors were designed from anacardic acid
(Fig. 3), a phenolic lipid derivative extracted from the
cashew nutshell liquid, which is a natural resin found in
the honeycomb structure of the cashew (Anacardium occi-
dentale) nutshell. The reason to choose anacardic acid as a
platform for the design of new compounds is related to pre-
vious studies involving ligands based on cardanol, another
type of phenolic lipid derivative of the cashew with simi-
lar molecular structure to anacardic acid [18-22]. Enzyme
inhibition assays were realized for compounds synthesized
from cardanol as hydrochlorides, using standard methods
[19]. The most potent one presented a 1Cso of SOuM, the
same order of magnitude as the /Cso of the galantamine,
for example, which is a known medication for AD treat-
ment [23]. Our expectation is to reach the same or even
better results in in vitro experiments for ligands designed
from anacardic acid. A set of pharmacophore groups was
added to the radical of the anacardic acid and linked to it
through a hydrophobic spacer constituted by eight methy-
lene units giving rise to our library of ligands (Fig. 4). The
function of the spacer is first to enable large conforma-
tional flexibility to the ligands and second to allow both
subunits (the anacardic acid without the alkyl chain and
the pharmacophore groups) to interact simultaneously at the
PAS and the bottom of the cavity. The benzyl group of the
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anacardic acid is expected to interact with the PAS residues
through m-stacking interactions forming a kind of “anchor”
at the entrance of the enzyme so the inhibition would be
reversible. Also, this aromatic portion of the anacardic acid
is recognized by AChE as an acceptor of hydrogen bonds.
The following pharmacophoric groups are considered for
this study: O-acylesters and O-carbamates of the 3-hydroxy-
pyrrolidine, 3-hydroxypiperidine, and 4-hydroxypiperidine.
It is a prospective study to explore the ACh hydrolysis in
the catalytic triad, and also using quinoline and tacrine func-
tional groups to simulate the same pattern of the tacrine
dimer. All ligands have in common an amino group that
is able to interact with the residue TRP117 (acyl pocket),
mimicking the substrate of AChE. The addition of a benzyl
substituent to the amino group also enables an interaction
with the PHE326 residue (anionic site).

In silico screening and molecular docking

Although activity studies have not been made for our lig-
ands yet, principal component analysis (PCA) is a powerful
tool for discriminating molecules with respect to biological
response when they present a correlation to an active drug
for a suitable set of descriptors. In fact, previous studies
showed that PCA was really able to predict, for molecules
designed from other types of phenolic lipid derivatives of
the cashew, the most efficient from the experimental point
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Fig. 4 Set of ligands derived from the anacardic acid. The figure shows the molecular structures and their respective IDs (1-20)
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Fig. 5 Acetylcholinesterase structure (PDB entry: 4EY7), chain
A. Backbone (represented by grey surface) and the blue surface
corresponds to the cavity where the entrance is located at the XY plane

of view [19]. So our goal here is to use the PCA method to
point out the most promising molecule (ligand), assuming
that this screening protocol leads to reliable results. For this
purpose, we used donepezil as a target [24], since we know
its binding mode inside the cavity; such structure was solved
by X-ray and it can be a parameter for comparison. To make
the in silico screening of the ligands, we used two kinds
of descriptors: electronic and topologic properties [25, 26].
Geometries were optimized using B3LYP/6-311+G(2d,p)
density functional through computational Gaussian09 pack-
age [27]. The polarizable continuum model (PCM) was

1,54

1,0 4

0,5+

20

0,0 4 3

PC 2

-0,5 14
-1 ’0 -

1,5

PC1

Fig. 6 Score plot of PCI versus PC2: two-dimensional clustering
involving the ID 16 and donepezil molecules

@ Springer

Table 1 Eigenvalues, percentage, and cumulative of total variance for
the first three principal components

Eigenvalue Percentage Cumulative
PC1 4.04 80.92 80.92
PC2 0.57 11.55 92.48
PC3 0.28 5.77 98.26

included in the ab initio calculations to simulate solva-
tion effects. The following properties were calculated from
optimized geometries with the same level: the two highest
occupied molecular orbital (HOMO) energies, E(CHOMO)
and E(HOMO-1), and the two lowest unoccupied molecular
orbital (LUMO) energies, E(LUMO) and E(LUMO+-1), for
the most stable conformers. Once the values for the frontier
orbital energies are computed, we derived the LUMO-
HOMO energy difference (GAP). Partial atomic charges
were fit to the electrostatic potential according to CHELPG
scheme. Topological descriptors such as molecular weight,
mass, volume, polarizability, polar surface area, hydration
energy, and LogP (partition coefficient) were computed
through quantitative structure activity relationship (QSAR)
using HyperChem package [28].

Molecular docking was performed, for the molecule
discriminated in PCA as the most promising one, using
AutoDock Vina software [29]. Flexible ligand conforma-
tions were used for the docking and dihedral scans were
performed using ab initio HF/6-31G. The conformers were
docked into the statistical ensemble of equilibrium for the
AChE open state. The protein displays a kind of breathing
during the simulation, which has already been described in
the literature [16]. On average, the atomic displacements of
the whole protein are basically due to thermal fluctuations,
but the Gorge presents distinct conformations along the
dynamics. Most of the time, residues TYR155 and TYR372
are sufficiently close to cause the stricture of the Gorge. In
order to characterize an open conformation, we computed
AChE profile along the z’-axis (Fig. 5) for all trajectories

Table 2 The most significant variables for the observed correlation
and their respective weights for the first three principal components

DESCRIPTORS PC1 PC2 PC3

HOMO 0.367352 0.852401 —0.358881
Nitrogen 0.433330 0.179907 0.873089
Energy —0.479416 0.246280 0.260668
Volume 0.470093 —0.370413 —0.191164
Polarizability 0.475868 —0.207813 —0.066545
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Fig. 7 HOMO and LUMO
orbitals plotted for molecule ID
16. HOMO orbital is
concentrated at the ring bonded
to the amino group while the
LUMO orbital is concentrated at
the dimethoxy-phenyl ring

HOMO

9

using HOLE computational package [30] to analyze the
pore dimensions. For this experiment, we constructed a R’
referential in which the origin matches the center of the
Gorge and the z’-axis is parallel to the canonical z-axis. So
the probe starts at the origin and runs through the cavity in
both directions (positive and negative) measuring the local
radius.

Results and discussion

The PCA procedure was performed taking into account all
possible linear combinations of the initial data set. The com-
ponents were classified in order of significance, so the first
one (PC1) corresponds to the maximum dispersion axis.
Only those combinations in which the PC1 variance showed
equal or greater than 75 % have been selected for appreci-
ation. The reader can find the full table of descriptors (for
all ligands and the donepezil) in the Supporting Informa-
tion (SI). After systematic analysis, among several patterns

Fig. 8 Molecular electrostatic
potential for molecule ID 16.
The reddish surface represents
the attractive region of the
ligand while the bluish surface
represents the repulsive region
of the ligand

of distribution of the ligands around the target (ID 21) we
observed a two-dimensional clustering involving molecule
ID 16 and the active drug, for a particular set of descriptors.
The score plot of PC1 versus PC2 (Fig. 6) clearly shows
this. Table 1 shows the eigenvalues and percentage of total
variance for the first three principal components. Note that
PCl1 is responsible for more than 80 % of the information, so
a two-dimensional model is sufficient to describe molecu-
lar distribution. Table 2 shows the most relevant descriptors
for the observed correlation - the HOMO energy, the atomic
charge of the nitrogen belonging to the amino group (N),
the global minimum energy for the most stable conformer
(single-point calculations), the polarizability, the molecular
volume, and their respective contributions for the principal
components, being all equally relevant for AChE action.
Molecule ID 16 has a benzene heterocyclic ring bonded
to the amine group, where the HOMO orbital (Fig. 7) is
located, showing the electron donor character of the ligand
in this region (HOMO energy is —6.12 hartree). The LUMO
(Fig. 7) orbital is concentrated at the dimethoxy-phenyl ring,

’:;‘}f}#fgcg
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Fig. 9 Profile along the z-axis.
The black and red curves
correspond to the crystal profile
and average of open microstates,
respectively

10—
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-30
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showing the electron acceptor character of the ligand in  described on methodology, which is in an open-state confor-

this region (LUMO energy is —0.75 hartree). Charge den-

mation. This opening radius is sufficiently large to enable

sity distribution over the ligand can be analyzed through the  the ligand to access the entire cavity. The open microstate
molecular electrostatic potential (Fig. 8). Two main donor  profiles were selected by RSMD criteria (less than 2.54) in
regions are found, the amine group and the benzyl groups of  relation to the crystal profile. The ensemble of equilibrium
the anacardic acid, which are capable of interacting with the  for the open state was generated based on profiles with sim-
PAS residues. Figure 9 shows the computed profile (black  ilar behavior, represented by the average profile (red curve).
curve) for the receptor crystal, according to the procedure =~ The molecule ID 16 was docked into the statistical ensemble

Fig. 10 Angular scan of the
molecule ID 16: a Associated
energy to each dihedral angle
for generated conformations. b
The atom notation for the
respective dihedral angle
highlighted in circles
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of equilibrium. All receptor structures were centered at the
origin and superimposed. The docking method tried to find
solutions in a search space box (60AX60AX60A) centered
at the origin. It also generated the ligands’ conformations
according to the number of rotate angles; 13 active torsions
were detected (Fig. 10). The sampling has found 1000 dock-
ing solutions, less than 1 % corresponds to distinct regions
of the cavity and were discarded. Docking has identified two
binding sites. Binding site 1 corresponds to a buried cavity
population and binding site 2 corresponds to an entrance one
(Fig. 11). According to Table 3, the binding site 1 presents a
higher solution density (number of solutions of the site per
total number of solutions) than the binding site 2. The bind-
ing site free energies (AGpinging) due to the non-bonded
interactions were estimated by AutoDock Vina through the
scoring functions:

AGhina’ing = AGgauss + AGre‘pulsian + AGppond
+AGhydr0ph0bic + AGiorsion

where AGguuss is the attractive term for dispersion,
AGyepuision 1s the square of the distance (if closer the
threshold value), AGppona and AGpydrophobic are ramp
functions and AGy,,sion is proportional to the number of
rotate bonds. The free binding energy here is an estimate
(AutoDock standard error is about 2.85 kcal/mol) and more
accurate methods as free energy perturbation (FEP), for
example, could be performed. Binding site 1 proved to be
more energetically stable and the complex constant dissoci-
ation (K ) is also greater for this binding site (Table 3).

Fig. 11 Density solution representations: bluish surface corresponds
to the residues of the Gorge. Magenta surface corresponds to the solu-
tions at the entrance of the Gorge. Orange surface corresponds to the
solutions inside the Gorge

The best binding modes for both binding sites were
ranked according to energy criteria and number of con-
tacts. We have found three most favorable energetic poses,
two for the site 1 (notation pose 1.1 and 1.2), and one
for the site 2 (notation pose 2.1). The particular poses 1.1
and 1.2 (more energetically favorable) for binding site 1
are shown in Figs. 12 and 13. In pose 1.1 (-8.5 kcal/mol),
we can see the benzyl group binding to residue TRP117
(acyl pocket) through 7 -stacking interactions (3.79A) while
the dimethoxy-phenyl ring (which is a hydrogen and car-
boxylate bond donor) binds to residue TYR155 (PAS)
through a dipole—dipole interaction (3.34A). It is interest-
ing to note that the amino group of the ligand (a hydrogen
bond donor) is faced to the residue HSD478 (catalytic
triad) making a hydrogen bond (2.49A). In pose 1.2 (-8.4
kcal/mol) the benzyl group anchors at the PAS through a
m-stacking interaction with TYR372 (PAS) residue (3.54A)
while the dimethoxy-phenyl ring binds to TRP117 (acyl
pocket), which is a hydrogen bond acceptor, through dipole—
dipole interactions (3.03A). In terms of energy, pose 1.1
practically does not differ from pose 1.2. For the bind-
ing site 2, the most stable 3D structure for the complex
(—7.3 kcal/mol) is shown in Fig. 14. In pose 2.1, although
the benzyl group is anchored at the PAS, interacting with
residue TYR372 (PAS) through a m-stacking interaction
(3.66A), the another part of the ligand is outside the cavity.
Comparing the binding site poses, their respective energies
and solution densities, the most probable situation is the
ligand at the interior of the cavity. In this case, the hydropho-
bic spacer can be stretched, so the ligand anchors at the
PAS, or it can be bended, so the ligand interacts with the
anionic site and the acyl pocket at the same time. In any way,
the ligand would be acting as reversible and non competi-
tive AChE inhibitor. The interaction analysis of the crystal
structure (protein—ligand complexes) of human AChE (PDB
entry: 4EY7, chain A) shows two main interactions along
the Gorge. In the bottom of the active site, the donepezil
binds to residue TPR117 (acyl pocket) through m-stacking
interaction, measured distance is 3.60A. Figure 15 depicts
the active site entrance where the ligand binds to TRP317

Table 3 The binding sites and their respective values for solution den-
sities, binding free energy (A Gpinging) and dissociation constant (Ky4),
estimated through scoring functions of AutoDock Vina

Binding Solution AGpinding Ky
sites density (kcal/mol)

Site 1 0.82 —4.64 0.540
Site 2 0.13 —3.28 0.086
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Fig. 12 Pose 1.1 (Docking of
molecule ID 16 in active site of
the AChE): a Representation
of the three dimensional
structure of the AChE, showing
the important binding sites of
the Gorge and the conformation
of the ligand with binding
energy of —8.5 kcal/mol. b
Three-dimensional analysis of
the interactions: -stacking
interactions with TRP117 (acyl
pocket), dipole—dipole
interaction with TYR155 (PAS)
and hydrogen bond interaction
with HSD478 (catalytic triad)

Fig. 13 Pose 1.2 (Docking of
molecule ID 16 in active site of
the AChE): a Representation

of the three-dimensional
structure of the AChE showing
the important binding sites of
the Gorge and the conformation
of the ligand with binding
energy of —8.4 kcal/mol.

b Three-dimensional analysis of
the interactions: ligand anchors
at the PAS through a r-stacking
interaction with TYR372
residue (with a distance of
3.54A). The ligand also binds to
TRP117 (acyl pocket) through
cation-7 interaction (with a
distance of 3.03A4)

Fig. 14 Pose 2.1 (Docking of
molecule ID 16 in active site of
the AChE): a Representation of
the three-dimensional structure
of the AChE showing the
important binding sites of the
Gorge and the conformation of
the ligand with binding energy
of —7.3 kcal/mol.

b Three-dimensional analysis of
the interactions: ligand anchors
at the PAS through a m-stacking
interaction with TYR372 residue
(with a distance of 3.66A4)
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TRP317

3.55A .\
?.so A (l;f—;j&

Fig. 15 Representation of the interactions between the crystal struc-
ture human AChE (PDB entry: 4EY7, chain A) and donepezil. The
donepezil binds with TRP317 residue in the PAS, via a m-stacking
interaction (with a distance of 3.55A) and also binds with TRP117
(acyl pocket) through a 77-stacking interaction (with distance of 3.60A4)

(PAS) through m-stacking interaction (3.55A). Comparison
between donepezil and our ligand binding modes (poses of
the site 1) shows a similarity of their structures. The analy-
sis of the interactions from molecular docking for the poses
1.1 and 1.2 show that, as well as the donepezil, the ligand
(ID 16) interacts with residue TRP117 at the bottom of the
Gorge. Furthermore, they also interact with PAS residues.
The measured distances are 3.60A and 3.79A, for donepezil
and the ligand, respectively.

Conclusions

A new therapeutic agent for the treatment of Alzheimer
disease is presented here as an alternative non-competitive
AChE inhibitor. Its advantages over other known AChE
inhibitors is the fact that it was designed from natural raw
material with a large spacer that provides the ligand to
anchor simultaneously to the PAS and the bottom of the cav-
ity. Our modeling, based on in silico molecular screening
and molecular docking, is able to predict the inhibitor bind-
ing modes, and that the ligand docked into the statistical
ensemble of equilibrium for the receptor open state is ener-
getically stable. Our results suggest that the selected ligand
(ID 16) presents a potential biological response.
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