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RESUMO

A expectativa de vida do ser humano tem aumentado e as doencas relacionadas com a idade
vém se tornando evidentes, uma delas é a doenca de Alzheimer, que é uma enfermidade
neurodegenerativa, progressiva, sem cura até o0 momento, geralmente ocorre com pessoas acima
dos 65 anos, é um tipo de deméncia, de declinio cognitivo crescente e irreversivel e com
multiplos déficits cognitivos, dos quais um, obrigatoriamente, é a perda de memoria. Esses
sintomas sdo suficientemente intensos para causar impacto nas atividades didrias de uma
pessoa. Quanto as possiveis causas da doenca, ainda sdo desconhecidas, porém, os indicios mais
comuns sdo: o avan¢o da idade e os fatores genéticos. Nesse sentido, o trabalho teve como
objetivo geral investigar in silico as propriedades de interac@o de alguns inibidores, dentre eles:
Tacrina, Donepezil, Rivastigmina, Galantamina, Fisostigmina e Memantina, com a
Acetilcolinesterase. Para isso, metodologicamente, foi realizado o Docking Molecular e o
Método de Fracionamento Molecular com Caps Conjugados (MFCC), considerando estruturas
moleculares extraidas de bancos de dados certificados (DrugBank e Protein Data Bank). Dessa
forma, realizou-se os cdlculos quanticos e, através desses, foi possivel proceder uma andlise
quantitativa, por meio ab initio. Diante disso, os resultados apontaram que todos os seis
farmacos apresentaram atividade inibitéria frente a Acetilcolenesterase (AChE), uma energia
livre de ligacdo de todos os complexos foram expressivamente negativos, podendo afirmar que,
de forma termodindmica, os valores de gastos energéticos foram favordveis. Por meio de
estudos in silico, ou seja, através de métodos computacionais, a interacdo dos farmacos com a
enzima AChE obtiveram resultados significativos de problemas farmacoldgicos relacionados a
doenca neurodegenerativa em estudo. Em virtude disso, a pesquisa € relevante, pois consiste
em obter as melhores conformagdes de menor energia por meio do docking molecular e MFCC,
que foram comprovadas por conceitos tedricos, fisico-quimicos e termodindmicos.

Palavras-chave: doenca do Alzheimer, métodos computacionais, inibidores da
acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Life Human life expectancy has increased and age-related diseases are becoming evident, one
of which is Alzheimer's disease, which is a progressive, neurodegenerative disease, with no
cure so far, usually occurs with people over 65 years, it is a type of dementia, of increasing and
irreversible cognitive decline and with multiple cognitive deficits, of which one, necessarily, is
memory loss. These symptoms are severe enough to impact a person's daily activities. As for
the possible causes of the disease, they are still unknown, however, the most common signs are:
advancing age and genetic factors. In this sense, the work had as general objective to investigate
in silico the interaction properties of some inhibitors, among them: Tacrine, Donepezil,
Rivastigmine, Galantamine, Fisostigmine and Memantine, with Acetylcholinesterase. For this,
methodologically, the Molecular Docking and the Fractionation Method Molecule with
Conjugated Hoods (MFCC) were performed, considering molecular structures extracted from
certified databases (DrugBank and Protein Data Bank). In this way, quantum calculations were
performed and, through these, it was possible to carry out a quantitative analysis, through ab
initio. In view of this, the results showed that all six drugs showed inhibitory activity against
Acetylcholesteresterase (AChE), a free energy of binding of all complexes, which were
expressively negative, which can affirm that, in a thermodynamic way, the values of energy
expenditure were favorable. Through in silico studies, that is, through computational methods,
the interaction of drugs with the AChE enzyme obtained significant results from
pharmacological problems related to the neurodegenerative disease under study. As a result,
the research is relevant, as it consists of obtaining the best conformations of lower energy
through molecular docking and MFCC, which were proven by theoretical, physical-chemical
and thermodynamic concepts.

Keywords: Alzheimer's disease, computational methods, acetylcholinesterase inhibitors



INTRODUCAO

A expectativa de vida do ser humano tem aumentado e as doencas relacionadas com a
idade vém se tornando mais evidentes, como comprova uma matéria publicada no G1 em 2019.
Nessa noticia, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) apontava que os casos de deméncia vao
triplicar e chegar até 152 milhdes de pessoas até 2050. Dentre as doengas que causam deméncia,
destaca-se a doenga de Alzheimer, que afeta a populagdo mais idosa, causando uma
problematica a nivel mundial.

A doenca de Alzheimer foi descrita em 1906 por um psiquiatra alemdo, Alois
Alzheimer, que estudou os sintomas em uma paciente chamado August Deter. De acordo com
Inouye, Pedrazzani e Pavarini (2010), a doenca de Alzheimer é um tipo de deméncia, de
declinio cognitivo crescente e irreversivel, com miltiplos déficits cognitivos, dos quais um,
obrigatoriamente, € a perda de memoria. Esses sintomas sdo suficientemente intensos para
causar impacto nas atividades didrias de uma pessoa. A causa da doenga ainda € desconhecida
e ndo se tem a cura até o presente momento, porém, os indicios da doenga sdo: o avango da
idade e fatores genéticos.

Além disso, existem estdgios da doenca que podem ser destacados. Segundo Petersen
(2006) a doenca possui trés estagios: Estagio inicial: leve esquecimento de fatos recentes,
dificuldade de realizar tarefas simples, como, utilizar utensilios domésticos, vestir a roupa,
higienizacdo e alimentacdo. Estagio intermediaria: dificuldade de reconhecer pessoas,
incapacidade de aprendizado, incontinéncia urindria e fecal. Estagio final: distirbios graves de
linguagem, perda da autonomia, restrito ao leito, irritagdo extrema, etc.

Almeida (1997) destaca que a doenca de Alzheimer pode causar diversas alteragdes
neurofisiolégicas. Nesse sentido, diversos pesquisadores, ao analisarem essas alteracoes,
perceberam algumas anormalidades no sistema nervoso, quando pacientes portadores
apresentavam mudangas na producao da acetilcolina. Tais como: redu¢do desproporcional de
acetilcolina (NORDBERG, 1992); alteracdo no numero e sensibilidade de receptores
nicotinicos e muscarinicos cerebrais Newhouse (1997) e Schroder (1998) e sensibilidade
aumentada aos efeitos de farmacos anticolinérgicas, como a escopolamina Newhouse (1997).

A estratégia na terapia dessa doenga € de melhorar a hipofuncdo colinérgica. Nessa
perspectiva, até o0 momento, a que se mostrou mais vidvel foi a inibi¢dao da acetilcolinesterase

(AChE) - enzima responsavel por degradar a acetilcolina (Ach).
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A acetilcolinesterase ¢ uma enzima pertencente a familia colinesterases, sendo
responsavel por romper a comunica¢do neurotransmissora da acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas. Durante esse processo, a acetilcolina efetua a transmissao de informacdes de um
neurdnio a outro (WESTFALL; WESTFALL, 2006).

As sinapses colinérgicas apresentam diversas fungdes fisiolégicas no individuo na
regido do sistema nervoso central e periférico. O sistema nervoso central € responsdvel pelo
controle motor, cogni¢do e memoria, ja o sistema nervoso periférico tem a funcdo de modular
os impulsos nervosos que controlam os batimentos cardiacos. (VENTURA e col., 2009).

A acetilcolina ACh é um neurotransmissor que se constitui no espago terminal dos
neurdnios chamado de axo6nio terminal, que se integra em vesiculas sindpticas e, quando chega
um impulso nervoso no axonio terminal, € liberada pelo neurdnio na regido sinaptica, que €
atraido pelos receptores colinérgicos que estdo localizados préximos aos neurdnios
(STANDAERT, D. G.; YOUNG, 2006).

O ACh, quando entra em contato com esses receptores, regenera um impulso nervoso
no neurdnio, levando assim as informacdes cognitivas. Para aumentar a fun¢do da ACh, é
necessdrio inibir a fung¢do da enzima acetilcolinesterase. Ja existe alguns farmacos inibidores
da AChE que sdo utilizadas no tratamento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer leve e moderada, sendo eles, Tacrina, Donepezil, Rivastigmina e Galantamina.

Existem diversos fairmacos que atuam como alvo as sinapses colinérgicas, podendo
ativar na enzima AChE, inibindo-a ou reativando-a, como também manifestar em receptores de
ACh como agonista ou antagonista. Esses farmacos que apresentam atividade de inibi¢do sdao

considerados anticolinérgicos. A seguir mais informag¢des sobre os farmacos em estudo.

Tacrina

O primeiro farmaco dessa classe a ser testado em seres humanos foi a Tacrina. Os
primeiros testes foram bastante satisfatérios, ndo seguindo adiante o melhoramento deste, pois
houve a identificacdo de possiveis efeitos colaterais. De acordo com Watkins et al., (1994) foi
abordado um estudo preocupante desse farmaco sobre a hepatotoxicidade. A pesquisa que levou
aprovagao da Tacrina demonstrava uma comparagdo entre o grupo placebo e entre o grupo de
doses que variava em 80 mg/dia, 120 mg/dia e 160 mg/dia. A pesquisa desenvolvida por Knapp

e et al., (1994) apresentava uma relagdo entre as doses didrias e os indices do Mini Exame do
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Estado Mental (MEEM) que inclui basicamente em testes que mapeavam perdas cognitivas e
deméncia, e da Escala de Avaliacdo da Doenca de Alzheimer — Subscore Cognitivo
(Alzheimer’s Disease Assessment Scale — cognitive section — ADAS-Cog), mesmo
demonstrando um resultado semelhante ao MEEM, era analisado de forma mais precisa e
completa. Essa pesquisa durou em média 30 semanas, sendo que os pacientes em teste que
apresentavam melhoras cognitivas, eram aqueles que ingeriram doses maiores. No entanto, foi
destacado abandono ao tratamento antes das 30 semanas na maioria dos pacientes que tomaram
doses maiores. Mesmo apresentando um resultado positivo no inicio do tratamento, os efeitos
colaterais foram maiores, evidenciando o abandono a esse farmaco.

De acordo com Qizilbash (1998), dosagens maiores desse farmaco podem causar efeitos
colaterais, caracterizada por ndusea, vomito grave, salivacdo, sudorese, bradicardia, hipotensao,
colapso e convulsdes. O aumento da fraqueza muscular é uma possibilidade e pode resultar em
morte se 0s musculos respiratdrios estiverem envolvidos. Dessa forma, percebeu a necessidade
de utilizar doses menores para controle do tratamento da doenga de Alzheimer leve e moderada.
Por outro lado, Minett e Bertolucci (2000) afirmam que a inibi¢do pode acontecer de forma
reversivel, levando a necessidade de doses altas diariamente no periodo do tratamento da

doenca.

Donepezil

O Donepezil foi o segundo farmaco aprovada no tratamento da doenca de Alzheimer, é
um inibidor reversivel da AChE em 1996. (MINETT E BERTOLUCCI, 2000) O
desenvolvimento desse medicamento se deu por Rogers e col. (1996). A pesquisa publicada
demonstrava caracteristicas melhores que a Tacrina, como: o tempo de meia-vida 70 horas
comparando-se a Tacrina (3,5 horas) e doses entre 5 e 10 mg por dia. Esse medicamento
anticolinesterases, mostrando-se eficiente no tratamento da doenga, tornando-se mais confiante
com o passar dos anos, devido as novas pesquisas que eram desenvolvidas por Rogers e col
(1998).

A pesquisa realizada por Rogers e col (1998) foi no periodo de 24 semanas com
pacientes que tomavam da dose do placebo do farmaco Donepezil (entre 5 e 10 mg por dia) e
observaram a evolugdo desse medicamento através dos indices de Escala de Avaliacdo da

doenca de Alzheimer — Subscore Cognitivo (4/zheimer’s Disease Assessment Scale — cognitive
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section — ADAS-Cog e MEEM. Os estudiosos perceberam que, mesmo o0s pacientes
apresentando melhoras comparado ao placebo, as mudancas eram minimas entre as doses
didrias que eram aplicadas.

Ademais, eles mostraram que o medicamento niao tem capacidade de diminuir a
evolucdo da doenca. Os efeitos colaterais foram identificados em pacientes que tomaram a
maior dosagem no periodo de estudo, apresentando sintomas, como: diarreia, nduseas, vomito,
caimbras e entre outros que sdo aceitdveis no inicio do tratamento. Posteriormente, esses
sintomas sdo minimizados com o progresso no tratamento. Esse farmaco apresentou aceitacao
dos pacientes, comparado a Tacrina no periodo de andlise. A melhor dosagem € de 5 mg/dia

considerando que de 10 mg/dia regride os efeitos da doenca num periodo maior de 40 semanas.

Rivastigmina

Considerada como uma pseudo-irreversivel, a Rivastigmina é um farmaco que pode
trazer resultados significativos no tratamento da doenga de Alzheimer. Estudos realizados por
Higgins e Flicker (2000) apontam que ha resultados significativos entre doses de 6mg/dia a
12mg/dia no periodo de 26 semanas de andlises. Essa comprovacgdo realizada por Higgins e
Flicker demonstrou que o indices de ADAS-cog apresentava bons resultados comparado ao
grupo placebo.

No entanto, a pesquisa demonstrava um aumento de pacientes que apresentavam efeitos
colaterais, sendo eles: ndusea, diarreia, vOmito, anorexia, dores abdominais, tonturas e entre
outros sintomas que eram identificados principalmente em pessoas que ingeriam uma dosagem
maior do medicamento, comparando-se com o grupo placebo, de acordo com Flicker (2000).

Por outro lado, j4 existem evidéncias que doses menores podem influenciar no efeito colateral.
Galantamina

A Galantamina é o farmaco com atividade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase,
caracterizada por ser competitiva e rapidamente reversivel durante o tratamento da doenca de

Alzheimer, segundo Wallin et al., (2011). Essa pesquisa foi desenvolvida no periodo de 6

meses com pacientes que apresentavam a doenga como principal sintoma.
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Vale e colaboradores (2011) detalham a Galantamina como um farmaco que beneficia
o paciente com a doencga, pois se caracteriza por apresentar melhorias na atividade cognitiva
utilizando doses didrias de 16mg a 24mg - mesmo apresentando variacdo dessas doses no
organismo - conforme estudos relacionados por indices ADAS-Cog e MEEM, com tempo de

meia-vida de 7 horas.

Fisostigmina

A Fisostigmina € um inibidor da AChE podendo ser considerado reversivel e tem
apresentado bons resultados no tratamento da deméncia, de conformidade com Coelho (2008).
Esse pesquisador percebeu uma relacdo de melhora cognitiva em pacientes com a doenca. No
entanto, apresenta alguns efeitos negativos como nauseas, vOomitos e diarreia.

Em um estudo realizado por Christopher (2000), sdo apresentados resultados de que a
Fisostigmina potencializa efeitos de inibicdo a AChE, num periodo de 6 semanas com doses de
18 mg/dia, 24 mg/dia e 30 mg/dia comparando-se ao grupo placebo. Mesmo potencializando o
efeito do farmaco, segundo o indice ADAS-Cog e MEEM, grandes quantidades podem
ocasionar efeitos colaterais, isso € provado principalmente em pacientes que recebem maior

dosagem desse medicamento.

Memantina

A Memantina é um farmaco utilizado para tratamento da doenca de Alzheimer em
estdgio mais avangado, demonstrando eficicia a partir de ensaios clinicos aleatérios. Esse
medicamento tem como fun¢do bloquear os receptores especificos no estdgio de repouso e, em
condigdes fisiologicas, € deslocada pelo glutamato do seu local de ligagdo. Porém, em situacoes
patolégicas, Memantina permanece ligada aos receptores, evitando a ativacdo excitotoxica
glutamatérgica e prevenindo o influxo excessivo de célcio para o neurdnio. (FORLENZA,
2005).

A Memantina € absorvida de forma completa por via oral e sua meia-vida € considerada
longa, entre o periodo de 60 — 80 horas. Como a sua eliminacdo é renal e a metabolizagdao

hepatica é minima, ocorre pouca interacio medicamentosa e apresenta boa tolerabilidade
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quanto aos efeitos colaterais, como: agitacdo, diarréia, ansiedade, insOnia, desorientacdo,
alucinacdes, vOmito, cansago, hipertonia e tontura.

Um corte prospectivo demonstrou que a associacdo de Memantina com AChE é mais
eficaz em pacientes com a doenca moderada a grave do que a monoterapia com os inibidores
das colinesterases. Na DA leve a moderada, o uso de Memantina em monoterapia ou em
associacdo com os AChE revelam resultados conflitantes, portanto, ndo ha base cientifica para
a terapia com Memantina nos estdgios iniciais da doenga (VALE et al., 2011).

A dosagem recomendada para a Memantina € 10 mg duas vezes ao dia. Alguns estudos
Jj4 comprovaram a seguranca e a tolerabilidade da administracdao de 20 mg uma vez ao dia
contribuindo para a adesdo do paciente ao tratamento. (ARAUJO, PONDE, 2006). Em Junho
de 2010, a FDA aprovou nos EUA a Memantina ER, que fornece uma unica dose de 28 mg

acdo prolongada.
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OBJETIVO GERAL

Quantificar o grau energético na interacdo in silico as propriedades de interacdo dos
inibidores, Tacrina, Donepezil, Rivastigmina, Galantamina, Fisostigmina e Memantina, com a

Acetilcolinesterase.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analisar as estruturas tridimensionais de dois receptores da Acetilcolinesterase (AChE)
1EAS e 1GQR e seu sitio ativo.

e Verificar, na literatura, possiveis receptores para modelagem molecular;

e [Executar simulacdes de ancoragem molecular e gerar complexos proteina-ligantes e/ou
proteina-proteina.

e Analisar os resultados dos dockings com auxilio do programa Visual Molecular Dynamics
(VMD) e o Discovery Studio (DS);

e Quantificar as energias individuais de cada aminodcido da 1EAS e 1GQR em interagdo
com os ligantes propostos;

e Quantificar as energias de interacdes a nivel quantico, entre os possiveis inibidores e os

residuos do sitio ativo da proteina.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

A doenca de Alzheimer (DA) € complexa e crescente com o passar dos anos, em virtude

do aumento do aumento da idade e a hereditariedade/genética.

DOENCA DO ALZHEIMER

A populacdo mundial tem crescido absurdamente, a expectativa de vida tem aumentado
e, consequentemente, o nimero de pessoas com idade avangada também. Com relacdo a World
Alzheimer Report, em 2010, em todo mundo foram gastos aproximadamente US$ 604 bilhdes
com cuidados a pacientes com deméncia. Os gastos com cuidados informais (cuidados
familiares e perda de oportunidade de trabalho) contribuem com grande parcela desse valor,
enquanto os gastos relativos a cuidados médicos sdo bem menos expressivos (WIMO &
PRINCE, 2010).

No Brasil, o envelhecimento populacional vem crescente nos tltimos anos. No ano de
2010, especificamente, 7,4% da populacdo brasileira estava entre 65 anos e/ou acima dessa
idade, ou seja, mais de 14 milhdes de pessoas estdo dentro dessa faixa etdria (IBGE, 2011).
Estudos realizados pelo Viegas e colaboradores (2009) afirma que a probabilidade é de
crescimento de 30% até 2030, j4 em 2050, a probabilidade é que o nlimero de pessoas idosas
aumente o dobro do esperado, o que destaca aproximadamente 64 milhdes de brasileiros idosos.

Estudos realizados por Ferri e colaboradores (2005) e Prince (2007) afirmaram que 24
milhdes de pessoas apresentaram alguma deméncia por todo o mundo, sendo a doenca do
Alzheimer a mais caracteristica e comum nesse periodo. Por isso, a importancia de terapias no
tratamento de pacientes com doencas neurodegenerativas € encontrar um fator neuroprotetor,
com intuito de reduzir ou inativar a proliferacdo da enzima AChE, resultando no avanco do
tratamento da doenca DA. A intencdo de melhorar a inibi¢do dessa enzima AChE é o
desenvolvimento de processos sobre melhoramento dos farmacos, inovando, diminuindo os

efeitos colaterais, reduzir os custos nos pacientes portadores dessa doencga.

23



ACETILCOLINESTERASE (AChE)

A acetilcolinesterase é uma enzima pertecente as colinesterases, estando envolvida na
transmissdo colinérgica e sua deficiéncia é considerada uma das principais hipéteses da
patogénese da DA. (FALCO et al., 2016) Por causa disso, o tratamento da DA ¢ baseado
principalmente na monoterapia com farmacos anticolinérgicos com seletividade para AChE
(ex.: Donezepila e Galantamina). (NAJAFI et al., 2017)

Com a resolugdo da estrutura tridimensional da AChE de Torpedo California em 1991
por Sussman e seus colaboradores (SUSSMAN, J.L. et al., 1991) (Figura 1), novos horizontes

em pesquisa com esta enzima foram abertos e desde entdo a AChE tem sido alvo de intensas

investigacoes.

Figura 1. Monomero de acetilcolinesterase: uma proteina que contém 537 aminoécidos.

Fonte: (SUSSMAN, J.L. et al., 1991)
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Estruturas cristalograficas da acetilcolinesterase sdao derivadas de 5 espécies, dessas,
existem 97 estruturas, até o presente momento. Sao elas: Humana, Drosophila, hérguia elétrica,
torpedo californica, e Rato;

As 97 estruturas das AChE, 55 sdo do Torpedo californica, a maioria dos farmacos que
sdo aprovados no tratamento da doenca do alzheimer (DA) e que estdo relacionadas a AChE
utilizam a enzima do torpedo californica. (KAMAU; MUSTATA, 2007)

A enzima AChE tem como funcio catdlise rdpida e o rompimento da acetilcolina.
Consequentemente, a ACh € destruida, desativando o neurotransmissor apds sua ligagdo com o
receptor, inibindo a producdo de estimulos continuos por interagdes repetitivas. (ALMEIDA,
2011)

O sitio ativo AChE é composto por dois subsitios, sendo um estedrico e outro de ligacao
de colina que se ligam ao grupo carbonilico e amo6nia quartendrio da ACh. Existe ainda um
segundo sitio ativo de colina, chamado de periférico, assim por estd distante do sitio ativo. A
estrutura tridimensional do AChE de Torpedo californica (Tc) o sitio ativo estd localizado na
por¢do interior na cavidade estreita e profunda, denominada cavidade aromatica, composta por
mais de 50% do volume por anéis aromdticos de residuos de aminodcidos. (ALMEIDA, 2011)

No sitio ativo da enzima AChE os aminoacidos Ser200, His440 e Glu327 sao destacados
como essenciais para atividade catalitica enzimatica, sendo considerada a triade catalitica da
AChE. (HAREL et al., 1993)

O sitio ativo desta enzima estd “enterrado” proximo de uma profunda e estreita cavidade,
o que era imprevisto dado a alta velocidade de reacdo da mesma. Esta cavidade é cercada por
14 residuos aromdticos conservados, onde os anéis de cada um deles compdem,
aproximadamente, 70% da superficie da cavidade, com Trp84 e Phe330 contribuindo para o
chamado sitio catalitico anionico e Tyr70, Tyr121 e Trp279 contribuindo para o sitio periférico

anidnico.
BIOQUIMICA COMPUTACIONAL
A bioquimica computacional pode ser considerada uma ferramenta que se aplica as

diversas dreas das ciéncias, como: Fisica, Quimica, Biologia e Matematica. Essa ferramenta

prevé através de cdlculos estatisticos simulagdes in silico a partir de sistemas bioldgicos que
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sdo de extrema importancia para compreensao de problemadticas envolvendo dreas da satde,
farmacologia, agricultura e entre outros sistemas bioquimicos.

Os softwares que sao utilizados para andlises desses sistemas, sao baseados em equagdes
fisicas e quimicas envolvendo principalmente fisica cldssica e quantica com intuito de
investigar as melhores estruturas moleculares para desenvolvimento de uma simulacdo que
indique acdo positivo no meio ambiente.

Em conformidade com Matta (2010) e Mota (2016) é possivel gerar um modelo
molecular de um meio fisioldgico e a partir disso gerar resultados e receber informacdes acerca
da geometria (Angulos de tor¢do e ligacdo, Comprimento de ligagdo), energia (Energia de
ligacdo), propriedades espectroscopicas (modo de agitacdo), propriedades -eletronicas
(afinidade eletronica, potencial de ioniza¢do, momento dipolo), além de outras informagdes
como volume, superficie, densidade, ionizagdo.

O estudo entre as interacdes de proteina-ligante ou proteina-proteina fazem parte da
bioquimica computacional. A necessidade de analisar os sitios ativos e observar a energia de
interacdo com os possiveis ligantes (firmacos) e a proteina (receptor) pode-se caracterizar-se
uma analise tedrica por modelagem molecular. Sabendo a contribuicio de softwares que podem
auxiliar e gerar resultados economicamente vidveis, a partir da compreensdo dos sistemas
bioldgicos, como também o planejamento de novas drogas farmacoldgicas. (VERLI;
BARREIRO, 2005) Nesse contexto, o estudo de novas drogas por intermédio de estruturas
tridimensionais podem ser caracterizadas por diferentes métodos: Ressonincia magnética
nuclear, difracdo de raio-x ou por modelagem molecular. (HENNING; SATTLER, 2014) As
categorias que estdo no método de docking molecular sdo: métodos semi-empiricos, ab initio -
Meétodo de Francionamento Molecular de Caps conjugados (MFCC) ou modelagem molecular

(Docking molecular). (MOTA, 2016)
DOCKING MOLECULAR

O Docking Molecular ou ancoragem molecular ou também conhecido como
atracamento molecular é conhecido por ser um procedimento in silico, um anélise tedrica a

respeito de simulacdo entre a interacdo de duas moléculas resultando em uma interacdo de

proteina-ligante ou proteina-proteina. (VERLI, 2014)
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Emil Fischer 1984 descreveu o docking molecular como um modelo chave-fechadura.
Nesse modelo, o receptor (proteina) é considerada como “fechadura” e o sitio ativo ¢ idealizado
como o “buraco da fechadura” e o ligante a “chave” da fechadura.

O modelo de complexo molecular permite compreensao acerca das propriedades fisico-
quimicas e suas interagdes energéticas, além disso, considera caracteristicas de afinidade
eletronica, interacdes intermoleculares entre o ligante e a proteina e suas especificidades como
complexo.

Figura 2. Representa¢do do modelo proteina-ligante na modelagem molecular.

p Docking Molecular
Proteina =

Ligante

Fonte: Dados da pesquisa, Software Discovery Studio 2020.

TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

Os métodos aproximados de Hartreer-Fock, demonstra solu¢do na equacdo de
Schrédinger para sistemas de muitos corpos independe do tempo que retorna da fungdo da onda
total com coordenadas espaciais (3N.) e coordenadas de spins (N.). Com isso, depende muito
da quantidade de elétrons da molécula a ser estudada, podendo-se obter maior tempo e demanda
computacional. Levando em consideragdo a alta demanda de informagdes desses dados,
interpretando-os fisicamente grande dificuldade. (OLIVEIRA, 2018)

Com intuito de resolver essa problemadtica os pesquisadores Walter Kohn e Pierre
Hohenberg no século XX desenvolveram a Teoria do Funcional da Densidade (do inglés,
Density Functional Theory, ou simplesmente DFT) faz parte da mecéanica quantica que estuda

sistemas de elétrons interagentes no estado fundamental por meio da densidade eletronica na
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quimica quantica e na fisica no estado s6lido.(SOUSA, 2015) A eficiéncia desse método tem
como base o baixo custo computacional atrelado as aproximacdes comparadas a

experimentacdo. (DIAS, 2015)

DENSIDADE ELETRONICA

Na mecanica quantica, a densidade eletronica € uma medida da probabilidade de um
elétron ocupar um elemento infinitesimal do espaco ao redor de qualquer ponto. (BATISTA;
GRANATO; ANGELOTTI 2016; FRAZAO et al., 2012). Essa densidade é definida com a
funcdo de onda. A densidade determina o médulo da fun¢do de onda como um fator de fase,

fornecendo a base formal da teoria do funcional da densidade (DUARTE, 2001; KATO, 1957).

OPERADOR DE DENSIDADE

Nos postulados da mecénica quantica sdo evidenciados para os estados puros tratados
em sistemas fechados. Por outro lado, em sistemas abertos os estados sdo mistos refere-se aos
estados qunticos por superposicdo ndo-linear. Para medicdo do O qualquer ndo é possivel
determinar o estado especifico que o sistema adquire, mas a probabilidade © dele encontrar uma
funcdo de onda. Os valores determinados serdo calculados pela média ponderada das

probabilidades n. (HUANG, 1963

TEOREMAS DE HOHENBERG-KOHN

Thomas e Fermi foram os primeiros estudiosos que trataram sistemas multieletronicos
através da densidade eletronica. Esse modelo (Thomas-Fermi) apesar de ndo conseguir explicar
de forma satisfatéria as moléculas, desconsidera a energia de troca e de correlacdo. A solucao
dessa problematica foi solucionada quando Honhenberg e Kohn apresentaram dois teoremas,
no ano de 1964, que destacava a energia do estado fundamental € um funcional da densidade
eletronica. (HOHENBERG; KOHN, 1964)

1° Teorema de Hohenberg-Kohn: O potencial externo V..(¥) de um sistema de
particulas interagentes é determinado univocamente pela densidade do estado fundamental

po(7) do sistema, a menos de uma constante (HOHENBERG; KOHN, 1964).
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Esse primeiro teorema deixa estabelecido que a densidade de carga do estado
fundamental de um sistema multieletronico € determinado de maneira univoca, a menos de uma
constante aditiva, a partir do potencial externo.

2° Teorema de Hohenberg-Kohn: Um funcional universal para a energia E[p(7)] em
termos da densidade p(¥") pode ser definido, valendo para qualquer potencial externo V. (1)
particular, como a energia exata do estado fundamental, quando o valor minimo global desse
funcional e também a densidade p(7') que minimiza o funcional é a densidade exata do estado
Sfundamental ( HOHENBERG; KOHN, 1964).

A energia do estado fundamental de um sistema de véarios elétrons sob um determinado

potencial externo V,,;(7), pode ser descrita com

E[p(P)] = f Vore @ p(P)d7 + Flp)] (1.0)

Onde F[p] é o funcional universal de p, que independe do potencial externo.

Com este teorema tornasse possivel o uso do principio variacional para determinar a
densidade do estado fundamental. Embora existam vdrias possibilidades para a densidade
eletronica, a determinacao ocorre por minimizagdo, onde ao encontrar a densidade para qual a
energia é minima, encontra-se a densidade do estado fundamental (BATISTA; GRANATO;
ANGELOTTI, 2016; DUARTE, 2001).

O GRANDE ANSATZ E O FORMALISMO DE KOHN-SHAM

Hohenberg e Kohn consideravam que os elétrons eram particulas que interagiam entre
si de forma natural. Por outro lado, no ano de 1965, dois estudiosos chamados Walter Kohn e
Lu Jeu Sham. O grande Ansatz por eles, afirmava que a densidade eletronica para o estado
fundamental em um sistema nao-interagente € exatamente a mesma em um sistema interagente

que € denominado o grande ansatz de Kohn-Sham. (GOMES, 2018; SOUSA, 2015)
EQUACAO DE KOHN-SHAM

A equacdo de Kohn-Sham pode ser vista como sendo a equagdo de Schrodinger para
um sistema ficticio composto de particulas ndo interagentes, gerando uma densidade eletronica

semelhante a do sistema real, originalmente composto pelas particulas reais interagentes
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(KOHN; SHAM, 1965; STEINMANN, 1960; HAOYU, 2016). Para que isso ocorra ¢
necessario inserirmos um potencial externo v, (7). Partindo do ponto que a densidade resultante
deve serigual a densidade do estado fundamental, chegamos as equagdes 1.1 e 1.2, denominado

de equagdes de Kohn-Sham:

(_%VL+P63+I p@)d%J+6@JmD¢H=ﬁ¢i (L1

|7 — 7] op

Ou

1
(—EVZ + vef(F))ll)l = Eilpi i = 1,2, ., N, (12)

Os orbitais de Kohn-Sham descrevem as fun¢des de ondas espaciais do sistema auxiliar
ndo interagente e portanto, ndo possue significado fisico intriseco, pois formam ferramenta
capaz de determinar o estado fundamental do sistema real. No entanto, tais orbitais apresentam
semelhancas com os de Hatree-Fock tornando-se possivel considerar qualitativas sobre as

propriedades moleculares. (CAETANO, 2005)
FUNCIONAL DE TROCA E CORRELACAO

Para a utilizacdo das equacdes do Kohn-Sham, se faz necessdrio determinamos um
funcional que determine os termos de troca e correlagdo. O funcional de troca e correlacdo esta
associado as interacOes entre elétrons. Existem algumas aproximagdes para encontramos esse
potencial, como: Aproximac¢do da Densidade Local (LDA) (do inglés, Local Density
Approximation), Aproximac¢do do Gradiente Generalizado (GGA) (do inglés, Generalized
Gradient Approximation). Nesse trabalho utilizaremos o LDA por apresentar melhor resultado
em pequenas estruturas bioldgicas (DA COSTA et al., 2012).

Aproximacao da Densidade Local: O LDA ¢é a aproximacdo mais fundamental e
simples, no qual a energia depende da densidade da regido avaliada. Dentro dessa aproximacao

¢ considerado a energia de troca e correlacdo de um sistema como sendo de um gés de elétrons
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uniformes de igual densidade (KOHN; SHAM, 1965; PERDEW; ZUNGER, 1981). Essa
aproximacao € conhecida na literatura como LDA-PWC (PEDROZA, 2016).

Aproximacio do Gradiente Generalizado: O GGA usa um tipo de abordagem mais
complexa que o LDA, pois faz uso do gradiente incorporado a densidade. Sendo assim, a

densidade eletronica nao é mais constante (PERDEW; BURKE; ERNZERHOF, 1996, 1998).
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METODO AB INITIO

O método ab initio significa “a partir do inicio” no latim, tem como base a mecanica
quantica com alta precisao e especificidade, determinando massas e cargas de elétrons, nicleos
atomicos, considerando que mesmo apresentando resultados tedricos, podem ser comparados
com os dados experimentais, devido sua excelente andlise. Esse estudo verifica a estrutura
tridimensional de uma proteina a partir de uma sequéncia de aminodcidos ligados a um estado
minimo de energia, ou seja, seguindo a tendéncia de estabilidade, por isso, é necessdrio

encontra-se no nivel minimo de interacdo energética total.

METODO DE FRACIONAMENTO MOLECULAR COM CAPS CONJUGADOS
(MFCC)

A necessidade de desenvolver técnicas com alta precisdo e eficicia considerando o
sistema biolégico é de suma importancia, considerando a grande quantidade de atomos é
possivel afirmar que apenas a mecénica quantica torna-se inacessivel para andlise detalhada
sobre a interacdo de energias em sistemas proteicos (MOTA, 2016). O estudo de MFCC permite
demonstrar a interagdo dos residuos de aminodcidos com o receptor, observando-se o grau
energético entre um complexo estavel.

Em consonincia com Mota e colaboradores (2016) célculos de primeiro principios
desenvolvem técnicas ab initio com eficécia e precisdo para energias de interacdo entre uma
proteina em uma molécula. Esse método considera a divisdo da estrutura tridimensional da
molécula em grupos de aminodcidos, resultando em calcular a interagdo de energia entre duas
moléculas sendo uma proteina e outro composto (ligante pequeno).

O complexo (proteina-ligante) € subdividido em partes menores, mantendo-se a
molécula sem alteracdes estruturais, alguns aminodcidos vizinhos (CAPS) e suas ligacdes
peptidicas sdo mantidas no complexo. (ZHANG, 2003) Essas pequenas partes (fragmentos)
podem ser otimizados e analisados, processando um célculo de métodos quanticos de alta
precisdo e eficdcia nos resultados de energia proteina-ligante por intermédio de pequenos

fragmentos analisados e o nivel de energia de cada aminoécido interagindo com o complexo.

(1.3)
Ei(R; » L) = (Ri-1R;Rj41 + L) — (Ri_1R;R;4+1) — (Ri_1Riy1 + L) + (Ri—1Ri41)
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METODOLOGIA

Metodologicamente, foi realizado o Docking Molecular e o Método de Fracionamento
com Capuzes Conjugados (MFCC), considerando estruturas moleculares extraidas de bancos

de dados certificados (DrugBank e Protein Data Bank)
ESTRUTURA DA ACETILCOLINESTERASE 1EAS

A estrutura da enzima acetilcolinesterase foram obtidas no banco de dados PDB -
Protein Data Bank por meio do cédigo de acesso 1EAS (DVIR, H. et al., 2000). A estrutura

(Figura 3) foi analisada a partir da visualizacao pelo ACETILCOLINESTERASE NATIVA
(EC 3.1.1.7) DA TORPEDO CALIFORNICA em resolugao 1.8 A.
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Figura 3. Visualizacdo da enzima ACETILCOLINESTERASE NATIVA (EC 3.1.1.7) DA
TORPEDO CALIFORNICA em resolucio 1.8 A.

Fonte: Protein Data Bank - PDB.

ESTRUTURA DA ACETILCOLINESTERASE 1GQR

A estrutura da enzima acetilcolinesterase foram obtidas no banco de dados PDB -
Protein Data Bank por meio do cédigo de acesso 1GQR (BAR-ON et al., 2002). A estrutura foi
analisada a partir da visualizacdo desse receptor, com classificacdo: Hydrolase; Organismo:
Tretornace Californica; sem mutagdes; ACETILCOLINESTERASE NATIVA (EC 3.1.1.7)
DA TORPEDO CALIFORNICA em resolucdo 2.2A. Ano 2002. Depositada: 04.12.2001 e
Lancada: 15.03.2002.
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Figura 4. Visualizacdo da enzima ACETILCOLINESTERASE NATIVA (EC 3.1.1.7) DA
TORPEDO CALIFORNICA em resolucio 2.2 A.

Fonte: Protein Data Bank, 2020.

SELECAO DE MOLECULAS

As moléculas foram obtidas a partir de uma pesquisa bibliogréafica entre os principais
farmacos que podem a vir demonstrar a melhores conformagdes geométricas e bons resultados

por meio da simulagdo computacional dos ligantes dessas moléculas.
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No que se refere a estrutura da molécula, foram realizadas andlises em um banco de
pesquisa de pequenas moléculas a serem analisadas e testadas visualmente pelo programa

Discovery Studio.

DRUGBANK

O DrugBank € uma plataforma da bioinformética que fornece informacdes detalhadas
das estruturas de moléculas tridimensionais. Esses farmacos apresentam caracteristicas de
modo geral a respeito da droga, sejam elas informagdes quimicas, fisicas, farmacé€uticas ou
farmacoldgica. Os arquivos de entrada utilizados no DMol? (arquivos extensdo.mol) que
efetuarmos os cdlculos com as moléculas foram extraidos do DrugBank
(http://'www.drugbank.ca). Cada entrada de dados no DrugBank contém mais de 200 campos
de dados a serem editados, com metade da informacgdo dedicada a dados de drogas/quimica e a
outra metade dedicada a droga alvo ou dados de proteina. A dltima versao do DrugBank (versao
5.1.5, langada em 2020-01-03) contém 13.528 entradas de medicamentos, incluindo 2.632
medicamentos aprovados para pequenas moléculas, 1.371 produtos biolégicos aprovados
(proteinas, peptideos, vacinas e alergénicos). (DRUGBANK, 2020).

Figura 5. Interface do site DrugBank (disponivel em, www.drugbank.ca/, acessado em 12 de

fevereiro de 2020).

CDRUG BANK Squeaky toy ™ Procurar ¥ Transferéncias Dados comerciais ™ Socorro ™ Sobre

Faca o download do nosso novo white paper, COVID-19: Encontrando o ajuste certo

O QUE VOCE ESTA PROCURANDO?

Tacrine
e Drogas | e Meta-s. Yl @ caminhos | [ o Indicagﬁe; |

@ORUGBANK

O banco de dados DrugBank € um recurso exclusivo de
bioinformatica e quiminformatica que combina dados
detalhados de medicamentos com informacoes abrangentes
sobre os alvos de medicamentos.

Fonte: DrugBank, 2020.
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Tabela 1. Informacdes basicas a respeito das moléculas testadas

Droga Niimero de acesso Férmula Massa g/mol = Meia-vida
Tacrina DB00382 (APRD00690) Ci3HusN2 198,26 2-4 horas
Rivastigmina DB00989 (APRD00321) C14H22N202 250,33 1,5 horas
Galantamina DB00674 (APRD00206) C17H21NO3 287,35 7 horas
Fisostigmina DB00981 (APRD00406) C15H21N302 275,34 0,5 horas
Donepezil DB00843 (APRD00039) C24H20NO3 379,49 70 horas
Memantina DB001043 (APRB001517) Ci2HuN 179,30 60 horas

Fonte: DrugBank, 2020.

PROTEIN DATA BANK

O Protein Data Bank € um banco de dados que fornece estruturas de moléculas
tridimensionais juntamente com diversas informagdes acerca das caracteristicas fisico-
quimicas. A estrutura da molécula da acetilcolinesterase (receptor) 1IEAS do género Californica
torpedo. Essa plataforma oferece diversas informacdes acerca de proteinas estruturais para

obtencdo de pesquisas in silico.

Figura 6. Interface do site Protein Data Bank (disponivel em, www.rcsb.org/, acessado em 13

de Marco de 2020).

RCSB PDB Depost ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ Mo ~

oo o T, N, 161470 Biological
N - I—\ 5 - gy Macromolecular Structures
= g’ [alD Enabling Breakthroughs in
e = o . R h'and Educati
PROTEIN DATA BANEK “coosmusncicusaton Advanced Search | Browse by Annetaions

FEDE @nvoces Wilimee (G 5 [avao I
A Structural View of Biology March Molecule of the Month
M Welcome This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the o

3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assembiies that helps
students and researchers understand all aspecis of biomedicine and agriculture

) i
% Deposit Trom proteln syntnesis o Nealth and disease.

As a member of the wwPDB, the RCSB PDE curates and annotates PDB data.

Q, Search

The RCSB PDB builds upon the data by ereating tocls and resources for
research and education in molecular biclogy, structural biclogy, computational
L4l Visualize biolagy, and beyond

Fonte: Acesso em <https://www.rcsb.org/> Disponivel: 13 de marco de 2020.
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DISCOVERY STUDIO

O Discovery Studio é um software com vdrias funcdes, ferramenta que permite fazer
simulagdo de sistemas de pequenas moléculas e macromoléculas (Figura 6). Foi desenvolvido
pela Accelrys e sua ultima versao (versao 2017 R2, lancada em 30/08/2016) conta com vérias
ferramentas, como: macromolecules tools (trabalha com sequéncias e estruturas de proteinas,
bem como sequéncias e estruturas de nucleotideos), simulation tools (prepara e executa
simulacdes em sistemas moleculares e analisar os resultados, podendo ser aplicado na molécula
trabalhos com campos de for¢a), receptor-ligand interaction tools (prepara e analisa os locais
de ligacdo do receptor, ligantes e fragmentos de docking e andlise dos resultados do docking),
pharmacophores tools (as varias ferramentas que compdem podem ser usadas para construir
modelos de farmacdéforo a partir de um ligante, receptor ou complexo receptor-ligante, também
pode ser utilizado para analisar as interagdes farmacé6foro-ligante, construindo e editando
caracteristicas do farmacéforo), small molecules tools (€ utilizado em tarefas envolvidas no
trabalho com dados de ligantes, essa ferramenta também pode ser utilizada para esbocgar
ligantes, ionizar ligantes, minimizar energia, gerar e analisar conformagdes), X-ray tools (essa
ferramenta constrdi, edita e refina estruturas proteinas a parti do mapa de densidade eletronica,
determinado por experimentos de difracdo de raio-X, esse ferramental também ¢é utilizado para
verificar se existe alguma anomalia na estrutura proteica) (LIPINSKI; LOMBARDO; W.
DOMINY, 1997; Discovery Studios, 2016).
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Figura 7. Interface do software Discovery Studios 2017 R2.
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Fonte: Discovery Studios, 2020.

ARGUSLAB®

O ArgusLab é um software gratuito, permite fazer visualizacio e andlises de estruturas
quimicas (compostos). Para isso, utiliza-se algoritmo genérico para explorar a simulacdo (in
silico) da interacdo de proteina-ligante ou proteina-proteina. Dessa forma, a modelagem
molecular utiliza-se input dos arquivos no formato .PDB e conformagdes estruturais de menor
energia de ligacdo (kcal/mol). (THOMPSON; MARK A., 1996).

A dltima versao (ArgusLab)® 3.0, lancada em 18/06/1997) apresenta um kit
ferramental, como: molecule builder (permite construir novas moléculas e modificar as
moléculas existentes, com essa ferramenta € possivel adicionar, excluir e ocultar hidrogénios,
cortar, copiar, colar, adicionar fragmentos de compostos uma sua biblioteca , alterar as
propriedades de um d&tomo, como modo de renderizacdo, ordem de ligacdo), calculations (uma
das partes mais importante do software, com essa ferramenta € possivel realizar célculos de:
single-point energy, electronic spectra, optimize geometry, gaussian, docking, além de poder
analisar todos os input) (HUMKEY, PURVIS; THOMPSON; RICHARDS, 2005; ArgusLab®,
1999).
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Figura 8. Interface do software ArgusLab® 3.0
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Fonte: ArgusLab®, 2020.

MATERIALS STUDIO

O Materials Studio 8.0 € utilizado para realizacdo de cdlculos de maior precisdo, os calculos
realizados foram das propriedades, como: eletrOnicas, Opticas, vibracionais e energia de
absor¢do. Nesse software € possivel encontrar diversos médulos, como: amorphous cell (esse
moédulo fornece diversas ferramentas para a construgdo de estruturas periddicas tridimensionais
de liquidos moleculares e sistemas poliméricos), blends (essa ferramenta € utilizada para
estimar a energia livre de misturas entre os componentes, como: solventes-solvente, polimero-
solvente, entre outros), CASTEP (¢ um médulo baseado em mecanica quantica, projetado para
pesquisadores da drea de ciéncia dos materiais em estado s6lido), gaussian® (esse médulo
permite acesso ao servidor Gaussian 03 ou Gaussian 09 para modelar a estrutura e a energia das
moléculas usando métodos Hartree-Fock e Teoria do Funcional de Densidade(DFT)), forcite
(um ferramental que permite analisar um ampla quantidade de sistemas, a sua principal
aproximacao € que a superficie de energia potencial no qual os nicleos atdmicos se movem,
podem ser descritos por um campo de forca cldssico), Dmol3 (Figura 10) (esse modulo permite

modelar a estrutura eletronica e energética das moléculas, fazendo uso da DFT, resultando em
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resultados altamente precisos, reduzindo os custos computacionais). Decorrente das
necessidades esse trabalho fez uso dos ultimos dois mddulos listados (CLARK et al, 2005;

Materials Studio 8.0 online help, 2014).

Figura 9. Interface do software Materials Studio 8.0, na regido ampliada estdao os dois médulos

utilizados do programa.
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Fonte: Materials Studio, 2020.

OTIMIZACOES CLASSICAS E QUANTICAS

Na otimiza¢do geométrica cldssica, inicialmente, o modo FORCITE, incorporado no
programa Materials Studio Modeling, foi utilizado na execuc¢do de um procedimento classico
para minimizac¢ao de energias, baseado no algoritmo gradiente conjugado (LGA).

Em um segundo momento, foi realizado os processos de otimizacao geométrica quantica
baseado na Teoria Funcional da Densidade (DFT) que foram executados a partir do médulo

DMOLS3.
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Figura 10. Modo do software Materials Studio 8.0, na regido ampliada estdo os dois médulos

utilizados do programa.
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Fonte: Materials Studio, 2020.
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Figura 11. Mdédulo Forcite uma das ferramentas que compdem o programa Materials Studio.

Forcite Calculation X
Setup | Energy
Gateway location: My Computer ~|
¥ Automatic
Run in parallel on: |8 JJ of 8 cores

More...

Forcite Calculation

Energy } Job Control ]

Task |Enery =]
Qualtty: :kl;Wednum |

[ Calculate Hessian

Lo |

Forcite Calculation x

Setup E’Tefw} Job Control |

Forcefield | Universal M| M
Charges [secumert -+ : |
Quality: Medium L

Summation method

Blectrostatic: | Atom based _

van der Waals: ;ﬁ\tombased—v’

More

i

|t |

J Help

Help

;

Fonte: Materials Studio, 2020.
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Figura 12. Médulo Dmol3 uma das ferramentas que compdem o programa Materials Studio.

Fonte: Materials Studio, 2020.

DOCKING MOLECULAR

DMol3 Calculation x DMol3 Calculation x DMoi3 Calculation X ‘
Setup | Blectronic | Propetties | Job Cortro | Setup  Bectronic | Propenties | Job Control | Setup | Bectronic | P ‘| Job Cantrol |
Task: lErvE'gy v More... Integration accuracy: | Medum b
“‘——J Density of states
Quality: Medium - SCF tolerance: Medium v[ | Electron density
] Electrostatics
Functional: floa =] [Pwc -] ] Frequency
| Fukui function v
[~ Use Core treatment: [All Blectron ~|
™ Spinunresticted 7 Basis set: [onND <] Basistie: [35 =]
I Met ]‘-f??- 1 || oal cutest qualty: |Medum =]
¥ Use symmetry Charge: ]0 j [~ Hamis approximation
™ Use solvation model
More
Run =]  Fles. |  hep | Rn -]  Fes. |  Hep Run =] Fles.. Help

As experiéncias realizadas de docking/ancoramento molecular de proteina-ligante foram

gerados pelo programa Argus Lab 4.0.1. Tendo em vista, que ocorreu um pré-tratamento da

grade cubica do volume energético que foi centrada no receptor. Foram onze conformacgdes

obtidas a partir de dados gerados para cada complexo ligante-proteina, posteriormente, foram

realizadas analise.

FARMACOS TESTADOS

Os farmacos escolhidos foram: Rivastigmina, Donepezil, Fisostigmina, Galantamina,

Tacrina e Memantina. Esses, s@o utilizados no tratamento da doenga Alzheimer. No entanto,

mesmo sendo aplicado ao tratamento da doenga neurodegenerativa, ndo tem estudo sobre esse

tipo de pesquisa aplicada a simulagdo computacional desses farmacos anteriormente escolhidos.

Tacrina

A Tacrina é um colinérgico, tem uma atividade inibitéria reversivel da colinesterase,

geralmente indicada para o tratamento leve e moderado da doenca Alzheimer. Algumas
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caracteristicas precoce da doenga sdo perda gradual da memdria e déficits cognitivos, ou seja €
uma deficiéncia da acetilcolina na degradacdo seletiva de neurdnios colinérgicos no cortex
cerebral, basal e hipocampo. A Tacrina exerce seu efeito terapéutico melhorando a funcao
colinérgica através da inibi¢do reversivel de sua hidrdlise pela acetilcolinesterase. Caso o
mecanismo da acdo proposta esteja atuando, o efeito da tacrina € diminuir a progressao da
doenca a medida que os neur6nios colinérgicos percam a comunicacdo. Esse farmaco € um
agente anticolinesterdsico que se liga de forma reversivel e inativar as colinesterases.

(DrugBank, 2020)

Figura 13. Estrutura da Tacrina no software VMD - Visual molecule Dynamics.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Rivastigmina

A Rivastigmina € derivado do carbamato, estrutura que pode ser relacionada a outros
farmacos que atua na contra deméncias. O mecanismo de agdo da Rivastigmina nio foi
definitivo, mas sugere-se que esse fadrmaco interaja de forma reversivel e inativa a colinesterase
impedindo a hidrélise da acetilcolina nas sinapses colinérgicas. (DRUGBANK, 2019) A
Rivastigmina adesivo transdérmico (substancia ativa) interage com suas enzimas-alvos pela

formagdo de uma ligacdo covalente complexa que inativa temporariamente as enzimas. Isso
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indica, que a Rivastigmina pode aumenta seletivamente a disponibilidade da acetilcolina no
hipocampo e no cortex, que estdo associados no tratamento da doenga Alzheimer. (MATHIAS,
2019)

Figura 14. Estrutura da Rivastigmina no software VMD - Visual molecule Dynamics.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Galantamina

A galantamina é um alcal6ide tercidrio e inibidor competitivo da enzima
acetilcolinesterase, que € um alvo terap€utico no tratamento da doenga de Alzheimer. (SCOTT;
GOA, 2000) O medicamento foi aprovado pela FDA em 2001 para o tratamento leve e
moderado do tipo Alzheimer. A funcido desse farmaco € trabalhar para bloquear a enzima
responsavel por quebrar a comunicacao da fenda sindptica da acetilcolina, aumentando assim

funcdo a sinalizacdo dos neur6nios colinérgicos.
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Figura 15. Estrutura da Galantamina no software VMD - Visual molecule Dynamics.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Donepezil

O Donepezil atua na inibicdo parcial e reversivel a enzima acetilcolinesterase que
possivelmente degrada a acetilcolina. Alguns autores acreditam que as principais acdes
farmacoldgicas desse medicamento € atuar na inibicdo dessa enzima, melhorando a
comunicacdo sindptica, consequentemente, aliviando os sintomas da doenca Alzheimer
(Drugbank, 2019). Outros alvos para o Donepezil pode ter funcdes de inibir véarias vias de

sinalizacdo inflamatodria, tornando efeitos neuroprotetores.
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Figura 16. Estrutura da Donepezil no software VMD - Visual molecule Dynamics.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Fisostigmina

A Fisostigmina é um inibidor que pode ser considerado reversivel na colinesterase que
pode aumentar a concentracdo de acetilcolina nas sinapses colinérgicas. Segundo alguns
autores, a Fisostigmina pode também ser utilizada no tratamento do glaucoma, overdose,
utilizando farmacos anticolinérgicos, que podem atuar nas regides centrais e periféricas do

sistema nervoso (DrugBank, 2020).
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Figura 17. Estrutura da Fisostigmina no software VMD - Visual molecule Dynamics.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
Memantina

A Memantina é um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) usado no
tratamento da doenca de Alzheimer (DA). E diferente de muitos outros medicamentos para a
doenca de Alzheimer, pois atua por um mecanismo diferente do dos inibidores da enzima
colinesterase normalmente empregados no tratamento da doenca de Alzheimer. (ROGAWSKI,

MA; WENK, 2003)
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Figura 18. Estrutura da Memantina no software VMD - Visual molecule Dynamics.

Fonte: DrugBank, 2020.

DETERMINACAO ENERGETICA DOS COMPLEXOS PROTEINA-LIGANTE
OBTIDOS ATRAVES DO MFCC

O calculo de interacdo entre o ligante e os residuos de aminoacidos do receptor AChE
foram realizados por meio do MFCC. Essa técnica € uma ferramenta essencial para realizagao
de célculos de proteinas, macromoléculas bioldgicas e DNA, seu maior objetivo € obter
informacdes no que diz respeito a interagdes energéticas dos complexos. (ZHANG 2003;
MOTA, 2016).

Na realizacdo de cdlculos de energia de interacdo utilizou-se o software Materials
Studio, empregando o cédigo Dmol3, bem como o funcional troca e correlagdo: Aproximagao
de Gradiente Generalizado (GGA). Calculadas através do MFCC. No software Discovery
Studio utilizou-se para analisar os residuos de aminoacidos do receptor, ja o ligante, por meio
dos monitores do centroid que marca o centro geométrico dos dtomos selecionados. (BIOVA
DISCOVERY STUDIO, 2018) O raio de corte atribuido ao software foi R= 12 A, levar em
conta todos os residuos de potencial interagdo. A otimizacdo das estruturas foram realizadas
através do mesmo software com adi¢@o de hidrogénios por meio da op¢ao chemistry -hydrogens

— add, isto foi necessdrio, para fechar todas as camadas de valéncia nas estruturas obtidas
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inicialmente por Difracdo de raio X ou Ressonancia nuclear, isso ocorre geralmente por causa
da falta de resolu¢do da imagem, que seria necessario 1,2 A metodologia similar a adotada por
Mota (2016).

Determinou-se a molécula do ligante como L e o residuo de aminodcidos que interage
com o ligante como R!. O cap C'"! (C™*!) é formado a partir dos residuos vizinhos do residuo R'
ao longo da cadeia de proteina. Empregou-se a linha de investigacdo em que os dois fragmentos
de aminodcidos mais préximos de cada lado do residuo R' foram usados para construir o cap
C!' e C*!, proporcionando uma melhor exposicio do ambiente eletrdnico. Para estas estruturas
fragmentadas, a energia de interacdo entre o ligante e os fragmentos individuais € calculado de

acordo com a seguinte equagao:

EI(L-R)=E (L +C"RiC*")-E (C"R'C*)-E (L+C"C")+E (C" C"*")Eq. (1)

O EI (L — RY)) representa a energia quantica total do sistema, que serd igual a E (L + C-
'Ri C'*!) energia do ligante mais o residuo Rijunto a seus Caps conjugados (Fragmento 1),
menos, E (C!'R!C *!) que equivale ao R mais os amino4cidos Caps (Fragmento 2), menos, E
(L + CC™*!) que serd o ligante mais os Caps conjugados (Fragmento 3) e por fim, soma-se E
(C™iC*!) apenas os aminodcidos conjugados, Caps (Fragmento 4) da Figura 19. O cilculo de

energia de interacdo EI (L — RI) expressa-se em kcal/mol.
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Figura 19. Método de Fracionamento Molecular com Caps conjugados (MFCC) exemplificado
pelo célculo energético da interagao proteina-ligante entre o receptor AChE e o ligante Tacrina,

onde EI (L— Ri) = Fragmento 1 - Fragmento 2 — Fragmento 3 + Fragmento 4.

Ri-1RiRj; +L Ri(RiRy

w .
Ligante (L) \?(_K_, Ser3290R, ) PER

Ser3IH(R_y )

Phe331(R,, ;)

Phe33 1R, 1)

'RI-I.RH-I +L RE-ERH-I

Y
Serd29(R,-y)
"r;-\:—' o Serd29(R, )

Lizante (L)

Phed31R,, )

Phed31(R;, )

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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RESULTADOS E DISCUSSAO DO 1° RECEPTOR 1EA5

De acordo com os dados da pesquisa, energias obtidas com relacdo ao célculo de
Docking Molecular foram realizadas a partir da amplitude total do receptor-ligante com
dimensdes especificas. Na posicdao X (60.0000), Y(60.0000) e Z (60.0000) considerando toda
dimensdo do receptor para cdlculos cldssicos, sendo necessdario a escolha do algoritmo
Lamarckiano para melhores conformacdes de menor energia, favorecendo o atracamento da
proteina-ligante e da formacgdo de complexo estdvel, No algoritmo foram considerados trés

casos, sendo eles: Flexivel, Rigido e Torc¢ao.

Tacrina

Na Tabela 2 os trés complexos apresentaram energias minimas de interagdo proteina-
ligante, no ligante Flexivel variou de -7.05 a -5.43 kcal/mol, ja no complexo Rigido apresentou
grau energético de -7.22 a -5.86 kcal/mol, considerando especificamente, o complexo Tor¢do
que apresentou energia menores € mais negativas comparadas as outras estruturas entre -8.69 a
-6.36 kcal/mol, devido apresentar melhores conformac¢des de menor energia.

No geral, considerando apenas onze conformagdes de cada interacdo entre proteina-
ligante que foram previamente testados a partir desse soffware. As energias interacdes de
ligacdes consideram que quanto menor o grau energético, melhor serd a estabilidade entre o
receptor e o ligante (firmaco) de acordo com o estado fundamental, quando um corpo tendera

a estabilidade sempre de menor energia.

Tabela 2. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Tacrina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
; Livre de . Livre de . Livre de
Flexivel Ligacio Rigido Ligacio Tor¢ao Ligacio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 -7.05 1 -7.22 1 - 8.69
2 -6.72 2 -7.20 2 - 8.09
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3 -6.16 3 -7.14 3 -1.55
4 -6.11 4 - 6.96 4 -7.20
5 -5.75 5 -6.82 5 -7.09
6 -5.73 6 -6.59 6 - 6.88
7 -5.73 7 -6.45 7 -6.85
8 -5.63 8 - 6.37 8 -6.84
9 -5.61 9 -6.10 9 - 6.58
10 -5.57 10 -5.95 10 -6.42
11 -543 11 -5.86 11 - 6.36

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Os aminodcidos mostraram diferentes interacdes e repulsoes eletrostaticas presentes na

estrutura do farmaco. Houve ligacOes de Van der Waals em diversas por¢des ao redor do

ligante, sendo eles: Tyr121, Phe330, Phe288, Gly118, Gly119, Gly441, e entre outros residuos

de aminodcidos. Realizar ligagdo do tipo m-m no anel aromatico na por¢ao Trp233 e His440,

como também repulsdo eletrostatica com o hidrogénio da por¢cao Phe290. Realiza interacdao do

tipo pi-Alquil no ciclohexil na porgao Trp84.

De acordo com Almeida (2011) a Tacrina estabelece fortes interacdes de ligagao com o

sitio de ligacdo colina AChE considerando os residuos His440, Ser200 e Glu327 como residuos

de aminodcidos ancoras, no entanto, ndo possui interacao com o sitio periférico. (ALMEIDA,

2011).
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Figura 20. Visualiza¢do 2D do composto Tacrina e os residuos de 1IEAS de maior interacao.
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Fonte: Discovery Studio, 2020.
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No uso do Discovery Studio (BIOVIA DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2014), foi

possivel analisar a nuvem eletrostatica do receptor 1IEAS com a Tacrina. Os aminodcidos que

participam dessa interagdo na regido de maior interacdo (cor vermelha) nuvem eletrostatica

foram: Tyr84, Tyr121, e Phe288.
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Figura 21. Nuvem eletrostatica da interag¢do receptor com Tacrina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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Donepezil

O farmaco Donepezil apresentou resultados do docking bastante expressivos, suas
energias livres de ligacdo apresentaram resultados significativos na interacdo proteina-ligante
em todos os onze complexos.

Em todas as onze posi¢des, 0s complexos apresentaram uma energia livre de ligacdo.
Na Tabela 3 destaca-se a variacdo dos diferentes casos. No complexo flexivel a energia livre de
ligacdo variou de -8.80 a -5.13 kcal/mol, no complexo rigido a interacdo energética ficou entre
-10.10 a -5.78 kcal/mol.

Considerando a melhor variagdo do complexo entre os casos, foi a tor¢ao -11.37 a -8.57
kcal/mol apropriada na interagdo de proteina-ligante. Esses resultados foram mais eficientes
comparados com a energia livre de ligacdo da Rivastigmina, que variou entre -7.38 a -5.70
kcal/mol. Considerando que o Donepezil apresentou-se como excelente ligante na obteng¢do dos
complexos. Comparando ao farmaco Tacrina, o Donepezil obteve valores mais negativos e
também, no entanto, apresentou mesmo complexo realizando torcao.

Vale salientar, que todos os valores de energia livre de ligacao (kcal/mol) estdo entre
uma média de 11 posicoes em cada complexo, mesmo apresentando ainda valores
expressivamente negativos. Por outro lado, as posi¢cdes que nio aparecem valores negativos, é

devido, o complexo se limitar apenas as posi¢des j4 mencionadas.

Tabela 3. Energia de ligacdo (kcal/mol) da Donepezil estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
; Livre de . Livre de . Livre de
Flexivel Ligaciio Rigido Ligaciio Torc¢ao Ligagiio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 - 8.80 1 - 10.10 1 -11.37
2 - 6.60 2 - 8.66 2 -11.26
3 -6.12 3 -1.73 3 - 10.40
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4 -6.11 4 -1.76 4 -10.32
5 -6.04 5 - 6.67 5 -10.23
6 -5.98 6 - 6.64 6 -9.89
7 -5.82 7 - 6.37 7 -9.34
8 -5.61 8 -6.18 8 - 8.57
9 -5.25 9 - 6.06 9 -
10 -5.20 10 - 6.00 10 -
11 -5.13 11 -5.78 11 -

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Com os célculos de docking molecular do Donepezil, utilizando o Discovery Studio, foi
possivel identificar as ligacOes ocorridas entre os aminoédcidos de maior proximidade
apresentando liga¢des de hidrogénio como a Tyr121.

Na Figura 22, € possivel notar as regides de maior interacdo do composto com o ligante
evidenciando os residuos de 1EAS. Os aminodcidos Ser81, Phe288, Tyr334, Ser286, Phe330,
Leu282 e entre outros apresentando ligacdo fraca associada a de Van der Walls. No entanto, o
Phe290 apresentou repulsao eletrostitica, considerando certo grau de impermeabilidade entre
o receptor-ligante.

O Donepezil apresenta interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio entre o nitrogénio da
fun¢do amina e a Tyr121, intera¢des do tipo empilhamento n-n e n-alquil entre o anel aromatico
e a porcao Trp279, e interagdo m-alquil com a por¢ao Phe331, além disso, apresenta interagdes
do tipo carbono-hidrogénio entre o préton da metila da fungdo éter e Trp279, além disso a
molécula apresenta alta estabilizacdo por interagdes de Van der Waals com diversas por¢des da

enzima.
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Figura 22. Visualizag¢do 2D do composto Donepezil e os residuos de 1IEAS de maior interacdo.

LEU
= A282
A230 =
A236
PHE
TRP A331
A279
ILE
SER
A287
[ H . PHE Azl
l\ /7 A288
O {f TYR
oL A334
| S ASP
T,' e — : AT2
| | .'II- .
N ! J e [
H)’ i '_,'-.:\-\. : |
TYR 3 " g
AT0 -
ARG
A289 PHE
TYR A:330
A121
Interactions

I I van der Waals
- Unfavorable Bump

m Conventional Hydrogen Bond

|:| Carbon Hydrogen Bond

|:| Fi-Pi Stacked
|:] Fi-alkyl

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A interacdo do receptor-ligante ocorreu a partir da ligagdes m e ligagdes fracas
associadas as forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio, considerando também o
antagonista (cor vermelha) que tem a funcio de repulsdo entre as ligacdes com os residuos de
aminodcidos interagindo ao mesmo tempo e se afastando do ligante ao sitio ativo.

Segundo Almeida (2015) o Donepezil ndo interage com a triade catalitica (Ser200,
His440 e Glu327) a ndo ser por intermédio de moléculas de dgua. Na regidao mediana na

cavidade enzimaética, localizada entre o sitio de liga¢do da colina e o sitio periférico, o &tomo
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de nitrogénio piperidinico do ligante, contendo carga positiva, estabelece uma interacdo cétion-

n Phe331 da cavidade enzimatica. O residuo Tyr334 forma com Phe330 um distanciamento

entre a ligacdo com a droga, associada a pouca interagao.

O aminodcido Phe330 representa um sitio adicional de ligacdo quaterndria, de

significancia funcional, na regido mediana na cavidade do sitio ativo. No sitio periférico, o anel

de indanona interage com o grupo inddlico do aminoédcido Trp279 através de uma cldssica

intera¢do de empilhamento-n. (ALMEIDA, 2015)

Os inibidores das colinesterases de segunda geracdo (donepezil, rivastigmina,

galantamina) apresentam propriedades farmacoldgicas semelhantes, muito embora

algumas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas os diferenciem entre si.

Os efeitos dos inibidores das colinesterases ocorrem em uma janela terapéutica de 30%

a 60% de inibi¢do da enzima, promovendo aumento da disponibilidade sindptica de

acetilcolina (FORLENZA, 2005).

Figura 23. Nuvem eletrostatica da interag¢do receptor com Donepezil.
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Interpolated Charge
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O farmaco Donepezil apresenta interacdes do tipo ligacdo de hidrogé€nio entre o
nitrogénio da fun¢do amina e a Tyr121, intera¢des do tipo empilhamento n-n € w-alquil entre o
anel aromatico e a por¢do Trp279, e interagdo m-alquil com a por¢do Phe331, além disso,
apresenta interacoes do tipo carbono-hidrogénio entre o préton da metila da funcdo éter e
Trp279, além disso a molécula apresenta alta estabilizac¢do por interacdes de van der waals com
diversas porcdes da enzima.

Com auxilio do Discovery Studio podemos visualizar a nuvem eletrostdtica entre o
receptor 1EAS e o ligante Donepezil (Figura 23), podemos notar que o local de atracamento
localiza-se em uma regido neutra, no qual a maioria das interagdo sdo m. Na extremidade da
nuvem eletronica hd uma regido de maior eletronegatividade, destacando uma regiao levemente
interativa (cor vermelha).

Segundo Kryger e colaboradores (1998) a ligacao do Donepezil com acetilcolinesterase
se deve ao fato da dependéncia de interacdo com os residuos de aminodcidos Trp279 e Phe330,

isso explica a alta relacdo com a enzima AChE e nao com BChE.
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Rivastigmina

Os resultados de docking molecular da Rivastigmina com o receptor 1EAS
demonstraram que os parametros podem mudar com relacdo as conformagdes do complexo
utilizado durante o ancoramento molecular.

Com relacdo a energia livre de ligag@o (kcal/mol) em todos os complexos considerados
(onze posicdes) apresentaram energia livre de ligacdo, considerando que por meio do docking
molecular, a interagdo de proteina-ligante ocorreu de forma eficiente devido os valores de
energia considerando o espaco total do receptor. Nos trés complexos houve varia¢io de energia.
No complexo Flexivel variou de -5.86 a -4.76 kcal/mol. J4 no complexo tor¢do os valores
energéticos ficaram entre -6.50 a -4.81 kcal/mol. A posicao mais favoravel de menor energia
foi do tipo rigido, pois estas apresentaram melhores resultados para as energias livres de ligacdo
com valores de -7.80 a -5.22 kcal/mol.

Na Tabela 4 apresenta-se os resultados dos célculos de docking da Rivastigmina a partir
das estruturas obtidas neste estudo.

Tabela 4. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Rivastigmina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
’ Livre de . Livre de . Livre de
Flexivel Ligaciio Rigido Ligaciio Torcao Ligagiio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)

1 -5.86 1 -7.80 1 -6.50

2 -5.34 2 -7.19 2 -6.29

3 -5.30 3 - 6.60 3 -6.20

4 -5.19 4 -6.39 4 -6.03

5 -5.18 5 -6.38 5 -5.75

6 -5.03 6 -6.17 6 -5.48
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7 -5.01 7 -6.14 7 -5.47
8 -5.00 8 -5.89 8 -5.26
9 -4.82 9 -5.82 9 -4.99
10 -4.79 10 -5.29 10 -4.82
11 -4.76 11 -5.22 11 -4.81

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Com as posicdes relacionadas ao docking, através do software Discovery Studio, foi

possivel obter as informacdes dos tipos ligagdes, dentre elas estio: Ligacdes de hidrogénio, Van

der Waals e ligagdes  envolvendo a Rivastigmina e os aminoacidos de maior proximidade.

Na Figura 24 observa-se, através de um diagrama 2D, ligacdes entre o ligante e os

chamados aminodacidos ancoras, que apresentam ligacdes hidrogénio com o aminoacido Ala370

de maior interacdo. Os aminoécidos que realizam ligagdes de Van der Waals nos aminoacidos

Leu373, GIn374, Phe522, Asp369 e entre outros. Apesar do aminodcido Phe527 realizar

ligacdes m, apresenta baixa atracdo a droga. No aminoacido Val522 se apresenta livremente

como radical monovalente.
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Figura 24. Visualizagdo 2D do composto Rivastigmina e os residuos de 1EAS5 de maior

interacdo.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A Rivastigmina apresenta intera¢des do tipo ligacao de hidrogénio entre o nitrogénio da
amida e o hidrogénio da metila ligada a mesma fun¢do e a por¢do Ala370 além de interacao do
tipo empilhamento n-m com o anel aromatico e interagdes do tipo alquil entre metilas e a por¢ao
Val-522.

Com o Discovery Studio podemos analisar a nuvem eletrostitica, como consta a Figura
24. A regido (nuvem) de coloracdo vermelha apresenta certo grau de eletronegatividade, ou

seja, onde hd maior interacdo dessas ligagdes entre os residuos de aminodcidos com a estrutura
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da Rivastigmina sendo a Ala370, um dos aminoécidos responsaveis. J4 a nuvem de coloracao
azul, apresenta menor eletronegatividade, quando ocorre poucas interacdes com o farmaco. J4

na regifo neutra ndo ocorre interacdes nenhuma entre proteina-ligante.

Figura 25. Nuvem eletrostética da intera¢do receptor com Rivastigmina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Na andlise da nuvem eletrostatica do receptor 1EAS foi possivel demonstrar o local de
ancoramento estd localizado em uma regido entre a interacdo neutra.
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E possivel identificar uma pequena regido eletronegativa, mas o inico aminodcido que

aparece interagindo de forma mais atrativa foi o Ala370, realizando ligacdes de hidrogénio.

Essa regido se encontra distante do sitio ativo da proteina mas identifica varios aminodcidos

que poderiam interagir de forma efetiva no complexo.

Galantamina

Na Galantamina houve formagdo de complexo mais estivel, com isso, foram

considerados trés casos, sendo eles: Flexivel, Rigido e Tor¢ao.

Com relacdo a Tabela 5 os trés complexos apresentaram energias minimas de interacao

proteina-ligante, no ligante Flexivel variou de -6.96 a -5.41 kcal/mol, ja no complexo tor¢ao

apresentou grau energético de -7.21 a -5.88 kcal/mol, considerando especificamente, o

complexo Rigido apresentou energia menores € mais negativas comparadas as outras estruturas

entre -8.16 a -5.21 kcal/mol.

Tabela 5. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Galantamina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
5 Livre de . Livre de . Livre de
Flexivel Ligaciio Rigido Ligagiio Torc¢ao Ligagiio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)

1 -6.96 1 -8.16 1 -7.21

2 -6.59 2 -7.74 2 -7.09

3 - 6.39 3 - 6.58 3 -6.75

4 -6.20 4 -6.05 4 -6.74

5 -6.14 5 -5.90 5 -6.60

6 -6.00 6 -5.85 6 - 6.47
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7 -5.93 7 -5.55 7 -6.25
8 -5.73 8 -5.52 8 -6.22
9 -5.54 9 -5.40 9 -6.19
10 -5.50 10 -5.26 10 -6.05
11 -541 11 -5.21 11 -5.88

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

No Discovery Studio evidenciou em sua andlise visual as interagdes diretas dos
aminodcidos do receptor 1AES que mais interagiam com o ligante (Galantamina). A andlise
obteve como resultado, ligacdes de hidrogénio com os aminodcidos Asn429 e Val431, além
disso, apresentou ligacdes de Van der Walls com Ser79, Gly80, Trp432, Tyrd442, Pro451,
Leu450 e entre outros ao redor do composto. O aminoacido Met83 foi o tinico aminoécido que
apresentou ligacdo m e sua representacao ¢ citada como parte do sitio ativo da proteina da AChE.

A Galantamina apresenta interacdes do tipo ligacio de hidrogénio entre o hidrogénio da
hidroxila e as por¢cdes Asn429 e Val431 interagdes do tipo empilhamento n-m entre o anel
aromatico e a por¢ao Tyr458 e do tipo m-alquil com a porcdo Leud56. Além disso, a dupla
ligagdo presente do anel de seis membros realiza interag¢do do tipo m-alquil com a porcdo Met83
além de interagdes do tipo n-doador de hidrogénio com as porcdes Leud56, LEU-430, Glud45
e Tyr458.
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Figura 26. Visualizacdo 2D do composto Galantamina e os residuos de 1EAS de maior

interacao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Na Figura 27 evidenciou a anélise da nuvem eletrostatica do receptor 1EAS realizada a
partir do DS, permitindo-se analisar o atracamento eletrostatico na regido neutra. A regido mais

préxima mostra-se positivas e neutras, o Asn429 e Val431 e Met83 sdo os aminodcidos

responsaveis por essa interacao.
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Figura 27. Nuvem eletrostatica da interacdo do Receptor IEAS com Galantamina.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Fisostigmina

O complexo Fisostigmina demonstrou boa interagdo proteina-ligante, como podemos

ver na Tabela 6, tendo em vista que todos 0s onze complexos apresentaram energias negativas.
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A melhor interagcdo de energia livre de ligacdo no complexo rigido, entre -6.74 a -4.97

Kcal/mol da Fisostigmina. Esses valores foram favordveis e demonstraram os melhores niveis

de variac@o de energia relacionada a esse fairmaco. No entanto, o complexo flexivel e rigido

obteve energias que variaram de -6.62 a -4.31 kcal/mol.

Tabela 6. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Fisostigmina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
Livre de Livre de Livre de
Flexivel Ligacgio Rigido Ligaciio Torc¢ao Ligaciio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 -6.09 1 -6.62 1 -7.09
2 -5.52 2 -6.47 2 -6.61
3 -5.03 3 -6.39 3 -6.37
4 -4.98 4 -6.34 4 -6.28
5 -4.57 5 - 6.08 5 -6.17
6 -4.50 6 -5.97 6 -6.13
7 -4.44 7 -5.68 7 -5.83
8 -4.34 8 - 5.66 8 -5.69
9 -4.33 9 -5.55 9 -5.59
10 -4.31 10 -5.54 10 -5.56
11 -4.31 11 -5.51 11 -5.46

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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Na visualizacdo 2D da Fisostigmina dada pelo Discovey Studios (Figura 28), onde é
perceptivel as interagdes do ligante e seus aminodcidos ancoras, no qual podemos destacar
ligacdes de hidrogénio com o aminodcido Ser304. Os aminodcidos mesmo distantes de forma
livre ao redor da droga, realiza interacdo fraca, associada a ligacdes de Van der Waals, dentre
elas: Cys231, Pro232, Asn230, Ser237, Val236. ligacdes m com Leu305 e 11e296. No entanto a
um aminodcido antagonista, o Ser307 e Glu306, que estd afastando o composto do sitio de

ligacdo interagindo de forma repulsiva com o ligante.

A Fisostigmina apresenta interacdes do tipo convencional de hidrogénio entre o hidrogénio
do nitrogénio do carbamato e a porcao Ser304 e entre o oxigé€nio e a por¢ao Glu306. Além
disso, a molécula apresenta interagdes do tipo m-alquil entre o anel aromadtico e a por¢cdo Leu305

e interacdes do tipo alquil entre as metilas e a porcao 11e296 e Leu305.
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Figura 28. Visualizacdo 2D do composto Fisostigmina e os residuos de 1EAS de maior

interacao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Com a utilizagdo do Discovery Studio pode-se verificar a nuvem eletrostatica entre o
receptor 1EAS e o farmaco de Fisostigmina. Nota-se que o local de ancoramento localiza-se
em uma regido positiva e zonas com picos eletrostaticos, alguns dos aminodcidos responsdveis

por essa variagdo, sdo eles: Glu73 e o Pro76, como apresenta a Figura 29.
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Figura 29. Nuvem eletrostatica da interagcdo receptor com Fisostigmina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Estudo realizados por Marques e colaboradores (2011) evidenciaram que a Fisostigmina
também considerado como Eserina foi o primeiro inibidor da AChE investigado no tratamento
da doenca do Alzheimer (DA) Sua fun¢do, mesmo que reversivel € inibir a enzima AChE,
testado no tratamento DA sendo capaz de atravessar a barreira hematoencefélica com tempo de
meia vida curta e um pequeno indice terapéutico, também € utilizado no tratamento da

glaucoma.
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Memantina

Na Tabela 7 demonstra a energia livre de ligacdo dos diferentes complexos, entre eles:

Flexivel, Rigido e Tor¢c@o. O complexo Flexivel apresentou energia de -10.23 a -7.74 kcal/mol.

No complexo tor¢do de -9.88 a -8.08 kcal/mol. Ja o Rigido apresentou energia livre de ligagcdo

melhor, comparado aos outros valores. Isso mostra que a Memantina se mostra como um dos

farmacos que se destacam em energia livre de ligacdo com valores negativos (-10.48 a -8.16

Kcal/mol).

Tabela 7. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Memantina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
Livre de Livre de Livre de
Flexivel Ligacio Rigido Ligacio Torcao Ligacio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)

1 -10.23 1 -10.48 1 -9.88

2 - 8.97 2 - 10.18 2 -9.30

3 - 8.87 3 -9.32 3 -9.10

4 - 8.85 4 -9.18 4 -8.97

5 -8.79 5 -9.08 5 - 8.82

6 -8.75 6 -9.07 6 - 8.80

7 - 8.53 7 -9.02 7 - 8.62

8 - 8.49 8 - 8.75 8 - 8.39

9 - 8.15 9 - 8.59 9 - 8.16
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10

-8.10

10

- 8.50

10

- 8.09

11

-7.74

11

-8.16

11

- 8.08

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A interacdo do receptor-ligante ocorreu a partir da ligagdes m e ligacdes fracas

associadas as forcas de Van der Waals e Ligacdes de hidrogénio, considerando também o

antagonista (cor vermelha) que tem a funcio de repulsdo entre as ligacdes com os residuos de

aminodcidos interagindo ao mesmo tempo e se afastando do ligante ao sitio ativo.

O aminodcido Tyrl121 se destaca apresentando pontes de hidrogénio, uma forca mais

intensa a regido do ligante. E considerado um dos aminodcidos que estio participando do sitio

ativo da proteina. O Trp84, Asp72, His440 apesar de participar também do sitio ativo da

proteina, nessa regiao apresenta ligacdo de Van der Waals e estdo livremente ao redor da droga.

O Phe330 e Phe331 desenvolve ligagao m na regido central do ligante exercendo também

interacdo a ligagdo covalente.
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Figura 30. Visualizacdo 2D do composto Memantina e os residuos de 1EAS de maior interacao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A Memantina apresenta interagdes do tipo m-sigma entre os hidrogénios do biciclo e as
por¢des Phe330 e Phe331 além de interagdes do tipo convencional de hidrogénio entre o
hidrogénio da fun¢do amina e a por¢do Tyrl21, além de interagdes m-alquil com porgdes de
Tyr334 e Phe330.

Na visualizacdo da nuvem eletrostatica da interacio da AChE-Memantina, se obteve
uma regido eletronegativo sendo elas: Tyrl121, Phe330 e Phe331. Na regido neutra os

aminoacidos Phe290, Asp72, Trp84, His440. Sendo assim, apesar de demonstrar pouca
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eletronegatividade, os aminodcidos do sitio ativo estdo participando da interacdo e também

podem ser considerados essenciais no processo.

Figura 31. Nuvem eletrostatica da interacdo receptor com Memantina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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DETERMINACAO ENERGETICA DOS AMINOACIDOS DA PROTEINA-LIGANTE
OBTIDA PELO METODO DE FRACIONAMENTO MOLECULAR DE CAPS
CONJUGADOS (MFCC)

Os amino4cidos que apresentaram distincia maior de 12 A foram desconsiderados para
a etapa de realizacdo dos cdlculos utilizando MFCC. Através dos cdlculos de Mecanica do
MECC, as energias de interacdo entre o receptor IEAS da acetilcolinesterase e os ligantes foram

determinados.
Tacrina

Com a simulagdo de docking molecular entre a Tacrina e o receptor 1EAS é possivel
notar na Tabela 8, um sistema a nivel quantico em todas as possiveis conforma¢des de menor
energia onde o atracamento molecular estd complexado a um raio de 12 A, essa afirmacdo é
evidenciada nos valores negativos de cada residuo de aminodcido fracionado. A partir desses
resultados, o valor energético ou Energia livre de ligacao foi de -0.10 kcal/mol.

Utilizando o sistema AchE-Tacrina foi possivel calcular as distadncias entre o centro
geométrico dos residuos de aminodcidos até o centro geométrico do ligante, para definir quem
seriam os aminodcidos que estariam dentro da esfera do complexo num raio de corte de 12A.

Com somatorio da energia de interagdo obtida em cada uma das ligagdes, t€m a energia
total da interacdo da Tacrina com a AChE por intermédio de propriedades quanticas, essa

energia total € - 0,10 eV.

Tabela 8. Energia de Ligagao dos principais aminoacidos da proteina IEAS com ligante tacrina,

onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ru RuiRiRii+L ReiRiRu1 Re1 R +L Ri1 Rt E:(Ri— L)
ALA201 -1.39E+03 -7778E+02  -1.14E+03  -5.32E+02 0,36
GLU199 -1,62E+03 -1,01E+03  -1,14E+03 = -5,32E+02 -1,31
GLU327 -1,77E+03 -1,16E+03 = -1,30E+03  -6,88E+02 -2,68
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GLyY117 -1,64E+03 -1,03E+03  -1,43E+03 = -8,19E+02 1,74
GLY118 -1,24E+03 -6,24E+02 = -1,03E+03  -4,18E+02 8,13
GLY119 -1,51E+03 -8,94E+02  -1,30E+03  -6,88E+02 7,32
GLY123 -1,62E+03 -1,01E+03 = -1,41E+03  -7,98E+02 0,09
GLY202 -1,39E+03 -7,79E+02  -1,18E4+03  -5,71E+02 -0,46
GLY328 -1,62E+03 -1,00E+03 = -1,41E+03  -7,98E+02 0,18
GLY441 -1,85E+03 -1,23E+03  -1,64E+03  -1,03E+03 3,15
His440 -1,66E+03 -1,05E+03 = -1,19E+03  -5,75E+02 2,13
ILE439 -1,93E+03 -1,32E+03  -1,56E4+03  -9,52E+02 -3,70
PHE120 -1,85E+03 -1,24E+03 = -1,38E+03  -7,63E+02 0,08
PHE288 -2,18E+03 -1,57E+03  -1,70E+03  -1,09E+03 -15,75
PHE290 -2,04E+03 -1,43E+03 = -1,57E+03  -9,54E+02 0,59
PHE330 -1,89E+03 -1,28E+03  -1,41E+03 = -8,02E+02 -5,61
PHE331 -1,93E+03 -1,32E+03 = -1,46E+03 = -8,45E+02 7,05
SER122 -1,70E+03 -1,08E+03  -1,38E+03  -7,63E+02 0,12
SER200 -1,66E+03 -1,04E+03 = -1,34E+03 = -7,23E+02 -1,83
SER226 -1,75E+03 -1,14E+03  -1,43E+03 = -8,19E+02 0,27
SER329 -1,62E+03 -1,01E+03 = -1,30E+03  -6,88E+02 1,82
TrP233 -2,02E+03 -1,41E+03  -1,41E+03 = -8,02E+02 -3,49
TRP84 -2,15E+03 -1,54E+03 = -1,55E+03  -9,33E+02 2,79
TYRr121 -1,97E+03 -1,35E+03  -1,41E+03 = -8,02E+02 -3,34

Fonte: dados da pesquisa, 2020.
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Esse resultado demonstra interacdo energética dos aminodcidos presentes na
acetilcolinesterase dentro da esfera de corte, obtendo valor energético em cada um dos
fragmentos. Os residuos apresentam maior ligacdo e maior afinidade ao sistema, como também,
apresenta o quanto um aminodcido contribui para realizacio da ligagdo. Os aminodcidos que
participam da ligacdo demonstra melhor atragdo energética, se destancando os aminodcidos
Phe330, 11e439, Trp233 e Tyr121 e entre outros.

Griéfico 1. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com o ligante

Tacrina.
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Fonte: dados da pesquisa, 2020.

O Gréfico 1 demonstra todos os aminoacidos que se destacam na importancia de
interacdo com o receptor da acetilcolinesterase (1EAS) e o composto Tacrina, estes foram:
Trp233, Ser329, Ser226, Ser200, Ser122, Phe331, Phe330, Phe290, Phe288, Phel20, Ile439,
His440, Gly441, Gly328, Gly202, Glyl123, Glyl19, Glyl18, Glyl17, Glu327, Glul99 e
Ala201.
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De acordo com as andlises, os aminodcidos que menos interagiram foram Glyl118,
Gly119 e Phe331, que obtiveram energia total de 8,13 Kcal/mol, 7,32 Kcal/mol, 7,05 Kcal/mol,
respectivamente evidenciando repulsdo eletrostdtica pelo ligante, isso mostra, que mesmo
dentro de um raio de 12 A do centro do ligante, indica que essa varidvel de distancia nem sempre
¢ primordial para atratividade das moléculas. Por outro lado, os que mais se destacaram
apresentando melhor interacdo com a Tacrina foram Phe288 com -15,75 Kcal/mol , Phe330
com -5,61 Kcal/mol e I1e439 com -3,70 Kcal/mol.

O aminodcido que teve melhor atracao eletrostatica foi o Phe288 com -15,75 Kcal/mol.
Com a realizac@o de cdlculos quanticos foi possivel perceber a influéncia de cada residuo de
aminoécido na ligacdo, sendo elas: Phe288 contribui com 664,5%, Phe330 com 236,7%, [1e439
com 156%, Trp233 com 147% e Tyr121 com 141%.

Donepezil

ApOs a realizagdo somatdria da energia de interagdo em cada uma das ligacOes
destacadas, t€ém a energia total da interacdo do Donepezil com a AChE por meio de
propriedades quanticas, essa energia total € - 1,20 eV. Com a realizacdo de calculos quénticos

foi possivel perceber a influéncia de cada residuo de aminodcido na ligacdo, sendo elas:

Tabela 9. Energia de Ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com ligante

Donepezil, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry RiiRiRki+L ReiRiRi1 - Re1 R +L Ri1 R+t Ei:(Ri— L)
ASN85 -2,44E+03 -1,23E+03 = -2,03E+03  -8,19E+02 -8,20
ASP72 -2,44E+03 -1,23E+03  -2,01E4+03  -7,99E+02 -6,85

GLY117 -2,04E+03 -8,33E+02 = -1,84E+03  -6,25E+02 -0,91
GLY118 -1,83E+03 -6,24E+02  -1,63E4+03  -4,18E+02 -9,14
GLY119 -2,18E+03 -9,70E+02 = -1,97E+03 = -7,63E+02 -5,16
GLY328 -2,22E+03 -1,01E+03  -2,01E4+03  -8,02E+02 -0,62
GLY441 -2,44E+03 -1,23E+03 = -2,24E+03  -1,03E+03 -3,15
GLYS80 -2,44E+03 -1,23E+03  -2,03E4+03  -8,19E+02 -6,10
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His440 -2,25E4+03 -1,04E+03 = -1,78E+03  -5,72E+02 -0,42
METS83 -3,02E+03 -1,81E+03  -2,29E+03  -1,08E+03 -18,27
PHE288 -2,58E+03 -1,37E+03 = -2,11E+03  -8,94E+02 -0,34
PHE330 -2,49E+03 -1,28E+03  -2,01E+03  -8,00E+02 12,77
PHE331 -2,72E4+03 -1,51E+03 = -2,24E+03  -1,03E+03 4,41
SER122 -2,29E+03 -1,08E+03  -1,97E4+03  -7,63E+02 -2,65
SER123 -2,06E+03 -8,54E+02 = -1,86E+03  -6,46E+02 3,51
SER200 -2,22E+03 -1,01E+03  -1,90E+03  -6,88E+02 -3,99
SER329 -2,22E+03 -1,01E+03 = -1,90E+03 = -6,88E+02 -2,84
SERS81 -2, 4TE+03 -1,26E+03  -2,14E4+03  -9,33E+02 -3,24
TRP84 -2,96E+03 -1,75E+03 | -2,35E+03 = -1,14E+03 0,00
TyYRr121 -2,30E+03 -1,08E+03  -1,74E+03  -5,32E+02 16,26
TYR334 -2,72E+03 -1,51E+03 = -2,16E+03  -9,52E+02 7,97
TYR70 -2,54E+03 -1,33E+03  -1,99E+03  -7,82E+02 8,34
VaL71 -2,52E+03 -1,31E+03 = -2,20E+03  -9,90E+02 -0,46

Fonte: dados da pesquisa, 2020.

O Gréfico 2 demonstra todos os aminoacidos que se destacam na importancia de
interagdo com o receptor da acetilcolinesterase (1EAS5) e o composto Donepezil, estes foram:
Asn85, Asp72, Glyl17, Glyl18, Glyl19, Gly328, Gly441, Gly80, His440, Met83, Phe288,
Phe330, Phe331, Ser122, Ser123, Ser200, Ser329, Ser81, Trp84, Tyrl21, Tyr334, Tyr70,
Val7l.

As andlises dos aminodcidos que menos interagiram foram Tyrl121, Tyr334, Tyr70,
Phe330, Ser123, que obtiveram energia total de 16,26 kcal/mol, 7,97 kcal/mol, 12,77 kcal/mol,
3,51 Kcal/mol respectivamente,

Os que mais se destacaram apresentando melhor interagdo com a Donepezil foram
Met83 com -18,27 kcal/mol, Gly118 com -9,32 kcal/mol e kcal/mol, Gly80 -6,10 Kcal/mol e
Gly119 com -4,53 kcal/mol.
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Griafico 2. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com o ligante

Donepezil.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Baseando-se nesta evidéncia, podemos salientar que o Met83 (Metionina) foi o
aminodcido com maior energia de atratividade com o ligante, sua representacao foi de 81,60%
na ligacdo entre a proteina AChE e o Donepezil, o segundo aminodcido de maior participacdo
foi a Gly8 (glicina) com 31%, Asp72 (4cido aspartico) com 22,33%.

Galantamina

Ap6s o fracionamento energético em cada uma das ligacdes, obteve-se a energia total
da interacao da galantamina-AChE por meio de propriedades quénticas desse complexo, essa
energia total € -0,19 eV. Com a realizacdo de calculos quanticos foi possivel notar a influéncia

de cada residuo de aminodcido na ligacao, sendo elas:
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Tabela 10. Energia de Ligacdo dos principais aminoécidos da proteina 1EAS com ligante

Galantamina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry RuiRiRii+L ReiRiRi1 - Re1 R +L Ri1 R+t EiR— L)
ALA427 -2,04E+03 -1,10E+03 = -1,79E+03 = -8,53E+02 -1,86
ASN429 -2,04E+03 -1,I0E+03 = -1,63E+03  -6,89E+02 0,94
ASN457 -2,27E+03 -1,33E+03 = -1,86E+03 = -9,20E+02 0,92
Asp128 -2,07E+03 -1,13E+03 = -1,63E+03  -6,93E+02 -6,38
GLU445 -2,26E+03 -1,32E+03 = -1,78E+03 = -8,45E+02 1,76
GLY449 -1,99E+03 -1,05E+03 = -1,78E+03  -8,45E+02 0,16
GLYS80 -1,79E+03 -8,53E+02 = -1,59E+03 = -6,47E+02 -1,03
ILE444 -2,25E+03 -1,31E+03 = -1,89E+03  -9,50E+02 0,34
LEU430 -2,05E+03 -1,11E+03 = -1,68E+03 = -7,43E+02 -0,11
LEU450 -1,84E+03 -8,98E+02 = -1,47E+03  -5,34E+02 15,81
LEU456 -2,19E+03 -1,26E+03 = -1,83E+03 = -8,92E+02 14,90
METS83 -2,75E+03 -1,81E+03 = -2,03E+03  -1,09E+03 -16,38
Pro451 -1,99E+03 -1,05E+03 = -1,67E+03 = -7,32E+02 0,39
SER428 -1,93E+03 -9,86E+02 = -1,60E+03  -6,65E+02 -0,49
SER79 -1,95E+03 -1,01E+03 = -1,63E+03 = -6,88E+02 -1,18
TYR442 -2,18E+03 -1,24E+03 = -1,62E+03  -6,84E+02 -4,53
TYR458 -2,27E+03 -1,33E+03 = -1,72E+03 = -7,79E+02 -9,32
VAL129 -2,25E+03 -1,31E+03 = -1,93E+03  -9,90E+02 -1,92
VAL431 -2,24E+03 -1,30E+03 = -1,92E+03 = -9,76E+02 5,30
VAL453 -1,92E+03 -9,78E+02 = -1,59E+03  -6,53E+02 -0,16

Fonte: dados da pesquisa, 2020.
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Griafico 3. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com o ligante

Galantamina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Os aminodcidos que mais apresentaram atividade na interacdo com o receptor 1EAS da
AChE e o composto Galantamina de acordo com o Gréfico 3, sdo: Val543, Val431, Vall29,
Tyrd58, Tyrd42, Ser79, Serd428, Pro451, Met83, Leu546, LeudS50, Leud30, lled444, Gly80,
Gly449, Glud45, Asp128, Asn457, Asnd29 e Alad27.

Os aminoécidos que menos interagiram foram Leu546, Leu450 e Val431 que obtiveram
energia total de 15,81 Kcal/mol, 14,90 Kcal/mol, 5,30 Kcal/mol, respectivamente evidenciando
repulsdo eletrostatica pelo ligante. Por outro lado, os que mais se destacaram apresentando
melhor interacdo com a Donepezil foram Met83 com -16,38 Kcal/mol , Tyr458 com -9,32
Kcal/mol e Asp128 com -6,38 Kcal/mol e Tyr442 com -4,53 Kcal/mol.

O aminodcido que teve melhor atragdo eletrostatica foi o Met83 (metionina) com -16,38
Kcal/mol, sendo responsével por 365,6% entre a interacao do receptor IEAS5 da AChE com o

Galantamina. Seguindo Tyr458 com 208%, Asp128 com 142% E Tyr442 com 101,1%.
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Rivastigmina

Apo6s o fracionamento energético em cada uma das ligacdes, obteve-se a energia total
da interagcdo da Rivastigmina-AChE por meio de propriedades quanticas desse complexo, essa

energia total é - 1,57 eV. Com a realizacdo de célculos quanticos foi possivel notar a influéncia

de cada residuo de aminodcido na ligacdo, sendo elas:

Tabela 11. Energia de Ligacdo dos principais aminoédcidos da proteina 1EAS com ligante

Rivastigmina, onde os fragmentos estao na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry ReiRiRii+L ReiRiRi1 Re1 R +L Ri1 Ri+1 Ei(Ri— L)
ALA370 -1,91E+03 -1,01E+03 = -1,66E+03  -7,62E+02 -5,08
GLN374 -2,27E+03 -1,37E+03 = -1,82E+03  -9,20E+02 -4,00
GLN519 -2,40E+03 -1,50E+03 = -1,95E+03  -1,05E+03 -2,52
GLNS26 -2,25E+03 -1,35E+03 = -1,79E+03  -8,96E+02 -0,69
LEU373 -2,08E+03 -1,18E+03 = -1,72E+03  -8,18E+02 18,90
LEUS28 -2,07E+03 -1,17E+03 ~ -1,70E+03  -8,04E+02 -1,04
Lys530 -1,91E+03 -1,02E+03 = -1,59E+03  -6,91E+02 -2,50
METS520 -2,72E+03 -1,82E+03  -2,00E+03  -1,10E+03 -0,63
PHES23 -2,31E+03 -1,41E+03 = -1,83E+03  -9,37E+02 2,18
PHES27 -2,20E+03 -1,30E+03 = -1,72E+03  -8,22E+02 4,40
TRP524 -2,40E+03 -1,50E+03 = -1,79E+03  -8,96E+02 0,65
VAL371 -1,83E+03 -9,35E+02 = -1,51E+03  -6,11E+02 -51,29
VALS22 -2,35E+03 -1,45E+03 = -2,02E+03  -1,12E+03 5,04

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Em termos de porcentagem, os trés aminodcidos mais importantes para a ligacdo entre

a AChE e a Rivastigmina € o Val371 (valina) com 140%, seguido da Ala370 (alanina) 13,80%

e GIn526 (glutamina) com 1,88% de energia.
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Grifico 4. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com o ligante

Rivastigmina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Na interag@o com o receptor IEAS da AChE e o composto Rivastigmina demonstra os
aminodcidos que mais apresentaram atividade, que sdo: Val522, Val371, Trp524, Phe527,
Phe523, Met520, Lys530, Leu528, Leu373, GIn526, GIn519, GIn374 e Ala370.

Os aminoécidos que menos interagiram foram Leu373, Val522 e Phe527 que obtiveram
energia total de 18,90 Kcal/mol, 5,04 Kcal/mol, 4,40 Kcal/mol, respectivamente, Isso indicou
repulsdo eletrostatica pelo ligante. Por outro lado, os que mais se destacaram apresentando
melhor interagdo com a Rivastigmina foram Val371 com -51,29 Kcal/mol, Ala370 com -5,08

Kcal/mol e GIn374 com -4,00 Kcal/mol e GIn519 com -2,52 Kcal/mol.

Fisostigmina

ApO6s o fracionamento energético em cada uma das ligagcdes, obteve-se a energia total
da interacdo da Fisostigmina-AChE por meio de propriedades quanticas desse complexo, essa
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energia total € -1,21 eV. Com a realizac¢do de cdlculos quanticos se percebeu influéncia de cada

residuo de aminodcido na ligacao.

Tabela 12. Energia de Ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com ligante

Fisostigmina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ru RiiRiRii+L Rt RiRu1t Re1 Rur+L Ri1 R EiR— L)

ASP72 -2,10E+03 -1,20E+03 = -1,66E+03  -7,63E+02 -9,50
GLY117 -1,92E+03 -1,03E+03  -1,72E+03  -8,19E+02 -2,87
GLY118 -1,52E+03 -6,24E+02 = -1,32E+03  -4,18E+02 -2,30
GLY119 -1,87E+03 -9,770E+02  -1,66E+03  -7,63E+02 -1,35
GLY328 -1,91E+03 -1,01E+03 = -1,70E+03 = -8,02E+02 0,21
GLY441 -2,13E+03 -1,23E+03  -1,92E+03  -1,03E+03 16,38
His440 -1,94E+03 -1,05E+03 = -1,47E+03  -5,75E+02 10,95
ILE287 -2,06E+03 -1,17E+03 ~ -1,70E+03  -8,02E+02 -1,53
ILE439 -2,29E+03 -1,39E+03 = -1,92E+03  -1,03E+03 5,04
LEU333 -2,29E+03 -1,40E+03  -1,93E+03  -1,03E+03 2,52
METS83 -2,55E+03 -1,66E+03 = -1,83E+03  -9,33E+02 -19,37
PHE288 -2,22E+03 -1,32E+03 = -1,74E+03  -8,45E+02 -22,95
PHE330 -2,33E+03 -1,44E+03 = -1,86E+03 = -9,58E+02 -2,91
PHE331 -2,22E+03 -1,32E+03  -1,74E+03  -8,45E+02 -1,05
SER122 -2,10E+03 -1,20E+03 = -1,77E4+03  -8,77E+02 -1,25
SER200 -1,91E+03 -1,01E+03 = -1,59E+03  -6,89E+02 -1,16
SER329 -1,91E+03 -1,01E+03 = -1,59E+03  -6,88E+02 -3,02

SERS81 -2,38E+03 -1,48E+03  -2,06E+03  -1,16E+03 -0,63
TrP84 -2,44E+03 -1,54E+03 = -1,83E4+03  -9,33E+02 1,23
TYR121 -1,98E+03 -1,08E+03 = -1,43E+03  -5,32E+02 6,05
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TYR334 -2,18E+03 -1,28E+03 = -1,63E+03  -7,32E+02 0,30

TYR70 -2,23E+03 -1,33E+03 = -1,68E+03  -7,82E+02 -1,65

Fonte: dados da pesquisa, 2020.

De acordo com a Tabela 12 os aminodcidos que apresentaram interagdes atrativas e
repulsivas com relagdo ao ligante Fisostigmina pelo receptor 1EAS. Esses dados demonstram
uma alta especificidade no sitio ativo do receptor e os principais aminoacidos que participam
dessa interacdo energética total (Kcal/mol).

Na interacdo com o receptor 1IEA5 da AChE e o composto Fisostigmina no Grafico 5
os aminodcidos que mais apresentaram atividade, que sao: Tyr70, Tyr334, Tyr121, Trp84,
Ser81, Ser329, Ser200, Ser122, Phe331, Phe330, Phe288, Met83, Leu333, Ile439, I1e287,
His440, Gly441, Gly328, Gly119, Gly118, Gly117 e Asp72.

Os aminoécidos que menos interagiram foram Leu373, Val522 e Phe527 que obtiveram
energia total de 18,90 Kcal/mol, 5,04 Kcal/mol, 4,40 Kcal/mol, respectivamente evidenciando
repulsdo eletrostatica pelo ligante, isso implica, que mesmo dentro de um raio de 12 A do centro
do ligante, indica que essa varidvel de distancia nem sempre € primordial para atratividade das
moléculas. Por outro lado, os que mais se destacaram apresentando melhor interacdo com a
Rivastigmina foram Val371 com -51,29 Kcal/mol, Ala370 com -5,08 Kcal/mol e GIn374 com
-4,00 Kcal/mol.

O aminoéacido que teve melhor atracdo eletrostdtica foi o Val371 (valina) com -51,29
Kcal/mol sendo responsavel por 13,08% entre a interacdo do receptor 1IEA5 da AChE com a

Fisostigmina. Seguido de Ala370 (alanina) com -5,08 Kcal/mol com 11,0%.
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Griafico 5. Interagcdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com o ligante

Fisostigmina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Memantina

A energia total da interacdo da Memantina-AChE, ap6s o fracionamento do complexo,
por intermédio de propriedades quanticas, essa energia total € - 0,24 eV. Com a realizagdo de
calculos quanticos foi possivel notar a influéncia de cada residuo de aminodcido na ligagdo.

Na interacdo com o receptor 1IEAS da AChE e o composto Memantina no Gréfico 6
demonstra os aminodcidos que mais apresentaram atividade de inibicdo e repulsdo, que sdo:
Tyr334, Tyrl21, Trp84, Ser81, Ser329, Ser122, Phe330, Phe331, Phe288, Met83, Leu333,
Leu332, 1le439, 1le287, His440, Gly80, Gly441, Gly335, Gly328, Gly119, Gly118, Glyl17 e
Asp72.
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Tabela 13. Energia de Ligacdo dos principais aminoécidos da proteina 1EAS com ligante

Memantina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry RuiRiRii+L ReitRiRi1 Re1 Ru+L Ri1 R+t EiR— L)

AspP72 -1,49E+03 -9,70E+02 = -1,06E+03 = -5,35E+02 -3,88
GLY117 -1,55E+03 -1,03E+03 = -1,34E+03  -8,19E+02 0,44
GLY118 -1,15E+03 -6,24E+02 = -942E+02  -4,18E+02 0,59
GLY119 -1,49E+03 -9,70E+02 = -1,29E+03  -7,63E+02 -1,22
GLY328 -1,53E+03 -1,01E+03 = -1,33E+03 = -8,02E+02 0,29
GLY335 -1,65E+03 -1,13E+03 = -1,44E+03  -9,20E+02 -0,64
GLY441 -1,76E+03 -1,23E+03 = -1,55E+03  -1,03E+03 1,26
GLY80 -1,49E+03 -9,67E+02 = -1,28E+03  -7,59E+02 -0,39
Hi1s440 -1,57E+03 -1,05E+03 = -1,10E+03  -5,75E+02 -0,89
ILE287 -1,69E+03 -1,17E+03  -1,33E+03  -8,02E+02 -0,11
ILE439 -1,57E+03 -1,05E+03 = -1,21E+03 = -6,82E+02 0,73
LEU332 -1,73E+03 -1,21E+03  -1,37E+03  -8,45E+02 -17,32
LEU333 -1,81E+03 -1,28E+03 = -1,44E+03 = -9,20E+02 5,75
METS3 -2,18E+03 -1,66E+03 = -1,46E+03  -9,33E+02 -6,93
PHE288 -1,58E+03 -1,05E+03 = -1,10E+03 = -5,75E+02 1,81
PHE331 -1,84E+03 -1,32E+03 = -1,37E+03  -8,45E+02 2,42
PHE330 -1,80E+03 -1,28E+03 = -1,33E+03 = -8,02E+02 28,59
SER122 -1,77E+03 -1,24E+03 = -1,44E+03  -9,20E+02 -0,23
SER329 -1,53E+03 -1,01E+03 = -1,21E+03 = -6,88E+02 3,75
SER81 -1,78E+03 -1,26E+03 = -1,46E+03  -9,33E+02 -4,33
TrPr84 -2,07E+03 -1,54E+03 = -1,46E+03 = -9,33E+02 -1,76
TyYRr121 -1,61E+03 -1,08E+03 = -1,06E+03  -5,32E+02 -4,06
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TYR334 -1,65E+03 -1,13E+03 = -1,10E+03  -5,75E+02 -8,94

Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Os aminoécidos que menos interagiram foram Phe330, Leu333, Ser329 e Phe331 que
obtiveram energia total de 28,59 Kcal/mol, 5,75 Kcal/mol, 3,75 Kcal/mol e 2,42 Kcal/mol,
respectivamente evidenciando repulsdo eletrostatica pelo ligante, Por outro lado, os que mais
se destacaram apresentando melhor interacio com a Memantina foram Leu332 com -17,32
kcal/mol, Met83 com -6,93 kcal/mol e Tyr334 com -8,94 Kkcal/mol.

Grifico 6. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1EAS com o ligante

Memantina.

-20 -10 0 10 20

TYR3I34
TYRI21
TRPS4
SERS1
SER329
SER122
PHE330
PHE331
PHE28S
METS3
LEU333
LEU332
ILE439
ILE287
HIS440
GLYS0
GLY 441
GLY 335
GLY 328
GLY119
GLY 118
GLY 117
ASP72

Aminodcidos Memantina-AChE (1EAS)

=20 -10 0 10 20 30

Energia total (Kcal/mol)

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Como foi visto, o Leu332 (leucina) foi o aminodcido com maior participacdo efetiva na
atratividade entre o complexo formado pela AChE e o composto Memantina, representando
316% da energia do sistema, os outros dois aminodcidos de maior interacdo foram o Met83

(metionina) com 122,2% e a Tyr334 (tirosina) com 157,6%.
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ENERGIA TOTAL OBTIDA ATRAVES DO METODO DE FRACIONAMENTO
MOLECULAR DE CAPS E CONJUGADOS (MFCC)

Os cdlculos ab initio descreve propriedades de transporte eletrdnico de juncdes
moleculares (ALBUQUERQUE et al., 2014) A disposi¢do do balanco de energia final (EI (L —
Ri) =E (L + C1-i Ri Ci+1) — E (Cl-i Ri Ci+1) — E (L + C1-1 Ci+1) + E (C1-i Ci+1) estd em
evidéncia no gréfico x, e refletem a contribui¢do individual de cada aminodcido na interacdo
entre a o receptor da acetilcolinesterase (AChE) e os ligantes (Tacrina, Donepezil,
Rivastigmina, Fisostigmina, Galantamina e Memantina).

Como pode ser visto, no grafico 7, todos os ligantes mostraram eficientes na ligacao
com receptor, tendo em vista valores negativos satisfatorios em sua energia quantica de ligacao.
De acordo com os célculos realizados no balanco energético total a Tacrina obteve -2,37
Kcal/mol, ja o Donepezil demonstrou -27,67 Kcal/mol, a Rivastigmina apresentou -36,60
Kcal/mol, Galantamina com -4,38 Kcal/mol, Fisostigmina com -27,90 Kcal/mol.

Logo, o composto que apresentou melhor inibi¢do na interacdo de energia total
(Kcal/mol) com AChE foi o composto da Fisostigmina com -27,90 Kcal/mol e em seguida o

Donepezil com -27,67 Kcal/mol com relagdo ao receptor 1AES.
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Grafico 7. Compostos testados com os aminodcidos da proteina 1EAS e sua energia total

(Kcal/mol) comparando-se com todos 0s ligantes.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

De acordo com o Gréfico 8 a representacao energia total (BFE) em Eletrovolts (eV)
demonstra balanco energético. No estudo das ligagdes quimicas entre as moléculas, a partir de
-1eV a ligagdo entre as moléculas pode ser considerada do tipo covalente (JAURIS et. Al,
2015).

O composto da Rivastigmina obteve melhor desempenho com -1,57 eV, ji a
Fisostigmina com -1,21 eV, o Donepezil com -1,20 eV. Por outro lado, os outros compostos
apresentaram valores menores quando comparados aos que tiveram melhor energia, como:
Memantina com -0,24 eV, Galantamina com -0,19 eV e Tacrina com 0,10 eV. Com isso, pode-
se perceber que todos os compostos demonstraram valores negativamente expressivos, sendo

demonstrado quanticamente que os ligantes tém alta afinidade pela proteina.
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Griafico 8. Representacdo da Energia total (eV) de todos os ligantes ancorados a proteina 1IEAS
da AChE.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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CONCLUSOES DO 1° RECEPTOR 1EA5

Os resultados dessa pesquisa sdo promissores, indicando que os seis farmacos
apresentaram um potencial anti-Alzheimer para inibi¢do da proteina da acetilcolinesterase
(1EAS), tendo em vista, as evidéncias apresentadas a partir do Docking Molecular e o
Fracionamento de Capuzes Conjugados. Logo, esses compostos podem atuar no tratamento da
Doenga do Alzheimer e contribuindo de forma efetiva.

Estes estudos, demonstram que a farmacologia sempre esteve contida apenas as andlises
experimentais para viabilizar altos custos experimentais € um maior de tempo com relagc@o aos
resultados esperados. Por outro lado, as técnicas e recursos computacionais possibilitou
predi¢cdo desses estudos com relagdo a pesquisa de novos farmacos até a forma de elucidar o
comportamento em sistemas bioldgicos identificando o seu comportamento no sitio ativo da
proteina desejada.

O conhecimento a respeito da interacdo da proteina-ligante (candidato a farmaco) sdo
essenciais para demonstragdo do seu comportamento no sitio ativo e funcdo. Através dessa
pesquisa, foi possivel caracterizar as interacdes no sitio de ligacdo, podendo-se identificar
grupos de aminodcidos funcionais que foram responsdaveis pela criacao de ligagdes favordveis
e por meio disso, pensar em ajustes para potencializar a estrutura do farmaco (ligante) para
melhor inibi¢do da proteina (receptor).

A partir da andlise dos dados obtidos, considerando os aspectos da metodologia utilizada

e do sistema em estudo, pode ser concluido:

Docking Molecular

e A metodologia proposta foi alcangada, capaz de selecionar e testar os compostos para
elucidar os compostos com potencial Anti-Alzheimer.

e Todos os seis farmacos apresentaram atividade inibitéria frente a AChE, uma energia livre
de ligacao de todos os complexos foram expressivamente negativos, podendo afirmar que
de forma termodinamica os valores de gastos energéticos sdo favordveis, quando
comparado a uma protefna isolada.

e O aminodcido Met83, His441 e Tyr121 foram os que mais se destacaram em todos os

farmacos na interacdo de proteina-ligante. Destacando a regido do sitio ativo.
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e E perceptivel a influéncia do residuo Met83 como aminodcido aparece como forte interacao
com todos os ligantes do docking molecular, podendo ser considerado o aminoédcido

ancora.

Fracionamento Molecular de Capuzes Conjugados (MFCC)

e A técnica se mostrou altamente eficiente e eficaz, através desse método quantico, foi
possivel identificar a energia quantica de cada residuo de aminodcido do receptor em todas
as simulacdes ancoradas aos ligantes, demonstrando atracdo eletrostitica em varios
aminoécidos do receptor 1EAS.

e O balanco energético apresenta trés compostos realizando ligacdes de hidrogénio, sendo
eles: Donepezil, Rivastigmina e Fisostigmina, apresentando energia total em eletrovolts
(eV) negativos acima de -1 eV.

e Os aminodcidos His440, Met83, Tyr121 determinou possiveis regidoes ancoras do sitio
ativo de ligacao.

Portanto, demonstrou-se por meio de estudos in silico através de métodos
computacionais a interacdo dos farmacos com a enzima acetilcolinesterase, obtendo-se
resultados  significativos de problemas farmacolégicos relacionados a doengas
neurodegenerativas. Pode-se obter as melhores conformacdes de menor energia por meio do
docking molecular, unindo conceitos tedricos, fisico-quimicos, termodinamicos e quimica

quantica.
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RESULTADOS E DISCUSSOES DO 2° RECEPTOR 1GQR

As energias obtidas de intera¢do que fazem relacao ao célculo de modelagem molecular
foi a partir das dimensdes do sitio ativo nas posicdes X, Y e Z. Na posicdo X (15.0000),
Y (25.0000) e Z (30.0000) do receptor com ligante, sendo necessdrio a escolha do algoritmo
Lamarckiano para melhores conformacdes de menor energia, favorecendo o acoplamento do
proteina-ligante e formagdo de complexo mais estavel, foram considerados trés casos, sendo
eles: Flexivel, Rigido e Tor¢do do método GaDock.

Com relacdo a tabela 13 os trés complexos apresentaram energias minimas de interacdo
proteina-ligante, no ligante flexivel variou de -9.51 a -7.45 kcal/mol, ja no complexo tor¢ao
apresentou grau energético de -9.48 a - 7.51 kcal/mol, considerando especificamente, o
complexo rigido que apresentou energia menores € mais negativas comparadas as outras
estruturas entre - 10.31 a - 1.85, de nove posi¢des devido apresentar melhores conformagdes de
menor energia, no geral, considerando apenas onze conformag¢des de cada interagdo entre
proteina-ligante que foram previamente testado a partir desse software. As energias interagdes
de ligagcdes consideram que quanto menor o grau energético, melhor serd a estabilidade entre o

receptor e o ligante (droga).

Tacrina

Tabela 13. Energia de ligacao (Kcal/mol) da Tacrina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
’ Livre de . Livre de . Livre de
Flexivel Ligacio Rigido Ligacio Torcao Ligacio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 -9.51 1 -10.31 1 -9.48
2 -9.38 2 -9.99 2 -8.53
3 -8.97 3 -9.66 3 - 8.44
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4 - 8.69 4 - 8.68 4 -7.88
5 -8.34 5 - 8.57 5 -7.86
6 -8.10 6 -7.24 6 -7.84
7 -1.97 7 -7.01 7 -7.82
8 -7.84 8 -6.95 8 -71.70
9 -7.71 9 -1.85 9 -7.69
10 - 745 10 - 10 -7.53
11 - 11 - 11 -17.51

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

No programa Discovery Studio (BIOVIA DISCOVERY STUDIO VISUALIZER,

2014), foi possivel identificar os residuos de aminoécidos presente na interacdo receptor-ligante

Figura 31 de maior interacdo apresentando liga¢cdes de van der waals com aminoédcidos, como:

Ser200, His440, Tyr334, Trp279, Ala201, Phe288 e Gly118. Os aminoécidos presente no sitio

ativo estdo presente nessa estrutura.

Ja os aminodcidos que mostram diferentes interacdes e repulsdes presente na estrutura

da (droga). Os aminodcidos Gly119 e Tyrl121 apresentaram certo grau de impermeabilidade

reagindo de forma repulsiva ao composto. A interagdo com o ligante ocorreu a partir da ligacdes

m com o aminodcido Trp233, Phe290, Phe330, Phe331. Essas interacdes consideram todo o

complexo receptor-ligante e os residuos de maior interacao com o farmaco.

98




Figura 32. Visualiza¢do 2D do composto Tacrina e os residuos de 1GQR de maior interagao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A interacdo da Tacrina envolve forte ligacdo com o sitio ativo de liga¢do da colina da
AChE, empilhamento-pi com aminodcidos Phe331, Phe330, Trp233 e Phe290.

Em conformidade com Almeida (2011) a Tacrina (1,2,3,4-tetrahidroacridina) estabelece
fortes interagcdes com o sitio de ligagdo de colina da AChE, porém ndo estabelece interacdes
com o sitio periférico. Existe uma interagdo do tipo empilhamento-n entre o anel quinolinico
da Tacrina e o anel inddlico do aminoécido Trp84.

Os aminoécidos envolvidos na ligacdo com a Tacrina apresenta varios tipos de ligagcdes

e aminodcidos envolvidos na regido do sitio ativo da proteina.
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Segundo Almeida (2011) o dtomo de nitrogénio protonado do anel quinolinico do
tautomero da Tacrina estabelece ligacdo de hidrogénio diretamente com a carbonila da cadeia
principal do aminodcido His440, componente da triade catalitica, e ainda, o anel quinolinico
dispde-se paralelamente e em contato com o grupo fenil do aminodcido Phe330.

A Tacrina apresenta interagdes do tipo empilhamento © entre os anéis aromaticos da
estrutura e as por¢des Phe290, Phe331 e Trp233 e interagdes m-alquil entre o anel e a por¢ao
Phe330.

No uso do Discovery Studio (BIOVIA DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2014),
foi possivel analisar a nuvem eletrostatica do receptor 1GQR com a Tacrina. E possivel notar o
local de atracamento que encontra-se em uma regido neutra. Préximo ao local, € possivel
visualizar uma regido eletronegativa, um dos aminodcidos sdo responsaveis.

A regido da nuvem eletrostética e sua interacdo com receptor-ligante aponta uma local
neutro e uma regido proxima do sitio ativo da proteina. Essa interacdo encontra-se levemente

positiva na extremidade do ligante.

Figura 33. Nuvem eletrostdtica da interacdo receptor com Tacrina.
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Interpolated Charge

0,100
0,067
0,033
0,000
-0033
-0067
-0,100

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Donepezil

O ligante Donepezil com o receptor IGQR apresentou resultados do docking bastante

expressivos, suas energias livres de ligac@o apresentaram resultados significativos na interacao

proteina-ligante em todas posicdes de complexos.

Em todas as cinco posi¢des, os complexos apresentaram uma energia Livre de ligacdo,

na tabela 14 destaca-se a variagcdo dos diferentes casos. No complexo flexivel a energia livre de

ligacdo variou de - 5.21 a - 2.85 kcal/mol, no complexo rigido a interagdo energética ficou entre

- 9.72 a - 0.80 kcal/mol. Considerando a melhor variacdo do complexo entre os casos, foi a

tor¢ao - 11.81 a - 6.89 kcal/mol apropriada na interagcdo de proteina-ligante. Considerando que

o complexo tor¢cdo obteve melhor e menor energia comparando-se aos outros casos, esse, serd

utilizado para visualiza¢do dos residuos de aminoécidos essenciais que estao inseridos no sitio

ativo da proteina.

Tabela 15. Energia de ligacao (Kcal/mol) da Donepezil estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia
Livre de

Complexo

Energia
Livre de

Complexo

Energia
Livre de
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Flexivel Ligacao Rigido Ligacao Torcao Ligacao
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 -5.21 1 -9.72 1 -11.81
2 -3.16 2 -6.65 2 - 8.46
3 -2.85 3 -3.75 3 -7.60
4 - 4 -2.15 4 - 6.89
5 - 5 -0.80 5 -

Fonte: ArgusLab, 2020.

Com os célculos de docking molecular do Donepezil, utilizando o Discovery Studio, foi
possivel identificar as ligacdes ocorridas entre os aminodcidos de maior proximidade
apresentando ligacdes de hidrogénio como a Gly117. Na Figura 33, € possivel notar as regides
de maior interacdo do composto com o ligante evidenciando os residuos de 1GQR. OS
aminodcidos Ser200, Phe331, Trp279, lle444, Ser81 e entre outros aminodcidos apresentando
ligacdes de Van der Walls. J4 os aminoacidos Trp84, Phe330 e Tyr334 demonstraram ligacdes
covalentes ao redor da estrutura benzeno e fenol. No entanto, o Tyr130, Gly123 e Tyr70
apresentou repulsdo eletrostitica ao benzeno, considerando certo grau de impermeabilidade
entre o receptor-ligante.

O fato da ligacdo de Donepezil com a enzima AChE ser extremamente dependente da
interacdo com os residuos Trp279 e Phe330, ausentes na enzima butirilcolinesterase (BChE),
explica a alta seletividade de Donepezil para a AChE e ndo para a BChE (KRYGER, G. et al,
1998).

O Donepezil apresenta interacdes do tipo ligacdo entre os oxigénios ligados ao anel
aromatico e a porcdo Glyl17, do tipo ligacdo carbono hidrogénio entre o préton ligado ao
oxigenio e a por¢ao Glul99, ligagdo do tipo m-anion entre o anel aromadtico e a por¢do ASP72,
do tipo empilhamento n-m entre o aromatico e a por¢do TRP-84 e n-alquil entre o anel piperidil

e as por¢coes PHE330 e TYR334.
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Figura 34. Visualizacdo 2D do composto Donepezil e os residuos de 1GQR de maior interacao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O receptor 1GQR com o Donepezil no uso do Discovery Studio (BIOVIA
DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2014), foi possivel analisar a nuvem eletrostética. E
possivel notar o local de atracamento que encontra-se em uma regiao neutra em sua maior parte.
Préximo ao local, é possivel visualizar uma regido eletronegativa, um dos aminodcidos sdo
responsaveis.

A regido da nuvem eletrostatica e sua interagdo com receptor-ligante aponta uma local
neutro € uma regido proxima do sitio ativo da proteina. Essa interacdo encontra-se levemente
positiva e negativa na extremidade do ligante.
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Figura 35. Nuvem eletrostatica da intera¢do receptor com Donezepil.

Interpolated Charge

0,100
0,067
0,033
0,000
-0,033
-0.087
-0,100

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Rivastigmina

Com relagdo a Tabela 15 apresenta-se os resultados dos calculos de docking molecular
da Rivastigmina a partir das estruturas obtidas neste estudo. A energia livre de ligacdo
demonstra diferentes energias em Kcal/mol. Considerados trés casos, sendo eles: flexivel,

rigido e tor¢ao do método GaDock.
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No complexo flexivel, onze posi¢des sdo consideradas interagdo de menor energia que

variou-se de - 8.76 a - 6.64 kcal/mol. Essa posicao, foi considerada a melhor conformacgao do

complexo comparada as outras estruturas de receptor-ligante. No complexo rigido a energia

obteve variacdo de - 8.65 a - 0.19 kcal/mol e na estrutura no formato tor¢ao apresentou posicoes

entre - 9.48 a - 7.51 kcal/mol.

Essa variacdo de energia comparando-se a todas posi¢cdes e estruturas, a que mais se

adequa para obtencdo da visualizacdo do sitio ativo, foi na posi¢ao tor¢ao, pois € considerado a

posicdo de melhor e menor energia, pois, quanto menor a energia livre de ligacdo, melhor a

estrutura tenderd a estabilidade, ou seja, ao seu estado Fundamental.

Tabela 16. Energia de liga¢do (Kcal/mol) da Rivastigmina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo : Energia Livre i Complexo : EnergiaLivre i Complexo : Energia Livre
de Ligacao de Ligacdo de Ligacdo
Flexivel  (Kcalmol) ©  Rigide  (geaymory ©  TOT6A0  (Keal/mol)
1 -8.76 1 - 8.65 1 -9.48
2 -8.31 2 -7.38 2 - 8.53
3 -8.23 3 -6.41 3 - 8.44
4 -8.21 4 -6.03 4 -7.88
5 - 8.06 5 -2.02 5 -7.86
6 -7.71 6 -1.84 6 -7.84
7 -7.69 7 - 1.01 7 -7.82
8 -7.34 8 -0.94 8 -7.70
9 -7.21 9 -0.19 9 -7.69
10 -7.05 10 - 10 -7.53
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11 - 6.64 11 - 11 -17.51

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Os resultados de docking molecular (Tabela 14) apresenta diferentes complexos e
energias obtidas. No que se refere ao complexo flexivel variou-se de - 9.36 a - 4.70 kca/mol.
Ja no complexo rigido a energia livre de ligacdo ficou entre - 9.11 a - 3.39 kcal/mol. Por outro
lado, o complexo que obteve melhor energia, foi o complexo no formato tor¢do entre - 9.73 a -
7.29 kcal/mol. A estrutura do complexo torcdo é o mais adequado para obtencdo da nuvem

eletrostdtica e residuos do aminodcido presente no ligante.
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Figura 36. Visualizacdo 2D do composto Rivastigmina e os residuos de 1GQR de maior

interacao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

ILE
Ac:d39
GLY
Adl17
TYR
Acd42
SER
A:200
GLY
A:lls
GLU
A:199
TRP
AB4

|:] Fi-Pj T-shaped
[:] Akl
D Fi-alkyl

ApOs a utilizagdo de célculos de docking molecular do Rivastigmina com o receptor

1GQR, utilizando o Discovery Studio, foi possivel identificar as ligacOes ocorridas entre os

aminoécidos de maior proximidade apresentando ligagdes de van der Waals os aminodcidos

Ser81, Tyr121, Phe290 e entre outros aminodcidos. Por outro lado, os aminodcidos Trp84,

[le444 e Tyr334 demonstraram ligagdes covalentes. No entanto, o Phe330, Phe331 e Gly441

apresentaram repulsdo eletrostética ao benzeno, considerando certo grau de impermeabilidade

entre o receptor-ligante.
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Bar-On, P. e seus colaboradores (BAR-ON, P. et al., 2002), a maior densidade de picos
positivos foi observada na parte inferior da cavidade do sitio ativo. Esses picos devem-se a
interag¢do feita pelos residuos de aminoédcidos numa posi¢do proxima a Ser200 e outra na
proximidade dos aminoécidos Trp84 e Phe330. Esse estudo confirma os aminodcidos citados
no sitio ativo, realizando diferentes interacgoes.

Comparacdes com a estrutura da AChE nativa com o complexo AChE-rivastigmina
revelaram uma mudancga substancial na posi¢do do anel imidazol do residuo de histidina na
triade catalitica, His440. (BAR-ON, P. et al., 2002)

Almeida (2015) afirma que a Rivastigmina-AChE apés se ligar o sitio ativo é
metabolizada em duas partes, uma chamada carbamil e a outra NAP. A carbamil na rivastigmina
¢ posicionada para fazer duas ligacdes de hidrogénio com os nitrogénios da amida dos residuos
Ala201 e Gly119. Assim como fazem ligacdes de van der walls com os residuos Phe288 e
Phe290. O Nap, a segunda parte da Rivastigmina faz ligacdes de hidrogénio com trés moléculas
de dgua e com o nitrogénio da amida do residuo da Gly118, assim como fazem contato de van
der walls com Trp84 e com a Phe330. (ALMEIDA, 2015).

A Rivastigmina apresentou interagdes do tipo empilhamento n-n da anel benzilico e a
porcao Tyr-334, do tipo alquil e w-alquil entre parte da funcdo carbamato com as por¢des Ile-
444 e Trp-84 e interacdes do tipo carbono-hidrogénio entre o carbamato e a por¢ao Glu-199.

Na Figura 36 apresenta-se a nuvem eletrostitica de interacdo da enzima AChE-

Rivastigmina. Nota-se que a nuvem apresenta-se mais carregada negativamente.

Figura 37. Nuvem eletrostatica da interacao receptor com Rivastigmina.
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Interpolated Charge

0100
0,067
0,033
0,000
-0033
-0067
-0,100

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O receptor 1IGQR com a Rivastigmina no uso do Discovery Studio (BIOVIA
DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2014), foi possivel analisar a nuvem eletrostética. E
possivel notar o local de atracamento que encontra-se em uma regiao neutra em sua maior parte.
Préximo ao local, € possivel visualizar uma regido eletronegativa, um dos aminoacidos sdao
responsaveis.

A regido da nuvem eletrostatica e sua interagdo com receptor-ligante aponta uma local
neutro e uma regido proxima do sitio ativo da proteina. Essa interacdo encontra-se levemente
positiva e negativa na extremidade do ligante.

Galantamina

Com relacdo a Tabela 16 apresenta-se os resultados dos célculos de docking molecular da
Galantamina a partir das estruturas obtidas neste estudo. A energia livre de ligacdo demonstra
diferentes energias em kcal/mol. Considerados trés casos, sendo eles: flexivel, rigido e tor¢ao
do método GaDock.

No complexo flexivel, as dez posi¢des sdo consideradas interagdo de menor energia que
variou-se de - 9.36 a - 4.70 kcal/mol. J4 no ligante rigido a energia livre de ligagdo ficou entre
- 9.11 a - 3.39 kcal/mol. O complexo tor¢do obteve melhor interacdo receptor-ligante
considerando seu estado de menor energia comparado aos outros complexos estaveis, com

valores de energia entre - 9.73 a - 7.29 kcal/mol. Todas as posi¢des complexadas variaram até
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aproximadamente dez posi¢des de menor energia, devido, todas as outras, estarem acima do

que ndo se recomenda na literatura, ou seja, energias livre de ligacdo positivas e maiores.

Tabela 17. Energia de ligacdo (kcal/mol) da Galantamina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
Livre de Livre de Livre de
Flexivel Ligacdio Rigido Ligacdio Torc¢ao Ligacéio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 -9.36 1 -9.11 1 -9.73
2 -9.13 2 - 8.27 2 -9.15
3 -7.76 3 - 8.17 3 -8.71
4 -7.31 4 - 8.17 4 - 8.49
5 -7.27 5 -7.81 5 -8.31
6 -5.79 6 -7.80 6 -7.29
7 -5.62 7 -7.04 7 -
8 -5.20 8 -3.39 8 -
9 -4.70 9 - 9 -
10 -4.70 10 - 10 -

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Ap6s a utilizacdo de calculos de docking molecular do Donepezil com o receptor 1GQR,

utilizando o Discovery Studio, foi possivel identificar as ligacdes ocorridas entre os

aminodcidos de maior proximidade apresentando ligacoes.
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Os aminoécidos (Figura 37) Asp71, Tyrl21, Ser200, Phe288, Phe290 apresentaram

interacdoes de Van der Waals. J4 os aminodcidos Trp84 e Phe330 demonstraram ligacdes

covalentes. O aminodcido His440 apresentou pontes de hidrogénio com o hidrogénio e repulsdao

no oxigénio No entanto, o Phe84 apresentou repulsdo eletrosttica ao benzeno e ao oxigénio na

extremidade do fenil, considerando certo grau de impermeabilidade entre o receptor-ligante.

A Galantamina apresenta interacdes de hidrogénio entre o hidrogénio da hidroxila e a

por¢ao His440 e interagdes do tipo m-alquil entre o anel aromatico e o sistema © da ligagdo

dupla com as por¢des Phe330, Trp84 e Phe331.

Figura 38. Visualizagdo 2D do composto Galantamina e os residuos de 1GQR de maior

interacdo.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

. Unfavorable Acceptor-Acceptor

I I PiLone Pair
[:! Pi-alkyl

111



Em conformidade com Bartolucci, C. e colaboradores (2001) e Greenblatt, HM. e
colaboradores (1999) a estrutura cristalografica do receptor-ligante AChE-Galantamina
demonstra que o inibidor estd inserido no interior da cavidade do sitio ativo da enzima que
interage com aminodcido Trp84 realizando interacdes pi-pi associado a ligacdes covalentes e
apolares. Os pesquisadores afirmam ainda que apenas uma ligacdo de hidrogénio direta é
formada entre o inibidor e a cadeia lateral de um dos residuos, e essa ligacdo ocorre entre o
grupo hidroxila do inibidor e o Glu199.

Na Figura 39 € possivel visualizar a intera¢cdo do aminodcido His440 realizando liga¢cdes
com o Hidrogénio ao mesmo tempo realizando repulsdes com o oxigénio.

De acordo com Doucet-Personeni e colaboradores (2001) a estrutura cristalografica do
complexo AChE-Galantamina revelou que esse inibidor estd situado no fundo da cavidade do
sitio ativo da enzima e interage com o Trp84. Apenas uma ligacdo de hidrogénio direta é
formada entre o inibidor e a cadeia lateral de um dos residuos, e estd ligacdo ocorre entre o
grupo hidroxila do inibidor e o Glu199. Uma segunda interacao € possivel entre o hidrogénio
da Ser200 e do grupo O-metoxi da galantamina, mas a melhor ligacdo seria uma ligacdo

bifurcada com a His440 da triade catalitica.

Figura 39. Nuvem eletrostatica da interagdo receptor com Galantamina.
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Interpolated Charge

0100
0057
0,033
0,000
-0,033

-0,067
-0‘100.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Fisostigmina

A Tabela 17 os resultados de docking molecular e suas posicdes apresentaram diferentes

energias livre de ligacdo entre os trés diferentes complexos: flexivel, rigido e tor¢do. Foram

escolhidas posicoes realizando tor¢des, onde foi tido os melhores resultados no ancoramento.

A energia livre de ligacdo que melhor se adequa a estrutura tridimensional apresentando

valores melhores e menores de energia variou entre - 9.48 a - 7.51Kcal/mol da Fisostigmina.

Esses valores foram favordveis e demonstraram os melhores niveis de variacdo de energia

relacionado a esse farmaco.

Tabela 18. Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Fisostigmina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
’ Livre de . Livre de . Livre de
Flexivel Ligacio Rigido Ligacio Torcao Ligacio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 -8.76 1 - 8.65 1 -9.48
2 -8.31 2 -17.38 2 -8.53
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3 -8.23 3 -6.41 3 -8.44
4 -8.21 4 -6.03 4 -7.88
5 - 8.06 5 -2.02 5 -7.86
6 -7.71 6 -1.84 6 -7.84
7 -17.69 7 - 1.01 7 -7.82
8 -7.34 8 -0.94 8 -17.70
9 -7.21 9 -0.19 9 -7.69
10 -7.05 10 - 10 -7.53
11 -6.64 11 - 11 -17.51

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

As interagdes energéticas obtidas pelo docking molecular foi vista em cada complexo,
apos essa andlise, possivel identificar as ligacdes ocorridas entre os aminodcidos de maior
proximidade apresentando ligacdes no software Discovery Studio.

Os aminodcidos (Figura 37) Gly118, Gly119 e Tyr121 apresentaram intera¢des do tipo
pontes de hidrogé€nio. J4 Asp72, Ser200, Phe288, Phe290 e entre outros aminodcidos
apresentaram interagdes de van der Waals associada a ligacdes fracas ao redor da estrutura do
ligante. No entanto, aminoacidos His440 e Phe331 demonstraram ligacdes repulsivas.

A Fisostigmina apresenta interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio entre o nitrogénio e
a porcdo Tyrl21 e o oxigénio carbonilico da por¢ao carbamato com a Gly118 e Gly119. Além
disso, a molécula apresentou interagdes do tipo m-alquil e as por¢des Phe330, Tyr334 e Phe331

e ligagdes carbono-hidrogénio com a por¢do carbamato e Glu199.
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Figura 40. Visualizagdo 2D do composto Fisostigmina e os residuos de 1GQR de maior

interacao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Ap6s a realizacdo do docking molecular, observando as conformacdes de menor
energia, foi possivel visualizar o receptor IGQR com a Fisostigmina na utilizacdo do Discovery
Studio (BIOVIA DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2014), analisando a nuvem
eletrostatica. Nota-se o local de atracamento que encontra-se em uma regido neutra em sua
maior parte. Préximo ao local, é possivel visualizar uma regidao eletronegativa, um dos

aminodcidos sdo responsaveis.
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A regido da nuvem eletrostitica e sua interagdo com receptor-ligante aponta uma local
neutro € uma regido proxima do sitio ativo da proteina. Essa interagdo encontra-se levemente

positiva e negativa na extremidade do ligante.

Figura 41. Nuvem eletrostatica da interagcdo receptor com Fisostigmina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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Memantina

A energia livre de ligacdo dos diferentes complexos, entre eles: Flexivel, Rigido e

Tor¢do. O complexo Flexivel apresentou energia de -10.23 a -7.74 kcal/mol. No complexo

torcao de -9.88 a -8.08 kcal/mol. J4 o Rigido apresentou energia livre de ligacdo melhor,

comparado aos outros valores. Isso mostra que a Memantina se mostra como um dos farmacos

que se destacam em energia livre de ligagdo com valores negativos (-10.48 a -8.16 kcal/mol).

Tabela 19. Energia de ligacao (kcal/mol) da Memantina estimada pelo programa ArgusLab.

Complexo Energia Complexo Energia Complexo Energia
Livre de Livre de Livre de
Flexivel Ligacgio Rigido Ligaciio Torc¢ao Ligaciio
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
1 -10.63 1 - 10.38 1 - 10.53
2 - 10.15 2 -9.95 2 -9.62
3 -9.50 3 -9.64 3 -9.11
4 -9.08 4 -9.26 4 - 8.81
5 - 8.36 5 - 8.97 5 -8.72
6 - 8.20 6 - 8.75 6 -8.71
7 -7.85 7 -8.70 7 - 8.64
8 - 8 - 8.66 8 - 8.34
9 - 9 - 8.63 9 - 8.33
10 - 10 - 8.38 10 -8.24
11 - 11 -8.35 11 -7.95
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Na Figura 42 observa-se os aminoacidos que estdo ligados ao redor do fairmaco. Mesmo
ndo fazendo interagdes com ligacdes de hidrogénio, houve interacdes de Van der Waals e
ligacdes Os aminodcidos que se envolveram na ligacdo de Van der Waals foram: Asp72, Trp84,
Ser81, Tyrl21, e Glyl18. Ja por ligacdes pi o Phe330, Phe331, His440 e Tyr334 aparecem

interagindo de forma mais fraca. Ja o Phe290 aparece livremente, distante da droga.

Figura 42. Visualizagdo 2D do composto Fisostigmina e os residuos de 1GQR de maior

interacao.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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A utilizacdo do docking molecular, permite identificar as conformagdes de menor
energia, em seguida, visualizou o receptor IGQR com a Memantina na utilizacdo do Discovery
Studio, analisando a nuvem eletrostdtica. A ancoragem aparece uma regido bastante
eletronegativa (cor vermelha) ou seja, estd ocorrendo interagdo da memantina com o receptor.
A forma como AChE reage é notavel e aparente. A representacdo se d4 pela Figura 43.

A Fisostigmina apresenta interagcdes do tipo m-alquil com as por¢des His440, Phe330,

Phe331, Tyr334.

Figura 43. Nuvem eletrostatica da intera¢do receptor com Memantina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

ENERGIA TOTAL OBTIDA ATRAVES DO METODO DE FRACIONAMENTO DE
CAPS E CONJUGADOS (MFCC)

Os célculos ab initio descreve propriedades de transporte eletronico de jungdes
moleculares (ALBUQUERQUE et al., 2014) A disposi¢do do balanc¢o de energia final (EI (L —
Ri) =E (L + CI-i Ri Ci+1) — E (Cl-i Ri Ci+1) — E (L + C1-1 Ci+1) + E (Cl1-i Ci+1) estd em
evidéncia no gréfico x, e refletem a contribui¢do individual de cada aminodcido na interacdo
entre a o receptor da AChE e os ligantes (Tacrina, Donepezil, Rivastigmina, Fisostigmina,

Galantamina e Memantina).
Donepezil
No complexo AChE-Donepezil foi possivel perceber as distancias entre o centro

geométrico dos residuos de aminodcidos até o centro geométrico do ligante, para definir quem

seriam os aminodcidos que estariam dentro da esfera do complexo num raio de corte de 12 A.
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Com somatoério da energia de interagdo obtida em cada uma das ligacdes, t€ém a energia
total da interacdo do Donepezil com a AChE por intermédio de propriedades quanticas, essa
energia total é - 2.32 eV. Com a realizacdo de cdlculos quanticos foi possivel perceber a
influéncia de cada residuo de aminoécido na ligacdo, sendo elas: METS83, ASP72, GLY441,
TRP84, TYR121, SER200 e entre outros aminoacidos.

Tabela 20. Energia de Ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1GQR com ligante

Donepezil, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry RuiRiRii+L Rt RiRut - Re1 Rua+L Ri1 R+t Ei(R— L)
ALA201 -1,99E+03 -7,78E+02 = -1,74E+03 = -5,32E+02 -0,12
ASN85 -2,56E+03 -1,35E+03  -2,15E+03  -9,36E+02 -1,69
ASP72 -2,45E+03 -1,24E+03 = -2,01E+03 = -8,02E+02 -12,06
GLU199 -2,22E+03 -1,01E+03  -1,74E+03  -5,32E+02 4,97
GLY117 -2,18E+03 -9,70E+02 = -1,97E+03 = -7,63E+02 7,81
GLY118 -1,84E+03 -6,24E+02  -1,63E+03  -4,18E+02 -1,67
GLY119 -2,10E+03 -8,94E+02 = -1,90E+03 = -6,88E+02 -8,27
GLY123 -2,06E+03 -8,53E+02  -1,86E+03  -6,46E+02 18,99
GLY441 -2,44E+03 -1,23E+03 = -2,24E+03 = -1,03E+03 -11,34
His440 -2,26E+03 -1,05E+03  -1,79E+03  -5,75E+02 3,83
METS83 -3,02E+03 -1,81E+03 = -2,30E+03 = -1,09E+03 -44,10
PHE330 -2,49E+03 -1,28E+03  -2,01E+03  -8,02E+02 -1,37
PHE331 -2,53E+03 -1,32E+03 = -2,06E+03 = -8,45E+02 -1,01
SER122 -2,29E+03 -1,08E+03  -1,97E+03  -7,63E+02 -1,14
SER124 -2,06E+03 -8,53E+02 = -1,74E+03 = -5,32E+02 1,97
SER200 -2,25E+03 -1,04E+03  -1,93E+03  -7,23E+02 -2,55
SERS1 -2,22E+03 -1,01E+03 = -1,89E+03 = -6,84E+02 -1,99
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Trr84 -2,96E+03 -1,75E+03  -2,35E+03  -1,14E+03 -6,93
TYR121 -2,56E+03 -1,35E+03 = -2,01E+03 = -8,02E+02 -2,69
TYR70 -2,54E+03 -1,33E+03  -1,99E+03  -7,82E+02 5,72
VAL71 -2,53E+03 -1,31E+03 = -2,20E+03 = -9,90E+02 -0,40

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Baseando-se nesta evidéncia, podemos salientar que o Asp72 (4cido aspartico) mais

Donepezil.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Energia total (Kcal/mol)

uma vez foi o aminodcido com maior energia de atratividade com o ligante, sua representagao
foi de 22,33% na ligagdo entre a proteina AChE e o Donepezil, o outro aminoacido de maior
participacao foi a Trp84 (triptofano) com 128,3% e o Ser200 (serina) com 47,2%, Tyr121
(tirosina) com 50% e Gly441 (glicina) 21%.

Griafico 9. Interacdo de ligacdo dos principais aminoécidos da proteina IQGR com o ligante
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Tacrina

No fracionamento dos residuos de aminodcidos até o centro geométrico do ligante, foi

definido todos os aminoédcidos que estariam dentro da esfera do complexo num raio de corte de

12A.

A energia total da interacdo da Tacrina com a AChE por métodos quanticos, essa

energia total € - 0,36 eV. A influéncia de cada residuo de aminodcido na ligacdo, sendo eles:
Ala201, Asp72, Glyl117, Glyl18, Gly119, Gly328, Gly441, His440, 11e287, Phe288, Phe290,
Phe330, Phe331, Ser122, Trp233, Ser200, Tyr121, Phe288 e Ser329.

Os aminodcidos que menos interagiram foram Phe330, Phe331, Phe290, Ser329,

Tyr121 que tiveram energia total de 14,39 kcal/mol, 6,30 kcal/mol, 5,10 kcal/mol, 5,73

Kcal/mol e 10,54 kcal/mol, respectivamente a repulsdo eletrostética pelo ligante.

Tabela 21. Energia de Ligac@o dos principais aminodcidos da proteina 1GQR com ligante

Tacrina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry RiiRiRii+L ReitRiRu1r Re1 R +L Ri1 R Ei(Ri— L)

ALA201 -2.00E+03 -7.78E+02 = -1.75E+03 = -5.32E+02 -5,88

ASP72 -1.85E+03 -1.24E+03  -1.41E+03  -8.02E+02 -5,76
GLY117 -1.64E+03 -1.03E+03 = -1.43E+03  -8.19E+02 -0,53
GLY118 -1.24E+03 -6.24E+02  -1.03E+03  -4.18E+02 0,41
GLY119 -1.58E+03 -9.70E+02 = -1.38E+03 = -7.63E+02 -1,47
GLY328 -2.23E+03 -1.00E+03  -2.02E+03  -7.98E+02 -19,28
GLY441 -1.85E+03 -1.23E+03 = -1.64E+03  -1.03E+03 -5,67
His440 -2.27E+03 -1.05E+03  -1.80E+03  -5.75E+02 -2,09

ILE287 -2.39E+03 -1.17E+03 = -2.02E+03 = -8.02E+02 -12,30
PHE288 -1.93E+03 -1.32E+03  -1.46E+03  -8.45E+02 1,04
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PHE290 -1.78E+03 -1.17E+03 = -1.30E+03  -6.88E+02 5,10
PHE330 -1.89E+03 -1.28E4+03  -1.41E+03 = -8.02E+02 14,59
PHE331 -2.12E+03 -1.51E+03 = -1.65E+03  -1.03E+03 6,30
SER122 -1.81E+03 -1.20E+03  -1.49E+03  -8.77E+02 3,60
SER200 -1.51E+03 -8.93E+02 = -1.18E+03  -5.71E+02 0,63
SER329 -1.62E+03 -1.01E+03  -1.30E4+03  -6.88E+02 5,73
TrP233 -1.84E+03 -1.22E+03 = -1.23E+03  -6.14E+02 1,90
TRP84 -1.87E+03 -1.25E+03  -1.26E+03  -6.45E+02 2,08
TYR121 -2.58E+03 -1.35E+03 = -2.02E+03  -8.02E+02 10,54
TYR334 -2.12E+03 -1.51E+03  -1.56E4+03  -9.52E+02 -7,18

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Por outro lado, os que mais se destacaram apresentando melhor interagdo com a Tacrina
foram Gly328 com -19.28 kcal/mol I1e287 com -17,32 kcal/mol, Ala201 com -5,88 kcal/mol,
Tyr334 com -7,18 kcal/mol e Asp73 com -5,76 kcal/mol.

Em termos de porcentagem, os cinco aminodcidos mais importantes para a ligacao entre
a AChE e a Tacrina é o Gly328 (glicina) com 233%, seguido da I1e287 (isoleucina) 227,7% e
Tyr334 (lisina) com 133%, Ala201 (alanina) 109% e Asp72 (4cido aspartico) com 106,6% de

energia.

No Grafico 10 demonstra os principais residuos de aminodcidos que influenciaram

diretamente na inibi¢ao da proteina AChE.
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Griafico 10. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1QGR com o ligante

Tacrina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Rivastigmina

Tabela 22. Energia de Ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1GQR com ligante

Rivastigmina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry ReiRiRui+L ReiRiRui - Re1 R +L Ri1 Rt Ei:(Ri— L)
ASNS85 -2,16E+03 -1,35E+03 = -1,74E+03 = -9,36E+02 -0,47
ASP72 -2,04E+03 -1,24E+03  -1,61E+03  -8,02E+02 -6,85

GLuU327 -1,92E+03 -1,12E+03 = -1,45E+03 = -6,45E+02 -6,47
GLY117 -1,77E+03 -9,69E+02  -1,57E+03  -7,63E+02 0,12
GLY118 -1,43E+03 -6,24E+02 = -1,22E+03  -4,18E+02 -0,57
GLY119 -1,70E+03 -8,94E+02  -1,49E+03  -6,88E+02 0,19
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GLY328 -1,81E+03 -1,01E+03 = -1,60E+03  -7,98E+02 -2,02
GLY441 -2,04E+03 -1,23E+03  -1,83E+03  -1,03E+03 -18,27
GLYS80 -1,66E+03 -8,53E+02 = -1,45E+03  -6,47E+02 -0,29
His440 -1,85E+03 -1,05E+03  -1,38E4+03  -5,75E+02 9,32
ILE439 -1,97E+03 -1,16E+03 = -1,60E+03  -7,99E+02 -11,05
LEU333 -2,09E+03 -1,28E+03  -1,73E4+03  -9,20E+02 -0,38
METS83 -2,61E+03 -1,81E+03 = -1,89E+03 = -1,09E+03 -14,49
PHE330 -2,08E+03 -1,28E+03  -1,61E+03  -8,02E+02 13,86
PHE331 -2,13E+03 -1,32E+03 = -1,65E+03  -8,45E+02 18,40
SER122 -1,89E+03 -1,08E+03  -1,57E4+03  -7,63E+02 -0,51
SER200 -1,85E+03 -1,04E+03 = -1,53E+03  -7,23E+02 -0,61
SER329 -1,81E+03 -1,01E+03  -1,49E+03  -6,88E+02 -1,22
SERS81 -1,81E+03 -1,01E+03 = -1,49E+03 = -6,84E+02 -0,73
TyYR121 -2,16E+03 -1,35E+03  -1,61E+03  -8,02E+02 -1,84
TYR334 -1,93E+03 -1,13E+03 = -1,38E+03  -5,75E+02 5,47
PHE288 -2,08E+03 -1,28E+03  -1,60E+03  -7,98E+02 1,16
TRrP84 -2,55E+03 -1,75E+03 = -1,95E+03  -1,14E+03 3,78

Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Os resultados da Tabela 19, indicam os principais aminoacidos que fizeram parte do
raio de corte de 12 A. Todos esses residuos, participam de uma regiao especifica de dimensdes
pré-estabelecidas. Varios dentre eles tiveram funcao de inibi¢ao da proteina alvo, como também
repulsdo do ligante.

Os aminodcidos que mais apresentam repulsdo foram: Phe330, Phe331, His440, Trp84
Tyr334 e entre outros. No entanto, outros residuos tiveram valores negativos favoraveis, como:
Met83 com -14,49 kcal/mol, Gly441 com -18,27 Kcal/mol, Asp72 com 6,85 kcal/mol, Tyr121
com -1,84 kcal/mol, I1e439 com -11,05 kcal/mol e entre outros que fazer parte da regido do sitio

ativo da proteina alvo.
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Griafico 11. Interacdo de liga¢do dos principais aminodcidos da proteina 1QGR com o ligante

Rivastigmina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

De forma clara o Gly441 (glicina) 135,3%, o aminodcido Met83 (metionina),
aparecendo em todos as estruturas com valores negativos, obteve maior nivel de atratividade,
sendo responsavel por 122% da interacdo entre a AChE com Rivastigmina. Seguido da I1e439

(isoleucina) com 82% e a Asp72 (4cido aspartico) com 50,7%.

Galantamina

A energia total de acordo com as propriedades quanticas é -4.86 eV. Logo, foi possivel
verificar cada residuo de aminodcido na ligacdo e sua influéncia.
Os aminodcidos que mais apresentaram valores positivos € que ndo favoreceram o

processo de interacdo energética, foram: Tyr334, Phe330, e entre outros.
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Os aminodcidos que favorecam o processo de inibicdo foram: Phe331 com -90,01
kcal/mol, Asp72 com -9,54 Kcal/mol, Met83 com -19,53 kcal/mol, Gly441 com -6,30
Kcal/mol, Phe331 com -36,26 kcal/mol, Ser329 com -23,34 kcal/mol e entre outros.

Tabela 23. Energia de Ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1GQR com ligante

Galantamina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

R, RiRiRui+L R RiRut  ReRuwi+L | ReRwr | E(R— L)
ASNS5 229E+03  -1,35E403 | -1,88E+03  -9,36E+02 -0,47
ASP72 2,18E+03  -1,24E+03  -1,74E+03  -8,02E+02 -9,54

GLU199 “1,94E+03  -1,01E+03 = -147E+03  -532E+02 -1,33
GLY117 "1,91E+03  -9,69E+02 = -1,70E+03  -7,63E+02 2,17
GLY118 1,56E+03 | -6,24E+02 = -1,36E+03  -4,18E+02 -3,67
GLY119 "1,83E+03  -8,94E+02  -1,63E+03  -6,88E+02 -1,07
GLY123 “1,79E+03  -8,53E+02 = -1,59E+03 = -647E+02 -0,37
GLY328 "1,95E+03  -1,01E+03  -1,74E+03  -8,02E+02 -0,28
GLY441 2,17E+03  -1,23E+03 = -1,97E+03 = -1,03E+03 -6,30
His440 “1,98E+03  -1,05E403  -1,51E+03  -5,75E+02 -1,91
ILE439 233E+03 = -1,39E+03 | -1,97E+03  -1,03E+03 -0,63
LEU333 234E+03  -1,40E+03  -1,97E+03  -1,03E+03 0,63

METS3 2,75E+03  -1,81E+03 = -2,02E+03  -1,09E+03 -19,53
PHE288 231E+03  -1,37E+03  -1,84E+03  -8,96E+02 0,15

PHE330 222E+03  -1,28E+403 = -1,74E+03  -8,02E+02 26,00
PHE331 226E+03  -1,32E403  -1,78E+03  -845E+02  -90,01
SER122 2,02E+03  -1,08E+03 = -1,70E+03  -7,63E+02 -3,03
SER200 "1,98E+03  -1,04E+03 = -1,66E+03  -7,23B+02 -3,69
SER329 1,95E+03 = -1,01E+03 = -1,63E+03  -6,88E+02 -1,14
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SERS81 -1,94E+03 -1,01E+03  -1,62E+03 = -6,84E+02 -1,99
TrP84 -2,69E+03 -1,75E+03 = -2,08E+03 = -1,14E+03 -1,26
TYR121 -2,29E+03 -1,35E+03  -1,74E4+03  -8,02E+02 -1,62
TYR334 -2,22E+03 -1,28E+03 = -1,67E+03  -7,32E+02 10,22

Fonte: dados da pesquisa, 2020.

A representacdo de acordo com o grafico 12, demonstra que boa parte dos aminoacidos
obteve valores negativos. Como Phe331 com -90 kcal/mol, Met83 com -19,53 kcal/mol, Asp72
-9,54 kcal/mol e entre outros que apresentaram valores negativos que favoreceu a energia de
interacdo com cada residuo de aminodacido. Por outro lado, o Phe330 com 26 kcal/mol, Tyr334
com 10,22 kcal/mol. E entre outros que apresentaram repulsdo energética ao farmaco. Todos

os residuos de aminoécidos, considerando o somatdrio total de energia, foi negativa.

Griafico 12. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1QGR com o ligante

Galantamina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Fisostigmina

De acordo com as propriedades quanticas, a energia total foi - 0,33 eV. A cada residuo

de aminodcido na ligacdo, os valores de energia variaram de interagdo atrativa ou repulsiva.

Os aminoacidos que mais apresentaram valores positivos e que nao favoreceram o

processo de interagdo energética, foram: Phe331, Leu33 e GIn74. Por outro lado, os

aminodcidos que favoreceram o processo de inibi¢do foram: Asp72 com -11,21 kcal/mol,

Gly117 -11,09 kcal/mol, Tyr121 -3,95 kcal/mol, Ser81 -1,36 kcal/mol, Tyr70 -1,29 kcal/mol e

entre outros.

Tabela 24. Energia de Ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1GQR com ligante

Fisostigmina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry RuiRiRii1+L ReitRiRu1r - Ret Rua+L Ri1 R Ei(R— L)

AspP72 -2,13E+03 -1,24E+03 = -1,70E+03 = -8,02E+02 -11,21
GLY117 -1,87E+03 -9,70E+02  -1,66E+03  -7,63E+02 -11,09
GLY118 -1,52E+03 -6,24E+02 = -1,32E+03  -4,18E+02 4,52
GLY119 -1,79E+03 -8,94E+02  -1,59E+03  -6,88E+02 -0,44
GLY328 -1,90E+03 -1,01E+03 = -1,70E+03 = -7,98E+02 -1,39
GLY441 -2,13E+03 -1,23E+03  -1,92E+03  -1,03E+03 -0,63
Hi1s440 -1,94E+03 -1,05E+03 = -1,47E+03 = -5,75E+02 3,65
ILE287 -2,06E+03 -1,17E+03  -1,70E+03  -8,02E+02 0,49
LEU333 -2,18E+03 -1,28E+03 = -1,82E+03 = -9,20E+02 0,25
PHE288 -2,27E+03 -1,37E+03  -1,79E+03  -8,96E+02 1,41
PHE290 -2,23E+03 -1,33E+03 = -1,75E+03 = -8,53E+02 2,14
PHE330 -2,18E+03 -1,28E+03  -1,70E+03  -8,02E+02 -0,74
PHE331 -2,22E+03 -1,32E+03 -1,74E+03 -8,45E+02 6,33
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SER122 -1,98E+03 -1,08E+03  -1,66E+03  -7,63E+02 0,75
SER200 -1,94E+03 -1,04E+03 = -1,62E+03  -7,23E+02 3,80
SERS81 -1,90E+03 -1,01E+03  -1,58E4+03  -6,84E+02 -1,36
TRrP84 -2,65E+03 -1,75E+03 | -2,04E+03 = -1,14E+03 0,63
TYR121 -2,25E+03 -1,35E+03  -1,70E4+03  -8,02E+02 -3,95
TYR334 -2,02E+03 -1,13E+03 = -1,47E+03  -5,75E+02 0,43
TYR70 -2,23E+03 -1,33E+03  -1,68E+03  -7,83E+02 -1,29

Dados da pesquisa, 2020.

Grafico 13. Interacdo de ligacdo dos principais aminoacidos da proteina 1QGR com o ligante

Fisostigmina.
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Memantina

Na interacdo com o receptor IQGR da AChE e o composto Memantina, os dados

apresentaram os aminoécidos dentro do raio de corte, com fun¢do de inibi¢ao e repulsao, que
sdo: Tyr334, Tyrl121, Trp84, Ser81, Ser329, Ser122, Phe330, Phe331, Phe288, Met83, Leu333,
Leu332, 1le439, 1le287, His440, Gly80, Gly441, Gly335, Gly328, Gly119, Gly118, Glyl17 e

Asp72.

Tabela 25. Energia de Ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1GQR com ligante

Memantina, onde os fragmentos estdo na unidade Ha e a energia total em Kcal/mol.

Ry RuiRiRii+L Re1RiRut - Re1 Rua+L Ri1 Rt Ei(Ri— L)
AspP72 -1.74E+03 -1.22E+03 = -1.31E+03 = -7.82E+02 -4,25
GLN74 -1.62E+03 -1.10E+03  -1.17E+03  -6.45E+02 1.61
GLYS80 -1.51E+03 -9.87E+02 = -1.30E+03 = -7.79E+02 -1,21

GLY117 -1.55E+03 -1.03E+03  -1.34E+03  -8.19E+02 -0.29
GLY118 -1.15E+03 -6.24E+02 = -9.42E+02 = -4.18E+02 -0.54
GLY119 -1.49E+03 -9.71E+02  -1.29E+03  -7.63E+02 1.08
GLY328 -1.53E+03 -1.01E+03 = -1.33E+03 = -8.02E+02 0.04
GLY441 -1.76E+03 -1.23E+03  -1.55E+03  -1.03E+03 -6.93
Hi1s440 -1.57E+03 -1.05E+03 = -1.10E+03 = -5.75E+02 -5.69
ILE439 -1.92E+03 -1.39E+03  -1.55E+03  -1.03E+03 -5.04
LEU333 -1.92E+03 -1.40E+03 = -1.56E+03 = -1.03E+03 5.67
PHE288 -1.53E+03 -1.01E+03  -1.06E+03  -5.32E+02 -0.09
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PHE330 -1.80E+03 -1.28E+03 = -1.33E+03 = -8.02E+02 28.04
PHE331 -1.85E+03 -1.32E+03  -1.37E4+03  -8.45E+02 -36.26
SERS81 -1.67E+03 -1.14E+03 = -1.34E+03  -8.19E+02 -1.61
SER122 -1.88E+03 -1.35E+03  -1.56E+03  -1.03E+03 -1.89
SER329 -1.53E+03 -1.01E+03 = -1.21E+03 = -6.88E+02 -23.34
TrP84 -1.67E+03 -1.14E+03  -1.06E+03  -5.32E+02 -2.15
TYR121 -1.61E+03 -1.08E+03 = -1.06E+03 = -5.32E+02 -1.09
TYR334 -1.61E+03 -1.08E+03  -1.06E+03  -5.32E+02 -0.68

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Por intermédio de propriedades quanticas, essa energia total é -2,35 eV. Com a
realizacdo de calculos quanticos foi possivel notar a influéncia de cada residuo de aminodcido
na ligacdo.

Os aminodcidos que mais apresentaram valores positivos € que ndo favoreceram o
processo de interacdo energética, foram: Phe331, Leu33 e GIn74. Em contrapartida, os
aminodacidos que favoreceram o processo de inibi¢ao foram: Asp72 com -4,25 kcal/mol, His440
-5,69 kcal/mol, Gly441 -6,93 kcal/mol, Phe331 -36,26 kcal/mol, Ser329 com -23,34 kcal/mol

€ entre outros.
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Griafico 14. Interacdo de ligacdo dos principais aminodcidos da proteina 1QGR com o ligante

Memantina
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O grafico 15 aponta a energia kcal/mol os farmacos que obtiveram melhor atividade
energética com valores expressivamente negativos. Quando comparados ao primeiro receptor
1EAS, a Galantamina, Donepezil e Memantina apresentaram energia variando de -110, -65 e -
65 kcal/mol aproximadamente. Demonstrando que por meio de dimensdes especificas, os
valores negativos tendem a aumentar, considerando que houve interagdo proteina-ligante.
Embora todos apresentassem melhores conformacdes de energia, ligacdes e residuos ancoras

que facilitou o processo.
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Griéfico 15. Compostos testados com os aminodcidos da proteina 1GQR e sua energia total
(Kcal/mol) comparando-se com todos os ligantes.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

De acordo com o Gréfico 16 a representacdo energia total (BFE) em Eletrovolts (eV)
demonstra balanco energético. O farmaco que mais obteve melhor valor energético foi
Galantaminha com -4,86 eV, a Memantina com -2,35 eV, o Donepezil com -2,32 eV. Por outro
lado, os outros compostos apresentaram valores menores quando comparados aos que tiveram
melhor energia, foram: Fisostigmina, Rivastigmina e Tacrina com -033 eV, -0,58 eV e -0,36
eV. Visto isso, todos os compostos demonstraram valores negativamente expressivos, sendo

demonstrados valores melhores na regido do sitio ativo da proteina, quando comparados ao

receptor 1EAS.
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Grafico 16. Representacdo da Energia total (eV) de
1GQR da AChE.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

CONCLUSOES DO 2° RECEPTOR 1GQR

Portanto, os seis fdrmacos apresentaram um excelente potencial de inibi¢do da proteina

da acetilcolinesterase (1GQR), considerando a regido do sitio ativo, os valores energéticos

foram altamente promissores, comprovadas pelo Docking Molecular e o Fracionamento de

Capuzes Conjugados. Logo, esses compostos podem

Alzheimer.

contribuir no tratamento da Doenca do

Essa pesquisa, indica a viabilidade de experimentacdo in silico para resolucdo de

problemas farmacoldgicos, considerando essenciais para elucidacdo do comportamento de uma

proteina e ligante em sistemas bioldgicos, como também estudar a regido do sitio ativo. Por

meio desse estudo, pode-se notar interacdes no sitio de ligacdo, identificar grupos de
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aminodcidos funcionais que foram responsdveis pela criacao de ligacdes favoraveis e por meio
disso, pensar em ajustes para potencializar a estrutura do fairmaco (ligante) para melhor inibi¢dao
da proteina (receptor).

A partir da andlise dos dados obtidos, considerando os aspectos da metodologia utilizada

e do sistema em estudo, pode ser concluido:

Docking Molecular

e A metodologia proposta foi alcancada, capaz de investigar e testar, elucidar o potencial
Anti-Alzheimer com os seis compostos.

e Todos os seis farmacos apresentaram atividade inibitdria frente a AChE, uma energia livre
de ligacao de todos os complexos foram expressivamente negativos, podendo afirmar que
de forma termodindmica os valores de gastos energéticos sdo favordveis, quando
comparado a uma proteina isolada.

e Os aminodcidos que mais se destacaram em todos os farmacos na interacio de proteina-
ligante, foram: Asp72, Met83, Tyr121, Ser200, Gly441, Phe331 e entre outros que destacou
na regido do sitio ativo.

e E perceptivel a influéncia dos residuos Met83, Asp72 e Gly441 como aminodcido aparece
como forte interacdo com todos os ligantes do docking molecular, podendo serem

considerados aminoacidos ancora.

Fracionamento Molecular de Capuzes Conjugados (MFCC)

e O método quantico apresentou resultados altamente satisfatorios. Essa técnica permitiu
observar a energia quantica de cada residuo de aminodcido do receptor em todas as
simulacdes ancoradas aos ligantes, demonstrando atracdo -eletrostitica em Vvarios
aminoécidos do receptor IGQR.

e O balanco energético apresenta trés compostos realizando ligacdes de hidrogénio, sendo
eles: Donepezil, Galantamina e Memantina, apresentando energia total em eletrovolts (eV)
negativos acima de -1 eV.

e Os aminodcidos His440, Met83, Tyr121, Phe331 e Gly441 determinou possiveis regioes

ancoras do sitio ativo de ligacdo.
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Em suma, foi possivel investigar utilizando-se de métodos in silico a interagdo no sitio
ativo da proteina, os seis farmacos, obtendo-se resultados melhores e especificos do sitio ativo,
para resolucao de um possivel melhoramento deles, com potencial inibitério ainda maior. As
melhores conformagdes de menor energia por meio do docking molecular e fracionamento de

capuzes conjugados foram evidenciados nessa pesquisa.
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