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RESUMO

A acetilcolinesterase  (AChE) desempenha papéis importantes na
neurotransmissdo colinergética central e periférica. Os inibidores da AChE (IAChE)
tém aplicacdo como farmacos e sdo as principais substancias hoje licenciadas para o
tratamento especifico da doenga de Alzheimer (DA). A DA é uma desordem
neurodegenerativa, de grande impacto sécio-econdmico, responsavel por 50-60% do
namero total de casos de deméncia entre pessoas acima de 65 anos. Embora IAChE
irreversiveis em geral ndo sejam usados com fins medicinais em seres humanos, é
comum o seu uso no controle de vetores de doengas, especialmente as transmitidas por
mosquitos, com é o caso da dengue. A dengue é um dos principais problemas de satde
publica no mundo. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que 50-100 milhdes

de pessoas se infectem anualmente, em 100 paises.

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de modelos empiricos de previséo
da atividade de séries de compostos sintéticos na inibicdo da AChE. Para isso foram
utilizados dados de atividade de inibicio da AChE de Torpedo californica por
compostos mesoidnicos e derivados da harmana, sintetizados por grupos de pesquisa da
UFRRJ, e por B-carbolinas bivalentes, obtidos da literatura. O mesmo procedimento foi
aplicado para o desenvolvimento de um modelo empirico aplicavel para a previsdo da

atividade de B-carbolinas bivalentes na inibicdo da AChE de Aedes aegypti.

O procedimento geral envolveu 0 uso de método de docking molecular para a
geracdo das estruturas dos complexos entre os ligantes e as enzimas, seguido de célculos
de entalpias de interacdo em fase gasosa por métodos quanticos semi-empiricos. Para a
AChE de Aedes aegypti foi necessaria a construcdo previa de um modelo comparativo
da estrutura 3D desta enzima. Os dados de entalpia de interacdo foram combinados com
determinacdes da energia livre ou da entalpia de solvatacdo dos ligantes e com
estimativas das perdas entropicas dos ligantes no processo de interagdo com a enzima
para a proposicdo de equacbes empiricas de previsdo das atividades por ajuste por

correlacdo multipla aos dados experimentais disponiveis.

Em relacdo a AChE de T. californica, foi possivel encontrar trés equacdes com
boas correlagdes uma para cada classe de compostos, que puderam de forma adequada
determinar a inibicdo através dos descritores de energia. A partir da analise das

estruturas dos complexos obtidos com os mesoiénicos e das equacbes de previsdo de

XVi



atividade correspondentes, foram propostos dois protdtipos neste trabalho e suas
atividades foram previstas. As duas moléculas foram previstas como mais ativas que as
moléculas anteriores (que deram origem aos protétipos), indicando que as modificacfes
foram adequadas. Para a AChE de Ae. aegypti também foi possivel encontrar uma
equacdo com uma boa correlacdo com as atividades das p-carbolinas bivalentes, que
pode de forma adequada determinar a inibicdo através dos descritores de energia. Foi
proposto um protdtipo da -carbolina bivalente neste trabalho, aplicando-se o conceito
de restricdo conformacional, e sua atividade foi prevista. A molécula proposta foi

prevista como mais ativa que a molécula que deu origem ao protétipo.

Palavras—chave: Semi-empirico, Acetilcolinesterase, T. californica, A. aegypti.
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ABSTRACT

Acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme essential for the central and
peripheral cholinergic transmission. AChE inhibitors can be applied as medicines and
they are the principal compounds used nowadays for the treatment of Alzheimer’s
disease (AD). AD is a neurodegenerative disorder, which presents an important socio-
economic impact, responsible for 50-60% of the total number of dementia cases among
people above 65-years old. Although irreversible AChE inhibitors are not commonly
used as medicines for humans, their use is common for the control of disease vectors,
especially diseases transmitted by mosquitos, such as dengue fever. The World Health
Organization (WHO) estimates that 50-100 million people are infected by the dengue

virus annually in 100 countries.

The objective of the present work is the development of empirical models for
prediction of the activities of synthetic compounds as inhibitors of AChE. The models
were based on activity data for the inhibition of Torpedo californica AChE by
mesoionic compounds and harmane derivatives, synthesized by research groups from
UFRRJ, and bivalent B-carbolines, obtained from the literature. The same procedure
was applied to the development of an empirical model for the prediction of bivalent -

carbolines inhibition data of Aedes aegypti AChE.

The complete procedure involved the use of the molecular docking procedure for
the generation of ligands/enzyme complexes, followed by calculations of the interaction
enthalpies in the gas phase by semi-empirical methods. For the study with the Aedes
aegypti AChE, it was necessary the previous construction of a comparative model of the
enzyme’s 3D structure. The interaction enthalpy data were combined with data from the
ligands solvation free energies or solvation enthalpies together with estimative data of
the ligands entropic losses associated to the interaction with the enzyme in order to
propose empirical equations for prediction of activities data through regressive fit by

multiple correlation with available activity data.

For the T. californica AChE, it was possible to develop three equations with
good correlations for the three classes of compounds evaluated, which could be
successfully applied for the prediction of inhibition data from calculated energy
descriptors. Based on the analysis of the obtained structures for the mesoionic
compounds and the corresponding empirical equation, we proposed the structures of
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two prototypes and determined their predicted activities. Both molecules were predicted
as more active AChE inhibitors when compared to the compounds from which the new
compounds were designed. For the Ae. aegypti AChE, it was possible to find an
equation for the calculation of p-carbolines activities, which presented a good
correlation with the experimental data. It was also proposed a prototype for the j-
carbolines, based on the conformational restriction concept. Its AChE inhibition activity
was calculated and the molecule was predicted as more active the compound from

which the new compounds was designed.

Keywords: Semi-empirical, Acetylcholinesterase, T. californica, Ae. aegypti.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

A Angstrom

AM1 Austin Model 1

ACh Acetilcolina

AChE Acetilcolinesterase

Asp Aspartato

CAS Canal ani6nico do Subsitio
FEP Free Energy Perturbation
GA Genetic Algorithm

HF Hartree-Fock

EF Eigenvector Following (na pesquisa de minimo de energia)
Gly Glicina

AHint Entalpia de interagdo (complexo — ligante sitio ativo)
AHgoly Entalpia de solvatagéo
AGgoly Energia livre de solvatagéo
His Histidina

AH; Entalpia de reacéo

AHint Entalpia de interacéo

Ile Iso-leucina

OF Organofosforado

PAS Subsitio anidnico periférico
PBT Pentileno-bis-tacrina

PDB Protein Data Bank

Phe Fenilalanina

MM2 Molecular Mechanics 2



MNDO
MNDO/d
MQ
NDDO
Nir
OM
PDB
PM3
PM5
PM6
RM1

Ser

Trp

Tyr

Glu
BChE
IAChE
DA
OMS
SVS
PEAa
LIE
TcAChE

AaAChE

Modified Neglect of Diatomic Overlap
Modified Neglect of Diatomic Overlap, incluindo orbitais d
Mecanica Quantica

Neglect of Diatomic Differential Overlap
Numero de LigacOes Rotacionaveis
Orbital Molecular

Protein Data Bank

Parametric Method 3

Parametric Method 5

Parametric Method 6

Recife Model 2

Serina

Interacdo de empilhamento r perpendicular
Triptofano

Tirosina

Inibidor

Glutamato

Butirilcolinesterase

Inibidores da AChE

Doenca de Alzhaimer

Organizacdo mundial de satde

Servico de vigilancia sanitaria

Programa de Erradicacdo do Ae. Aegypti
Linear Interaction Energy
acetilcolinesterase de Torpedo californica

acetilcolinesterase de Aedes aegypti
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1. INTRODUCAO

Praticamente todas as reacfes bioquimicas sdo catalisadas por enzimas que, com
excecdo de uns poucos RNAs cataliticos, sdo proteinas. As enzimas sdo catalisadores
muito eficientes, podendo aumentar a velocidade das reacdes por um fator entre 10° e
10", Para serem ativas, algumas enzimas requerem um co-fator quimico, que pode estar
fraca ou firmemente ligado a enzima, como ions metalicos ou moléculas organicas
pequenas chamada de coenzimas. Cada enzima é classificada de acordo com a reagdo
especifica que ela realiza. (BERG et al., 2008).

As reacOes catalisadas pelas enzimas séo caracterizadas pela formacdo de um
complexo entre o substrato e a enzima (0 complexo ES). A ligacdo ocorre em uma
regidao na molécula da enzima chamada sitio ativo. A funcdo das enzimas e de outros
catalisadores é diminuir a energia de ativacdo da reacdo e, dessa forma, aumentar a
velocidade da reacdo. O equilibrio de uma reacdo ndo e afetado pela enzima (BERG et
al., 2008).

Uma das possiveis origens da energia que permite o aumento da velocidade da
reacdo na enzima sdo as interacOes intermoleculares (ligacdes hidrogénio, interacoes
ibnicas e hidrofobicas, entre outras) entre o substrato e a enzima. O sitio ativo
enzimatico pode estar estruturado de tal maneira que algumas dessas interagdes ocorrem
preferencialmente no estado de transicdo da reacdo, tornando-o mais estavel. Além
disso, a energia de interacdo pode aumentar a energia do substrato, tensionad-lo ou
provocar uma mudanca conformacional na enzima (ajuste induzido). O aumento da
energia do substrato e a estabilizacdo do estado de transicdo reduzem a energia de
ativacdo da reacdo. Outros mecanismos cataliticos incluem a catélise geral cido-base e
a catalise covalente (BERG et al., 2008; NELSON & COX, 2002).

Mecanismos de reacdo detalhados tém sido propostos para muitas enzimas. A
cinética € uma metodologia importante para o estudo dos mecanismos de reacdo,
incluindo os enzimaticos. A maioria das enzimas tem algumas propriedades cinéticas
em comum. A medida que a concentracdo do substrato aumenta, a atividade catalitica
de uma concentracao fixa de uma enzima aumenta, aproximando-se de uma velocidade

méaxima (Vmax), caracteristica na qual praticamente toda enzima esta na forma do
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complexo ES. A concentracdo do substrato que produz metade da velocidade maxima é
a constante de Michaelis, Kn, que é caracteristica para cada enzima agindo sobre um
determinado substrato. A equacdo de Michaelis-Menten (Equagéo 1) relaciona a
velocidade inicial Vo de uma reacdo enzimatica com a concentracdo de substrato [S], a
Vmax € @ constante Kp:

_ Vi [S]

x|

<. +[S] (Eq. 1)

0
Em condicdes de saturacdo, a velocidade limite de uma reagdo catalisada
enzimaticamente é descrita pela constante K¢y, também chamada nimero de renovacao.
A relacdo K./Ky fornece uma boa medida de eficiéncia catalitica. A equacdo de
Mechaelis-Menten é também aplicavel a reagdes com dois substratos, que ocorrem ou
pela formagdo de um complexo ternario ou por uma dupla-troca. Cada enzima tem um
pH o6timo (ou intervalo de pH) no qual apresenta atividade maxima (NELSON & COX,
2002).

1.1 Inibidores Enzimaticos Reversiveis e lrreversiveis

Os inibidores enzimaticos sdo agentes moleculares que interferem com a
catalise, diminuindo ou parando as reacfes enzimaticas. As enzimas catalisam
virtualmente todos os processos celulares, de forma que ndo é surpreendente que
inibidores enzimaticos estejam entre os agentes farmacéuticos e os pesticidas mais
importantes conhecidos. O estudo dos inibidores enzimaticos também fornece
informacao valiosa sobre 0s mecanismos enzimaticos e tem ajudado a definir alguns
caminhos metabdlicos (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

As enzimas sdo inativadas por substancias especificas, algumas responsaveis por
modificacdes irreversiveis de um grupo funcional essencial para a atividade catalitica,
enquanto outras se ligam de modo reversivel as enzimas por interacfes

intermoleculares, sem formacéao de ligacGes covalentes.



1.1.2 Inibidores Reversiveis

Um tipo comum de inibicao reversivel é a competitiva (Esquema 1a) (NELSON
& COX, 2002). Um inibidor competitivo compete com o substrato pelo sitio ativo da
enzima. Enquanto o inibidor (I) ocupa o sitio ativo, ele impede a ligacdo do substrato a
enzima. Muitos inibidores competitivos sdo compostos que se assemelham com o
substrato e se combinam com a enzima para formar um complexo, mas sem levar a
catalise. Mesmo combinagdes transitorias desse tipo reduzirdo a eficiéncia da enzima.
Levando em consideracdo a geometria molecular dos inibidores que se assemelham ao
substrato, podemos chegar a conclusdes sobre que partes do substrato normal se ligam a
enzima. A inibicdo competitiva pode ser analisada quantitativamente pela cinética do
estado estacionario. Na presenca de um inibidor competitivo, a equagdo de Michaelis-
Menten conduz & equacgao 2.

= (Eq. 2
Na eq. 1
)
'
- 0
1

Pelo fato de o inibidor ligar-se reversivelmente a enzima, a competicdo pode ser
inclinada a favorecer o substrato, simplesmente, quando se adiciona mais substrato.
Quanto [S] exceder [I], a probabilidade de uma molécula de inibidor se ligar a enzima é
minimizada e a reacdo exibe uma Vmax Normal. Entretanto, a [S] onde Vo = 12Vimax, @ Km
aparente, aumenta na presenca do inibidor por um fator de a. Esse efeito na Ky
aparente, combinado com a auséncia de um efeito em Vmayx, € diagndstico da inibicao
competitiva e facilmente revelada em um diagrama do duplo reciproco. A constante de
equilibrio para a ligacdo do inibidor K; pode ser obtida a partir do mesmo diagrama
(NELSON & COX, 2002).



As duas outras formas de competicdo reversivel, incompetitiva e néo
competitiva, sdo frequentemente definidas em termos de enzimas com um Unico
substrato, mas na pratica tém sido observadas apenas com enzimas que tem dois ou
mais substratos (por exemplo, S; e S;). Um inibidor incompetitivo (esquema 1b) se liga
em um sitio diferente do sitio do substrato, porém, diferentemente do inibidor
competitivo, liga-se apenas ao complexo ES (CAMPOS, 1999; BERG et al., 2008;
NELSON & COX, 2002).

Na presenca de um inibidor incompetitivo, a equacdo de Michaelis-Menten se
altera para:

Vméx [S]

Koo ST =

Onde

—
(S

)
A

<+ = [ESII]
[ESI]

Conforme descrito pela equacdo 3, em altas concentracdes do substrato, Vo se
aproxima de Vmax. O valor de K, aparente também diminui porque a [S] requerida para

alcancar a metade da Vyax diminui de um fator de o’.

Um inibidor ndo competitivo (esquema 1c) também se liga a um sitio diferente
do sitio ativo do substrato, mas ele pode se ligar tanto a E como a ES. A equacao que
descreve a inibicdo ndo competitiva é

Vméx [S]

= K. +a 5] (Eq. 4)

0

onde a e o’ sdo definidas como anteriormente. Um inibidor ndo competitivo geralmente

afeta tanto K, como a Viay.



a) Inibicdo competitiva

E+4+S = > ES > E+ P

| o @
El S @
]

b) Inibigdo incompetitiva

E+S === ES— E+P

F@-@

lo

¢) Inibicdo ndo competitiva

E4+S == ES—— E+P

®

o . lo

comm——b
—

Esquema 1. Inibicdo reversivel de enzimas. (a) inibidores competitivos ligam-se ao
sitio ativo da enzima. (b) Inibidores incompetitivos ligam-se em um sitio
separado, mas une-se apenas ao complexo ES. (c) Inibidores ndo
competitivos ligam-se a sitios separados, mas podem unir-se tanto a E

quanto a ES. K; é a constante de equilibrio para a ligacdo do inibidor a E;



K’; é a constante de equilibrio para a ligacdo do inibidor ao complexo ES
(NELSON & COX, 2002).

Se um inibidor competitivo se liga ao sitio ocupado por S;, ele pode atuar como
um inibidor competitivo em experimentos nos quais [S;] é variavel. Se um inibidor se
ligar ao sitio normalmente ocupado por S, ele pode atuar como um inibidor
incompetitivo de S;. Os modelos de inibicdo atualmente observados dependem do fato
de as ligacdes de S; e S; serem ordenadas ou ao caso. Desse modo, pode-se determinar a
ordem com que esses substratos se ligam ao sitio ativo e os produtos sdo liberados.
Frequentemente, o uso de um dos produtos da reacdo com um inibidor é particularmente
informativo. Se somente um dos dois produtos da reacdo estiver presente, entdo, a
reacao inversa nao ocorrera. Contudo, um produto geralmente se ligard em alguma parte
do sitio atuando como um inibidor. Os estudos de inibicdo geralmente sdo elaborados e
podem proporcionar uma descricdo detalhada do mecanismo de uma reacdo do tipo
bissubstrato (NELSON & COX, 2002).

Tabela 2. Efeitos dos inibidores reversiveis em Vmax € Ky aparentes.

Tipo de inibidor Vmax aparente K aparente
Nenhum Vimax Km
Competitivo Vméx a K
incompetitivo Vinax / 00 Km/ o
N&o competitivo Vinax / 0 aKn/o

1.1.2 Inibidores Irreversiveis

Inibidores irreversiveis sdo aqueles que reagem com um grupo funcional na
molécula da enzima, por exemplo, vai de uma ligacdo covalente. Os inibidores
irreversiveis representam uma ferramenta muito Gtil no estudo do mecanismo das
reacdes. Os aminoacidos do sitio ativo que apresentam fungdes cataliticas importantes,
frequentemente, sdo identificados por meio da determinacdo do aminoacido que esta

ligado covalentemente ao inibidor depois que a enzima € inativada (BERG et al., 2008;



NELSON & COX, 2002). A inibicdo irreversivel é progressiva, aumentando com o
tempo, até atingir méxima inibicdo. O Esquema 2 representa o processo geral.

E+1—EI

U
—

Esquema 2. Para inibicao irreversivel (BERG et al., 2008; NELSON & COX, 2002).

Os inibidores irreversiveis sdo utilizados tanto para o combate de pragas na
agricultura quanto aplicados na Area de Saide Humana, como no controle de vetores de
doencas, por exemplo, Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue.

1.2 Colinesterases

As enzimas colinesterases se dividem em acetilcolinesterases (AChE) e
butirilcolinesterases (BChE), cada uma com diferentes especificidades por seus
substratos (TAYLOR, 1994). As colinesterases pertencem a familia das hidrolases de

serina, que fazem parte de uma familia maior, as alfa/beta (a/f) hidrolases.

Essas enzimas desempenham papéis importantes na neurotransmissao
colinergética central e periférica (NACHMANSOHN & ROTHENBERG, 1945), sendo
classificadas de acordo com suas propriedades cataliticas e especificidades a substratos,
sensibilidade a inibidores e distribuicio tecidual (MASSOULIE, 1993).

A AChE tem especificidade para o neurotransmissor acetilcolina (ACh) e
interrompe a transmissdo dos impulsos nervosos pela rapida hidrélise desse
neurotransmissor na membrana pos-sinaptica da juncdo neuromuscular. A BChE
catalisa a hidrélise da ACh, mas ndo é tdo especifica e possui maior afinidade por
substratos mais hidrofébicos como a butirilcolina, por exemplo.

A primeira determinacdo da estrutura priméaria da AChE foi de uma espécie de
peixe elétrico, Torpedo californica (arraia elétrica), que possui abundante quantidade da
enzima em seu 6rgdo elétrico (SCHUMACHER, 1986). Posteriormente, as seqliéncias

da AChE de varias outras espécies foram obtidas, inclusive da humana (SOREQ, 1990).
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A AChE de T. californica (TCAChE) apresenta grande similaridade em relagdo as
AChE de mamiferos. Por possuir cerca de 60% de identidade em suas estruturas
priméarias, estas enzimas apresentam grande semelhangca em suas estruturas
tridimensionais, juntamente com outras enzimas da familia de o/f hidrolases
(TAYLOR, 1991; CYCGLER, 1993).

O sitio ativo da AChE é constituido por uma triade catalitica, Ser200, His400 e
Glu327, localizada no fundo de um pogo de 20 A de profundidade, com o atomo de O,
do residuo Ser200 4 A acima da base do pogo (Figura 1). A superficie do poco é em
grande parte formada por residuos aromaticos, com poucos residuos acidos. Cerca de
40% do interior da superficie do canal é formado por 14 residuos aromaticos. Foram
identificados residuos que sdao componentes de diferentes subsitios participantes na
acomodacdo do substrato. Estes incluem a cavidade da acila, composta pelos residuos
Phe288 e Phe290, o subsitio hidrofobico, constituido pelos residuos aromaticos Trp84,
Tyr130, Tyr330 e Phe331 e o subsitio “anidnico”, que acomoda grupos positivamente
carregados via intera¢do do tipo cation-t com o residuo Trp84 (SHAFFERMAN et al.,
2005)

Figura 1. Estrutura tridimensional da AChE do Torpedo californica (SILMAN e
SUSSMAN, 2005). Em destaque, a triade catalitica (Ser200, His400 e Glu327).



O mecanismo de hidrolise da ACh (Esquema 3) envolve o ataque nucleofilico da
serina da triade catalitica ao carbono carbonilico do substrato, o que produz um
intermediério tetraédrico estabilizado por ligagdes hidrogénio com grupos NH
peptidicos de trés residuos (que formam a cavidade do oxianion), o qual libera colina,
deixando o residuo de serina acetilado. Ao final, a hidrélise do grupo acetila da serina
por meio de uma molécula de &gua recupera o sitio catalitico da enzima (SANTOS,
2007).
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Esquema 3. Mecanismo de hidrolise da acetilcolina pela AChE (Santos, 2007).

Evidéncias sugerem que a BChE pode atuar como um co-regulador da atividade
da ACh no SNC, uma vez que a inibicdo dessa enzima aumenta de maneira dose
dependente os niveis desse neurotransmissor no cérebro (GIACOBINE, 2000). Na
auséncia da AChE, a BChE parece substitui-la ha manutencdo da integridade estrutural
e fisioldgica do sistema colinérgico (MESULAM et al., 2002).

A partir da homologia entre AChE e BChE, MILLARD & BROOMFIELD
(1992) propuseram um modelo para a BChE humana com base na estrutura da AChE.
Nesse modelo, observou-se, conforme esperado, uma grande similaridade estrutural
entre as enzimas. Uma diferenca encontrada foi a presenca de apenas um residuo
aromatico (Phe331 na AChE) na BChE no meio do canal que leva ao sitio ativo (a
AChE possui dois, Phe330 e Phe331). Pela auséncia da Phe330 e de outros residuos

aromaticos, o sitio ativo € mais espacoso na BChE do que o da AChE.



1.3 Usos de Inibidores da AChE na Area de Saide Humana

1.3.1. Inibidores Reversiveis da AChE

Os inibidores da acetilcolineterase (IAChE) tém aplicagdo como farmacos e séo
as principais substancias licenciadas ativamente, para o tratamento especifico da doenga
de Alzheimer (DA). O aumento da expectativa de vida, no entanto, tem como efeito
negativo o aparecimento de doencas degenerativas, tipicas de idades mais avangadas,
como as varias formas de deméncia. Dentre estas, a mais importante é, sem davida, a
DA (CRI, 2008).

A DA é uma desordem neurodegenerativa, de grande impacto socio-econémico,
responsavel por 50-60% do namero total de casos de deméncia entre pessoas acima de
65 anos (JUNIOR et al.,, 2004). Nas ultimas décadas, muitos esfor¢os tém sido
realizados para tentar esclarecer as causas da DA, com a esperanca de que isso resulte
no desenvolvimento de tratamentos farmacologicos efetivos e seguros (ORHAN et
al.,2007). A DA caracteriza-se pelo acumulo de um peptideo chamado beta-amildide A-
42 (AP), que ¢ um fragmento de uma proteina beta-amildide maior, existente
normalmente no cérebro humano. Os niveis elevados desse peptideo resultam em
agregacao, formando placas (HARDY & ALLSOP, 1991; HAASS, 1992; MUDHER &
LOVESTONE, 2002). Nos estagios iniciais, ocorre a perda de memdria recente. A
medida que a doenca progride, novos sintomas aparecem, como confusdo mental,
mudancas de humor e irritabilidade. As funcbes cognitivas superiores, como linguagem,
orientacdo e julgamento, sdo gravemente afetadas (WALDMAR et al., 2007).
Finalmente, fungdes vitais sdo perdidas, levando a morte.

Embora ndo exista cura, alguns compostos sdo Uteis em retardar a deterioracédo
cognitiva causada pela DA (KATALINIC et al., 2010). Os avancos obtidos na
compreensdo da evolucdo e das razdes moleculares a génese da DA tém demonstrado
que o uso de IAChE pode ser uma forma eficiente de controle da evolucdo da doenca
(VIEGAS, 2004). A estratégia baseia-se na correcdo da funcdo colinérgica cerebral pelo
uso de agentes anticolinesterasicos, que levariam a um aumento da ACh disponivel.
Assim, uma abordagem Util para a descoberta de farmacos para o tratamento da DA é o
desenvolvimento de novos IAChE (KATALINIC et al., 2010).

Evidéncias sugerem que a BChE tem um papel significativo na DA (GREIG et

al., 2005; FARLOW, 2007), uma vez que esta enzima estd envolvida em funcGes
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neurais como a corregulacdo da neurotransmissdo colinérgica e nado-colinérgica
(MESULAM et al., 2002). Estudos indicam que inibidores seletivos da BChE elevam os
niveis extracelulares da ACh no cérebro, melhorando o desempenho cognitivo em
roedores (HARTMANN et al., 2007), sem os efeitos colaterais adversos dos IAChE
seletivos ou ndo seletivos, tais como ndusea e vomito.

Os IAChE séo classificados com base na sua reversibilidade e duracdo da
inibic&o das colinesterases (FORLENZA, 2005). Rivastigmina, galantamina e donepezil
(Figura 2) sdo IAChE reversiveis de duracdo, respectivamente, curta, intermediaria e
longa. Um dos primeiros farmacos sintéticos utilizados para o tratamento da DA foi a
tacrina (Figura 2), mas devido ao elevado risco de hepatoxicidade, com o tempo caiu em
desuso (PENG, 1995). O donepezil, a rivastigmina e a galantamina continuam sendo
usados para o controle dos sintomas de DA. Somente o donepezil é utilizado para o
tratamento da DA nos estagios mais avangados da doencga (BIRKS, 2006).

O\ CH3 ﬁ H/\ ?H3
N N
s ool A
CHs CHg CHs
(1) Donepezil (2) Rivastigmina

NH,

X

—

N

CH30 (4) Tacrina
(3) Galantamina

Figura 2. Exemplos de inibidores comerciais da AChE.

O donepezil foi o segundo medicamento a ser aprovado pelo FDA, em 1996, e
pela ANVISA, em 2000, para o tratamento de DA. Vérios estudos provaram sua
eficicia terapéutica (ROGERS et al., 1998). O donepezil apresenta algumas vantagens
em relacdo a tacrina. Sua meia-vida é longa, de aproximadamente 70 horas, permitindo
dose Unica diaria. Ndo é hepatotdxico, sendo desnecessaria a monitoracao laboratorial

(ROGERS et al., 1998).
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A galantamina é o farmaco mais recente desse grupo, aprovado pela FDA e pela
ANVISA em 2001. A galantamina apresenta adicionalmente acdo de modulagédo
alostérica de receptores nicotinicos (ligante potenciador alostérico). Embora ndo esteja
claro o significado clinico dessa modulacéo, existe relagdo entre cognicdo e receptores
nicotinicos. Este IAChE tem meia vida de aproximadamente 7 horas, podendo ser
administrado em duas doses diarias (LEVIN & SIMON, 1998; CACABELOS et al.,
1999; CARAMELLLI et al , 2004).

Apesar de haver diferencas farmacolégicas entre os IAChE citados acima ainda
em uso, ndo ha vantagens evidentes na eficacia e no perfil de efeitos adversos, além de
que esses farmacos ndo impedem a progressdo da deméncia. Esses medicamentos agem
na inibicdo das colinesterases e permitem uma agdo temporal maior da ACh sobre o0s
receptores colinérgicos, mas ndo tém acdo sobre as causas dessa deméncia, nao
interferindo, por exemplo, no processo de producdo da AP. Entre os efeitos adversos do
uso destes medicamentos estdo nauseas, problemas gastrointestinais, diarréia, perda de
peso, bradicardia, sincope e insénia (DOWNEY, 2008).

Assim, tem havido um esfor¢co continuo pelo desenvolvimento de novos IAChE
com propriedades melhores, o que pode ser auxiliado pelo uso de informacGes
estruturais de complexos entre os IAChE e a enzima. Estudos computacionais (PANG
& KOZIKOWSKI, 1994) sugeriram que a intera¢do da tacrina com a AChE envolveria
nao apenas o subsitio catalitico “anionico” (CAS; trata-se de uma terminologia antiga,
proposta quando ndo se sabia ainda a natureza dos aminoacidos que compunham este
sitio, que hoje sabe-se ser essencialmente composto por aminoacidos aromaticos),
principalmente por de uma interacdo do tipo empilnamento-n com Trp84 (HAREL et
al., 1993), mas, também uma interacdo de menor afinidade com o anel inddlico do
residuo Trp279 no subsitio periférico “aniénico” (PAS, que também sabe-se hoje ser
essencialmente composto por aminoacidos aromaticos). Assim, foi previsto que bis-
tacrinas, onde duas unidades de tacrina unidas por uma cadeia de hidrocarbonetos de
comprimento adequado, teria maior potencial inibitorio e seletividade do que a tacrina,
esta hipotese foi confirmada pela sintese e avaliacdo de uma série de bis-tacrinas
(PANG et al., 1996; CARLIER et al., 1999). Um desses compostos, a heptileno-bis-
tacrina, € 150 vezes mais ativo do que a tacrina e até 250 vezes mais seletivo para a
AChE do que para a BUChE (CARLIER et al., 1999). A pentileno-bis-tacrina € menos
potente e seletiva do que heptileno-bis-tacrina (CARLIER et al., 1999).
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As estruturas cristalograficas foram resolvidas para complexos da AChE de T.
californica com a pentileno-bis-tacrina e a heptileno-bis-tacrina. O derivado com 7
carbonos ocupa todo o comprimento do canal ao sitio ativo, estabelecendo interacdes
com residuos aromaticos tanto no CAS (Trp84 e Phe330), na parte inferior do canal,
quanto no PAS, proximo da entrada do canal (Tyr70 e Trp279). O derivado com 5
carbonos interage de forma semelhante no fundo do canal, mas o comprimento mais
curto ndo permite uma interacdo t&o efetiva no PAS. Embora o grupo tacrina proximo
ao PAS ndo interaja com o residuo Trp279, ele desloca o residuo Phe331, provocando
assim um grande rearranjo no laco definido pelos residuos Trp279-Ser291. A
capacidade destes inibidores para induzirem mudancas estruturais de grande escala no
canal do sitio ativo da AChE tem importantes implicacfes para o planejamento de
farmacos baseado na estrutura (RYDBERG et al., 2006).

Alem do papel catalitico da AChE, ela também age como promotora na
formagdo do peptideo AP (FAN et al., 2008). Assim, estudos mais recentes tém tido
como objetivo a procura de compostos que atuem simultaneamente na inibicdo da
AChE e na agregacdo de AP catalisada pela AChE (PIAZZI et al.,2007; RIZZO et al.,
2009; RIZZO et al., 2010). Esses inibidores se ligam aos sitios da AChE que sdo

responsaveis tanto pela agao catalitica quanto pela agregac¢ao de amiloide A.

1.3.2. Inibidores Irreversiveis da AChE

Embora IAChE irreversiveis, em geral, ndo sejam usados com fins medicinais
em seres humanos, € comum o Seu uso no controle de vetores de doencas, especialmente
as transmitidas por mosquitos, como é o caso da dengue. A dengue € um dos principais
problemas de saude publica no mundo. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima
que 50-100 milhdes de pessoas se infectem anualmente, em 100 paises, de todos os
continentes, exceto a Europa e Antartica. Destes casos, cerca de 550 mil doentes
necessitam de hospitalizacdo e 20 mil morrem em consequéncia da dengue. Na regido
das Americas foram registrados, no inicio de 2012, mais de 120.000 casos de dengue
pelo programa regional da dengue da OMS, com 1.855 casos graves e 40 ébitos, tendo
sido verificada a manifestacdo dos quatros sorotipos de virus. No Brasil, a doenca
continua avancando: segundo dados disponibilizados pelo Ministério da Salde, em

2013 foram notificados 1.452.489 casos de dengue no pais. Comparando esses
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resultados com 2012, houve um aumento de quase 2,5 vezes nos casos notificados
(589.591 casos em 2012) (http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/situacao-
epidemiologica-dados-dengue).

N&o ha tratamento efetivo para a dengue e o principal meio de reduzir sua
incidéncia é pelo do controle do agente transmissor, 0 mosquito Aedes aegypti (Figura
3). O Ae. aegypti encontrou no mundo moderno condi¢Bes muito favoraveis para uma
rapida expansdo, pela urbanizagdo acelerada que criou cidades com deficiéncias de
limpeza urbana; pela intensa utilizacdo de materiais ndo-biodegradaveis, como

recipientes descartaveis de plastico e vidro; e pelas mudancas climaticas (Funasa, 2002).

Figura 3. Aedes aegypti: adulto, ovos e larvas.

Com essas condicOes, o Ae. aegypti espalhou-se por uma area onde vivem cerca
de 3,5 bilhdes de pessoas em todo o mundo. Nas Américas, estd presente desde 0s
Estados Unidos até o Uruguai; s6 ndo é encontrado no Canada e no Chile, por razbes
climaticas e de altitude (FUNASA, 2002). Em nosso pais, as condi¢Bes socio-
ambientais favoraveis a expansdo do Ae. aegypti possibilitaram uma dispersao desse
vetor que ndo conseguiu ser controlada com os métodos tradicionalmente empregados
no combate as doencas transmitidas por vetores (FUNASA, 2002). Na Figura 4 temos o

mapeamento do nimero de casos de dengue no Brasil no inicio de 2011 (SVS, 2011).
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[] Risco baixo
[] Risco moderado
[ Riscoalto
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OBS 1: O mapa nao consideraa dispersao do DEN-4 para outros estados
OBS 2: SC nunca teve transmissdo autoctone de dengue

Figura 4: Risco de contrair dengue no Brasil (SVS, 2011). DEN-4 é um tipo de

dengue que foi detectado em 1981 e esta de volta ao pais.

Metil-carbamatos e compostos organofosforados sdo IAChE irreversiveis que
tém sido utilizados no controle de vetores de doencas. Os metil-carbamatos séo
derivados do acido carbamico, substancias reconhecidas como altamente eficientes
quanto a acdo pesticida, principalmente inseticida. Os compostos deste grupo
apresentam as seguintes caracteristicas: 1) alta atividade inseticida; 2) baixa acao
residual, devido a instabilidade quimica das moléculas; 3) baixa toxicidade em longo
prazo, quando comparada com os organofosforados (MiDIO & SILVA, 1995). S&o
exemplos: carbaril (Sevin), aldicarbe (Temik), carbofurano (Furadan) (Figura 5)
(MORTENSEN, 1986, MiDIO & SILVA, 1995, SOARES, 1998).
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Figura 5. Exemplos de metil-carbamatos.

Os metil-carbamatos podem ser absorvidos por via oral, respiratéria e dérmica
(LIMA, 1996, MORAES, 1998). A toxicidade dos metil-carbamatos é muito
influenciada pelo veiculo e pela via de exposicdo (BARON, 1991). O metabolismo e a
eliminagdo de metil-carbamatos sdo relativamente rapidos e ndo ha evidéncias de haver
bioacumulagédo destes compostos (BARON, 1991, MACHEMER & PICKEL, 1994).

Os metil-carbamatos funcionam de forma similar aos organofosforados (OF),
ligando-se covalentemente a serina do sitio ativo da AChE, inibindo-a. O fato da
inibicdo da AChE produzida pelos metil-carbamatos ser de mais curta duracdo € uma
das diferencas destes dois grupos de compostos (FORD, 1993; JEYARATNAM &
MARONI, 1994; MORGAN, 1998; SOARES, 1998).

Em 1932 os OF foram descobertos como compostos toxicos para as pessoas, em
1937 e para insetos. Alguns foram usados como agentes de guerra quimica, como o
sarin (GB), soman (GD) e VX (Figura 6), sendo classificados como armas de destruicao
em massa pela ONU e cuja producdo e armazenamento foram considerados proibidos
em um tratado assinado em 1993, embora muitos paises mantenham estoques destas
substancias. Ainda sdo a principal classe dos agentes inseticidas incluindo clorpirifos,
acefato, paraoxon (Figura 6), normalmente com toxicidade seletiva contra insetos, em
comparacdo com mamiferos (CASIDA & QUISTAD, 2005) (Figura 6).
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Figura 6. Exemplos de Organofosforados.

Os OF inibem a AChE humana irreversivelmente por fosforilagdo do grupo
hidroxila da serina catalitica, nas fibras colinérgicas dos sistemas nervosos central e
periférico (PANGY et al., 2003; ELHANANY et al., 2001; CASTRO, 2002). As fibras
colinérgicas sdo responsaveis pela estimulacdo de varios orgdos do corpo e dos
musculos voluntarios, ocorrendo no sistema nervoso central e nos sistemas perifericos
simpético e parassimpatico. Neste tipo de fibra nervosa, a ACh € responsavel pela
transmissdo do impulso nervoso, através da sinapse, até receptores especificos, que
podem ser de dois tipos, nicotinicos e muscarinicos. A terminacdo do impulso nervoso
ocorre atraveés da hidrolise da ACh, realizada pela AChE. Desta forma, a inibicdo da
AChE resulta de acimulo de ACh em todos os sitios de transmissdo colinérgica, com
conseguinte superestimulacdo das estruturas enervadas por aquelas fibras (CASTRO,
2002).

Em 1996, o Ministério da Saude decidiu rever a estratégia empregada contra o
Ae. aegypti e propds o Programa de Erradicacdo do Ae. aegypti (PEAa). Ao longo do
processo de implantacdo desse programa, observou-se a inviabilidade técnica de
erradicacdo do mosquito a curto e médio prazos. O PEAa, mesmo ndo atingindo seus
objetivos, teve méritos ao propor a necessidade de atuacdo multissetorial e prever um
modelo descentralizado de combate a doenca, com a participacdo das trés esferas de
governo, Federal, Estadual e Municipal (FUNASA, 2002).
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A implantacdo do PEAa resultou em um fortalecimento das a¢des de combate ao
vetor, com um significativo aumento dos recursos utilizados para essas atividades, com
as acoes de prevencdo centradas quase que exclusivamente nas atividades de campo de
combate ao Ae. aegypti com o uso de inseticidas da classe do OF: o temef6s para o
controle de larvas; a malationa para o controle perifocal das formas adultas; e a
malationa ou a fenitrotiona, na forma de aerossol de ultrabaixo volume, também para o
controle das formas adultas (PONTES et al., 2005).

sico_§ @(O
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Figura 7. Organofosforados temefos, malationa e fenitrotiona, usados no controle do
Ae. aegypti (SANTOS et al., 2007).

A resisténcia aos pesticidas € um dos grandes entraves em programas de controle
de insetos envolvendo o uso de produtos quimicos. Dentre as conseqiiéncias do
surgimento de resisténcia estdo a aplicacdo mais frequente de pesticidas; o aumento na
dosagem do produto; o uso de misturas indevidas de produtos e a substituicdo por um
outro produto, geralmente de maior toxidade (GEORGHIOUS, 1983). Esses fatores
comprometem os programas de controle de insetos e tornam urgente o desenvolvimento

de novas estruturas quimicas para uso no controle de insetos.

1.4 Modelos Quantitativos de Interacdo

O reconhecimento molecular enzima-inibidor é governado por uma combinacao
de efeitos entalpicos e entropicos (BROOIIMANS & KUNTZ, 2003), que determinam a

energia livre de Gibbs da interacdo enzima-inibidor (4Giy), relacionada diretamente a
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constante de inibi¢do K; (igual & constante de dissociagdo do complexo El, que pode ser
obtida experimentalmente), segundo a Eq. 5:

AG, = AH,, —TAS,, = RTInK, (Eq. 5)

onde 4Hix; € a entalpia de interacdo, ASiy; € a entropia de interacdo, T € a temperatura
absoluta e R é a constante universal dos gases. Assim, a determinacdo teorica de AGin;
para um conjunto de inibidores poderia ser usada para se prever quantitativamente as

afinidades enzima-inibidor como parte de estudos de planejamento de novos inibidores.

A perturbacédo de energia livre (FEP, Free Energy Pertubation) e a integracéo
termodinamica (IT) sdo dois métodos tedricos para estimar AGj.. Os dois métodos sdo
bastante precisos, com erros de aproximadamente 1 kcal/mol, mas o alto custo
computacional envolvido torna-se um problema em estudos com séries extensas de
ligantes (VAN GUNSTEREN et al., 1994; KOLLMAN 1993; BROOKS et al., 1988).

A energia de interacdo linear ( Linear Interaction Energy, LIE) € outro método
usado para a obtencdo de AGj,; (HANSSON et al., 1998). Os dados de energia livre
obtidos com este método envolvem simulagGes de dindmica molecular somente nos
estados inicial (ligante em solucdo) e final (complexo enzima-ligante), reduzindo o
custo computacional em comparacdo com as técnicas FEP e IT. Os efeitos polares e
apolares sao levados em conta separadamente. A porcéo eletrostatica ou polar pode ser
ajustada usando-se a aproximacao de resposta linear, enquanto que a apolar € calculada
usando-se uma formula empirica construida sobre um conjunto de dados experimentais,

segundo a Eq. 6.

AGin = a(<V ; >Iigado B <V : >Iivre )+ 'BKV : >Iigado B <V ) >Iivre) (Ea. 6)

Na Eq. 6, <V®'> representa o valor médio da energia de interacéo entre o ligante
e 0 meio circundante polar, um termo eletrostatico, <V-’> é o valor médio apolar, uma
funcdo de Lennard-Jones, a é o fator empirico que surge das interagdes apolares ¢ 3 € o
correspondente para interacdes eletrostaticas. O método de LIE é um método eficaz e
mais veloz do que os métodos FEP e IT para a determinacdo de energias livres de
interacdo, mas com um custo computacional ainda relativamente extenso, o que

dificulta seu uso em estudos envolvendo muitos ligantes (HANSSON et al., 1998).
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O método de Mecénica Molecular/Superficie de Poisson-Boltzmann
(MM/PBSA) foi utilizado para calcular a energia livre de interacdo AGiy de alguns
complexos em agua (ZAMPIERI et al., 2007; SRINIVASAN et al., 1998); neste
método, AGi,: pode ser aproximado pelos termos descritos na Eq. 7:

AG,, = AE,,, + 4G, —TAS (Eq. 7)
onde AEwm € a variacdo da soma das energias de mecanica molecular das moléculas,
que pode ser dividido em um termo eletrostatico (4Eg.) e um termo de van der Waals
(4Evpw), segundo a Eq. 8.

AE,, = AEg +AE 5, (Eq. 8)

Ainda na Eq. 7, o termo AGse, pode ser subdividido em dois termos de energia,
segundo a Eq. 9.

AG,,,, = AG, + AG,, (Eq. 9)

solv

Na Eqg. 9, os componentes polares e apolares da variacdo da energia livre de
solvatacdo séo representados por 4Gpe AGyp, respectivamente.

Outro método usado para o calculo de AGi,; € a composicdo de funcdes
empiricas. Estas funcbes reproduzem uma serie de informacdes experimentais ligadas a
energia livre de interacdo, postulando que ela pode ser dividida como uma soma de
diferentes termos de energia independentes (AJAY & MURCKO, 1995), segundo a Eq.
10.

InK, :%:ZcidGi ( Eq. 10)

Na Eqg. 10, ¢; sdo coeficientes ajustados empiricamente por método de regressao
multipla e A4G; representa qualquer termo independente que ird contribuir para a energia
livre de interacdo do complexo enzima-ligante. Mesmo com as limitacGes tedricas
envolvidas ao se fazer esta aproximacdo (WILLIAMS & WESTWELL, 1998), esta
metodologia empirica tem provido informagfes muito Gteis com custo computacional

mais baixo do que os métodos anteriores.

Estes modelos possuem um conjunto de resultados entélpicos e entropicos, que
incluem dados que podem ser determinados de forma separada, como a entalpia
relacionada a interacdo do complexo enzima-ligante, dessolvatacdo do ligante,
restricdes da mobilidade do ligante apds a interacdo e incluindo rotac@es internas entre

0s atomos que possuem ligacdo simples no ligante. Ainda que muitos termos sejam
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necessarios para descrever minuciosamente a energia de interagdo, um nimero limitado
de termos cuidadosamente selecionados pode ser suficiente para o caso de uma série de

moléculas similares estruturalmente.

Um exemplo é o estudo desenvolvido por Oliveira e colaboradores que
aplicaram o método a inibidores da metaloenzima fosfodiesterase 4 (PDE4) e obtiveram
a seguinte funcdo empirica (OLIVEIRA et al., 2006):

4G,,=0,012(4G,,,, +4495) +0,124H,,, +1,55N , —42,38 (Eq. 11)

solv

Na Eq. 11, o termo AHi,; esta relacionado a energia de interacdo enzima-ligante
em fase gasosa, 4Gs & energia livre de solvatacdo do ligante, e N g a0 nimero de
ligacGes do ligante que tém rotacdo livre restringida como consequéncia da interagédo
com a enzima; este ultimo termo esta relacionado diretamente com o custo entropico
envolvido no processo de perda de liberdade conformacional do ligante provocada pela
interacdo enzima-ligante. Varios métodos podem ser usados para calcular os termos
entalpicos envolvidos na interacdo entre o ligante e a enzima, que sdo baseados em
funcbes que variam desde totalmente empiricas, como a mecanica molecular, até
totalmente tedricas (métodos ab initio), passando pelos chamados métodos semi-
empiricos (JENSEN, 1999). O termo AHi, da equacdo 11 foi calculado apds um
processo de otimizacdo onde se fez uso de calculos quénticos semi-empiricos com o
método PM3 (STEWART, 1989-a,b).

A interacdo do ligante com a enzima provoca restrices as rotacdes internas.
Searle e colaboradores determinaram que, para cada rotacéo restrita como resultado da
interacdo com a enzima, a perda entropica (74S a 300 K) esta entre -0,38 e -0,86
kcal/mol (-1,59 e -3,60 kJ/mol) (SEARLE & WILLIAMS, 1992; SEARLE et al., 1992).

1.5 Energia Livre de Solvatacéo

Analisar os efeitos do solvente sobre as estruturas quimicas € fundamental para a
descricdo dos processos quimicos que ocorrem na fase condensada, sendo que mesmo
informacGes extraidas de modelos tedricos simplificados sdo Uteis na busca da

compreensdo do processo de solvatacdo (GRANT & RICHARDS, 1995).
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O tipo mais simples de modelo considera o solvente de forma implicita (modelos
de continuo). Este modelo ndo considera o solvente composto por moléculas
individuais, mas como um efeito de campo médio. Uma vantagem dos modelos de
continuo é o baixo custo computacional, muito inferior quando comparado com
modelos explicitos. Os modelos implicitos sdo apropriados para uma estimativa rapida
de energias livres de solvatacdo (RAUX, 2001)

A energia livre de solvatacdo em modelos de solvente implicito pode ser
convenientemente dividida em dois termos. Um termo polar onde as interagdes de curto
alcance entre o soluto e o solvente séo consideradas (trabalho de cavitagdo e interacao
de dispersdo soluto-solvente), e um termo polar-eletrostatico, onde as interacdes
eletrostéticas sdo tratadas. Consequentemente, a energia livre de solvatacdo pode ser
escrita como a soma das energias livres ndo-polar (AGnp) e eletrostatica (AGe)
(TRUHLAR et al., 1996), segundo a Eq. 12.

Um outro modelo alternativo a se considerar € 0 método COSMO (Conductor-
like Screenig Model) (KLAMT & SCHUURMANN, 1993), disponivel no programa
Mopac. Este modelo de continuo permite o célculo da entalpia de solvatacdo descrita
pela diferenga entre a entalpia de formagdo em solugdo (AHs) € a entalpia de formacéo

em fase gasosa (AHgss), segundo a Eq. 13.
AHgoly = AHgop - AHgé1s (EQ 13)

Nos casos onde as entropias de solvatacdo sdo muito menores do que as
entalpias de solvatacdo, o uso do método COSMO pode ser uma alternativa interessante

na comparacdo do efeito da solubilidade nos dados de atividade biolégica.

Uma abordagem geral para os modelos de solvatacdo mais discretos é a
combinacdo do tratamento explicito para um pequeno nimero de moléculas do solvente
com o modelo de continuo para as vizinhancas (ALEMAN & GALEMBECK, 1998).
Modelos pertencentes a esta abordagem podem produzir bons resultados mesmo nos
sistemas onde as moléculas do solvente estdo fortemente ligadas ao soluto, além de
fornecer possiveis informacdes sobre o processo de solvatacdo (BANDYOPADHYAY

et al.,, 2002). O maior problema associado com estes modelos de solvatacdo
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discreto/continuo é o custo e a qualidade da parte discreta do sistema. Outro modelo
desenvolvido que pode fornecer bons resultados sem utilizar uma quantidade elevada de
moléculas do solvente é o EFP (Effective Fragment Potential). O modelo EFP
representa as interacfes intermoleculares fracas entre as moléculas do soluto, descrita
por mecénica quantica, e as moléculas do solvente representadas pelos fragmentos do
potencial efetivo (BANDYOPADHYAY et al., 2002).

1.6 Modelagem Comparativa de Proteinas

A modelagem comparativa (ou por homologia) € uma técnica utilizada para
predicdo de estruturas 3D de proteinas (BAJORATH et al., 1993; JOHNSON et al.,
1994; ROST & SANDER, 1996). Algumas conclusGes gerais foram obtidas a partir de
observacOes armazenadas ao longo dos anos sobre as construgdes de proteinas com
estruturas determinadas experimentalmente, dentre elas (GRANT & RICHARDS,
1995):

I. Homologia entre seqiiéncias de amino&cidos implica em semelhanga estrutural e
funcional;

Il. Proteinas homologas apresentam regiGes internas conservadas, principalmente
constituidas de elementos de estrutura secundaria: hélices a e fitas (ou folhas) B;

I11. As principais diferencas estruturais entre proteinas homdlogas ocorrem nas regifes
externas, constituidas, principalmente, por al¢as (“loops™), que ligam os elementos de
estruturas secundarias.

A modelagem de uma proteina (proteina-alvo) pelo método comparativo baseia-
se no conceito de evolucdo molecular. Parte-se do principio de que a semelhanca entre
as estruturas primarias destas proteinas e de proteinas homdlogas de estruturas
tridimensionais conhecidas (proteina-molde) implica em similaridade de estruturas entre
elas. Em bibliotecas de acesso publico contendo estruturas de proteinas determinadas
experimentalmente, podem ser feitas buscas por estruturas moldes em potencial para
proteinas homdlogas. De uma lista de possiveis candidatos, a estrutura molde é
escolhida com base em um conjunto de normas, como o grau de similaridade entre a
sequéncia a ser modelada e as sequéncias molde, a qualidade experimental da estrutura
(resolucdo), a presenca de ligantes e cofatores. Embora em muitos casos a sequéncia
alvo possa ser modelada por apenas um unico molde, as vezes é necessario empregar
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mais de uma estrutura molde, cada uma usada para modelar um ou mais dominios
estruturais distintos da proteina-alvo (BORDOLI et al., 2009).

Os métodos correntes de modelagem de proteinas por homologia implicam,
basicamente em quatro passos sucessivos (SANTOS FILHO & ALENCASTRO, 2002):
« identificacdo e selecdo de proteinas-molde;

« alinhamento das seqliéncias de residuos;
» construcdo das coordenadas do modelo;
» validacao

A Figura 8 mostra um esquema geral do processo de modelagem comparativa de
proteinas. Para cada um dos passos existe um grande nimero de métodos, programas e

servidores especificos na rede mundial de computadores (Internet).

*l IDENTIFICACAO DE MOLDES |
1~ |
v

| ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS |

v

CONSTRUCAQ DA CADEIA PRINCIPAL
DAS REGIOES CONSERVADAS

- MODELAGEM DAS

Y F- CADEIAS LATERAIS

MODELAGEM DAS ALCAS 4—'

%
| "MODELO PRIMITIVO" |

L 4
[ oTiMiIZACAO E vALIDACAO |

Figura 8. Esquema geral da modelagem comparativa de proteinas (SANTOS FILHO &
ALENCASTRO, 2002).

A avaliacdo da qualidade da estrutura de uma proteina modelada é uma etapa
fundamental em todo o sistema, uma vez que ela ira delimitar sua possivel aplicacdo. A
porcentagem de identidade entre as sequéncias da proteina a ser modelada e do molde é

geralmente admitida como uma primeira avaliacdo da qualidade do modelo, uma vez
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que existir uma associacao direta entre o grau de identidade das sequéncias de proteinas
e 0 desvio dos atomos de carbono alfa (Ca) de seus cernes em comum (CHOTHIA &
LESK, 1986). Em geral, quando o grau de identidade é superior a cerca de 30%,
considera-se que é possivel obter um modelo confiavel (ROST, 1999).

A qualidade estereoquimica do modelo é de importdncia fundamental. O
programa mais utilizado na avaliacdo dos parametros estereoquimicos, 0 PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1993), avalia os comprimentos de ligacdo, os angulos planos, a
planaridade dos anéis de cadeias laterais, a quiralidade, as conformacgdes das cadeias
laterais, a planaridade das ligacGes peptidicas, os angulos torcionais da cadeia principal
e das cadeias laterais, o impedimento estérico entre pares de atomos nao ligados e a
qualidade do gréfico de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1968). O gréfico
de Ramachandran ¢ particularmente atil porque ele define os residuos que se encontram
nas regides energicamente mais favoraveis e desfavoraveis e orienta a avaliagcdo da
qualidade de modelos tedricos ou experimentais de proteinas.

E necessario avaliar também as interagBes entre a estrutura modelada e o meio,
essencialmente agua. Neste tipo de analise, pode-se usar o programa WHATCHECK
(HOOFT et al., 1996), que da informacbes sobre a formacdo de regides centrais
hidrofobicas, a acessibilidade de residuos e atomos a moléculas de solvente (agua), a
distribuicdo espacial de grupos i6nicos, a distribuicdo das distancias atdmicas e das
ligacGes hidrogénio da cadeia principal. No mesmo contexto, o programa PROSAII
(SIPPL et al., 1993) avalia o ambiente de cada aminoacido da proteina modelada
(validacdo localizada), tendo como referéncia o ambiente esperado em proteinas
analogas de alta resolucéo.

Outras metodologias baseadas em mecanica molecular, calculos de energia livre
de solvatacdo ou métodos estatisticos tém sido testados (SAUDER et al., 2000). Estas
metodologias sdo, em principio, capazes de estimar a qualidade da estrutura terciaria
dos modelos de proteinas.

A elaboracdo de modelos por comparacdo ou homologia requer o uso de
programas especializados em executar estas etapas, como a entrada nos bancos dados de
estruturas de proteinas. Em meio aos programas desenvolvidos para fazer estes
trabalhos, tem se destacado o servidor Swiss-Model [SCHWEDE et al., 2003], que pode

ser acessado livremente na rede pelo site http://swissmodel.expasy.org. Este servidor foi
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0 primeiro a permitir que as etapas necessarias para a modelagem de proteinas fossem

feitas de forma automatizada.

1.7 Métodos Computacionais de Modelagem de Estruturas Quimicas

A modelagem molecular tem sido empregada para, além de interpretar dados
experimentais, suprir limitagdes destes dados. Esta poderosa ferramenta vem se
desenvolvendo muito nas ultimas décadas devido ao desenvolvimento de computadores

e programas de computador cada vez mais sofisticados (HEHRE et al., 1998).

Para se modelar a estrutura 3D de um conjunto de a&tomos ligados entre si, pode-
se usar varios tipos de métodos, cuja escolha ird depender do tipo de estudo. Pode-se
dividi-los em dois grandes grupos: os métodos classicos, como a mecanica molecular, e

0S métodos quanto-mecénicos, como 0s métodos semi-empiricos e ab initio.
1.7.1 Mecanica Molecular

O procedimento geral dos métodos de mecéanica molecular (MM) € usar fungdes
parametrizaveis para descrever as diversas interagdes entre os atomos que compdem a
molécula, ou seja, fundamenta-se na possibilidade de particionar a energia total do
sistema em termos independentes. A forma de tais fun¢es depende da interacdo que se

quer descrever.

A MM ¢ um método com aplicacdo potencial em moléculas em seus estados
eletrénicos fundamentais, onde cada atomo € representado por uma esfera com uma
massa particular, em geral, sua respectiva massa atémica. As ligacdes quimicas sao
representadas por “molas” conectando as esferas, formando os sistemas moleculares. A
geometria dos sistemas moleculares é descrita pela diferenca das distancias (ou
tamanhos) de ligacdo, angulos de ligacdo e angulos diedros (angulos de tor¢édo), tratados
em fungdo de valores “ideais”, junto com as interagdes interatdmicas a distancia, como
as de van der Waals (vdW) e as de Coulomb — as chamadas interacfes ndo ligadas, pois
ndo dizem respeito a atomos diretamente ligados (Figura 9). Assim sendo, as equacdes
obtidas por MM consideram apenas o0s nlcleos dos atomos, na forma mencionada de
esferas, e ndo incluem os elétrons nos calculos (OLIVEIRA, 2005; JENSEN, 1999).
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Torgdo (modificacdo de diedro)

Dobramento
(modificacao
de angulo)

‘\lnteragées nao ligada;

Figura 9. Demonstracfes das principais interacfes ligadas (energias de estiramento,
dobramento e tor¢éo) e nédo ligadas consideradas em campos de forca em mecénica
molecular (TOMASI et al., 2005).

Os calculos de MM sdo utilizados para a determinacdo de geometrias e
conformac6es de equilibrio de moléculas, com energias relativas a cada nova geometria
determinada pela variacdo gradual das coordenadas dos atomos do sistema molecular
para produzir diferentes conférmeros (OLIVEIRA, 2005; SILVA 2005). Os calculos de
MM possuem a vantagem da simplicidade conceitual e computacional (ALMEIDA et
al., 2005), o que faz com que estes célculos sejam extremamente rapidos, com as
interacdes ndo-ligadas ocupando a maior parte do tempo de célculo. Suas aplica¢Ges séo
geralmente relacionadas a compostos organicos (incluindo biomacromoléculas, como
proteinas e acidos nucléicos), mas as aplicacbes em compostos organometalicos e
compostos de coordenacdo aumentam progressivamente. Como os célculos de MM séo
muito mais rapidos que os calculos mecanicos-quanticos, sistemas com até centenas de
milhares de &tomos podem ser tratados por este método (GROOT & GRUBBMULLER,
2001).

O método permite a construcdo de uma expressdo de energia chamada campo de
forca (OLIVEIRA, 2005). De forma simplificada, o campo de forca € escrito como uma
soma de termos, cada um descrevendo a energia necessaria para a “distor¢ao” da

molécula de uma forma particular (Equacéo 14):

27



EMM = Estr + Ebend + Etors + EvdW + EeI + Ecross (Eq 14)

Na Eq. 14, Eg representa a fungdo de energia para o estiramento da ligacéo,
Evend representa a energia requerida para o dobramento de um angulo, Es é a energia
torsional para rotagdo de uma ligacdo (modificagdo do angulo diedro), Evaw € Ee
descrevem as interacfes ndo-ligadas entre dois &tomos (van der Waals e eletrostética,
respectivamente) e Egoss descreve o acoplamento entre os trés primeiros termos,
formando os chamados termos cruzados (JENSEN, 1999). Os campos de forca da MM
sdo utilizados integral ou parcialmente por varios programas como um método rapido
de otimizacdo estrutural, ou em meio a vérias técnicas diferenciadas, como o docagem

(docking) molecular, que sera explicado a seguir.
1.7.2 Docagem Molecular

Na década de 1980, surgiu a técnica de docagem (ou atracamento ou
ancoramento) molecular (docking), utilizada quando as estruturas dos ligantes
(moléculas pequenas) e do seu sitio ativo de interacdo (geralmente de uma proteina)

estdo disponiveis, ou ainda para a docagem entre duas proteinas (KUNTS et al., 1982).

A identificacdo das caracteristicas moleculares responsaveis pelo
reconhecimento entre estruturas em sistemas biologicos € um assunto complexo, de
dificil simulacdo computacional. Com isto, a docagem molecular é, geralmente,
conceituada como um processo multi-etapas, onde cada passo introduz mais graus de
complexidade para a predicdo dos modos de interacdo do ligante com a proteina, 0s

chamados posicionamentos, ou “poses”’, que sao combinagdes de orientacdes e

conformac6es moleculares (KITCHEN et al., 2004; BROOIJAMS & KUNTZ, 2003).

A avaliacdo de todas as poses possiveis em um dominio protéico geraria um
namero enorme de combinacBes, geralmente bilhGes. Qualquer solucdo para este
problema requer uma excelente técnica de pesquisa e amostragem, capaz de explorar
adequadamente as orientacdes e as conformacbes de interacdo entre a proteina e o
ligante, e um bom entendimento do processo de reconhecimento molecular, para o
desenvolvimento das chamadas “fun¢des de pontuagdo”, fun¢des capazes de classificar
as poses de forma rapida e comparativa. Portanto, o processo € iniciado com a aplicacdo
de algoritmos de docagem capazes de posicionar as pequenas moléculas em um sitio de

interacdo na proteina, fazendo uma amostragem efetiva de regifes no espago proximas a
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solugdes “corretas”, sem que seja necessaria uma investigacdo exaustiva de todas as

poses (McCONKEY et al., 2002; JONES et al., 1997).

Devido aos graus de liberdade das conformacdes possiveis em uma molécula, o
teste das vérias possibilidades deve ser efetuado com acurdcia suficiente para identificar
a pose associada as melhores interacBes entre o0 receptor e a enzima, mas com
velocidade suficiente para permitir a avaliacéo de centenas de compostos. Os algoritmos
sdo complementados pelas fungdes de pontuagéo, designadas para classificar as poses,
por exemplo, pela avaliacdo de interagcdes entre 0s compostos e 0s alvos proteicos, além
de incluir efeitos entrdpicos e de solvatacdo (GOHLKER & KLEBE, 2002; HALPERIN
et al., 2002).

Para avaliar os métodos de docagem, é importante considerar como os ligantes e

proteinas séo representados pelos programas. Existem trés representacdes basicas:

| — Representacdo atdmica: em geral, apenas € usada em conjuncdo com funcdes de
energia potencial, ou durante procedimento de ordenamento, avaliagdo de varios
resultados de pontuacles iniciais, para uma reproducdo de interacdo mais proxima
possivel da realidade — pela complexidade computacional da avaliacdo das interacdes
atdmicas repetidamente (HALPERIN et al.,2002).

Il — Representacdo de superficie: programas baseados neste tipo de representacdo de
superficie sdo apenas utilizados para ancoramento entre duas proteinas (0 chamado
ancoramento proteina/proteina), pelo alinhamento de pontos de superficie, minimizando

0 angulo entre as superficies das duas moléculas (NOREL et al., 1999).

11 — Representacdo em grade: o uso de grades de energia potencial, iniciado por
Goodford em 1985, é feito por varios programas para o calculo de energia, acumulando
informacGes sobre a contribuicdo da energia da proteina como pontos em uma grade ou
rede, para que sejam lidas e utilizadas durante a pontuacdo da pose do ligante. Isto é
feito, por exemplo, com a soma de interaces de Coulomb (Equacdo 15) e de vdW
(equacdo 16), modelada como uma fungdo 12-6 de Lennard-Jones (KITCHEN et al.,
2004):
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Ecou(r)= ZZ 8 (Eq. 15)

=1 j=1 47T<90rij

Ee (=3 4 [ﬁj —{ﬁ) (Eq. 16)

=1 j=1 f L

Nas Eq. 15 e Eq. 16, Na e Ng representam o nimero de atomos das moléculas A
e B, respectivamente, g a carga de cada 4tomo; r;j a distancia entre eles e ¢ é a constante
dielétrica; ¢ representa a profundidade do poco do potencial; e o 0 didametro de colisdo
de atomos i e j (GOODFORD, 1985).

Os algoritmos utilizados para explorar o espago das orientacdes e conformacgdes
do ligante séo divididos em trés categorias basicas. A primeira constitui os denominados
métodos sistematicos, com algoritmos que exploram todos os graus conformacionais da
molécula, mas que possui o problema denominado “explosdao conformacional”. Varios
fragmentos moleculares sdo docados no sitio, sendo entéo ligados covalentemente um
ao outro, podendo ainda ser dividido em regides rigidas (nucleos) e flexiveis (cadeias
laterais) (LEACH, 2001).

Uma segunda categoria engloba os denominados metodos estocasticos, que
atuam promovendo mudancas aleatdrias em ligantes, de acordo com funcbes de
probabilidade, implementadas principalmente por duas metodologias: “Monte Carlo” e
“Algoritmo Genético (AG); esta ultima utilizada por varios programas, incluindo o
programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking”, otimizagdo genética para
docagem de ligantes — CCDC Ltd.). O AG utiliza uma estratégia evolucionaria para
explorar a variabilidade estrutural de um ligante flexivel, testando, simultaneamente
varios modos disponiveis de ligacdo em um sitio ativo proteico parcialmente flexivel
(KITCHEN et al., 2004; JONES et al., 1997).

Os métodos de simulacdo constituem a terceira categoria, sendo a técnica de
dindmica molecular (simulacdo dos movimentos e do espaco conformacional de
sistemas de particulas atbmicas [GOODMAM, 2000]) a mais utilizada neste tipo de
método. Estes calculos sdo mais demorados, por se tratarem de processos dindmicos

complexos, e devem apenas ser utilizados quando ndo ha uma grande barreira de
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energia a ser ultrapassada para a docagem, sendo necessario utilizar diferentes
fragmentos proteicos para que a técnica seja aplicada de forma mais adequada.

A avaliacdo e o ordenamento (classificacdo) das poses s&o um aspecto crucial
para da docagem, onde sdo usadas fungdes de pontuacdo, compreendendo Vvarias
suposicdes e simplificacdes na avaliagdo dos complexos formados. Os principais tipos
de funcbes de pontuacdo sdo: as baseadas em campo de forca, as empiricas e as
baseadas em conhecimento (KITCHEN et al., 2004).

Os métodos estocasticos podem buscar por poses com funces de pontuacdo
baseadas em campo de forca, implementadas com termos que combinam informacdes
de diferentes pontuacdes para balancear erros e melhorar a probabilidade na
identificagdo de poses “reais”. Tal implementacdo ¢ denominada “pontuagdo de

consenso”, fazendo com que as imperfeicdes no método de busca sejam diminuidas

(KITCHEN et al., 2004).

1.7.3 Programa GOLD

Na maioria dos programas de docagem molecular, as proteinas sdo consideradas
rigidas, o que corresponderia a existéncia de uma proteina em apenas um estado
conformacional, previamente definido. Porém, as proteinas se adaptam
conformacionalmente a um determinado ligante, para que o complexo tenha menor
energia possivel (ajuste induzido). Portanto, um bom modelo deve considerar algum
tipo de flexibilidade da proteina, para que cada ligante interaja, com a mais alta
afinidade, com a conformacdo da proteina de mais baixa energia — a conformacdo mais
provavel de ser encontrada ao interagir com um determinado ligante (CARLSON, 2002;
CARLSON & McCAMMON, 2000).

O programa GOLD foi desenvolvido por Jones e colaboradores (1997) para
explorar a flexibilidade conformacional do ligante com possibilidade de conferir
também flexibilidade parcial a proteina (algumas cadeias laterais e até fragmentos da
cadeia polipeptidica), fazendo com que a docagem ndo seja feita com a proteina
complemente rigida (JONES et al., 1997).
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A presenca de moléculas de dgua é comum em estruturas cristalogréficas e estas
podem ser consideradas livres para girar ou até para se deslocar translacionalmente no
programa GOLD. Para avaliar se uma molécula de &gua deve ser ou ndo deslocada, o
programa avalia a energia livre associada com a transferéncia da molécula do interior do
solvente até seu sitio de interacdo no complexo proteina/ligante. Desta forma, o
requerimento fundamental de que o ligante precisa deslocar moléculas de &agua
solvatantes da proteina para nela se ajustar € respeitado com grande sucesso na
identificacdo do sitio ativo experimental (JONES et al., 1997).

O AG ¢ inspirado nas idéias da Teorica da Evolucdo, com a selecdo de
operadores genéticos como o cruzamento e as mutagdes que atuam sobre o “codigo
genético” das poses, que define a orientacdo e conformagdo de cada uma delas. O AG
otimiza as solugdes encontradas em varias situagdes, sendo considerado um dos
melhores algoritmos de otimizagédo estocasticas, encontrando solu¢des muito proximas
as “verdadeiras” (as encontradas por métodos experimentais, como a cristalografia e
difracdo por raios-X). Tal método tem sido recomendado para problemas complexos,
que envolvem muitas variaveis (COSTA FILHO & POPPI, 1999; MORRIS et al.,
1998).

O AG envolve seis etapas basicas: a codificacdo das variaveis, a criagdo da
populacdo inicial, a avaliacdo da resposta (aptiddo), o cruzamento, a mutacdo e a
selecdo. A codificacdo das variaveis consiste na criagdo dos “cromossomos”, formados
por possiveis solucdes (ou seja, pelas conformacdes e orientacGes de um ligante frente a
uma proteina\sitio ativo), que podem ser definidas por um grupo de valores descrevendo
a orientacdo e a conformacdo do ligante docado, ou seja, seu genotipo; enquanto as

coordenadas atdmicas de um ligante correspondem ao seu fenétipo.

Com isto, temos a criacdo da populacdo inicial, constituidas por varios
cromossomos. A aptiddo dos individuos da populacdo é calculada a partir dos valores
descritos acima, baseados no mérito relativo das solugcdes encontradas, para saber quais
cromossomos serdo capazes de gerar a melhor resposta esperada, determinando com
qual probabilidade este cromossomo ira cruzar. Pares randémicos de cromossomos sao
cruzados, onde novas geragdes e cromossomos herdardo caracteristicas de seus “pais”.

Alguns passardo pelo processo de mutacdo, onde ocorrem permutacées nas informacoes
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contidas nos genes. A selecdo da descendéncia destas geracGes é baseada na aptiddo do
cromossomo: aqueles que melhor se ajustam ao seu ambiente sdo selecionados, e
aqueles que ndo se adaptam bem s&o abandonados (COSTA FILHO & POPPI, 1999;
MORRIS et al., 1998; JONES et al., 1997).

1.7.4 Mecanica quantica

A Mecénica Quantica (MQ) descreve as moléculas em fungdo da relacdo entre
nlcleo e elétrons, levando em conta a dualidade particula-onda da matéria, permitindo,
que, ao invés de se deslocar ao longo de uma trajetdria perfeitamente definida, uma
particula seja descrita por uma funcdo de onde (y), e como tal, para um sistema de
massa diminuta, haja indeterminacdo na sua posi¢do. A funcdo de onde ndo contém
caracteristicas deterministas, mas probabilisticas (ATKINS & PAULA, 2004; JENSEN,
1999).

Calculos da quimica quéantica, embora significativamente mais exigentes do
ponto de vista computacional, sdo rotineiramente utilizados, pois permitem obter
resultados quantitativos da termodinamica e da cinética molecular, propriedades de
estados de transicdo, estabilidade relativa de moléculas e mecanismos de reacdes
quimicas. Nesta metodologia, a descricdo das moléculas é dada pelas interacdes entre 0s
nucleos e os elétrons e a geometria molecular é dada pelos arranjos de energia minima
dos nucleos e elétrons. Os métodos da MQ baseiam-se na equagdo de Schrodinger,
proposta pelo cientista de mesmo nome, em 1926, para a determinacdo da funcédo de
onda de um sistema (Equacdo 17), que, no caso particular do atomo de hidrogénio
(préton de massa infinita), tem solucdo exata (ATKINS & PAULA, 2004).

2

{_h VEHV(, Y, Z)}//(x, y,2)=Ep(xy,2) (Eq. 17)

2m

Na Eq. 17, V2 é o Laplaciano, 7 é a constante de Planck h dividida por 2z, m é
a massa da particula, ¥(x,y,z) € uma funcdo de onda associada ao movimento da
particula, V(x,y,z) € um operador associado a energia potencial e E € a energia total da
particula. Esta é a equacdo de Schrddinger nas trés dimensdes (x,y,z), independente do
tempo. A equacdo independente do tempo € suficiente para resolver os chamados

problemas estacionarios, que constituem muitos dos problemas de quimica (ALCACER,
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2007). Todo o termo entre colchetes representa os operadores de energia cinética e
potencial e constitui um Unico operador matematico, chamado hamiltoniano H (Eq. 18).

Hy (r) =Ew(r) (Eq. 18)
Na Eq. 18, rrepresenta o conjunto das trés coordenadas do espaco.
1.7.5 Equagdes de Hartree-Fock

A solucdo exata da equacdo 18 s6 é possivel para sistemas de dois corpos um
elétron e um ndcleo. Para sistemas com mais do que um elétron, foram desenvolvidos
métodos aproximados, o mais popular é o método de Hartree-Fock (HF). Na
aproximacdo de HF, a funcdo de onda multieletrdnica é obtida pelo uso de um
determinante de produtos das funcdes de um elétron, chamado determinante de Slater
(ROGER, 2003).

Em uma molécula, a funcdo de onda espacial dos elétrons é chamada orbital
molecular (OM). Nas equacdes de Hartree-Fock (Eg. 19), considera-se que um elétron
no OM X; esta submetido ao campo dos nucleos e ao campo médio dos outros elétrons
em seus OM fixos, X; (LEACH, 2001).

fXi =Y &;X; (Eq. 19)
Na Eg. 19, f; é chamado de operador de Fock, que é um Hamiltoniano efetivo
monoeletrdnico para um elétron no sistema multieletrénico.

O operador de Fock depende do proprio orbital X; e assumido que cada elétron
se “move” num campo fixo provocado pelo nucleo e demais elétrons. Ao se resolver
estas equacdes, obtém-se 0 conjunto X; e, por sua vez, a energia do estado eletrdnico
para cada geometria nuclear (ANTUNES et al.,. 1999).

A estratégia de resolucdo das equacOes de Hartree-Fock é chamada de Método

do Campo Auto-consistente (SCF), que pode ser resumida nas seguintes etapas:
1- Arbitra-se um conjunto de OM iniciais X ;

2- Com este conjunto, calculam-se os operadores necessarios;
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3- Resolvem-se as equacdes de Hartree-Fock;
4- Novo conjunto X; é obtido; recomega-se a etapa 2.

O método SCF ¢ iterativo e prossegue refinando as solugdes X; , reduzindo a
energia eletronica total até que se alcance um dado valor que, segundo um critério de
convergéncia, ndo muda na interacdo seguinte; nesse momento, a autoconsisténcia foi
atingida (CASTRO, 2002).

1.7.6 Combinagéo Linear dos Orbitais Atdmicos (LCAO)

Roothan propds que os orbitais de Hartree-Fock fossem representados como uma
combinacdo linear dos orbitais atbmicos puros (Linear Combination of Atomic Orbital), que
compreende uma combinagdo de um grupo de fung¢Ges conhecidas, denominadas fungdes de
base (Equacéo 20) (LEVINE, 2000):

¥, = Zkllcvi(ﬂv (Eq. 20)

Na Eq. 20, os orbitais ¢, correspondem aos orbitais atdbmicos (AO) (as funcdes
de base). A proposta vem da nocdo de que nas proximidades de cada nucleo da
molécula, as solucdes de um elétron vao ser semelhantes as solugdes de um atomo
monoeletronico. Para a Equacao 20, existem K fungdes de base onde nem todos os OA
estdo ocupados por elétrons. Conjunto de bases minimo € o menor nimero de fungdes
com a capacidade de acomodar todos os elétrons de um sistema molecular (LEACH,
2001). Para melhorar a qualidade da representacdo dos elétrons sdo acrescentadas
funcdes de base adicionais, como é o caso dos conjuntos de bases com funcgdes difusas e
de polarizacdo. Para um dado conjunto de base e um dado determinante de Slater, o

melhor conjunto de coeficientes C,; € aquele para o qual a energia € minima (Eq. 21).

= =0 (Eq. 21)

O objetivo, entdo, € determinar o conjunto de coeficientes que minimiza a
energia do sistema (LEACH, 2001).
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1.7.7 Métodos Semi-Empiricos

Com a evolugédo da informatica, os computadores tornaram-se mais rapidos, mas
a aplicacdo dos métodos de primeiros principios (chamados métodos ab initio) em
sistemas com um grande nimero de atomos ainda pode levar a tempos de célculo
excessivamente longos (SOUZA, 2008).

Uma alternativa € utilizar modelos semi-empiricos, proveniente diretamente dos
modelos HF (LEACH, 2001). Primeiro, a dimensdo do problema é reduzida por tratar
apenas os elétrons da camada de valéncia (os demais sdo considerados parte fixa do
nacleo, formando o caroco ou “core”). Os atomos de hidrogénio e hélio sdo
representados por uma funcdo simples do tipo 1s. Elementos do segundo periodo
incluem funcdes simples do tipo s e um conjunto de fungdes do tipo p, por exemplo, 2s,
2Py, 2py, 2p;; para elementos de transicdo pode ser incluido um conjunto de fungdes do
tipo d. Integrais de dois elétrons sdo desprezadas ou parametrizadas. Como exemplos de
métodos semi-empiricos tém-se 0 CNDO (POPLE & SEGAL, 1965), INDO (POPLE et
al., 1965), MNDO (DEWAR, 1977-a,b), MNDO/d (THIEL, 1994), NDDO (POPLE,
1965), SAM1 (DEWAR et al.,1993), RM1 (ROCHA et al., 2006), PM6 (STEWART,
2007) e, o mais recente, PM7 (STEWART, 2013).

Simplificacdes adicionais foram introduzidas para agilizar os calculos e, mais
importante ainda, foi desenvolvido um meétodo para a introducdo dos parametros
empiricos. As parametrizacdes semi-empiricas sdo baseadas na reproducdo de uma
extensa variedade de dados experimentais, incluindo geometria no equilibrio, calores de
formacdo, momentos de dipolo e potencial de ionizacdo. Os métodos AM1 (DEWAR,
1985) e PM3 (STEWART, 1989-a,b) incorporam, essencialmente, as mesmas
aproximacdes mas diferem em suas parametrizacbes. Ambos tém sido largamente
usados na literatura e embora as diferencas nos resultados sejam pequenas, 0 método
PM3 é considerado, basicamente, uma melhoria do método AM1 em termos de

parametrizacao.

O método RM1 possui a mesma estrutura algébrica e 0 mesmo nimero de
parametros do método AML1, porém foi parametrizado de uma forma muito mais
elaborada (ROCHA et al., 2006). Assim como AMLI, as propriedades utilizadas no

conjunto de parametrizacdo foram: calor de formacdo, momento de dipolo, potencial de
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ionizagdo e variavéis geométricas (comprimentos e angulos de ligacdo). O método RM1
foi testado com base na comparacdo de todas as propriedades envolvidas na
parametrizacdo e com os métodos AM1 e PM3. Os resultados revelam que o método
RM1 apresenta um avango sobre os métodos anteriores (ROCHA et al., 2006).

O método PM6 também é considerado uma melhoria em comparacdo aos
métodos AM1 e PM3 em termos de parametrizacdo, sendo a maior parte das
aproximacdes utilizadas idéntica aquelas usadas nos métodos AM1 e PM3. As
diferencas estdo no melhoramento da avaliacdo das interacdes, otimizagdes geométricas,
calor de formacdo, momento de dipolo, potencial de ionizag&o e uso de parametros para
orbitais d de metais de transicdo (STEWART, 2007). Este novo modelo € um pouco
melhor que o seu predecessor, RM1. O erro médio entre as entalpias de formagéo,
calculadas por este método, em 1373 moléculas usadas como referéncia,
compreendendo elementos relevantes biologicamente, € de 4,4 kcal/mol, enquanto no
RM1 é de 5,0 kcal/mol.

Em 2013, foi disponibilizado um novo hamiltoniano, PM7, criado para descrever
com maior precisdo as interacfes ndo covalentes. A geometria prevista pelo método
PM7 apresenta uma melhoria sobre o método PM6. Erros nas geometrias de solidos
organicos simples previstas pelo PM7 sdo cerca de 26% menores do que aquelas
previstas pelo PM6. Parte disto pode ser atribuida as alteracGes nas aproximacfes para
a melhoria da otimizacdo dos parametros, mas a contribuicdo mais importante foi a

melhor representacao das interacdes intermoleculares (STEWART, 2013).

37



2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

O objetivo deste estudo é desenvolver modelos de previsdo da atividade de
séries de compostos sintéticos na inibicdo da AChE de Ae. aegypti e de T. californica.
Identificar e elucidar os provaveis mecanismos envolvidos na inibigdo, pois a
elucidacdo destes mecanismos poderd auxiliar o planejamento de substancias anti-

AChE. Para isso € preciso:

1. Construir um modelo da enzima AChE de Ae. aegypti, que possa contribuir para
os estudos de predicdo da atividade de compostos com potencial inseticida

contra o vetor da dengue;

2. ldentificar parametros tedricos que estejam associados com o processo de
inibicdo enzimatica da AChE de Ae. aegypti e de T. californica;

3. Estabelecer uma relacdo quantitativa entre estes parametros com a atividade
inibitéria de um conjunto de compostos (B-carbolinas, compostos mesoidnicos,
harmana e derivados), com o intuito de se propor modelos de predicdo de

atividade;

4. Utilizar os modelos propostos para a proposicdo de novos compostos com
atividade anti-AChE.
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3. METODOLOGIA

Para elucidar os possiveis mecanismos e propor modelos de inibicdo da AChE
de Ae. aegypti e T. californica pelos compostos B-carbolinicos, compostos mesoi6nicos,
harmana e derivados, buscou-se desenvolver modelos de inibicdo baseados em termos
de energia envolvidos na interacdo proteina-ligante, com o objetivo de se prever a
atividade dos compostos. A seguir, sdo descritas as etapas envolvidas neste

procedimento.

3.1. Construcédo de um Modelo de AChE de Aedes aegypti

Devido a auséncia de uma estrutura cristalografica, inicialmente foi feita uma
varredura no sitio Swiss Prot/TrEMBL (http://www.expasy.ch/sprot/), um banco de
dados de acesso publico de sequéncias primarias de proteinas, buscando-se estruturas da
AChE de Ae. aegypti. Até a realizacdo deste trabalho, estavam depositadas cinco
sequéncias da AChE de Ae. aegypti no banco de dados, sendo selecionada a de codigo
Q6A2E2 (MORI et al., 2007), por esta apresentar o maior niumero de aminoéacidos
(702).

Esta sequéncia foi usada na construcdo do modelo tridimensional no servidor
Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/), selecionando-se o melhor molde com a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que foi a estrutura
cristalografica depositada no PDB sob o cddigo 2CMF, uma AChE de T. califonica
complexada com o inibidor pentileno-bis-tacrina, obtida com resolucio de 2,5 A
(RYDBERG et al., 2006).

3.2. Modelos de Inibicdo das Enzimas AChE

3.2.1 Modelos de Inibi¢do da AChE de Torpedo californica

A primeira estrutura escolhida para o desenvolvimento dos estudos para 0s
modelos de predicdo foi a AChE do T. californica (RYDBERG et al., 2006), por esta
ser a enzima que cuja inibicdo foi avaliada experimentalmente em projetos de

Doutorado desenvolvidos por alunos do PPGQ/UFRRJ (Tabela 2) e por possuir muitos
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dados experimentais disponiveis na literatura. Os inibidores da AChE de T. Californica

foram divididos em trés séries:

O produto natural harmana (17), isolada pelo aluno de Doutorado do PPGQ
Marcelo F.A. Araujo, orientado pelo Dr. Mario G. Carvalho, e seus
derivados, preparados pelo Dr. Arthur. E. Kimmerle, (estruturas 17a — 179,
descritas na Figura 10) (TORRES et al., 2011).

Compostos mesoidnicos sintetizados pelo aluno de Doutorado do PPGQ,
Welisson Ferreira da Silva, orientado pelo Dr. Marco Edilson Ferreira Lima,
e avaliados pela aluna de iniciacdo cientifica, Paolla Cruz Linhares,
orientada pelo Dr. Vitor M. Rumjanek (estruturas 18a — 18h, descritas na
Figura 10).

B-carbolinas bivalentes (estruturas 19 — 26, descritas na Figura 12), cujos
dados de atividade foram obtidos da literatura (Tabela 3) (ROOK et al.,
2010)

Tabela 2. Dados experimentais da inibicdo in vitro da AChE de T. californica pela

harmana e derivados e pelos compostos mesoidnicos.

Harmanae 1Cs0 (uM)? Compostos ICso (uM)°

derivados mesoidnicos

17 380 18a 85,95+1,01
17a 5,33 18b 11,02 + 2,02
17b 6,36 18c 25,67 £ 2,60
17c 7,15 18d 57,53 +£0,38
17d 4,13 18e 40,96 + 2,11
17e 9,66 18f 20,21 £ 0,14
17f 5,71 189 195,95+ 0,42
179 1,74 18h 0,97 + 0,43

® Linhares (UFRRJ, 2012, dados ndo publicados).

® Torres (UFRRJ, 2011).
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Harmana 17 Derivados da Harmana

CHy I CHy 1
N - N
N I l\N I
\ \
17a Ry = CH3 17e Ry = CH,CH=CH,
17b R; = CH3CH, 17f R, = CH,CH,CH,CH,CH3
17¢ Ry = CH3CH,CH, 179 Ry = CH2-CgHg

17d Rl = CH3CH20H2CH2

Compostos mesoidnicos

18aR; = CH=CH-CH=CH R, =H

18b R; = CH=CH R,=H
/ﬁ_N 18cR; = 0 R,=H
\ e 18d Rl = CH2CH2 R2 =H
I'\’1/<S/L N 18e R, =0 R, = NO,
189 R; = CH,CH,CH,CH, R, =NO»
Rz 18f R; = CH,CH, R, = NO,
o 18h R; = CH=CH R, = NO,

L3

Figura 10. Estruturas de duas séries de compostos sintetizados na UFRRJ e avaliados
neste estudo: Harmana e derivados e compostos mesoidnicos.

Esta enzima possui algumas estruturas cristalograficas disponiveis no banco de
dados de acesso publico Protein Data Bank (PDB). Foi usada a AChE do T. californica,
depositada no PDB com o codigo 2CMF (RYDBERG et al., 2006). Essa estrutura
nativa contém uma molécula do inibidor pentileno-bis-tacrina co-cristalizada, que ocupa

tanto o sitio catalitico quanto o sitio periférico.

Para a elucidacdo dos possiveis mecanismos de inibicdo e os dados cinéticos
experimentais da AChE de T. californica pela harmana e derivados, compostos
mesoionicos e B-carbolinas bivalentes, procedeu-se com a docagem dos compostos,

usando o programa GOLD (CCDC Ltd), nos sitios catalitico e periférico da enzima.

As estruturas dos compostos mesoibnicos, derivados da harmana e f-carbolinas

bivalentes foram construidas e otimizados com o campo de forca MMFF no programa
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Spartan’08 (Wavefunction, Inc.). Os compostos foram, entdo, docados na enzima
usando o programa GOLD 5.1 (CCDC Ltd.) para identificar as melhores formas de
interacdo entre a molécula do ligante e a proteina. Para efetuar esse calculo, foi preciso
identificar um atomo proximo ao sitio ativo para definicdo do raio maximo no qual o
ligante iria interagir com a proteina; foram escolhidos dois 4&tomos para a AChE de T.
californica: o &tomo de oxigénio da cadeia lateral do residuo do sitio catalitico, Ser200,
e 0 atomo de carbono C., da cadeia lateral do residuo do sitio periférico Trp276. O
valor do raio do sitio de interagdo empregado foi de 15 A. Ap6s a docagem, foram
selecionadas entre as diversas poses, aquelas com os melhores valores de pontuagéo.
Foi escolhida a funcdo de pontuacdo ChemScore (ELDRIDE et al., 1997), por esta
levar aos melhores resultados de redocagem no processo de validag&o.

Tendo sido identificada a melhor pose entre cada ligante e a proteina, foi
efetuado o recorte da estrutura, utilizando o programa Rasmol 2.6 (SAYLE, 1995). O
recorte tem por finalidade diminuir o tamanho da estrutura com a qual serdo efetuados
os calculos quanticos, diminuindo o tempo de célculo. O recorte foi feito selecionando-
se todos 0s aminoéacidos com ao menos um atomo localizado dentro de um raio de 5 A,
tendo como centro cada ligante. O modelo de trabalho inicial foi constituido dos
residuos Tyr67, Val68, Asp69, Gly77, Ser78, Glu79, Met80, Trp8l, Asn82, Pro83,
Serl19, Asp273, Trp276, Asn277, Leu279, Phe281, Asp282, Ser283, 11284, Phe285,
Arg286, Phe327, Phe328, Tyr331 e Trp429 (Figura 11). Os residuos foram selecionados
de modo a se considerar as varias subunidades que compde os sitios de interacdo da

enzima.
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Figura 11. Exemplo de um recorte da estrutura selecionada da AChE de T. californica
(codigo 2CMF do PDB) com os aminoécidos localizados a 5 A da estrutura 18f, para os
calculos semi-empiricos.

Em seguida, as estruturas finais, com as ligacGes peptidicas fixas, foram
otimizadas com os métodos semi-empiricos PM6 (STEWART, 2007) e RM1 (ROCHA
et al., 2006), disponiveis no programa Mopac2009, sendo a entalpia de interacdo (AHint)

calculada pela Equacéao 22.

AHin: = AHs(complexo proteina/ligante) — [AH«(proteina) +AH¢(ligante)]  (Eq. 22)

Para a construcdo dos modelos de previsdo, também foram consideradas as
energias livres de solvatacdo pelo método SM5.4 (CRAMER & TRUHLAR, 1996) e as
entalpias de solvatacdo dos ligantes, pelo método COSMO (KLAMT &
SCHUUMANN, 1993), esta ultima calculada segundo a Equagé&o 13.
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3.2.2. Modelo de Inibi¢do da AChE de Aedes aegypti

Diferentemente da AChE de T. californica, ndo estdo disponiveis dados
experimentais da inibicdo da AChE de Ae. aegypti pelos compostos das séries descritas.
Para a proposicdo de um modelo de inibicdo da enzima AChE de Ae. Aegypti pelos
compostos em estudo, foi necessario construir um modelo tedrico de previsdo de
atividade eficiente. Foi desenvolvido um estudo baseado nos dados experimentais
obtidos por Rook e colaboradores (2010), que descreve compostos da classe das f-
carbolinas bivalentes sintetizados e testados em relacdo a atividade inibitoria frente a
AChE de Ae. aegypti (Tabela 3). Foram escolhidos 20 compostos para a construgéo do
modelo, buscando-se uma boa variabilidade estrutural e de atividade (Figura 12).

7\
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| — O}
H @ = |
Ry 1 =5 (253)
o N o g o)
Ng +|\/| =12 (250)
— XN — HC /=
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Ry =H XdJGblo.10 (208-20K
Ri=H X=pXilil ()
R =0H X=GHyp (2) N Gy

= N |
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/
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Figura 12. Estruturas das p-carbolinas bivalentes selecionadas (ROOK et al., 2010).
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Tabela 3. Valores de atividade de inibi¢do da enzima AChE de A. aegypti (ICsg e plCso)
das B-carbolinas bivalentes escolhidas para a constru¢cdo do modelo de inibicdo (ROOK
et al., 2010).

Composto I1Cs0 (NM) plCso Composto  1Cso (NM) plCso

19 845 6,073 20) 92 7,035
20a 430 6,367 20k 86 7,064
20b 7661 5,116 21 147 6,834
20c 278 6,556 22 4261 5,371
20d 595 6,225 23 564 6,249
20e 248 6,605 24 2567 5,591
20f 81 7,091 25a 280 6,553
209 113 6,947 25b 0,5 9,308
20h 125 6,903 25¢ 1,2 8,91
20i 63 7,201 26 27 7,569

As B-carbolinas bivalentes foram construidas e otimizadas com o campo de
forca MMFF no programa Spartan’08 (Wavefunction, Inc.). Os compostos foram,
entdo, docados na enzima usando o programa GOLD 5.1 (CCDC Ltd.). Para efetuar
esse célculo, foi preciso identificar um atomo proximo ao sitio ativo para definicdo do
raio maximo no qual o ligante iria interagir com a proteina. Na AChE de Ae. Aegypti,
foi escolhido o &tomo de oxigénio da cadeia lateral do residuo do sitio catalitico, Ser237
e o0 valor do raio do sitio de interacio empregado foi de 15 A. Apds a docagem, foram
selecionadas, dentre as diversas poses, aquelas com os melhores valores de pontuacéo.
Como antes, a funcdo de pontuacdo escolhida foi ChemScore (ELDRIDE et al.,1997),
por ser a funcdo que melhor reproduziu a interacdo do ligante (pentileno-bis-tacrina) em

seu préprio sitio de ligacdo na proteina.
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Apos ter sido identificada a melhor pose entre cada ligante e a proteina, foi
efetuado o recorte da estrutura, utilizando o programa Rasmol 2.6 (SAYLE, 1995). O
recorte foi feito utilizando-se um raio de 5 A, tendo como centro o ligante. O modelo de
trabalho inicial foi constituido dos residuos 1le66, Val67, Asp68, Thr69, Val70, Phe71,
Gly76, Ala77, Trp80, Asn8l, Phell2, Gly113, Gly114, Gly115, Tyr1l7, Serl18,
Gly119,Tyr126, Glul94, Ser195, Alal96, Asp273, Trp276, Gly277, Leu279, Gly280,
11281, Glu284, Tyr324, 11e327, Tyr328, Tyr329, Trp427, Met434, His435, Gly436,
11e439 (Figura 13).
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Figura 13. Exemplo de um recorte da estrutura do modelo para calculos semi-empiricos

da AChE de Ae. aegypti com os aminoécidos localizados a 5 A da molécula 26.

Em seguida, as estruturas finais com as ligacGes peptidicas fixas foram
otimizadas com os métodos semi-empiricos PM6 e RML1 e as entalpias de interacdo

(AHipn) calculadas conforme descrito na Eq. 22.
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3.3. Validagéo do Protocolo de Docagem por Redocagem

Para avaliar a qualidade das poses resultantes da docagem feita no programa
GOLD (CCDC Ltd.), foi realizado a docagem da estrutura do ligante co-cristalizada
(pentileno-bis-tacrina) em seu préprio sitio de interacdo, procedimento denominado
redocagem.

A partir da estrutura cristalogrédfica da AChE de T. californica 2CMF
(RYDBERG et al., 2006), foi selecionado o sitio de interacdo para a docagem da
pentileno-bis-tacrina a partir de 20 A das coordenadas cartesianas do atomo de carbono
627 do aminoacido Trp84. O procedimento foi feito com as quatro funcbes de
pontuacdo: ChemPLP (EXNER et al., 2009), ASP (BONET et al., 1997), ChemScore
(ELDRIDE et al.,1997) e GoldScore (VERDONK et al., 2003), disponibilizadas pelo
programa GOLD (CCDC Ltd). A fungdo ChemScore foi a que melhor reproduziu a

estrutura co-cristalizada do ligante no sitio ativo da enzima.

3.4. Modelo Empirico de Energia Livre

Em um estudo de ésteres de forbol como inibidores da proteina quinase C, Wang
e colaboradores combinaram calculos de entalpia de interacdo, solubilidade e
consideracfes de entropia em um ciclo termodinamico, que permitiu a predicdo de
energia livre de ligacdo que se correlacionou muito bem com medidas de constantes de
inibicdo (WANG et al., 1994). Com base em um ciclo semelhante, foi desenvolvido por
Oliveira e colaboradores um modelo de energia livre aplicado a inibidores da enzima
fosfodiesterase 4 (OLIVEIRA et al., 2006). A expressao geral é dada pela Eq. 23.

RTInICso = Cl(AGsow +C, )n +C3AHint + C4N g + Cs (Eq 23)
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Os termos de energia de solvatagdo AGsgy foram determinados dois métodos no
presente trabalho: SM5.4 (CRAMER & TRUHLAR, 1996) e COSMO (KLAMT &
SCHUUMANN, 1993). O erro médio na energia de solvatacdo para 215 moléculas
neutras calculadas pelo método SM5.4 foi de 0,44 kcal/mol e de 4,3 kcal/mol para 34
espécies carregadas (CHAMBERS et al., 1996). Os termos de AHi,; foram calculados
pelos métodos semiempiricos PM6 e RM1, como discutido anteriormente (Eq. 22).
Neste trabalho, como proposto anteriormente, o termo Ni g € 0 numero de ligagdes
rotacionaveis que tem a rotacao restringida devido as interacbes com os atomos do sitio
ativo. Ao aplicar um procedimento de regressdao multipla para desenvolver o melhor
modelo possivel, foram obtidos os coeficientes C1-C5 por ajuste da Eq. 23 aos valores

experimentais de atividade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modelos de Inibicdo da AChE de Torpedo californica

O sitio ativo da AChE de T. californica, obtido a partir dos dados
cristalogréaficos da enzima 2CMF (Rydberg et al., 2006), foi usado nesta etapa. As
estruturas e os complexos melhor classificados pelo programa de docking molecular
foram submetidos a otimizacdes de geometria com métodos semi-empiricos para avaliar
os termos que influenciam a atividade de inibidores enzimaticos, de acordo com o
modelo empirico proposto por Wang e colaboradores (WANG et al.,1994) e adaptado
por Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al., 2006), conforme discutido no item 3.4.

O modelo proposto por Wang e colaboradores para o estudo de inibidores da
proteina cinase C levou em consideracdo o efeito da particdo dos ligantes entre a fase
aquosa e a fase lipidica, porque a proteina cinase C ¢ uma enzima de membrana, sendo
necessaria a passagem dos ligantes do meio aquoso para a membrana antes dos ligantes
interagirem com a proteina (WANG et al., 1994). No nosso caso, os dados de atividade
foram obtidos com a AChE soluvel e 0 modelo precisa ser adaptado. Assumindo o ciclo

termodinamico:

AGint
TAG  1]AG TIAG,
AG3

L(g) + AChE(g) Sy L’AChE(g)

onde L é um ligante e L ®AChE é um complexo entre o ligante L e a AChE, podemos

escrever para dois ligantes A e B:

AGh = AG) + AG} + AGL + AG)

int

AGE = AG] + AG} + AGS + AG)

int

AGE — AGE

int int

=(AG! —AGE)+(AG) —AG? )+(AG) —AG? )+(AG, —AG))
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Como os termos AGz s6 dependem da enzima e os termos AGs S&80 muito
dependentes da enzima, visto que o ligante no complexo estard dentro da enzima,

podemos resumir que:

AG, = 4G,
AG, = AG,
Assim, temos:
AGA —AGE, = (AG) — AGP) + (AG, — AGY)

Se AGiy: for conhecido para um composto de referéncia, por exemplo o ligante B:

AGA

int

= (AG + 4G} )+(AG., — AG] — AG}) (Eq. 24)

int

ou

2,303RTIogK* = (AG. + AGL )+(2,303RTlogK ® —AG? - 4G®)  (Eg. 25)

Para uma série de ligantes tendo o ligante B como referéncia, o segundo termo
da equacdo (25) é uma constante. Se todos os termos de energia livre da equacédo (25)
pudessem ser determinados teoricamente de forma precisa para o ligante A, seria
possivel usar a equacdo diretamente para prever o K; do ligante A (conhecido o K; do
ligante B). Como hé incertezas na determinacdo dos termos de energia por métodos
tedricos e na propria determinacdo experimental de K;, para maximizar a capacidade
preditiva da equacdo € preciso calibra-la por coeficientes determinados por ajuste da
equacdo a dados experimentais disponiveis de atividade. Em nosso caso, ndo estdo
disponiveis dados de Kj, mas sim de 1Cso. No entanto, como K e ICs estdo relacionados
linearmente (equacdo de Cheng-Prusoff), uma equacdo semelhante se aplica para a

predicao de 1Cso, com mudancas apenas nos valores dos coeficientes de ajuste.

A questdo agora € como determinar AG; e AGs para os ligantes. O termo AG3
pode ser separado em um termo AH3 e um termo -TASs. Nesse trabalho, o termo AH;
corresponde ao termo 4Hi,: da Equacdo 22 e foi calculado pelos métodos semiempiricos
PM6 e RM1, conforme apresentado na Metodologia. De acordo com o discutido por
Wang e colaboradores (1994), nesta equacéo, a perda entropica do processo de interacédo

entre um ligante e uma enzima pode ser resumida a perda entrépica associada as
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ligacGes rotacionaveis que tem a rotagdo restringida devido as interacbes com atomos do
sitio ativo. Assim, -TAS; pode ser substituido pelo produto do nimero destas ligagdos
rotacionaveis “congeladas”, Nig, por um nimero que representa a perda entropica por
ligagéo.

O termo AG; é de avaliagdo mais dificil e Wang e colaboradores (1994)
sugeriram uma funcdo quadratica de log(WS) para representd-la, onde WS é a
solubilidade aquosa dos ligantes. Neste trabalho, optamos por avaliar AG; mais
diretamente, pelo calculo da energia de solvatacdo 4Gsy com 0 modelo de SM5.4 do
programa PC Spartan Pro (Wavefunction, Inc.). O uso de uma funcdo quadratica pode
ser explicado porque a enzima estudada por Wang e colaboradores foi a proteina
quinase C, uma enzima de membrana. Assim, nesse caso, 0S cCOmpostos para serem
ativos deveriam apresentar solubilidade tanto na fase aquosa quanto na fase lipidica, ou
seja, deveriam ter uma solubilidade intermediaria. Compostos muito sollveis em agua
devem ser pouco soliveis na fase lipidica e vice-versa, o que seria prejudicial para a
atividade. Assim, considerando a atividade como funcdo da solubilidade, ela deve
alcancar um maximo em valores intermediarios, o que é bem reproduzido por uma

funcéo quadratica.

No caso do ensaio in vitro com a AChE, que € uma enzima solivel, os
compostos deveriam apenas apresentar uma boa solubilidade aquosa para terem boa
atividade, sendo a dependéncia da atividade com a solubilidade possivelmente bem
descrita nesse caso por uma simples funcéo linear. No entanto, o canal que conduz ao
sitio ativo da AChE e o sitio periférico tem um forte carater aromatico e compostos
mais hidrofobicos podem ter alguma vantagem em interagir com a AChE, a0 menos
nessas regides. Desse modo, optamos por avaliar tanto a dependéncia linear quanto a

quadrética para o termo 4Gsoy Na equacao final, Eq. 26.

2,303RTlogIC,, =¢,(AG,,, +C, )" +C,4H, , +C,N  +C; (Eq. 26)

solv

Na Eqg. 26, n pode ser 1 ou 2 e os coeficientes c;-cs foram obtidos por ajuste da
Eqg. 26 ao se aplicar uma regressdao multipla aos valores experimentais de atividades

(ICsp). O termo independente cs representa o segundo termo Eq. 25.
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A equacdo proposta (Equagédo 26) foi aplicada, primeiramente, aos resultados de
inibicdo da AChE de T. californica por dois conjuntos de compostos obtidos por grupos
da UFRRJ: harmana e derivados e compostos mesoidnicos. A equagdo também foi

aplicada em resultados da inibi¢cdo da AChE por -carbolinas, obtidos da literatura.

4.1.1 Modelo de Inibicdo da AChE de T. Californica pela harmana e derivados

O produto natural harmana, isolado pelo aluno de doutorado Marcelo Aradjo, e
os derivado da harmana, sintetizados por Torres e colaboradores, (Torres et al., 2011)
apresentam semelhanga estrutural com um inibidor da AChE, tacrina (figura 2),
sugerindo a possibilidade dela e de seus derivados atuarem como inibidores da AChE.
Sua utilizagdo foi avaliada quanto a cinética de inibicdo da enzima AChE de T.
californica. Os resultados da avaliacdo tedrica dos termos que determinam a atividade

estdo na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de entalpias de interacdo calculadas pelos métodos PM6 (AHiy ") e

RM1 (4H;: *™), nimero de ligacBes rotacionaveis (Nir) “congeladas”, entalpias de

solvata¢ao (AHsy) € energias livres de solvatagao (AGsoly) dos derivados da harmana.

Estrutura  AH™®®  AH™?2  AHg” AGgon* Ngr loglCs
17 -3 11 -7,89 -8,008 1 2,58
17a -101 -111 -62,11 -42,715 1 0,73
17b -64 -66 -43,87 -41,230 2 0,80
17c -137 -155 -43,11 -40,245 3 0,85
17d -85 -71 -42,83 -39,935 4 0,62
17e -175 -130 -43,02 -39,614 3 0,98
17f -137 -87 -49,80 -39,761 5 0,76
179 -78 -112 -42,38 -40,155 2 0,24

® AHin=AHg,-(AHg+AH,) (kcal/mol).
® Entalpia de solvatacéo calculada pelo método COSMO (kcal/mol).

¢ Energia livre de solvatacdo determinada com o método SM5.4 (em kcal/mol).
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¢ Determinado pela analise da estrutura otimizada.

¢ Atividade determinada na AChE de T. californica por Torres et al., 2011.

As equacOes foram buscadas utilizando-se todos os inibidores e seus dados da
tabela 4. A equacdo obtida com os melhores parametros estatisticos é representada
abaixo.

logIC., = 0,0284H ,,+0,0034H " —0,076N . +2,632 (Eq. 27)

solv int

(r*=0,76; Dp=0,57)

As equacdes obtidas com AGg € AHi M apresentaram piores parametros
estatisticos ou coeficiente de regressdo multipla inadequados. Uma dependéncia linear
(n = 1) de loglCsp em AHsy foi suficiente para uma boa correlagdo, 0 que sugere que
nesse caso as interacdes com regibes hidrofobicas sdo pouco importantes para o
processo de inibicdo da enzima.

Anaélise das contribuicdes dos parametros da equacgdo 27 demonstrou que AHiy; é
0 termo que apresenta a maior influéncia na atividade biologica dos compostos, sendo
este um termo que contribui para reduzir o valor de loglCsy, Ou seja, para elevar a
atividade (Tabela 4). A segunda maior contribuicdo é do termo entrépico (N.r), seguido

da entalpia de solvatacdo (AHso).

Tabela 5. Valores de contribuicdo de cada termo da Equacéo 27.

Compostos  0,0284H,, 0,0034Hf™ —0,076 N ,

17 -0,221 0,033 -0,076
17a -1,739 -0,333 -0,076
17b -1,228 -0,198 -0,152
17c -1,207 -0,465 -0,228
17d -1,199 -0,213 -0,304
17e -1,205 -0,390 -0,228
17f -1,394 -0,261 -0,380
179 -1,187 -0,336 -0,152
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Apesar do termo N_gr apresentar uma influéncia significativa na atividade, ele
tem pouca influéncia na discriminacdo na atividade dos compostos, visto que a sua
variacdo entre um inibidor e outro € limitada. Mesmo ao se eliminar este termo, ainda
foi obtido um modelo de predicdo com uma correlacdo semelhante & anterior (r?=0,74;
Dp=0,42).

logIC,, =0,0034H _,, +2,5094H ™ +0,029 (Eq. 28)

solv int

Na Tabela 6 estdo os dados de loglCsg tedricos obtidos com o melhor modelo,
existindo variagéo entre 0,18 e 0,67 em comparacgdo aos dados experimentais.

Tabela 6. Comparacédo dos valores de loglCsy medidos experimentalmente e loglCso
tedricos calculados pela Equagéo 27.

EStrUtU ra |Og I C50 exp |Og I C50 calc AlOgICSO

17 2,58 2,36 0,22
17a 0,73 0,42 0,31
17b 0,80 1,01 0,21
17c 0,85 0,67 0,18
17d 0,62 0,87 0,25
17e 0,98 0,75 0,23
17f 0,76 0,55 0,21
179 0,24 0,91 0,67

A correlacdo linear feita a partir dos dados teoricos e experimentais de loglCs
teve os valores R = 0,86 e Dp=0,37. O grafico da Figura 14 mostra o resultado da
correlacdo linear. Esses resultados indicam que o modelo é adequado para prever a

atividade de inibicdo da enzima AChE de T. californica pelos derivados da harmana.
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Figura 14. Representacdo da correlacdo linear entre os dados experimentais e teoricos

para a inibicdo da AChE pela harmana e seus derivados. R é o coeficiente de correlacéo

linear, Dp representa desvio padréo e N é o nimero de compostos.
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4.1.2 Modelo de Inibicdo da AChE de T. californica compostos mesoionicos

Os mesmos procedimentos foram feitos para 0s compostos mesoidnicos, em
relagdo ao sitio da enzima AChE de T. californica. Todos os célculos semi-empiricos
foram realizados com os compostos na forma neutra (com o N exociclico nédo

protonado). Os dados utilizados estéo na Tabela 7:

Tabela 7. Valores de loglCs; medidos experimentalmente, entalpia de interacdo
calculada pelos métodos PM6 (4H™°), nimero de ligagdes rotacionaveis (Nyg)
“congeladas” durante a ligagdo e entalpia de solvatagdo (A4Hs) dos compostos

mesoidnicos, utilizados neste trabalho na forma neutra.

Estrutura loglCso®  AH™°  AH,° Nir“
18a 1,93 6,47 -20,93 6
18b 1,04 1,04 -19,74 5
18c 1,41 2,02 -18,75 4
18d 1,76 -6,98 -20,03 6
18e 1,61 29,40 -20,53 4
18f 1,31 9,24 -25,31 8
189 2,29 7,41 -21,82 6
18h 0,01 1,97 -22,80 5

% Atividade determinada na AChE de T. californica por Linhares ( 2012, dados ndo publicados).
® AHin=AHg -(AHe+AH,).
¢ Entalpia de solvatacdo calculada pelo método COSMO ( kcal/mol).

¢ Determinado pela anélise da estrutura otimizada.
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Os melhores modelos encontrados foram:

logIC,, =-0,0284H,, —0,7234H

solv

o, +0,0484H V¢ +0,819N, . —6,032 (Eq. 29)

(r’=0,78; Dp=0,48)
loglC,, =—0,0244H2,,—0,5184H

solv

0,046 AHV® +0,825N, . —3,421  (Eq. 30)

(r’=0,85; Dp=0,47)

As melhores equagfes encontradas por regressdo multipla apresentam um termo
quadratico do AHs, COmo proposto por Wang e colaboradores (WANG et al., 1994)
(Equacéo 26), sugerindo que, para essa série, as melhores atividades sdo alcancadas por
compostos que apresentam valores de solubilidade intermediario, ou seja, que ndo s&o
nem muito hidrofilicos nem muito hidrofébicos. Foram obtidas duas equa¢Ges com boa
correlacdo com os valores experimentais de loglCsy, gerando bons parametros
estatisticos. No entanto, a Equacdo 30 foi obtida eliminando-se uma estrutura, 18b,
buscando-se uma melhor correlagcdo. A Equacdo 29 foi obtida sem eliminar nenhum
composto. A estrutura 18b apresenta como espagador o grupo —CH=C-, que foi
modelado com a configuracdo mais estavel E; uma razdo para a necessidade de retirada
deste composto € que a estrutura avaliada na inibicdo enzimatica poderia ser, na
verdade, uma mistura dos diastereoisémeros E e Z, diferente do que foi considerado no
modelo teorico. Ao se descartar a contribuicdo desse composto, foi obtida a Equacéo 30
mostrada acima.

A analise das contribuicdes dos parametros utilizados neste modelo demonstrou
que a entropia das ligacGes congeladas, a entalpia de solvatacdo e a entalpia de interacédo
sdo o0s termos que apresentam, nesta ordem, as maiores influéncias na atividade
biolégica dos compostos utilizados. Todos estes termos juntos contribuem para reduzir

o valor de loglCso, ou seja, para elevar a atividade (Tabela 7).
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Tabela 8. Valores de contribuicdo variavel de cada termo da Equagdo 29.

Compostos  (-0,0284H2,,—0,7234H,,,) 0,048 AH"® 0,819 N,
18a 2,887 0,312 4,914
18b 3,381 0,050 4,095
18¢ 3,730 0,097 3,276
18d 3,268 -0,337 4,914
18e 3,062 1,417 3,276
18f 0,391 0,445 6,552
18g 2,467 0,357 4,914
18h 1,956 0,095 4,095

Na Tabela 9 estédo os valores loglCs, tedricos obtidos com o melhor modelo para
0S compostos neutros, existindo variacdo entre 0,02 e 0,58 em comparagdo aos dados
experimentais. A correlacdo linear feita a partir dos dados teoricos e experimentais de
loglCsp teve os valores R=0,88 e Dp=0,34. O gréafico da Figura 15 mostra o resultado da
correlacdo linear. A boa correlacdo encontrada entre os dados de atividade calculada e
experimental sugere que o modelo tedrico desenvolvido é adequado para a

determinacdo da atividade inibitoria dos compostos mesoibnicos.
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Tabela 9. Valores de loglCs, medidos experimentalmente e loglCs, tedrico calculados
pela Equacédo 29.

Estrutura 10g1Cso exp l0og1Csp calc AloglCs
18a 1,93 2,08 0,15
18b 1,04 1,49 0,45
18c 1,41 1,07 0,34
18d 1,76 1,81 0,1
18e 1,61 1,72 0,11
18f 1,31 1,36 0,05
189 2,29 1,71 0,58
18h 0,01 0,12 0,02

251

00 05 10 15 20
LogIC,_ Tedrico

Figura 15. Representacdo da correlacdo linear entre os dados experimentais e tedricos
para a inibicdo da AChE pelos compostos mesoidnicos. R é o coeficiente de correlagcdo

linear, Dp representa desvio padrdo.
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4.1.3 Modelo de inibi¢éo das p-carbolinas bivalentes

Para este estudo, usamos os dados experimentais obtidos por Rook e

colaboradores, que conectaram duas unidades de p-carbolinas (pirido[3,4-b]inddis) com

espacadores de comprimento varidvel (Fig. 12) e determinaram o perfil de inibicdo

desta série sobre a enzima AChE de T. californica (ROOK et al., 2010). A avaliacdo

tedrica dos termos que determinam a atividade esta na tabela 10.

Tabela 10. Valores de plCsy medidos experimentalmente, entalpia de interagédo
calculada pelos métodos PM6 e RM1 (4H™® e AH™ em kcal/mol), nimero de

ligagBes rotacionaveis (N_gr) “congeladas” durante a ligacdo e a energia livre de

solvatacdo (AGsy, kcal/mol) e entalpia de solvatacdo (AHgy, kcal/mol) das B-

carbolinas bivalentes na enzima TcAChE.

Estrutura plCso? AHTVEY A gRMID AGgon® AHgon® N g
19 6,07 9481  -83,09 -42,26 78,19 2
20a 6,37 8938 -7941  -13861 12470 3
20b 5,12 163,13 -160,44  -13392 20454 4
20c 6,56 01,87  -8436  -12786 898 5
20d 6,23 140,72 127,52 122,64 18336 6
20e 6,61 8513  -7567  -12035 0654 7
20f 7,09 144,22 -12860  -11661 20234 8
209 6,95 163,46  -163,14  -11369 9198 9
20h 6,90 12442  -9888  -110,31 694 10
20i 7.20 168,72  -160,31  -108,37 214,84 11
20j 7,04 13445  -10450  -107,04 18574 12
20k 7,06 14385  -100,30  -104,74 202,17 13
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21 683  -18628  -16954  -121,85 23204 4

22 5,37 349,28  -287,46  -13334 (228 6
23 6,25 89,24  -8276  -12461 1196 7
24 5,59 -95,82 -85,02 40,95 13355 1
253 6,55 159,05  -159,96  -112,15 21046 6
25b 9,31 12563  -101,67  -l01,88  169.94 10
25¢ 8,01 110,49 -109,90  -97,21 20,34 13
26 7,57 271,17 21846  -1158 15470 10

? Atividade determinada em AChE de T. californica (Rook et al., 2010).
® AHiy=AHg-(AHg+AH)).
¢ Energia livre de solvatagdo (método SM5.4).
¢ Entalpia de solvatacdo (método COSMO).

¢ Determinado pela analise da estrutura otimizada.

As equacOes foram obtidas por regressdo multipla, mas em nenhuma delas foi
necessaria a inclusdo do termo quadratico do AHsy € AGsoy, COMO Nno caso dos
derivados da harmana. E interessante observar que tanto os derivados da harmana
quanto as B-carbolinas apresentam-se em geral como cations, diferentemente dos
COmpostos mesoidnicos.

Obtiveram-se duas equagdes com boa correlacdo com os valores experimentais
de pICso, com parametros estatisticos satisfatorios. Para se chegar a estas equacdes, foi
necessaria a eliminacdo de quatros estruturas buscando-se uma melhor correlacdo, as
estruturas 20b, 22, 25b e 25c. Ao se descartar a contribuicdo desses compostos, foram

obtidas as equac¢des abaixo:

pIC,, =—3,749x10* 4H ,,, —0,0054H " +0,085N . +5,442 (Eq. 31)
(r*=0,82; Dp=0,23)
pIC,, =—9,067x10* 4G,,,, —0,0054H ™ +0,092N, , +5,309 (Eq. 32)

(r*=0,81; Dp=0,24)
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Neste caso, ndo é muito clara a razdo da eliminagdo destes compostos. A maior
parte dos compostos desta série tem como espacadores cadeias polimetilénicas, muito
flexiveis, o que aumenta o numero de possibilidades conformacionais e, em
consequéncia, as chances do programa de docagem produzir um falso positivo. Devido
a natureza aleatoria da geracdo das poses iniciais pelo programa de docking, isso pode

ter acontecido para algumas estruturas e outras néo.

A melhor correlagdo foi obtida com a equacdo 31. A analise das contribuicGes
dos parametros utilizados no modelo 31 demonstrou que a entropia das ligacdes
congeladas representadas pelas variacdes do Nigr € 0 termo que apresenta a maior
influéncia na atividade bioldgica dos compostos utilizados, sendo este termo que
contribui para elevar o valor de pICso, Ou seja, para elevar a atividade (tabela 10). O
segundo ¢ a entalpia de interagdo (AHin) € 0 terceiro em contribuicdo € a entalpia de

solvatacdo (AHgon).

Tabela 11. Valores de contribuigdo de cada termo da Equagéo 31

Compostos  3,749x10* 4H_,,, -0,0054H " -0,085N

solv int

19 0,046 -0,415 -0,170
20a 0,049 -0,396 -0,255
20b* 0,077 -0,801 -0,340
20c 0,045 -0,421 -0,425
20d 0,065 -0,636 -0,510
20e 0,045 -0,378 -0,595
20f 0,073 -0,642 -0,680
209 0,082 -0,814 -0,754
20h 0,064 -0,493 -0,849
20i 0,071 -0,800 -0,934

62



20 0,052

20k 0,059
21 0,079
22* 0,028
23 0,050
24 0,038
25a 0,092
25b™ 0,077
25¢* 0,055
26 0,066

-0,521

-0,501

-0,846

-1,434

-0,413

-0,424

-0,798

-0,507

-0,548

-1,090

-1,019

-1,104

-0,340

-0,510

-0,595

-0,085

-0,510

-0,849

-1,104

-0,849

" Estruturas eliminadas para a obtencdo da Equagéo 32.

Na Tabela 12 estdo os plCsy tedricos obtidos com o melhor modelo, existindo

variacao entre 0,01 e 2,59 em comparacao aos dados experimentais. A correlacéo linear

feita a partir dos dados tedricos e experimentais de plCsy teve os valores R = 0,90 e

Dp=0,22. O gréafico da Figura 16 mostra o resultado da correlacédo linear.

Tabela 12. Valores de plCso medidos experimentalmente e plCsg tedrico calculados

pela equacéo 31.

Estrutura  plCsg ca PICso ey APICse™™
19 5,98 6,07 0,09
203 6,04 6,37 0,33
20b* 6,51 5,12 1,39
20c 6,24 6,56 0,32
20d 6,52 6,23 0,29
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20e
20f
20g
20h
20i
20j
20k
21
22*
23
24
25a
25b*
25¢c*

26

6,37

6,69

6,94

6,72

7,11

6,93

6,99

6,55

7,36

6,40

591

6,66

6,72

7,04

7,32

6,61

7,09

6,95

6,90

7,20

7,04

7,06

6,83

5,37

6,25

5,59

6,55

9,31

8,91

7,57

0,24

0,40

0,01

0,18

0,09

0,11

0,07

0,28

1,99

0,15

0,32

0,11

2,59

1,87

0,25

*Estruturas eliminadas para a obtencdo da equacéo 31.

**Em modulo.
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Figura 16. Representacdo da correlacdo linear entre os dados experimentais e teoricos
para a inibicdo da AChE de T. californica pelas p-carbolinas. R é o coeficiente de
correlacdo linear, Dp representa desvio padréo.

4.1.4 Avaliacao da construcdo do modelo do sitio ativo da AChE de Aedes aegypti

O alinhamento das sequéncias primarias do modelo e da proteina molde foi feito
no programa NCBI BLASTP 2.2.17 [ALTSCHUL et al., 1997]. Estas sequéncias
apresentam 48% de identidade e 63% de similaridade. O alinhamento entre as

sequéncias da AChE de Ae. aegypti e da AChE de T. californica é apresentado na figura
17.
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Figura 17. Alinhamento das estruturas primarias da AChE de Aedes Aegypti (Q6A2E2)
e da AChE de T. californica (2CMF). Os aminoacidos conservados estdo destacados em
amarelo e; os que apresentam caracteristicas semelhantes, em cinza.

Para este estudo, foi construido inicialmente um modelo 3D da AChE de Ae.
aegypti (AeAChE). O modelo 3D da sequéncia de aminoacidos Q6A2E2 (Mori et al.,
2007) (Figura 17) foi obtido por modelagem comparativa com a estrutura cristalogréafica
da AChE de T. californica com o cddigo 2CMF (Rydberg et al., 2006), (Figura 18).
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Figura 18. Sobreposicdo das estruturas: modelo da AChE de Ae. aegypti (vinho) e AChE de T.

californica 2CMF (em azul).

A sobreposicdo do modelo com o molde (2CMF) mostrou que ha algumas
diferencas no canal e no sitio periférico, onde seis aminoacidos sdo trocados: no sitio
periférico, Glu97 por Tyr70 e Tyr101 por GIn74; no canal, Tyr390 por Phe330, Tyr99
por Asp72, Glul08 por Ser81 e Metl76 por Tyrl21 (Figura 19). O sitio catalitico é

totalmente conservado entre as duas espécies (Figura 20).
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Figura 19. Sobreposicdo das estruturas do molde e do modelo da AChE de Ae. aegypti, na
regido do sitio periférico e do canal do sitio ativo. O ligante pentileno bis-tacrina estd com
carbonos em marelo, em ciano, a enzima de T. californica (2CMF) e, em verde, 0 modelo de Ae.

aegypti. Em destaque, os aminoacidos diferentes entre as estruturas nesta regiao.

Figura 20. Sobreposi¢do das estruturas do molde e do modelo da AChE de Ae. aegypti, na
regido do sitio catalitico “anionico”. O ligante pentileno bis-tacrina estd com carbonos em
marelo, em ciano, a enzima de T. californica (2CMF) e, em verde, o modelo de Ae. aegypti. Em

destaque, os aminoacidos iguais Glu199, Ser200 e His440 entre as estruturas nesta regido.
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4.1.5 Estimativa da Qualidade do Modelo

Os graficos de Ramachandran (com glicinas e prolinas) podem ser observados
na Figura 21. O numero de amino&cidos na estrutura gerada pelo Swiss Model que se
encontram fora da regido mais provavel é baixo, sete aminoacidos, um percentual de
0,99%, indicando a boa qualidade dos modelos. Deve ser destacado que a estrutura
cristalografica utilizada para o alinhamento dos amino4cidos ja possuia um pequeno
nimero de aminoacidos fora da regido mais provavel. Os aminoacidos que estdo fora da
regido mais provavel no grafico 2CMF sdo: Asp361 e Asp380. Os aminoacidos que
estdo fora da regido mais provavel no modelo sdo: Lys153, Cys414, Glu470, Pro506,
Glu507 e Asn544. Entre todos os aminoacidos, nenhum desses faz parte do sitio de
interacdo da enzima 2CMF e do modelo.
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Figura 21. Gréaficos de Ramachandran: A) estrutura cristalografica 2CMF depositada no PDB;
B) estrutura modelada no servidor Swiss Model para a sequéncia Q6A2E2 de Ae. aegypti.
Figuras geradas com o programa Rampage (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.

php).

O método escolhido para a estimativa de qualidade absoluta do modelo da
estrutura da proteina € independente do tamanho da proteina e pode ser utilizado tanto
para avaliar cadeias isoladas, bem como conjuntos oligoméricos inteiros. A qualidade

absoluta é calculada relacionando-se as caracteristicas estruturais do modelo com
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estruturas experimentais de tamanho semelhante. Com base na fungdo de pontuagéo
composta QMEAN (do inglés “Qualitative Model Energy ANalysis”, Andlise
Quialitativa da Energia do Modelo, Benkert et al., 2009), foram analisados diferentes
aspectos geométricos das proteinas. Para a normalizacdo, a pontuacdo QMEAN de um
modelo é comparada com distribui¢fes obtidas a partir de estruturas cristalograficas de
alta resolucéo resolvidas por difracdo de raios-X. As estruturas de referéncia partilham
menos de 30% de identidade sequencial e foram resolvidas até uma resolu¢do menor do
que 2 A. O QMEAN Z-escore resultante fornece uma estimativa do "grau nativo" das
caracteristicas estruturais observadas num modelo e indica se 0 modelo é de qualidade
comparavel a estrutura experimental. Os Z-escores dos termos individuais da fungdo de
pontuacdo indicam que caracteristicas estruturais de um modelo apresentam desvios
significativos do esperado comportamento “nativo”, por exemplo, acessibilidade

inesperada do solvente, geometria da cadeia principal, arranjo inter-atémico.

A pontuagdo global QMEAN4 ¢é um valor composto constituido de uma
combinacgdo linear de quatro termos estatisticos potenciais (confiabilidade do modelo
estimada entre 0 e 1) (Benkert et al., 2011). Os termos de pseudo-energias que
contribuem sdo dados a seguir (Tabela 13 e Figuras 22 e 23), juntamente com suas
pontuacdes Z (Z-scores) em relacdo a pontuacdo obtida em estruturas experimentais de

tamanho similar resolvido por difragdo de raios-X de alta resolucao.

Tabela 13: Termos da funcéo de escore QMEAN4 para 0 modelo da AChE de Ae. aegypti

Termos da fungéo de escores Escore bruto  Z-escore
Energia de interacdo de C beta -98.32 -1.21
Energia de pares para todos 0s atomos -10094.09 -1.31
Energia de solvatacédo -43.24 -0.36
Energia dos angulos de tor¢édo -107.70 -1.25
Pontuacdo de QMEAN4 0.659 -1.60

O célculo do QMEAN Z-score foi realizado no Servidor QMEAN
(http://swissmodel.expasy.org/qgmean) (Benkert et al. , 2009), com as ferramentas
disponiveis no  espaco de trabalho do  servidor SWISSMODEL
(http://swissmodel.expasy.org/workspace/) (Arnold et al., 2006, Schwede et al., 2003).
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Comparison with non-redundant set of PDB structures
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Figura 22. Grafico do QMEAN Z-score do modelo de AChE de Ae. aegypti, em
comparagdo com um conjunto de estruturas do PDB.
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Figura 23. Z-score do modelo da AChE de Ae. aegypti.

As ferramentas disponiveis no SwissPDB Viewer, como Anolea / QMEAN,
também podem ser utilizadas para avaliacdo da qualidade do modelo. O programa usa
potenciais de for¢a média para calculos da energia de cada um dos residuos do modelo e
exibe os resultados sob a forma de um gréafico. O gréafico exibe uma curva que mostra a
energia de cada residuo (interacbes com o0s atomos circundantes). Se ndo houver
contatos ruins, a energia estd em torno ou abaixo de zero, enquanto maus contatos terdo

alta energia, acima da linha zero (regibes vermelhas) (MICHIELIN et al., 2008)
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Figura 24. Grafico Anolea/ QMAEN modelo da AChE de Ae. aegypti.
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4.1.6 Modelo de Inibicdo da AChE de Aedes aegypti

A criacdo de um modelo de predicdo das atividades de inibidores da AChE de
Ae. aegypti tem como maior dificuldade a auséncia de dados experimentais de inibigao
desta enzima. Conforme descrito no item anterior, 0s mesmos residuos ocupam o sitio
catalitico para a enzima das espécies Ae. aegypti e T. californica, mas ha seis diferencas
na regido do canal e do sitio periférico. Assumindo que essas diferencgas influenciariam
de modo semelhante cada ligante da AChE de T. californica quando transportado para a
enzima de Ae. aegypti, os valores de ICsp nesta Ultima enzima equivaleriam
aproximadamente aos valores de 1Cso na primeira, apenas multiplicados por algum fator
de ajuste.

Assim, para este estudo, também foram usados os dados experimentais obtidos
por Rook e colaboradores, que determinaram o perfil de inibicdo desta série de [-
carbolinas contra a enzima AChE de T. californica (Rook et al., 2010). De acordo com
0 raciocinio acima, a partir desses dados experimetais foi construido um modelo de
inibicdo para a AChE de Ae. aegypti. A avaliagédo tedrica dos termos que determinam a

atividade esta na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de plCso medidos experimentalmente em AChE de T. californica,
entalpia de interacdo calculada pelos métodos RM1 e PM6 (4H, kcal/mol), nimero de
ligacGes rotacionaveis (N r) “congeladas” durante a ligagdo ¢ a entalpia de solvatagdo

(AHsolv) das p-carbolinas bivalentes na AChE de Ae. aegypti.

Estrutura  plCsp® AHMY APV AHg © NLR"
19 6,07 -88,92  -101,26 124,29 2
20a 6,37 -178,28  -182,13 24511 3
20b 5,12 -160,93  -182,34 199,64 4
20c 6,56 -166,57  -164,28 238,80 5
20d 6,23 -161,99  -176,76 206,67 6
20e 6,61 -118,33  -112,88 148,52 7
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20f 7.09 15556  -17646 131427 8

20g 6,95 -154,99  -176,74 197,428 9
20h 6,90 158,55  -184,60 215,50 10
20i 7,20 207,24 22874 292,24 11
20j 7,04 -192,66 -99,46 -19,77 12
20k 7,06 212,78 -190,20 263,73 13
21 6,83 -109,74  -69,05 14321 4
22 5,37 181,60  -202,90 233,34 6
23 6,25 171,36 -190,09 215,58 7
24 5,59 110,35  -109,14 155,56 1
252 6,55 -183,98  -188,26 238,26 6
25b 9,31 21812  -21325 175,77 10
25¢ 8,91 24315  -24590 279,64 13
26 7,57 -186,29  -210,27 223,60 10

% Atividade determinada em AChE de T. californica (Rook et al., 2010).
® AHiw=AHg-(AHg+AH,).
¢ Energia livre de solvatagéo calculada pelo método SM5.4.

¢ Determinado pela anélise da estrutura otimizada.

A andlise por regressdo multipla dos termos calculados nos conduziu a uma
equacdo com uma correlacdo apenas regular com os valores de plCsy experimentais
(r2:0,50; Dp=0,39). Mesmo considerando a inclusdo de um termo quadratico da AHggyy,
como proposto por Wang e colaboradores (WANG et al., 1994) (Equacdo 26), houve
somente uma pequena melhora na correlagdo entre os termos calculados e experimentais
(r’=0,58; Dp=0,48). Ap6s uma analise sistemética da atividade prevista por esta
correlacdo para cada composto, decidiu-se pela eliminacdo de algumas estruturas na
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busca de uma melhor correlagdo. Para obter a Equacgdo 34, descartou-se a contribui¢éo
dos compostos 20b, 20d e 23. O composto 20b havia sido também eliminado para a
obtencdo das equacbes 31 e 32. Em relacdo ao composto 20d e 23, ndo é clara a razdo
da necessidade de eliminagdo, mas em razdo do uso de dados de inibicdo da AChE de
uma outra espécie para a construcdo do modelo de inibicdo da AChE de Ae. aegypti, era
esperado que alguns valores precisassem ser descartados. Ao se descartar a contribuicao

desse composto, foi obtida a Equacéo 33, com uma boa correlagéo:

pIC,, = —7,472x10° AH?, +0,0184H

solv

o —0,02044H ™ +0,103N , +2,485 (Eq.33)

(r*=0,75; Dp=0,53)

Aqui foi necessaria a inclusdo do termo quadratico de AHg, 0 que pode ter sido
causado por uma mudanca do carater hidrofobico do canal e do sitio periférico,

resultante das mudancas dos seis aminoacidos, identificados anteriormente.

Analisando-se as contribuicfes dos parametros utilizados na equagdo 33,
observou-se que a entropia das ligacdes congeladas representadas pelas variacdes do
NLr € 0 termo que apresenta a maior influéncia na atividade biologica dos compostos
utilizados, sendo este termo que contribui para aumentar o valor de plCso, Ou Seja, para
elevar a atividade (tabela 14). A segunda maior contribuicdo dos compostos € dada pela

entalpia de interagdo (AHin), € a terceira, pela energia livre de solvatagdo (AHso).

Tabela 15. Valores de contribuicdo variavel de cada termo da Equacéo 33.

Compostos -7,472x10° AHZ2,,+0,018AH,,  0,0204 AHM* 0,103N,,
19 3,42 1,81 0,21
20a 8,96 3,64 0,31
20b” 6,62 3,28 0,41
20c 8,61 3,40 0,52
20d” 6,96 3,30 0,62
20e 4,35 2,41 0,72
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20f
209
20h
20i
20j
20k
21
22
23
24
25a
25b
25C

26

3,69

6,51

7,40

11,71

-0,33

10,00

4,14

8,32

7,40

4,64

8,58

5,51

10,94

7,81

2,36

3,16

3,23

4,23

3,93

4,34

2,24

3,70

3,49

2,25

3,75

4,45

4,96

3,80

0,83

0,93

1,03

1,14

1,24

1,34

0,41

0,62

0,72

0,10

0,62

1,03

1,34

1,30

" Estruturas eliminadas para obtencdo da equacéo 33.

Apesar do termo N g apresentar uma maior influéncia na atividade do que o AHsgyy,

ele influencia bastante na discriminacdo dos compostos quanto a atividade, visto que ha

uma variacdo de doze atomos de carbonos entre o primeiro e o vigésimo inibidor. Por

esta razdo, mesmo ao se eliminar o AHgyy, foi 0btido um modelo de predicdo regular da

correlacdo (r’=0,55; Dp=0,66).

Na Tabela 16 estdo os valores de plCsy tedricos obtidos com a equacdo 33,

existindo variacdo entre 0,04 e 1,62 em comparacdo com o0s dados experimentais.
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Tabela 16. Valores de plCso medidos experimentalmente e de plCs, tedricos calculados
pela Equacédo 33.

Estrutura PICso cal PICs0 exp ApICs*™*

19 5,62 6,07 0,45
20a 6,41 6,37 0,04
20p* 6,84 5,12 1,72
20c 6,49 6,56 0,07
20d" 6,98 6,23 0,75
20e 6,68 6,61 0,07
20f 6,77 7,09 0,32
209 7,26 6,95 0,31
20h 7,21 6,90 0,31
20i 6,79 7,20 0,41
20j 7,26 7,04 0,22
20k 7,78 7,06 0,72
21 6,21 6,83 0,62
22 6,99 5,37 1,62
23* 7,16 6,25 0,91
24 5,87 5,59 0,28
25a 6,96 6,55 0,41
25b 8,86 9,31 0,45
25¢C 8,04 8,91 0,87
26 7,66 7,57 0,09

“Estruturas eliminadas para obtenc&o da equagéo 33.
**\/alores expressos em maédulo.

77



A correlagdo linear feita a partir dos dados tedricos e experimentais de plCsg
teve os valores R = 0,86 e Dp=0,47. O gréfico da Figura 25 mostra o resultado da
correlacdo linear. Esses resultados indicam que o modelo é adequado para prever a
atividade de inibicdo da enzima AChE de Ae. aegypti.
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Figura 25. Representacdo da correlacdo linear entre os dados experimentais (AChE de T.
californica) e teoricos para a inibicdo (AChE de Ae. aegypti) pelas p-carbolinas. R € o

coeficiente de correlacéo linear, Dp representa desvio padrao.

4.2 Analise de Interagdes dos Modelos
4.2.1 Interacdes dos derivados da harmana com a AChE de Torpedo californica

Os resultados de docking molecular mostraram que todos os derivados da
harmana ocupam posicdes semelhantes nos sitios ativo da enzima. As estruturas,
planares, estdo envolvidas em interacdes de empilhamento = com residuos aromaticos
do subsitio periférico (Trp276 e Tyr67). Os mesmos residuos estabelecerem interactes
muito semelhantes com fragmentos de um dimero da tacrina em seu co-cristal (Rydberg
et al., 2006). Isso sugere que a geometria da interacao predita pela funcdo Chemscore

para o complexo harmana-TcAChE estéa correta.
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Uma vez que os dados cinéticos sdo indicativos de uma inibicdo ndo-
competitiva, na qual a ligagdo do inibidor a enzima reduz a atividade, mas néo afeta a
ligacdo do substrato, foram investigados complexos ternarios contendo também a
molécula de substrato.

Os melhores complexos acetilcolina/enzima da TcAChE foram selecionados
para o docking com os derivados da harmana. A analise das estruturas obtidas mostrou
que o processo de docking foi capaz de acomodar os derivados da harmana dentro da
enzima juntamente com a molécula de substrato, resultando em complexos ternarios

estaveis.

Andlise das estruturas resultantes do docking mostrou que os ligantes se
apresentaram dentro da TCAChE na mesma regido e de forma semelhante ao docking
feito anteriormente. As descri¢fes das estruturas estdo representadas na Figura 26.
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Figura 26. Derivado da harmana no sitio periférico da TcAChE, fazendo interacdes de
empilhamento = com a Tyr67 e Trp276. Carbonos em verde, derivado 17e, em ciano, 17g, em
magenta, 17d, em amarelo, 17b, rosa claro, 17, em cinza, 17a, em azul, 17f, em laranja, 17c.
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Atomos de N em azul e atomos de O em vermelho; os atomos de H foram omitidos para maior

clareza.

Conforme descrito, as geometrias de interagdo obtidas por docking molecular
foram reotimizadas com o método de orbital molecular semi-empirico a fim de se
obterem as entalpias de interacdo. Durante este procedimento, como 0s &tomos das
cadeias laterais dos residuos de aminoécidos e dos ligantes foram deixados livres,
ocorreram acomodacdes que otimizaram as geometrias de interacdo. Todas as estruturas
dos complexos ternarios foram submetidas a otimizacGes de geometria com os métodos
semi-empiricos PM6 (4H™™®) e RM1 (4H™™") para a determinacéo das entalpias de
interacdo (apresentadas na Tabela 4). Pode ser observado nos resultados semi-empiricos
que a enzima € prevista interagir muito mais favoravelmente com os derivados
catibnicos N-alquilados do que com a molécula da harmana, em concordancia com os

resultados cineticos (Torres et al., 2011).

Anaélise dos resultados obtidos pelo método semi-empirico que levou ao melhor
modelo de previsdo de loglCso (eq. 27), RM1, mostra diferengas significativas entre 0s
modos de interacdo da estrutura 17 e dos derivados com melhores valores de AHiy, 17€
e 17c, no complexo TcAChE/acetiltiocolina. Os derivados 17c e 17e estdo com os dois
atomos de nitrogénio heterociclicos apontados para a parte interna da enzima, com a
estrutura do 17e mais deslocada para fora do sitio periférico. O nitrogénio piridinico de
17c estd fazendo interacdo cation-m com os aminoacidos Trp276, Tyrl18 e Tyr67,
enquanto a estrutura 17e ndo esta realizando essas interacGes com esses aminoacidos
por estar mais distante; o outro nitrogénio de 17c esta fazendo uma ligacao hidrogénio
com o Glu275, enquanto 17e esta fazendo esta interagdo com o aminoécido Asp273. Ja
a estrutura 17 estd com um dos seus nitrogénios heterociclicos apontado para fora do
sitio periférico e o outro proximo ao aminoacido Glu275, fazendo uma ligacdo
hidrogénio. Essa molécula difere das outras duas por sofrer um giro de 180°, como pode

ser observado na Figura 27.
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Figura 27. (A) carbonos da AChE em verde e carbonos da estrutura 17c em laranja; (B)

carbonos da AChE em magenta e carbonos da estrutura 17e em azul claro; (C) carbonos
da AChE em rosa claro e carbonos da estrutura 17 em verde; (D) sobreposicao dos trés
complexos. Atomos de N em azul e atomos de O em vermelho; os atomos de H foram
omitidos para maior clareza.

Os resultados da Tabela 4 mostram que a interacdo é entalpicamente favoravel
para todas as estruturas, exceto para a estrutura 17. Isso é resultado de diferentes tipos
de interacBes, como se pode observar na Tabela 17. Sobrepondo o sitio vazio com o
sitio otimizado contendo a estrutura 17, observaram-se apenas pequenos deslocamentos
das cadeias laterais dos residuos Tyr67, Tyr118, Glu273 e Trp276. No entanto, as outras
estruturas causaram modificacBes nas posicdes das cadeias laterais de mais residuos de
aminodacidos: GIn66, Tyr67, Glu70, GIn71, Tyrl118, Ser119, Glu270, Trp276, Asn277,
Leu279, Arg286, Phe327, Phe328 e no proprio substrato, apds a otimizacdo. Os

deslocamentos estdo exemplificados na Figura 28 para a estrutura 17c.
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Figura 28. Complexo da estrutura 17c¢ (carbonos em laranja) no sitio periférico apds
otimizacdo (carbonos em verde) sobreposta com o sitio vazio (carbonos em ciano).
Atomos de N em azul, &tomos de O em vermelho e 4tomo de S em amarelo; os 4tomos
de H foram omitidos para maior clareza.

A Tabela 17 mostra interagdes de empilhamento © da estrutura 17¢ com 0S
aminoacidos Tyrl18 e Trp276 e interacdo de empilhamento T com o aminoacido
Tyr118; como o anel piridinico também esta positivamente carregado, também ha uma
parcela de interacGes cation-m com os mesmos aminoacidos (a estrutura 17e ndo possui
essas interagOes e a estrutura 17 possui somente empilhamento © com os aminoacidos
Tyr67 e Trp276) e ligacdo hidrogénio com o aminoacido Glu275. Ja a estrutura 17e faz
ligagBes hidrogénio com os aminoacidos Tyr67, 11e272 e Asp237 e interagdo © do grupo
alila com o aminoacido Trp276 (estrutura 17 ndo possui essas interacdes), essa interacdo
hidrofilica esta contribuindo para um AHiy mais negativo, tendo maior importancia que
as interacdes hidrofobicas da estrutura 17. Por apresentarem interacbes mais efetivas, as
estruturas 17c e 17e possuem um Ajy; mais negativo, sendo o ligante 17c o mais efetivo,

devido ao maior nimeros de interacbes da estrutura com o sitio e interacbes mais
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efetivas e com menores distancias entre os aminoécidos e o ligante, conforme descrito
na Tabela 17.

Tabela 17. Distancias de interac¢des observadas entre a AChE e a harmana e alguns

de seus derivados selecionados, apds otimizacao estrutural.

HO

Estrutura Distancias (em A)
a b c d e f g h ] k L m n
17 4,14 3,90 3,30 453 - 3,64 - - - - - - - -
17c 3,34 448 289 - 240 - 3,79 348 - - 489 - - -
17e - - - - - - - - 430 369 - 4,23 2,45 4,63

4.2.2 Interacdes dos compostos mesoibnicos com a AChE de Torpedo californica

Os mesmos procedimentos foram feitos para 0s compostos mesoidnicos, em
relacdo ao sitio da enzima TcAChE.

O melhor complexo ACh/TcAChE foi selecionado para o docking com os
compostos mesoidnicos. A analise das estruturas obtidas mostrou que o processo de
docking foi capaz de acomodar todos 0s compostos mesoibnicos dentro da enzima

juntamente com a molécula de substrato, resultando em complexos ternarios estaveis.

A analise das estruturas obtidas pelo docking mostrou que os ligantes se

apresentaram dentro da TcCAChE na mesma regido do sitio periférico. Todas as
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moléculas estdo com o grupo benzodioxola paralelo ao residuo Trp276, algumas
estruturas mais proximas e outras mais distantes, devido a variacdo na quantidade de
carbonos do grupo R; e a saturacdo dos mesmos; com isso, as moléculas possuem
interacOes diferenciadas umas das outras. O grupo fenilamino esta no canal da enzima,

como pode ser observado na Figura 29.

Figura 29. Compostos mesoidnicos no sitio periférico da TcAChE. Carbonos em
laranja, 18a, em azul, 18b, em branco, 18c, em rosa claro, 18d, em amarelo, 18e, em
magenta, 18f, em ciano, 18g e, em verde, 18h. Atomos de N em azul, &tomos de O em

vermelho e atomo de S em amarelo; os &tomos de H foram omitidos para maior clareza.

Conforme descrito para os derivados da harmana, as geometrias de interagcdo
obtidas por docking molecular para os compostos mesoidnicos foram reotimizadas com
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0 método de orbital molecular semi-empirico a fim de se obterem as entalpias de
interacdo (AHin). Durante este procedimento, como os atomos das cadeias laterais dos
residuos de aminoécidos e dos ligantes foram deixados livres, ocorreram acomodacfes
nas geometrias que otimizaram a energia de interagdo. Todas as estruturas dos
complexos foram submetidos a otimizagcdes de geometria com o método semi-empirico

PM6 (4H"™®) para a determinacéo da entalpia de interagio (tabela 7).

Andlise dos resultados obtidos pelo método semi-empirico que levou ao melhor
modelo de previsdo de loglCsy (eq. 29), PM6, mostra diferencas significativas entre os
modos de interacdo da estrutura 18e e dos derivados com melhores valores de AHiy,
18b e 18d no complexo TcAChE/acetilcolina (figura 30). Os derivados 18b e 18d
possuem estruturas com tamanhos parecidos e seus grupos metilenodioxilicos estdo
mais para fora do sitio periférico, fazendo interagdes muito semelhantes com os
aminodcidos do canal e do sitio periférico, como ligac6es hidrogénio com o residuo de
aminoacido Tyrll8 e interacdo cation-t com o grupo amodnio quaternario da
acetilcolina, aléem de uma interacdo carga-carga entre o atomo de N positivo da
acetilcolina e o N exociclico negativo dos ligantes; Além disso, a estrutura parece
encaixada entre as nuvens © do grupo carboxilato do residuo Asp69 e do anel aromatico
de Tyr331, formando interagdes que podem ser classificadas como dipolo-dipolo
induzido. O derivado 18e possui dois carbonos metilénicos a menos diminuindo o
tamanho da estrutura e um grupo nitro ligado em orto ao anel benzodioxola, o qual ndo
participa de nenhuma interacdo direta. O derivado 18e faz algumas interacOes
semelhantes aos compostos 18b e 18d, como ligacdes hidrogénio com o residuo Tyr118
e interacdo cation-m com o grupo amodnio quaternario da acetilcolina, e intera¢des
diferentes, como interacdo com o residuo Tyr67 e ligacdo hidrogénio com o residuo
GIn71; no entanto, ndo ha a interacdo carga-carga. Todas as interacdes discutidas podem

ser visualizadas na Figura 29 e estdo detalhadas na Tabela 18.
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Acetilcolina

Figura 30. (A) complexo da estrutura 18b (carbonos em verde oliva) com a AChE
(carbonos em violeta); (B) complexo da estrutura 18d (carbonos em amarelo claro) com
a AChE (carbonos em ciano escuro); (C) complexo da estrutura 18e (carbonos em verde
claro) com a AChE (carbonos em azul claro); (D) trés complexos sobrepostos juntos.
Atomos de N em azul, &tomos de O em vermelho e 4tomo de S em amarelo; os atomos
de H foram omitidos para maior clareza.
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Tabela 18. Distancias de interacdes com a AChE observadas para os derivados

compostos mesoidnicos com melhores entalpias de interacao.

Estrutura Distancias (em A)

a b c d e f g h

18b 1,98 3,01 3,77 4,04 3,25 - - -
18d 2,07 2,84 4,02 3,79 3,67 - - -

18e 2,11 3,35 6,66 3,98 - 2,41 2,45 3,80

Os resultados da Tabela 7 mostram que a reacéo € entalpicamente desfavoravel
(AH, positivo) para praticamente todas as estruturas. Ao contrario dos derivados da
harmana, 0os compostos mesoidnicos sdo moléculas com carga total nula, o que sugere
que os valores de AH, bastante negativos obtidos para os derivados da harmana sdo
resultado em grande parte de polarizacdes das nuvens eletrbnicas dos residuos de
aminoécidos na direcio dos ligantes, o que os estabiliza por efeito de campo. E
importante lembrar que, de acordo com o ciclo termodindmico proposto por Wang e
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colaboradores (apresentado no Item 4.1), o termo AH, é medido para uma reagdo em
fase gasosa, 0 que torna muito mais importante o efeito de campo na estabilizacdo de
espécies carregadas. Esta participacdo de efeitos de campo na estabilizacdo de ligantes
carregados positivamente ndo € inesperada, visto que o proprio substrato enzimatico tem
carga positiva. Desde o sitio periférico até o sitio catalitico ha uma grande quantidade
de residuos aromaticos, que tém nuvens & facilmente polarizaveis e capazes de atuar de
modo muito efetivo no estabelecimento do efeito de campo.

Sobrepondo-se 0s sitios vazios com o0s sitios dos compostos mesoibnicos
otimizados, observou-se apenas pequenos deslocamentos das cadeias laterais dos
residuos Tyr67, Asp69, Ser78,Trp8l, Trp276, Leu279, Phe285, Phe287, Phe327,
Phe328, Tyr331, Trp429 e do substrato acetilcolina. Todas as estruturas movimentaram
praticamente 0s mesmos aminoacidos, como estd exemplificado na figura 31 para a
estrutura 18d.

Phe285

Figura 31. Estrutura 18d (carbonos em magenta) no sitio periférico apds otimizacao
(carbonos em ciano) sobreposta com o sitio vazio (carbonos em verde). Atomos de N

em azul, &tomos de O em vermelho; os atomos de H foram omitidos para maior clareza.
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4.2.3 Interacées das -carbolinas com a AChE de Torpedo californica

Os mesmos procedimentos foram feitos para as B-carbolinas, em relacdo ao sitio
da enzima TcAChE. Analise dos resultados docking molecular mostrou que todos as
vinte B-carbolinas ocupam posi¢des semelhantes na enzima. As estruturas planares estao
envolvidos em interacdes m com residuos aromaticos do subsitio catalitico (Trp81 e
Phe327) e com um residuo aromatico do subsitio periférico (Trp276). Os mesmos
residuos estabelecerem interagdes muito semelhantes com a tacrina no seu co-cristal
com TcAChE (Harel et al., 1993) e também com um dos fragmentos de tacrina de um
dimero da tacrina em outro co-cristal (Rydberg et al., 2006). Isso sugere que a
geometria da interacdo predita pela funcdo Chemscore para os complexos entre as [3-

carbolinas e a TCAChE esta correta. As descricbes das estruturas 20i, 22 e 26 estdo

representadas na Figura 32.

Figura 32. Exemplos de interagoes de B-carbolinas nos sitios catalitico e periférico da
TCcAChE apos docking com a funcdo Chemscore. Carbonos em magenta, 20i (ligante

em abobora), carbonos em ciano 22 (ligante em branco gelo), carbonos em verde 26
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(ligante em rosa). Atomos de N em azul, &tomos de O em vermelho; os a&tomos de H

foram omitidos para maior clareza.

Todas as estruturas dos complexos foram submetidas a otimizag0es de geometria
com 0s métodos semi-empiricos PM6 (4H™°) e RM1 (4H™™) para a determinacdo da
entalpia de interacdo (Tabela 10). Como ocorreu com a série dos derivados da harmana,
as p-carbolinas, que sd0 espécies catibnicas, sdo previstas interagir muito
favoravelmente com a AChE pelos métodos semi-empiricos, de acordo com os célculos

das entalpias de interacdo em fase gasosa.

Os resultados do melhor modelo, obtido com o método semi-empirico PM6,
mostram diferencas significativas entre os valores de AH;y das estruturas. Selecionamos
para analise mais detalhada as estruturas dos complexos de 20e, 20i, 22 e 26 com a
TcAChE (Figura 33). As estruturas tém variacdo na quantidade de carbonos no

espacador que liga as duas carbolinas, fazendo as moléculas variarem no tamanho e no

modo de interacéo.

Figura 33. (A) complexo da estrutura 20e (carbonos em ciano) com a AChE (carbonos

em verde); (B) complexo da estrutura 20i (carbonos em amarelo) com a AChE
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(carbonos em magenta); (C) complexo da estrutura 22 (carbonos em amarelo) com a
AChE (carbonos em rosa claro); (D) complexo da estrutura 26 (carbonos em verde
oliva) com a AChE (carbonos em azul claro). Atomos de N em azul, 4&tomos de O em

vermelho e &tomo de S em amarelo; os &omos de H foram omitidos para maior clareza.

Tabela 19. Distancias de interagdes observadas no sitio catalitico e no sitio
periférico nos complexos selecionados das B-carbolinas com a AChE de

Torpedo californica.

N. Tmp81 Sitio Catalitico

> S 3 R His437

Tyx67
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Estruturas Distancias (em A)

Sitio a b c d e f
catalitico
20e 3,95 2,69 4,03 3,20 - - - -
20i 3,85 2,48 3,73 3,11 - - - -
22 3,62 3,50 3,67 4,13 2,41 2,65 - -
26 3,67 3,70 3,67 - - - - -
Sitio a b c d e f g h
periférico
20e 4,26 - 3,03 - 1,80 - - -
20i 4,32 - 2,53 - 2,37 - - -
22 - 3,66 3,57 - 2,58 2,50 - -
26 - - - - - - 3,68 4,67

Anélise das estruturas mostra que os quatro ligantes estdo localizados da forma
semelhante no sitio catalitico da enzima, fazendo interacdo de empilhamento m com o
residuo aromatico Trp81 e de empilhamento T com o residuo aromatico Phe327. Como
0 nitrogénio piridinico é positivamente carregado, a interacdo com Trp81 também pode
ser classificada como céation- w. Os nitrogénios piridinico e pirrdlico estdo fazendo
interacdes com os aminoacidos Asp69, Trp81, Tyr331, His437 e também com H,0554.
Observa-se que a estrutura 22, a que apresenta AHi,; mais favoravel, faz duas interacGes
no sitio catalitico, ausentes nas demais estruturas, uma com o residuo Trp81 (carga-
dipolo) e outra com o residuo His437 (ligacdo hidrogénio); no sitio periférico ha outras
duas interacdes ausentes nas demais, uma com o residuo GIn71 (carga-dipolo) e outra
com o residuo Asn77 (ligacdo hidrogénio). Ja a estrutura 20i, com o segundo AHi,; mais
favoravel, possui maior efetividade nas suas interacdes com os aminoacidos Asp69,
Trp81, Phe 327 e H,0 no sitio catalitico (em comparacéo a estrutura 20e, e possui uma

interacdo diferenciada com o aminoacido Asp69 que a estrutura 26 ndo possui).

Sobrepondo-se o sitio vazio com o sitio com a B-carbolina bivalente otimizada

20e, observou-se apenas pequenos deslocamentos das cadeias laterais dos residuos de
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aminoécidos. No entanto, as outras estruturas causaram maiores modificacbes nas
posicdes das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos Tyr67, Asp69, GIn71,Phe72,
Phe75, Trp81, Asn82, Tyrll8, Tyrl27, Glul96, Asn277, Trp276, Arg286, Phe327,
Phe328, His437 e Tyr439 apds a otimizacdo. Os deslocamentos estdo exemplificados na
Figura 34 para a estrutura 22.

His437

Asn277

Figura 34. Estruturas otimizadas dos sitios catalitico e periférico da TCAChE: carbonos
em branco, o sitio vazio e, em rosa claro, o complexo TcAChE-22. Atomos de N em

azul, atomos de O em vermelho; os atomos de H foram omitidos para maior clareza.

4.2.4 InteracgOes das B-carbolinas com a AChE de Aedes aegypti

Os mesmos procedimentos foram feitos para as -carbolinas em relacdo ao sitio
da enzima AaAChE. Analisando-se os resultados de docking molecular observa-se que
todas as B-carbolinas ocupam posi¢oes semelhantes nos sitios da enzima. As estruturas
planares estdo envolvidas em interacGes de empilhamento 7 com residuos aromaticos do
subsitio catalitico "aniénico” (Trp80 e Tyr324) e interacdes de empilnamento = e T com
um residuo aromatico do sitio periférico (Trp276). Conforme dito antes, os residuos
equivalentes em TCAChE estabelecem interacGes muito semelhantes com a tacrina
(Harel et al., 1993) e também com um dos fragmentos de tacrina de um dimero da
tacrina (Rydberg et al., 2006). Isso sugere que as geometrias da interacdo preditas pela

funcdo ChemScore para os complexos p-carbolinas-AaAChE estdo corretas. As
93



descricbes das estruturas para alguns ligantes selecionados estdo representadas na
Figura 35.

K
O [

Tyr117

Figura 35. B-carbolinas nos sitios catalitico e periférico de AaAChE, ap6s docking com
a funcdo ChemScore. Carbonos em magenta, 19 (ligante em salméo), carbonos em
ciano, 20i (ligante em laranja), carbonos em amarelo, 20h (ligante em branco gelo), e,
carbonos em verde claro, 25¢ (ligante em azul claro). Atomos de N em azul, 4&tomos de

O em vermelho; os &tomos de H foram omitidos para maior clareza.

Todas as estruturas dos complexos foram submetidas a otimizac6es de geometria
com o método semi-empirico RM1 (4H™™) para a determinacdo da entalpia de
interacdo (Tabela 13). Pode ser observado nos resultados semi-empiricos que a enzima é
prevista interagir favoravelmente com todas as [-carbolinas catibnicas, em
concordancia com o observado para os derivados da harmana neutras e para as [-

carbolinas catidnicas na TCAChE.

Os resultados mostram diferencas significativas entre os valores de AHiy das
estruturas. Selecionamos para analise mais detalhada as estruturas dos complexos com
0s compostos 19, 20h, 20i e 25¢ com a AaAChE, representados na Figura 36 e descritos
na Tabela 19.
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Figura 36. (A) Complexo da estrutura 19 (carbonos em magenta) com a AChE

(carbonos em verde); (B) complexo da estrutura 20h (carbonos em verde oliva) com a
AChE (carbonos em amarelo); (C) complexo da estrutura 20i (carbonos em ciano) com
a AChE (carbonos em rosa claro); (D) complexo da estrutura 25c¢ (carbonos em amarelo
claro) com a AChE (carbonos em laranja). Atomos de N em azul, atomos de O em
vermelho e atomo de S em amarelo; os &tomos de H foram omitidos para maior clareza.
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Tabela 20. Distancias de interacGes observadas no sitio catalitico (SC) e no sitio

periférico (SP) nos complexos de algumas f-carbolinas com a AChE de Aedes

aegypti apds otimizacdo com o método RM1.

’”

a Ligante
N ‘ H
O
//
Ap68
T "0:< Tyr328
Sitio perifén
= ‘-\3::0{
Ty329
Estruturas Distancias (em A)
SsC a b c d e f g h i j k
19 3,61 4,48 4,43 1,68 1,71 3,78
20h 3,43 4,87 4,15 4,01 2,53 4,43
20i 3,62 4,62 4,15 3,10 1,67 4,60
25¢ 3,90 - 4,13 3,98 4,85
SP a b c d e f g h i j k
19
20h - - - - - 2,43
20i - - - - - 4,25 - - 2,43
25¢ - - - - - - 3,61 2,79

As quatro estruturas possuem interacdes do tipo empilhamento no sitio catalitico
semelhantes, enquanto as interagdes no sitio periférico sdo bastante diferentes. Apesar
da diferenca de tamanho, as B-carbolinas 19, 20h, 20i e 25c tém duas interagdes em
comum: empilhamento 7 com o residuo aromatico Trp80 e empilhamento T com o
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residuo aromatico Tyr324. Como o nitrogénio piridinico € positivamente carregado, a
interagdo com Trp80 também pode ser classificada como cétion-n. Os nitrogénios
piridinico e pirrélico da unidade p-carbolinica inserida no sitio catalitico estdo fazendo
outras interagdes com os residuos de aminoacidos do canal Asp68, Ser118, Tyr324 e
Tyr328, enquanto os da unidade B-carbolinica, inserida no sitio periférico interagem
com Tyr328 (cadeia polipeptidica), Tyr329 e Glu353.

A estrutura 19 ndo possui interacdo no sitio periférico por ndo ter as duas
unidades pB-carbolinicas, enquanto as outras trés estruturas possuem interacdes
diversificadas neste sitio, como pode ser observado na Tabela 19 (distancias f, g, h, i). A
estrutura que apresenta AH;n; mais favoravel, 25c, possui duas interagcdes importantes no
sitio periférico: uma carga-carga com o aminoacido Glu353 e uma carga-dipolo com o
aminoacido Tyr329; no sitio catalitico, possui outra interagdo carga-dipolo com o
aminoacido Tyr328, outras estruturas (19, 20h e 20i) ndo possuem essas interagdes.
Estrutura 20i possui uma interacdo diferente em relacdo as demais, uma ligacédo

hidrogénio com o0 aminoacido Tyr329.

Sobrepondo-se o sitio vazio com o sitio contendo a B-carbolina 19, observou-se
apenas pequenos deslocamentos das cadeias laterais dos residuos Asp68, Trp80, Asn8l,
Tyr324, Tyr329, Trp427 e Met434. No entanto, as outras estruturas causaram maiores
modificagdes nas posicOes das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos 1le66,
Asp68, Phe 71, Phe72, Trp80, Asn81, Tyrll7, Serll8, Glul94, Leu279, Tyr324,
Tyr329, Leu 330, Glu353, Trp427, Met434, His435 e Asp437 apos a otimizacdo. Os

deslocamentos estdo exemplificados na Figura 37 para a estrutura 20i.
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Figura 37. Estruturas otimizadas dos sitios catalitico e periférico da TcCAChE: carbonos
em branco, sitio vazio e, em rosa claro, o complexo AaAChE-20i. Atomos de N em
azul, atomos de O em vermelho; os atomos de H foram omitidos para maior clareza.

4.3 Planejamento Racional de Novas Estruturas Buscando Melhorias na Atividade

Propomos duas estruturas inéditas, depois da analise dos resultados obtidos com
as estruturas sintetizadas pelo grupo do Prof. Marco Edilson F. Lima (UFRRJ). Foram
propostas possiveis substituicbes nas estruturas para uma melhor interacdo entre o
ligante e a enzima, buscando melhorar a atividade biologica prevista. Na Figura 38

estdo as moléculas modificadas.
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Figura 38. Estruturas dos derivados mesoidnicos propostos 18K e 18L.

As estruturas estudadas anteriormente dos complexos entre a AChE e inibidores
foram editadas para se fazer as modificacdes necessarias, sendo, em seguida,
reotimizadas com o meétodo semi-empirico PM6. Na tabela 21 abaixo estdo os
resultados de entalpia de interacdo (4Hin;), nimero de ligacdes rotacioaveis (N.r) €
entalpia de solvatacdo (AHs).

Tabela 21. Valores de entalpia de interacdo pelos métodos PM6 (kcal/mol), nimero de

ligagOes rotacionaveis (Nig) e entalpia de solvatagéo (AHsow, kcal/mol).

Estrutura  AH "° @ N.R’ AHson®

18K -15,65 6 -25,00

18L 7,81 5 -23,00

aAHint:AHEr(AHE"FAHO.
® Determinado pela anélise da estrutura otimizada.
¢ Entalpia de solvatacdo pelo método COSMO.

Os resultados da tabela 21 foram aplicados na equacdo 29, devido aos ligantes
serem de uma Unica classe. Os resultados de entalpia de interacdo, nimeros de ligacGes
rotacionaveis e entalpia de solvatacdo dos derivados modificados dos mesoiénicos 18K
e 18L foram adicionados a Equacdo 29 para calcular o loglCsy na inibicdo de TCAChE.

Os resultados obtidos pela equacdo estdo na tabela 22.
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Tabela 22. Valores de loglCs tedricos calculados pelas equagdes 29.

Estrutura logICs logICs, °
18K -1,27 1,76
18L 0,28 1,04

?logICs calculado para moléculas modificadas (eg. 29); 1Cs, correspondente em pM.
"loglCs, experimental para moléculas que serviram de base para fazer as modificacdes (18d e

18D, respectivamente).

4.3.1 Resultados dos mesoidnicos propostos

A anélise dos resultados dos mesoidnicos modificados 18K e 18L mostra que
houve uma reducdo de loglCsy, em comparacdo com o loglCsy das estruturas que
serviram de base para 0s novos compostos modificados, 18b e 18d, possuindo assim

uma maior atividade prevista.

O melhor modelo de previsdo de loglCsy dos mesoidnicos (eq. 29), baseado no
método PMS6, indica pequenas diferencas entre os modos de inibi¢do das estruturas 18K
e 18L, no complexo TcAChE/acetilcolina. As estruturas 18K e 18L possuem uma
hidroxila na posicdo meta no grupo fenila ligado ao nitrogénio do anel central. A
estrutura 18L possui dois carbonos sp? no espacador, dando menor flexibilidade &
estrutura. Essas mudancas fazem importantes diferencas na intensidade das interacoes
com os aminoacidos Tyrl18, Asp69, Asn82 e com a ACh, como esta demonstrado
através dos valores de AHi; na tabela 20. Na figura 39 estdo as estruturas dos
complexos com 0s novos mesoibnicos otimizados e na tabela 23 as distancias das

principais interacdes.
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Figura 39. (A) complexo da estrutura 18K (carbonos em azul) com a AChE (carbonos
em verde claro); (B) complexo da estrutura 18L (carbonos em amarelo) com a AChE

(carbonos em azul). Atomos de N em azul, &omos de O em vermelho e atomo de S em
amarelo; os atomos de H foram omitidos para maior clareza.

Tabela 23. Distancias de interagdes observadas para os mesoionicos 18K e 18L.

|
2
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Estrutura Distancias (em A)

a b c d e f g

18L 192 3,09 3,74 3,94 3,25 3,28 2,98

18K 1,85 3,01 3,71 3,88 2,13 2,63 2,70

A Tabela 21 mostra que a estrutura 18K possui o valor de AHjy; mais favoréavel
do que seu analogo com o espacador rigido 18L, respectivamente, o que indica que a
maior flexibilidade da primeira permite que as interagdes com os residuos de
aminoécidos se estabelecam de modo mais efetivo, conforme confirmado pelos valores
na tabela 23. As interacfes em geral sdo mais efetivas para a estrutura 18K, inclusive
interacdo de um dos nitrogénios do anel heterociclico central e do nitrogénio exociclico
negativo com Tyr118 parecem mais efetivas (mais curtas) com a estrutura 18K, assim
como a interagdo carga-carga entre o nitrogénio exociclico (negativo) e o grupo amonio
quaternario do substrato.

Sobrepondo os complexos otimizados contendo as estruturas propostas e as
estruturas originais a partir do qual se originaram as propostas, observam-se somente
pequenos deslocamentos entre os ligantes e alguns aminoécidos, mostrando que a
melhora nos valores de AHjy se deve a um acréscimo de interacbes com o0s

aminodacidos. Essas pequenas diferencas podem ser observadas na figura 40.

Figura 40. (A) complexo entre a estrutura 18d (carbonos em violeta) com a AChE
(carbonos em amarelo) sobreposto com o complexo entre a estrutura 18K (carbonos em
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verde oliva) com a AChE (carbonos em cinza); (B) complexo entre a estrutura 18b
(carbonos em marrom) com a AChE (carbonos em magenta) sobreposto com o
complexo entre a estrutura 18L (carbonos em verde claro) com a AChE (carbonos em
azul). Atomos de N em azul, &tomos de O em vermelho e 4&tomo de S em amarelo; os

atomos de H foram omitidos para maior clareza.

Analisando o0s resultados das interacdes através dos dados de entalpia de
interacdo e da entalpia de solvatacdo, observa-se que as trocas dos hidrogénios por
hidroxilas na posicdo meta nos anéis aromaticos (compostos 18K e 18L) tiveram o
efeito esperado, criando novas interagdes, tornando-as mais efetivas com o0s
aminoécidos e também deixando as moléculas mais sollveis em ambiente aquoso. Esses
termos contribuiram para reduzir o valor de loglCso, ou seja, para elevar a atividade.
Dos mesoibnicos propostos, a estrutura 18K € prevista como o inibidor de AChE mais

promissor.

5. CONCLUSOES

5.1 Em relagdo a enzima AChE de Torpedo californica

Na primeira parte do trabalho foi feito estudo com a enzima TcAChE, realizado
pelo docking com o método Chemscore seguido de célculos com os métodos semi-
empiricos PM6 e RM1, que demonstraram serem ferramentas adequadas para a
otimizacdo dos complexos TcChE-inibidor, levando a uma boa descricdo dos aspectos
estéreo-eletronicos envolvidos na interacdo dos complexos formados contendo
diferentes classes de ligantes: B-carbolinas bivalentes, mesoidnicos e derivados da
harmana.

O estudo mostrou que a entalpia de interacdo ndo é o Unica ferramenta
importante a se considerar no planejamento de novos inibidores da TCAChE. A energia
livre de solvatacdo e as perdas entrdpicas devidas as restricdes conformacionais dos
inibidores também sdo importantes fatores associados com o processo de inibicdo, uma
vez que, quando estes parametros foram considerados em uma Unica equacdo, foi

possivel obter modelos que correlacionaram bem os dados de atividades experimentais
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com aqueles que foram calculados, o que pode funcionar para orientar a sintese de
novos inibidores.

As equacdes de predicdo propostas neste trabalho podem ser bastante Uteis para
quantificar a atividade de compostos que apresentam semelhangas estruturais. Para
compostos com diferencas estruturais maiores, ela pode fornecer uma previséo relativa

entre quais cCompostos serdo mais ou menos ativos.

Em relacdo a TcAChE, foi possivel encontrar trés boas equagdes com também
boas correlagdes uma para cada classe de compostos, que pudessem de forma adequada
determinar a inibicdo, através dos descritores de energia. Para os derivados da harmana
a equagao 27, para os mesoidnicos a equagdo 29 e para as P-carbolinas bivalentes a

equacéo 31.

A partir da analise das estruturas dos complexos obtidos com 0s mesoidnicos e
das equacdes de previsdo de atividade correspondentes, foram propostos dois prototipos
neste trabalho, estruturas 18K e 18L, e suas atividades foram previstas. As duas
moléculas 18K e 18L foram previstas como mais ativas que as moléculas anteriores

(que deram origem aos prototipos), indicando que as modificagdes foram adequadas.

5.2 Em relacdo a enzima AChE de Aedes aegypti

Na segunda parte do trabalho foi feito estudo com a enzima AaAChE, onde foi
criado um modelo para esta enzima, que apresentou boa qualidade, sendo a estrutura
adequada para estudo de desenvolvimento de novos ligantes. Os mesmos procedimentos
foram utilizados anteriormente para os calculos dos termos de energia foram aplicados

com sucesso para as B-carbolinas bivalentes.

Também para esta enzima foi possivel encontrar uma equacdo com uma boa
correlacdo com as atividades de B-carbolinas bivalentes, que pode de forma adequada

determinar a inibicdo através dos descritores de energia (equacao 33).
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