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“[...]
Circe aparece, e abrindo as portas
Resplendentes, convida esses incautos;
S6, receoso, Euriloco repugna.
Senta-os a deusa em tronos e camilhas;
Escdndea e queijo com Paneio vinho
Mistura e fresco mel, pogdo lhe ajunta
Que deslembra da pdtria. Mal a engolem,
Toca-os de vara, na pocilga os fecha,
Porcos sendo no som, no vulto e cerdas,
A inteligéncia embora conservassem.
[..]
Veio Euriloco a pressa anunciar-nos
O caso infando, que articula apenas
Pela forca da dor, pois Ihe excitava
Luto no coragdio, dgua nos olhos;
E, instado, o exicio narra: ‘Ao teu preceito,
Fomos, Laércio, num convale achamos
Em vistoso lugar marmoreo paco.
Mulher ou deusa que a tecer cantava,
Abre, ao nosso gritar, fulgentes portas:
Este convite, eu so de fora, temo;
De esperar canso, os mais despareceram.’
De tachonado bronze a tiracolo
E o arco aos ombros, pela mesma senda
Mando que me encaminhe; ele os joelhos
Chorando me abragou: ‘Divino aluno,
A ir ndo me constranjas. Tu ndo voltas,
Sei que os nossos perderam-se; os restantes
Esquivemos, fugindo, o negro fado.’
‘Bebe e come, retruco, em dcio a bordo;
Por mim clama o dever.” E a trilha enceto.
Ja, pelo sacro bosque, avisto o alcdcar
Da venéfica Circe, quando o nume
Do caduceu me encontra, afigurado
Num gentil gracioso adolescente;
Ele trava-me a destra: ‘Ignotos serros,
Misero, andas sozinho? os teus, quais porcos,
Os tem Circe em fortissimo escondrijo.
Vens tu livrd-los? sorte igual te espera.
Antidoto haverds, que te preserve
Da encantadora.’
[..]
Da terra aqui Mercurio extraiu planta,
E ma explicou: raiz escura tinha
E ldctea a flor; os deuses moli a chamam;
E-lhes fdcil cavd-la, aos homens custa.
Foi-se da ilha espessa ao grande Olimpo;
Nisto e pensoso dirigi-me a Circe.

[..]

Repliquei-lhe: ‘A contigo humanizar-me
Tu, Circe, me alicias, tu que em porcos
Meus sdcios transformaste, e aqui dolosa
Me instigas ao teu leito, a fim que, inerme
E despido me enerves e efemines?
Solene jura, 6 deusa, que em meu dano
Mais nada empreenderds.’
[..]

Ela, pegando a vara, sai de casa
E abre o chiqueiro; tira-os parecidos
A varrdes de nove anos, em fileira
Um por um vai com bdlsamo esfregando,
Cair fazendo o pelo que o veneno
Exicial criara, e mais os torna
Jovens e esbeltos. A chorar de gosto,
Beijam-me a destra, o pranto ressoava.
Doeu-se a deia: ‘Ulisses engenhoso
Em seco o vaso, nas vizinhas grutas
Guarda o que tens, riquezas e aparelhos;
Venham contigo os prediletos sdcios.”

Trechos de “Odisseia” de Homero,
descrevendo a jornada de Ulisses para
salvar seus companheiros de viagem
padecidos sobre os feiticos de Circe,
perdendo suas memorias e
personalidades originais. Para liberta-
los do encantamento, o herdi utiliza-
se do presente de Mercurio (moli, uma
flor de aparéncia lactea) no preparo
do antidoto capaz de retorna-los a
sanidade.
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Resumo

A doenca de Alzheimer é atualmente um sério problema de saude publica e econémico
oriundo do aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, que resulta em
complicados sintomas psicolégicos em portadores dessa doenga e reflete em
devastadores efeitos sociais aos seus amigos e familiares. Tais caracteristicas resultam
no redirecionamento de parte das atengdes da comunidade cientifica para o
planejamento de estratégias que buscam diminuir ou cessar tais efeitos. Uma dessas
estratégias incide sobre o sistema colinérgico de neurotransmissdo, buscando inibir a
acetilcolinesterase e consequentemente, aumentar a concentra¢dao de acetilcolina no
espaco sindptico. Isso permite que o sinal neural seja prolongado em casos de danos aos
neurénios em doencas neurodegenerativas. Um inibidor natural dessa enzima, a
galantamina, mostra-se especialmente promissor. Dois derivados de galantamina, a
sanguinina e a licoramina, diferem quimicamente dessa, respectivamente, apenas por
uma substituicdo metoxi-hidroxi e uma mudanca de ligacdo sp2-sp3. Esses compostos
mostram, no entanto, modificacdes totalmente diferentes e opostas na atividade
inibitéria original. A simples andlise estrutural de estruturas rigidas nao revela os
mecanismos pelos quais tais sutis distincdes quimicas resultam em diferencas de
afinidade t3ao drasticas. Aqui, usamos métodos de modelagem computacional e
dindmica molecular para melhor acessar os fatores moleculares de tais distin¢cGes. Para
verificacdao dos efeitos cumulativos associados a tais substituicdes, um ligante hibrido
de licoramina e sanguinina foi também modelado. Os resultados sugerem que as
diferencas na mobilidade do anel ndo-aromatico presente em licoramina (com a
modificacdo sp?-sp3), implicam em uma maior facilidade de hidrata¢3o desse ligante em
solucdo, além de drasticas penalidades conformacionais, vibratérias e entrépicas na
ligacdo em comparacdo com galantamina. Por sua vez, a possibilidade do
estabelecimento de uma rede de liga¢des de hidrogénio adiciona vantagens entalpicas
para a ligacdo de sanguinina. Efeitos cumulativos das modificacdes estudadas sao
observados com as anadlises do ligante hibrido. Esses resultados, ao mesmo tempo que
sugerem uma classificacdo de afinidade em consonancia com a literatura, também
sugerem ideias que esperamos serem Uteis no planejamento mais racional de

medicamentos anti-Alzheimer.
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Abstract

Alzheimer's disease is currently a serious public health and economic problem stemming
from the increased life expectancy of the world's population, which results in
complicated psychological symptoms in people with this disease and reflects on
devastating social effects on their friends and family. These characteristics result in the
redirection of part of the attention of the scientific community to the planning of
strategies that seek to decrease or to cease these effects. One of these strategies
focuses on the cholinergic system of neurotransmission, searching to inhibit
acetylcholinesterase and consequently increase the concentration of acetylcholine in
the synaptic space. This allows the neural signal to be prolonged in cases of damage to
neurons in neurodegenerative diseases. A natural inhibitor of this enzyme, galantamine,
is especially promising. Two galantaminics derivatives, sanguinine and lycoramine,
chemically differ from this, respectively, only by a methoxy-hydroxy substitution and a
sp2-sp3 binding change. These compounds, however, show very different and opposite
modifications in the original inhibitory activity. The simple structural analysis of rigid
structures does not reveal the mechanisms by which such subtle chemical distinctions
result in such drastic affinity differences. Here, we use computational modeling and
molecular dynamics methods to better access the molecular factors of such distinctions.
To verify the cumulative effects associated with such substitutions, a hybrid ligand of
lycoramine and sanguinine was also modeled. The results suggest that the differences
in the mobility of the non-aromatic ring present in lycoramine (with the sp?-sp3
modification) imply a greater ease of hydration of this ligand in solution, in addition to
drastic conformational, vibratory and entropic penalties in the binding compared to
galantamine. In turn, the possibility of establishing a hydrogen-bonds network adds
enthalpic advantages for sanguinine binding. Cumulative effects of the studied
modifications are observed with hybrid ligand analyzes. These results, while suggesting
an affinity ranking in line with the literature, also suggest ideas that we hope will be

useful in more rational planning of anti-Alzheimer's drugs.
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Lista de Abreviaturas

Ach Acetilcolina (do inglés Acetylcholine )
AchE Acetilcolinesterase (do inglés Acetylcholinesterase )
C Carbono
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ILS Busca Local Iterada (do inglés Iterated Local Search )
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MD Dinamica Molecular (do inglés Molecular Dynamics)
N.E. Nao Encontrado
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Figura 13. Esquemailustrando o comportamento do potencial de Coulomb do FF classico
para um par de dtomos qualquer ndo-ligados. Uma modificacdo na constante no
produto das cargas dos dois atomos é mostrada (linha preta) em relacdo ao
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Figura 14. Esquematizacdo do processo de obtencdo da variacdo de entropia estimada
pelo método de col6nia adaptada por Martinez e Nascimento, 2009 para um
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trajetdria de MD. Note que todas as células estdao ocupadas, totalizando um w = 4;
B) subdivisdao do universo amostral em 9 células, onde nem todas as células estdo
ocupadas por ao menos um ponto, totalizando um w = 7; C) exemplo de gréfico
obtido apds a subdivisdao infinitesimal do universo amostral e suas respectivas
ocupancias w; D) exemplo de grafico obtido apds a divisdo das ocupancias w para
dois estados de um mesmo sistema (por exemplo, o estado livre e o estado
complexado de um ligante); E) exemplo de grafico obtido pela aplicacdo da formula
classica de variagdo de entropia para cada w2/w1 obtido no grafico anterior. Note
o surgimento de um poc¢o que sinaliza o valor mais provavel da variacdo de entropia
(linha tracejada; ver texto para mais detalhes). ....cccceecieevieeecciieece e, 44

Figura 15. Andlise estrutural comparando as duas conformacgdes AP inicial de hAchE
usadas neste estudo. Os respectivos valores de desvio quadratico médio baixo
(RMSD) mostram nenhuma distingao substancial considerando tanto o backbone
da proteina principal (esquerda) como as topologias de atomos pesados do site
ativo (direita). Os aminodcidos que mostram interacdes significativas para todos os
ligantes e mais discutidos ao longo do texto tém suas respectivas superficies de Van
der Waals descritas em transparentes. .......oooccciiieeeeiie e e 45

Figura 16. Posicdes mais favoraveis retornadas por analises de atracamento para cada
ligante em 4EY6 (A) e 3LII (B) mostram reprodutibilidade quando comparadas ao
posicionamento cristalografico de Gal e os mesmos residuos que os mediadores da
afinidade para todos os ligantes aqui estudados. Em cada imagem, a flecha preta
aponta para a "ponta" que surge com a angularidade tetraédrica da ligacdao C5-C6
com a substituicdo C5-C6%P?*P3 e que se projeta na direcdo da cadeia lateral W86
(mostrada em bastGes e em esferas van der Waals transparentes), enquanto a
flecha marrom aponta para a localizacdo da modificagdo metoxi-hidroxi. Os
residuos S203 (bastdes) e F297 (bastdes e esferas de van der Waals), que interagem
com estes ligantes também s3ao destacados. A andlise dos escores de atracamento
para as cinco melhores poses de cada replicata para cada ligante (C) separa
estatisticamente os ligantes C5-C6°P? (Gal e Sng) dos ligantes C5-C6°P* (Lyc e Hyb).
As letras acima das linhas de desvio mostram grupos com base no teste ANOVA
(veja o texto para detalhes @ diSCUSSOES). ...uuvrrrereieieiiiiirieeeeeeee e 53

Figura 17. RMSD ao longo da trajetdria de cada simulagao de MD relacionada ao seu
respectivo frame inicial. As trajetdrias dos quatro galantaminicos diferentes (Gal,
Sng, Lyc e Hyb) vinculadas a cada uma das estruturas de hAChE amostradas (“4EY6”
e “3LII”) ou em cada uma das repeticdes das simulacdes MD para o ligante livre
(“Livre1" e "Livre 2") sao devidamente identificados. Para as simulac¢des ligadas a
proteina, o RMSD é varrido ao longo da trajetdria considerando o backbone da
proteina, enquanto que para as trajetodrias "livres" sdo considerados os atomos
[oT=T=To Lo TN [o T [F==1 o] < DA USRS 54

Figura 18. Distribuicdo de clusters ao longo das trajetdrias de MD paras as simulacdes
livres (esquerda) e ligadas (direita) para Gal (pontos azuis), Sng (pontos vermelhos),
Lyc (pontos cinzas) e Hyb (pontos amarelos). Linhas tracejadas pretas indicam o
limiar de mudanca da simulacdo 1 para a simulacdo 2 (para as trajetdrias livres) e o
limiar de mudanca da simulacdo em 3LII para a simulacdo em 4EY6 (para as
trajetdrias ligadas), sugerindo nao histerese em qualquer uma das simulagées (veja
0 texto para detalhes € diSCUSSOES). ..cccuvieeeeeiiieeieiiiee et 55

ix


file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538993
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538994
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538994
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538994
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538994
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538994
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538994
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538994
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538995
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538996
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538997
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538997
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538997
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538997
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538997
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538997
file:///D:/works/acetilcholinesterase/dissert-mestrado/versions/dissertation-V0.1.docx%23_Toc487538997

UFmG

Figura 19. Superposicao dos frames pertencentes aos agrupamentos conformacionais
significativamente representativos (1% ou mais) ao longo de todas as trajetorias
para cada ligante nos estados livre (A) e ligado (B). Apenas os atomos pesados (sem
hidrogénios) sdo mostrados e os atomos de carbono de frames pertencentes a
diferentes clusters sdo representados em diferentes cores. A direita de cada
conjunto, é mostrada a cor utilizada para ilustrar cada cluster bem como a sua
respectiva representatividade percentual relacionada a todo o conjunto das
trajetdrias de 20 ns (veja o texto para detalhes e discussOes). .....cccceeveeeeeecureeeenns 56

Figura 20. Médias de energias internas no vacuo para frames representativos dos
clusters livres e ligados de cada ligante. Esferas de cores claras descrevem as
energias médias para ligantes livres, enquanto esferas de cores escuras representa
o estado ligado. As esferas azul, vermelha, cinza e amarela mostram,
respectivamente, valores de energia para Gal, Sng, Lyc e Hyb. A representatividade
percentual de cada cluster é mostrada acima das linhas de desvio. Unicamente para
Lyc e Hyb em solucdo, pode notar-se a ndo correspondéncia entre o cluster menos
energeticamente favordvel (no vacuo) e o mais povoado (setas), sugerindo a
influéncia dos efeitos de hidratacdao na estatistica conformacional desses ligantes
(10l 0 T=T o - T [V Lo 1Yo N 57

Figura 21. Superposicao de cinco frames representativos dos clusters livres para Gal (A),
Sng (B), Lyc (C) e Hyb (D). No caso de Lyc e Hyb, nota-se no agrupamento mais
populoso 3 (presente apenas nestes ligantes) a ocorréncia de "pinc¢as d’agua" que
“capturam” moléculas de dgua de hidratacdo (em azul-marinho) devido a
capacidade de manter HBs simultaneas (linhas tracejadas) entre os respectivos
grupos hidrofilicos dos anéis aromaticos e ndo-aromaticos (ver texto para detalhes
Lo Lo T [ Yo =1 RS OTRTTR 59

Figura 22. Estruturas representativas de A) cluster ligado 1 de Gal; B) cluster ligado 2 de
Gal; C) cluster Unico de Sng; D) cluster Unico de Hyb; E) cluster ligado 1 de Lyc; F)
cluster ligado 2 de Lyc. Em todas as estruturas, os atomos C5 e C6 (o local da
modificacdo C5-C6%°?P3) s3o0 destacados e os atomos envolvidos no contato entre
o anel ndo aromatico do ligante e a cadeia lateral W86 sdao mostrados em esferas
de van der Waals transparentes. Para Gal, a transicdo conformacional do
agrupamento 1 para 2 é acompanhada por um tombamento (flecha curva em B) do
eixo central do ligante (linha violeta continua em A e tracejada em B). As HBs
importantes entre a proteina e os respectivos grupos oxigenados nos anéis
aromaticos e ndo-aromaticos sao representadas para os diferentes ligantes em seus
modos de ligacdo distintos (linhas pretas tracejadas). Veja o texto para detalhes e
Lo LYo U 1Yo 1= USSP 60

Figura 23. Variacdao de RMSF do estado livre para ligado de cada atomo para todos os
ligantes devidamente separados por cor como indicado a direita. As diferentes
cores no fundo do grafico indicam atomos pertencentes a regides dos
galantaminicos devidamente destacados a esquerda, com seus nomes atémicos
corretamente indicados. Observa-se uma significativa perda de mobilidade na
regido do anel ndo-aromatico (arroxeada), possivelmente pelo empacotamento
oo 3 0 o TN =1 [ [V TP RSP 61
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Figura 24. Distribuicdo da populagdo resultante das trajetérias de MD para todos os
ligantes no espaco de fase 2D de energia potencial versus RMSD em relagdo a pose
cristalografica de Gal. A) respectivas distribuicGes para os ligantes nas trajetérias
livres; B) respectivas distribuicGes para os ligantes nas trajetérias ligadas; C)
respectivas variagdes na energia vibratdria interna do ligante (AEv) do estado livre
para o estado ligado, resultante da aproximacgdo quasi-harmonica (ver tépico 2.6).
As barras de dados e erros mostram, respectivamente, a média e os desvios padrao
para AEv (os desvios foram estimados a partir de cada MD em separado e de ambas
as trajetdrias combinadas para cada ligante); D) respectivas diferencas na variacdo
da energia total de mecanica molecular de ligacdo (AAEmm) para cada ligante
guando os valores de Emm para a Gal nos estados livres e ligados sdo considerados
como referéncias ou "0". As barras de dados e erros mostram, respectivamente, as
médias e os desvios sobre todos os frames da MD para cada ligante. Tanto em C
como em D, as letras acima das linhas de desvio mostram grupos com base nas
diferencas estatisticamente significativas. Veja o texto para detalhes e discussdes.

Figura 25. A analise de entropia pelo método de col6nia adaptada (A e B) sugere uma
ordem crescente Gal, Sng, Lyc, Hyb em termos de penalidade entrépica para o
entrada desses ligantes no sitio-ativo da hAchE. A entropia quasi-harménica
baseada na matriz de covariancia para as coordenadas internas dos ligantes (C e D)
demonstra uma ordem crescente Gal, Sng, ligantes m modificados em termos
penalidade entrdpica. As barras de dados e erros mostram, respectivamente, a
média e os desvios padrao para ASho (o desvio foi estimado calculando-se ASho
para as MDs separadas e combinadas para cada ligante). Para ambas as analises, as
imagens A e C mostram a variac3o estimada de entropia de ligacdo (AS em kcal K
mol?), enquanto as imagens B e D mostram a contribuicido entrdpica
correspondente na energia livre de ligacao (-TAS, onde T é a temperatura absoluta
em K). Letras acima das linhas de desvio identificam os grupos de ligantes com base
nas diferencas estatisticamente significativas (veja o texto para detalhes e
Lo [T oV Yo =% FA PR 65
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1 Introducao

1.1 Adoenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é atualmente um desafio a comunidade cientifica mundial
devido a seu mecanismo complexo e seus sintomas caracteristicos, impondo sérios
problemas econ6micos e de salde publica a sociedade e seus representantes. Desde
sua primeira descricdo por Alois Alzheimer, em 1906, a DA ja demonstrava seu potencial
de afetar ndo somente o paciente, como também desestabilizar emocionalmente
familiares e amigos do mesmo (Stelzmann, Norman Schnitzlein, and Reed Murtagh
1995). Tal caracteristica se deve principalmente a completa descaracterizacdo da
personalidade do enfermo. Em seus estagios iniciais, o paciente geralmente apresenta
cansaco, depressao e mudancas bruscas de humor, os quais evoluem para alucinacgdes,
dificuldades ao falar e agnosia. Muitos outros sinais podem ser observados em pacientes
com DA, mas a autépsia do da regido cerebral aponta a aglomeracdo de placas amiléides
(ou placas senis) excessiva e emaranhados de tecido neural morto (lkonomovic et al.
2008). Atualmente, 47 milhdes de pessoas sdo afetadas pela doenca, com uma projecao
de um aumento para 131 milhdes de pessoas em 2050 (Prince et al. 2016). O impacto
econdmico da DA é estimado em 818 bilhdes de ddlares em nivel mundial no ano de
2016, devendo ultrapassar o trilhdo de délares em 2018 (Prince et al. 2016). Tal aumento
brusco no numero de casos da DA se da principalmente pelo aumento consideravel da
parcela populacional acima de 60 anos em praticamente todos os paises (United Nations
2015). De fato, diversos estudos apontam para um aumento exponencial de casos da DA
a partir dos 60 anos, chegando a observar-se uma taxa de incidéncia maior que 93% em
pessoas com idade acima de 90 anos (Seshadri et al. 2006; Ott et al. 1998; Lobo et al.
2011). Diante desse panorama, a busca pelo entendimento do mecanismo de
neurodegeneragao causado pela DA, assim como o desenvolvimento de estratégias para
combaté-la se tornaram um dos principais focos da comunidade cientifica desde o final

do século XX até os dias atuais.
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1.2 A hipdtese colinérgica

Ainda hoje, o mecanismo bioquimico associado a neurodegeneragao causada pela DA
ndo é totalmente conhecido. Dentre as hipdteses mais aceitas, esta a hipdtese
colinérgica, a qual aponta um sério lapso no sistema colinérgico de neurotransmissao
oriundo da senescéncia e deposicdo de placas amiloides (ou placas senis) no interior
dos neurdnios (Francis et al. 1999). O sistema colinérgico é definido pela
neurotransmissao mediada por acetilcolina (Ach, do inglés acetylcholine; Figura 1). Esse
neurotransmissor é sintetizado no citoplasma dos neur6nios pela colina-O-acetil-
transferase, utilizando-se como substratos acetil-coenzima A e colina providos pela
circulacdo sanguinea. Assim que sintetizada, a Ach é entdo estocada em vesiculas
sindpticas e excretada por exocitose para a fenda sindptica onde pode interagir com
receptores colinérgicos (receptores nicotinicos e muscarinicos) resultando na
sinalizacdo colinérgica entre um par de neurdnios. Esse sinal é finalmente cessado pela
acdo da enzima acetilcolinesterase (AchE, do inglés acetylcholinesterase), a qual
hidrolisa a Ach em colina e acetato (Giacobini and Pepeu 2006). No entanto, a
diminuicdo da concentragcao de Ach no tecido neural é caracteristica de quadros tipicos
de Alzheimer (Tohgi et al. 1994). Diante disso, diversas estratégias visando aumentar a
concentrac¢do desse neurotransmissor na fenda sinaptica sao utilizadas atualmente para
tentar diminuir os sintomas tipicos de pacientes com a DA (Huang and Mucke 2012).
Essas estratégias sdao baseadas na tentativa de inibir a AchE, diminuindo a velocidade de
degradacdo de Ach e consequentemente mantendo sua concentracdo da fenda
sindptica para que esse possa interagir com os receptores colinérgicos. Porém, a
complexidade e singularidade da AchE tornam as tentativas de entendimento do

mecanismo de inibicdo dessa enzima um desafio para a comunidade cientifica.

O
\ /
O/\/'(})'\

Figura 1. Estrutura molecular da Ach, molécula chave para a via colinérgica de neurotransmissdo. Imagem
estrutural obtida segundo metodologia apresentada.
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1.3 A Acetilcolinesterase

A AchE é uma serino-hidrolase pertencente as colinesterases, uma familia enzimatica
amplamente conservada em diversos organismos encéfalos, sugerindo uma grande
importancia no correto funcionamento do sistema nervoso (P. Taylor and Radic 1994;
Pezzementi, Nachon, and Chatonnet 2011). De fato, essa enzima é amplamente
encontrada no tecido neural central, periférico, nos nervos e nos musculos, com uma
atividade maior em neurdnios motores (Colovic et al. 2013). A AchE é enquadrada na
categoria de enzimas perfeitas, com um numero de renovacdo de segunda ordem
(Km/Kcat) maior que 108 M~'s™", demonstrando uma altissima afinidade da Ach pelo sitio-
ativo da AchE (Quinn 1987; Dvir et al. 2010). Sua estrutura é extensamente relatada, de
modo que a busca pelo termo “acetylcholinesterase” no Protein Data Bank (PDB, o
principal banco de dados de estruturas cristalograficas de proteinas) retorna mais de
200 estruturas depositadas nesse banco de dados, oriundas de diversos organismos,
desde Drosophila melanogaster a AchE humana (hAchE). Essa ultima apresenta uma
estrutura globular dimérica com cerca de 60 kDa e um tamanho de cerca de 60x70x45A
por monémero (Figura 2). Sua cavidade ativa estreita apresenta uma profundidade de
aproximadamente 20A com uma “garganta” rica em residuos aromaticos que termina
na triade catalitica (ou sitio esterasico) definida pelos residuos S203, H447 e E334

(Cheung et al. 2012; Figura 3).

Tais residuos conferem a hAchE um mecanismo enzimatico em dois passos, onde em
uma primeira etapa (acilacdo) o residuo de serina realiza um ataque nucleofilico no
carbono do grupamento éster da Ach gracas a doacdo de um préton da serina para
residuo de histidina. Apds a formacdo da acil-enzima, a serina é restabelecida por
hidrdlise mediada pelo residuo H447 (desacilacdo) no segundo passo da reacdo (Cheung
et al. 2012; Quinn 1987). A cavidade catalitica ainda apresenta diversos subsitios
importantes para a correta coordenacao do substrato em direcdo a triade catalitica
(Figura 3). O sitio anionico, delimitado pelos residuos W86, Y337 e E202, é
negativamente carregado e tem como fung¢do a mobilizacdo da extremidade amina da
Ach para o acoplamento da extremidade éster no sitio esterasico (Quinn 1987; Dvir et

al. 2010). De fato, esses residuos demonstram extrema importancia para a atividade
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Figura 2. Estrutura tridimensional de hAchE (cédigo PDB 4EY6) em diversas disposigdes espaciais, colorida em
gradiente por proximidade as extremidades em termos de estrutura primdria (azul = amino-terminal, vermelho =
caboxi-terminal). As dimensdes aproximadas da proteina sdo apresentadas para todos os eixos por barras pretas. A
altura aproximada da cavidade ativa é apresentada por barra amarela. Eventuais rotagdes na proteina sdo indicadas
por barras vermelhas e a diregdo dessa rotagdo é indicada por setas circulares pretas. A linha tracejada preta indica
corte transversal na estrutura proteica para melhor visualizagdo do sitio-ativo. As imagens estruturais foram obtidas
segundo metodologia apresentada.
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catalitica da enzima, de modo a induzir diminui¢cdao da atividade desta e aumento da
resisténcia a inibicdo poriodeto de propidio quando mutados (Barak et al. 1995; Ariel et
al. 1998). O residuo W86 em especial apresenta-se amplamente conservado em AchE
de organismos totalmente diferentes, em outras proteinas da familia das colinesterases
e em receptores colinérgicos membranares, sugerindo uma grande importancia da
orientacdo aromatica mediada por esse residuo para o reconhecimento do substrato e
eventuais inibidores (ver Resultados e DiscussGes para mais detalhes; Pezzementi,
Nachon, and Chatonnet 2011; Taylor and Radic 1994). Outro subsitio importante é
denominado alga do oxianion e delimitado pelos residuos G121, G122 e A204 (Zhang,
Kua, and McCammon 2002). A mutacdo desses resulta em uma diminuicdo de 100x das
constantes de velocidade enzimatica em hAchE, sugerindo vital importancia para a
estabilidade dos intermedidrios cataliticos na degradacdo de Ach (Ordentlich et al.
1998). A complementaridade da AchE pelo seu substrato é amplamente mediada pelo
bolso acilico, uma regido proxima ao sitio esterdsico delimitada pelos residuos F295 e
F297, os quais induzem uma perda de especificidade pela Ach quando mutados
(Pezzementi et al. 2003). E importante realcar também a existéncia do sitio anidnico

periférico (PAS, do inglés Peripheral Anionic Site), delimitado pelos residuos Y72, Y124,

I Sitio Esterasico

[ Sitio Anidnico

B Alca do Oxianion
Bolso Acilico

B PAS

[] Galantamina Cristal

[ Superficie da
Cavidade ativa

Figura 3. Detalhamento tridimensional da cavidade ativa de hAchE (cédigo PDB 4EY6) com posicionamento
experimental da Gal (azul ciano) e residuos importantes para o reconhecimento desse inibidor, todos representados
como sticks. A superficie interna da cavidade é presentada em laranja usando visualizagdo do tipo surface. As imagens
estruturais foram obtidas segundo metodologia apresentada.
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W286, Y341 e D74 (Lavorato 2012). Tal subsitio localiza-se na entrada da cavidade
catalitica e vem sendo associado a formacao de placas amiloides no citoplasma de

neurdnios motores (Inestrosa et al. 1996).

A riqueza em residuos de fenilalanina, histidina e triptofano ao longo da cavidade
catalitica abre brecha para a utilizagdo de compostos aromaticos na inibicdao da AchE.
De fato, todos os medicamentos naturais para o tratamento paliativo da DA atualmente
aprovados sdo caracterizados pela presenga de anéis aromaticos (Figura 4). O donepezil
(Eranz” ou Aricept®) é uma piperidina e um inibidor reversivel de AchE que interage
fortemente com os residuos W86 e W286 através de empacotamento aromatico
(Rodrigues Simoes et al. 2014). Tal medicamento parece melhorar a cognicdo e
recuperar o comportamento normal de pacientes tratados principalmente nos estagios
inicial e intermedidrio da doenca (Grossberg 2003). A prescricdo de donepezil deve ser
realizada com precau¢do em pacientes cardiopatas, com DPOC (Doeng¢a Pulmonar
Obstrutiva Crbénica) e outros quadros clinicos comuns a sexagenarios. Efeitos colaterais
podem variar entre vomitos, insonia, perda de apetite, cdimbra entre outros (Mimica
and Presecki 2009). A rivastigmina (Exelon®) & um fenil carbamato com modo de ligagdo
analogo a Ach na cavidade ativa da AchE (Jann 2000). Este medicamento, quando
administrado nas fases inicial e intermediaria da DA, resulta em um melhoramento das
atividades cognitivas e funcionais do paciente, apesar de poder induzir a vbmitos, perda
de apetite e de peso (Ali et al. 2015; Mimica and Presecki 2009). Dentre os inibidores
naturais de AchE, o mais promissor deles é a galantamina (Gal)(Nivalin®), com diversos
estudos apontando sua eficdcia no tratamento de doencas neurodegenerativas (Gaudig

et al. 2011; Richarz et al. 2012; Erkinjuntti et al. 2002; Wilcock, Lilienfeld, and Gaens

2000).
o] (o]
- |
N
0 N i |
Donepezil Rivastigmina Galantamina

Figura 4. Estruturas moleculares dos principais inibidores naturais de hAchE utilizados para o tratamento paliativo da
DA. Note a presenca de anéis aromaticos em todos eles. Imagens estruturais obtidas segundo metodologia
apresentada.
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1.4 A Galantamina e Derivados Galantaminicos

A Gal é um alcaldide encontrado em plantas do género Galanthus (Marco and Carreiras
2012). Seus efeitos colaterais no tratamento de doencgas neurodegenerativas sao leves
e transientes, ocorrendo geralmente no inicio do tratamento e podendo incluir nduseas,
dispepsia, vomitos e diarreia (Mimica and Presecki 2009; Mohammad et al. 2017).
Quando purificada, a Gal apresenta-se como um pd branco em temperatura ambiente
com alta solubilidade em agua (10mg/mL) e uma massa molecular de 288.36u (em sua
forma protonada). Sua estrutura altamente anelada é rica em farmacéforos. Dentre
eles, deve-se notar o grupamento hidroxila ligado ao anel de seis membros nao-
aromatico, o qual foi relatado como doador para uma ligacdo de hidrogénio com o

residuo E202 do sitio anidnico em hAchE (Figura 5; Cheung et al. 2012). Um

H447

" Ligacao intraligante D74 Residuos envolvidos em
W contatos hidrofébicos
@@ Lisaciointraresiduo ]
. Atomo correspondente
..3_65-. Ligacdo de H e sua distancia E?d\:%?ggioc:o contato

Figura 5. Padrdo de contatos para a Gal (roxo) experimental obtida do complexo cristalografico hAchE-Gal (cédigo
PDB 4EY6). Notar interagBes de empilhamento com residuo W68. Imagem obtida segundo metodologia apresentada.
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empacotamento entre o residuo W86 e esse anel parece ser também uma interagao
chave para a afinidade da Gal. No outro extremo da molécula, interagdes hidrofdbicas
entre o grupamento metéxi da Gal e o residuo F297 surgem em estudos do complexo

cristalografico hAchE-Gal (Figura 5; Cheung et al. 2012).

Tal padrdao de interagdo torna a Gal um inibidor reversivel de AchE, com um poder
inibitdrio por volta de 1 uM em ICsp (LOpez et al. 2002). Outros ligantes derivados de
galantamina, aqui chamados de galantaminicos, foram relatados com atividade
inibitéria frente a AchE. Dentre eles, destaca-se a sanguinina (Sng; Figura 6-B), um
galantaminico cuja Unica diferenca comparada a Gal é a substituicdo do grupo metoxi
por um grupo hidroxil (aqui chamada substituicdo metoéxi-hidréxi). Essa Unica
substituicdo confere a Sng um ICso de 0,1 uM, um poder inibitério 10 vezes maior que
Gal, tornando a Sng um potencial e otimizado medicamento anti-Alzheimer (Lépez et al.
2002). Outro galantaminico de destaque é a licoramina (Lyc, do inglés lycoramine; Figura
6-C), cuja diferenca reside na retirada da ligacdo m presente no anel ndo aromatico de
seis membros entre os carbonos C5 e C6 (aqui chamada substituicdo C5-C6PZP3),
resultando em um poder inibitério cerca de 20 vezes menor que Gal (R. L. Irwin and
Smith 3rd 1960). Um melhor entendimento dos efeitos moleculares promotores de tais
distintas diferencas de inibicdo pode contribuir para o planejamento mais racional de
novos medicamentos anti-Alzheimer. Diante disso e na tentativa de observar-se
eventuais efeitos cumulativos dessas modificagdes no cerne galantaminico, uma
molécula hibrida de Lyc e Sng, aqui chamada de Hyb, foi modelada
computacionalmente, a qual conta tanto com a substituicdo metoéxi-hidréxi (presente
em Sng) quanto a modificacdo C5-C6%P?*P3 (presente em Lyc; Figura 6-D). Para rapida
referéncia ao longo texto, optamos por referenciar Gal e Sng ao mesmo tempo como
ligantes C5-C6°P?, enquanto que Lyc e Hyb s3o referenciados como ligantes C5-C6%P3. A
observacdo de mecanismos inibitdorios em nivel molecular, no entanto, ndo é facilmente
atingivel por metodologias in vitro, obrigando a comunidade académica a lancar mao de
técnicas computacionais para tentar explica-los. Nesse contexto, surge a Bioinformatica
Estrutural, uma area ampla e em grande expansdao, mas que terd apenas as técnicas

interessantes a esse trabalho detalhadas aqui.
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B | 1Cq50 = 0,09

OH

0]
e OH

Figura 6. Formula estrutural de A) Gal; B) Sng; C) Lyc; D) Hyb, destacando as diferengas quimicas em cada ligante em
relagdo a Gal. O IC* relativo (ICr*°) é obtido dividindo-se o valor de IC5° encontrado na literatura para os ligantes
derivados pelo valor de IC*° da Gal. Os dados de ICR*° para Hyb n3o foram encontrados (N.E.) na literatura. Os
carbonos envolvidos na modificagdo C5-C65P2*P3 s3o destacados em todos os ligantes. Imagens estruturais obtidas
segundo metodologia apresentada.

1.5 A Bioinformatica Estrutural

A busca por metodologias que permitam o entendimento molecular de processos
bioquimicos a nivel molecular, o qual é dificilmente alcancado por metodologias de
bancada, pressionou o desenvolvimento da bioinformatica estrutural. Essa vasta area
pode ser compreendida como um ramo da bioinformatica que se vale a analisar e/ou
predizer estruturas tridimensionais de biopolimeros em geral. Isto permeia a
investigacdo de motivos estruturais, enovelamento, padrées de interacdo, relacdo
estrutura-funcdo, etc. de estruturas geralmente resolvidas experimentalmente. Os
modelos resolvidos em bancada sdo usualmente depositados em bancos de dados de
estruturas e disponibilizados para a comunidade cientifica. O banco de dados mais
relevante no contexto do atual trabalho é o PDB, um servidor on-line com estruturas

proteicas resolvidas, em sua maioria, por difracdo de raios-x (Berman et al. 2002). Nele

22



UFmG

é possivel obter-se arquivos de coordenadas para diversas proteinas, incluindo-se a
AchE. Estes arquivos contém informagdes devidamente organizadas e padronizadas de
cada atomo presente na estrutura resolvida, como as coordenadas tridimensionais do
ponto central de cada dtomo, o tipo de residuo de aminoacido ao qual determinado
atomo pertence, o nimero desse residuo e o tipo atdmico no qual este atomo se
adequa. Esta ultima distincdo mostra-se especialmente importante para as andlises
descritas a frente, e parte do pressuposto de que uma determinada espécie atémica
(por exemplo oxigénio, ou simplesmente O) pode apresentar comportamento distinto
dependente do contexto de ligacdo no qual pertence. Isto significa que diferentes
nomenclaturas sao associadas a um O presente em um grupo hidroxil e a um O presente
num grupo etoxi. Isto permite uma facil separacdo de quais dtomos participam de quais
interacGes, como por exemplo, interacdes de hidrogénio (HB, do inglés Hydrogen Bond),
onde o segundo tipo atébmico exemplificado pode participar apenas como aceptor. As
informacgdes contidas neste arquivo podem ser entdo interpretadas por programas de
visualizacdo que convertem tais informacgdes em figuras tridimensionais interativas que
permitem a inspecdo visual em nivel atdmico de estruturas de proteinas e outros
biopolimeros, seus eventuais ligantes e outras moléculas comumente encontradas

nesses tipos de sistemas (Delano 2002; Humphrey, Dalke, and Schulten 1996).

Diante das informacdes das coordenadas das estruturas é possivel entdo realizar uma
pluralidade de analises Uteis no dia-a-dia de um bioinformata, dentre elas as analises
de RMSD (do inglés root mean square deviation, ou desvio quadratico médio), dado

pela equacdo 1:

1 n
RMSD = HZ lv; — wil|
i—1

(1)

onde n indica o numero total de pares de atomos comparados, vi o posicionamento
tridimensional do atomo i e wi o posicionamento do atomo andlogo ao i na segunda
estrutura. Tal andlise é geralmente utilizada para a verificagao da proximidade estrutural
entre duas ou mais amostras, utilizando-se as coordenadas de todos ou determinadas

atomos de cada estrutura e resultando em uma grandeza facilmente comparavel.
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A manipulacdo dessas coordenadas é também base para diversas analises mais
robustas, as quais visam descrever sistemas biomoleculares ao ponto de obter-se
grandezas que possam indicar a favorabilidade ou n3do desses. Logo, um maior
detalhamento desses tipos de andlises que tenham interesse no presente trabalho faz-

se necessario.

1.6 Ferramentas de Atracamento Molecular

Representadas por uma pluralidade de softwares, ferramentas de atracamento
molecular s3ao amplamente utilizadas em diversos trabalhos de bioinformatica
estrutural, incluindo desde a otimizacdo de poses ligantes (geralmente uma pequena
molécula com potencial inibitério) em cavidades de interesse de um receptor
(geralmente uma proteina ndo estrutural), até a utilizacdo dessas como filtros para
selecdo de potenciais inibidores dentre uma variedade de moléculas (conhecido como
virtual screening; Priya et al. 2015; Ferreira et al. 2010). Comumente, tais ferramentas
funcionam amostrando poses do ligante em um espaco determinado do receptor rigido,
seguindo uma légica de otimizacdo onde cada pose é avaliada e ranqueada segundo
uma func¢do de avalia¢do (ou do inglés Scoring Function; Dastmalchi and Siavoush 2016).
O algoritmo de amostragem das poses do ligante e a funcdo de avaliacdo variam
amplamente de acordo com o software utilizado, mas habitualmente seguem a mesma
ideia geral (Morris et al. 2009; de Magalhaes et al. 2014; Jones et al. 1997; Halgren et al.
2004). Para as analises de atracamento molecular deste trabalho, o software Autodock
Vina versao 2.2.0 foi utilizado, tornando pertinente o aprofundamento no
funcionamento do mesmo (Trott and Olson 2010). Neste software, um algoritmo de
Busca Local Iterada (ILS, do inglés Iterated Local Search) para a otimizacdo global é
utilizado para fornecer cada amostra do posicionamento do ligante e segue passos

relativamente simples de funcionamento (Salari 2013):

- para solugdo inicial So (um posicionamento aleatério do ligante por exemplo),
uma busca local é realizada a procura de eventuais minimos na vizinhanca
gerando S*, um vizinho mais favoravel de So;

- caso o critério de parada ndo seja atingido, uma perturbacdo é aplicada a S*

levando-se em conta seu histdrico, gerando S';

24



UFmG

- uma busca local é realizada em S’ para gerar S’*, um vizinho mais favoravel de
S;

- com o critério de parada atingido, S* e S’* sdo avaliados e aceitos ou ndo;

- repete-se o algoritmo para outros posicionamentos iniciais aleatorios.
Um esquema simplificado desses passos é apresentado na Figura 7. No caso do
Autodock Vina, a busca local realizada para encontrar um eventual vizinho mais
favordvel é desempenhada por um método quasi-Newtoniano de otimizacdo
denominado método Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS; Head and Zerner 1985)
Tal metodologia baseia-se na aplicacdo da funcdo de avaliacdo para um ponto
amostrado e, de acordo com a “energia” retornada por essa fun¢do, um “torque” é
realizado no ligante de forma a favorecer determinadas rotacdes e transla¢des internas

e externas.

A

— Busca Local
— Pertubacao

>

Figura 7. Esquema simplificado do algoritmo ILS para otimiza¢do de poses. O mesmo utiliza combinagdo de buscas
locais (setas azuis) e perturbagdes (seta vermelha) para varrer o espago conformacional de um ligante no sitio-ativo
de uma proteina (ver texto para mais detalhes).

Em termos de funcdo de avaliacdo, os autores do AutoDock Vina optaram por um
método hibrido (empirico/tedrico) inspirado na funcdo X-score, diferindo-se deste
principalmente nos termos de constri¢cdes internas e no método de parametrizacdo (R.
Wang, Lai, and Wang 2002). Tal fun¢do resulta na energia livre de ligacdo para cada pose
avaliada, e é simplificadamente descrita pela equacao 2:
AG = AGypw + AGponte—de—H +
AGde formacao + AGhidro fobico +AGy
(2)

Essa metodologia assume que toda a energia livre de ligacdo de um processo de

interacdo proteina-ligante é suficientemente descrita apenas pelos termos de contatos
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de van der Waals (4Gvpw), de HBs (dGponte-de-+), efeitos de deformagdo (AGaeformacio),
efeitos hidrofébicos (JGhiarofsbico) € implicitamente pela perda de entropia rotacional e
translacional externa (4Go). Neste caso, a interagdo de van der Waals (vdW) é dada pela

equacdo de Lennard-Jones (LJ) simplificada (Eq. 3),

Ligante Proteina diin 8 diso 4
DW — v -9 1],
o 35S () (%

(3)

onde djjo representa a soma dos raios de vdW de um atomo i do ligante e um atomo j
do receptor e dj representa a distancia interatdmica entre esses dois atomos. Apenas
atomos pesados sdo considerados para esse fim e seus raios sdao determinados segundo

seus tipos atomicos.

HBs sdo contabilizadas utilizando-se apenas pardmetros geométricos de distancia e
angulos segundo a equacao 4,

HB;j = f(dij)f(01,5)f(02,5)
.(4)

onde dj; representa a distancia interatdmica entre atomo doador e aceptor, 81, 0 angulo
resultante entre o atomo ligado ao doador, o atomo doador e o atomo aceptor (aqui
chamado angulo AD-D-A) e 0,; o angulo resultante entre o atomo doador, o atomo
aceptor e o atomo ligado ao aceptor (aqui chamado angulo D-A-AA). A equacdo 4 impde
gue, para a computacao de uma HB, todas as condicdes de distancia e angulos devem

ser satisfeitas ao mesmo tempo, seguindo as regras presentes nas equacgdes 5, 6 e 7.

lscdgdg—[)j;l
fay =94 (1/0,7)(dy—d) se dy—0,7A < d < dy
0sed>d
(5)

1se 6 > 120°
fioy =14 (1/60)(0; — 60) se 120° > 6 > 60°
0 se 01 < 60°
.(6)
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1 se By > 120°
fioy) =4 (1/60)(62 — 60) se 120° > 6 > 60°
0 se fy < 60°
(7)

Logo nota-se que os posicionamentos dos hidrogénios também ndo sdo considerados
no calculo das HBs, permitindo a aplicacdo da funcdo de avaliagdo mesmo para
estruturas cristalograficas (R. Wang, Lai, and Wang 2002; Padhye et al. 2009). As fungdes
acima permitem ainda a computacdo de HBs com algum desvio tanto de distancia,
quanto de angulos mas com uma penalidade pesada por esses desvios. Porém, nesse
calculo, o mesmo peso é aplicado para HBs que envolvem oxigénio-oxigénio, oxigénio-

nitrogénio e nitrogénio-nitrogénio.

Efeitos de deformacdo sdo contabilizados segundo a somatéria do numero de rotores
internos do ligante. Esse termo surge da admissao de que existird uma maior penalidade
para ligantes estruturalmente mais méveis durante o enclausuramento do mesmo na
cavidade do receptor. Para isso, em um dado atomo i do ligante, seu fator rotacional
(RT;) torna-se igual a 0 quando este ndo estd envolvido em nenhum rotor, 0,5 quando
envolvido em 1 rotor, 1 quando envolvido em 2 rotores e 0.5 quando envolvido em mais
de 2 rotores. Segundo os autores, esse valor de RT; para &tomos envolvidos em mais de
2 rotores se da pela superestimacgao da contribuicao desses efeitos na energia de ligacao
do complexo (R. Wang, Lai, and Wang 2002). De fato, apesar de ser uma aproximacao
muito ampla, ligantes mdveis podem conservar parte de sua mobilidade quando

complexados (Ni, Sotriffer, and McCammon 2001).

Efeitos hidrofdobicos na energia final de ligacdo sdo contabilizados segundo trés

algoritmos na funcdo de avaliacdo em questdo:

- somatdria da superficie acessivel ao solvente (SAS) de cada dtomo do ligante,
onde simplificadamente, uma sonda de raio 1.5A (representando o solvente)
varre o espaco externo da proteina, resultando na SAS do receptor através da
integracdo numérica dos pontos onde a sonda conseguiu se encaixar sem

impedimento dos raios atdmicos do receptor (Connolly 1983). Uma penalidade
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é entdo aplicada a qualquer dtomo hidrofébico do ligante que penetre essa
superficie;

- somatodria dos contatos hidrofébicos envolvendo pares de atomos nao-
hidrogendides do ligante e receptor. A cOmputo de um contato hidrofébico é
realizado levando-se em conta apenas a distancia do par e é dado pela equacao
8,

lsed<dy+0,54
fay=1 (1/1,5)(do+2 — d) se dy+0,5A < d < dy+ 24
0sed>dy+2A4
(8)
onde dp indica a soma dos raios atbmicos do par de atomos e d indica a distancia
interatdmica entre eles. Novamente, um contato ainda pode ser computado com
um certo desvio, admitindo-se que essa interacdo diminui sua contribuicdo para
a energia de ligacdo conforme determinado par atomico se distancia, tornando-

se praticamente nula a distancias maiores que 2A.

- somatodrio da coincidéncia hidrofébica de cada dtomo do ligante (HM, do inglés
Hydrophobic Matching). Esse termo surge da admissdo de que existe uma
favorabilidade da acomodag¢ao de um atomo hidrofébico do ligante em um
ambiente também hidrofébico da cavidade do receptor e uma penalidade para
o caso contrario (Rarey, Kramer, and Lengauer 1999). Cada tipo atébmico é entdo
encaixado e uma escala de hidrofobicidade e cada atomo do ligante é avaliado
perante sua vizinhanga. Caso um atomo muito hidrofdbico do ligante esteja sob
um ambiente muito hidrofébico, HM recebe 1. Caso um &atomo muito
hidrofébico do ligante esteja sob um ambiente muito hidrofilico ou um atomo
muito hidrofilico do ligante esteja sob um ambiente muito hidrofébico, HM
recebe 0. Obviamente, existe todo um leque de possibilidades de arranjos
atomo/ambiente em termos de hidrofobicidade entre 0 e 1, permitindo que
sejam aplicadas maior ou menor relevancia para atomos ou ambientes mais ou
menos hidrofébicos.

Os autores do AutoDock-Vina ainda adicionaram termos repulsivos estéricos sobre a

funcdo de avaliacdo do X-score (Trott and Olson 2010), mas mesmo com esse
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melhoramento, é facil de perceber-se que vdrias aproximagdes distanciam as analises

de docking de um sistema real sendo as mais notérias delas:

- aadocdo de um receptor rigido em sua totalidade ou parcialidade (o AutoDock-
Vina permite a flexibilizacdo das cadeias laterais de residuos de aminoacidos
determinados pelo usuario). De fato, a adogao de diferentes conformagdes pelo
receptor pode ser um fator chave para a correta ligacdo de seus ligantes (Brooks
and Karplus 1983);

- ainexisténcia de termos que relevem eventuais contribuicdes internas entre os
atomos do ligante, os quais ja foram relatados como um importante fator para a
afinidade de ligantes e como ver-se-a no atual trabalho (Kirschner and Woods
2001).

- aproximacodes rasas dos termos entalpicos e entrépicos envolvidos na energia de
ligacdo do complexo, os quais demandam metodologias mais rigorosas de
analise (Miller 3rd et al. 2012; Andricioaei and Karplus 2001; Izrailev et al. 1997).

Tais limitacoes surgem da necessidade da implementacdo de algoritmos mais rapidos
na analise das interagdes ligante/receptor, tornando a metodologia de atracamento
molecular uma excelente ferramenta na andlise de um nimero grande de sistemas ou
para a geracao de poses de ligantes dos quais ndo se conhece a conformacao adotada
em determinada cavidade de determinado receptor. Essa Uultima finalidade é
amplamente utilizada quando se necessita gerar uma pose inicial para analises mais
robustas como a Dindmica Molecular (MD, do inglés Molecular Dynamics; Kruse et al.
2012; Martinez and Martinez 2003). Esse foi justamente o objetivo da utilizacdo de

metodologias de atracamento neste trabalho.

1.7 Simulag¢des de Dinamica Molecular

MDs sdo ferramentas de bioinformatica estrutural que visam descrever um
sistema molecular segundo suas caracteristicas temporais. Isso indica um grau de
complexidade acima das metodologias de docking molecular, tanto em termos tedricos,
guanto em poder computacional exigido. Desse modo, a capacidade de observacao do

comportamento de nanobiossistemas ao longo do tempo habilita a MD a prover
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observagdes mais robustas acerca dos mesmos, resultando em uma multiplicidade de
trabalhos que utilizam tais ferramentas para as mais diversas finalidades. De fato, é
relatado a utilizacdo de MDs para entendimento dos processos de enovelamento de
peptideos (Ho and Dill 2006), termoestabilidade de proteinas (Manjunath and Sekar
2013), estabilidade e estruturacdo de acidos nucléicos (Beveridge et al. 2004), interacdo
membrana-proteina (Johansson and Lindahl 2006), interagdo antigeno-anticorpo
(Brandt et al. 2016), além de muitos outros processos bioquimicos. Frequentemente
MDs sao utilizadas também para o entendimento molecular da interagdao enzima-ligante
(N. R. Taylor and von Itzstein 1994; Huo et al. 2002; Vettoretti et al. 2016), permitindo a
geracao mais apurada de grandezas que regem tal processo. Assim sendo, tais
ferramentas foram escolhidas neste trabalho como centrais para a um melhor
entendimento da interacdo entre os inibidores de hAchE (anteriormente discutidos) e
esta enzima. Logo se faz necessdrio um pouco de aprofundamento nos conceitos que

envolvem tais ferramentas assim como o seu funcionamento.

Um algoritmo de MD tem como objetivo a integracdo numérica e sistematica da
equacdo de movimento de Newton (equacdo 9) para cada atomo de um sistema pré-

definido ao longo de um tempo determinado pelo usuario (Phillips et al. 2005).

- a — — — _
MmaTa = _EUtoml(Tla T2, ...y TN)) = 13 2a ..N
.(9)

A equacdo 9 indica que, para um dado atomo a do sistema, para conhecer-se sua
posicdo rq, € necessario conhecer sua massa mq assim como a energia potencial total
Utotal que é incidida sobre esse atomo por todos os demais atomos. A massa atomica é
tabelada e determinada pelo tipo atbmico do atomo analisado, restando a
determinacdo da energia potencial toda a complexidade inerente a uma MD. Para a
determinacdo deste termo, foram desenvolvidas equacbes de energia potencial
conhecidas como “campos de forga” (FFs, do inglés Force Fields), os quais assumem, em
geral, que todas as forcas incidentes sobre um atomos sdo oriundas das energias de
ligagdo (Uiig), de distor¢cao angular (Uang), de distorgao de diedros préprios e impréprios
(Udied € Uimpr, respectivamente), de vdW (Uww) e Coulombicas (Ucoulomb) segundo a

equacao 10:
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Utotal - Ulig + Uang + Udied + Uimpr + UvdW + UCoulomb
.(10)

Os quatro primeiros termos da energia potencial total sdo exclusivos para interagdes
entre atomos ligados direta ou indiretamente e juntos resultam nas denominadas
energias ligadas. Os dois ultimos sdo resultantes de interagdes entre pares ndo ligados
a menos de 4 atomos, e juntos formam as energias ndo-ligadas. Todos os termos juntos
constituem a forma mais comum de FFs e pequenas nuancias podem existir dentre os
sofwares de integracdo, como o GROMACS, AMBER e NAMD (Berendsen, van der Spoel,
and van Drunen 1995; Case et al. 2005; Phillips et al. 2005), sendo este ultimo o
programa de simulacdo escolhido para as andlises de MD neste trabalho. No entanto,
um olhar mais atento em cada termo que constitui a energia potencial total nos permite
observar limita¢des das ferramentas de MD e cuidados que devem ser tomados para a
realizacdo de uma simulagdao bem apurada. O termo de energia de ligacdo é definido

pela equacdo 11:

Ulig = ) _ k9 (ry — 1)
lig i

(11)
gue descreve o potencial de ligacdo de um atomo i como a somatdria dos potenciais
resultantes de todas as ligagdes covalentes diretas em que tal atomo participa. Por sua
vez, cada ligacdao que tal atomo participa é descrito como sendo uma fungado exponencial
de grau 2 classica que depende de sua posigdo ri, a posicao do atomo ligante rgi e a
constante de ligagdo ki'®. Logo se percebe uma diferenca primordial entre o potencial de
ligacdo definido aqui e o potencial real, pois diferente deste, FFs classicos ndo sdo
capazes de descrever quebra e formacdo de ligacdes. De fato, como é mostrado
esquematicamente na Figura 8, quando a distancia entre dois atomos ligados tende a 0,
a energia potencial aumenta exponencialmente (como é de se esperar) devido a
repulsdo da nuvem eletrénica dos mesmos. Porém, quando essa distancia tende ao
infinito, o potencial aumenta exponencialmente, em contraste a um sistema real, onde
é de se esperar um platd de potencial ao se aproximar do ponto equivalente a energia

de dissociacdo do par (como descrito pelo potencial de Morse).
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— U=(rj—ry, )2
— U=2*(rj—rg;)°
U=0,5"(ri~roi)°

— Potencial de Morse

Energia

Distancia

Figura 8. Esquema ilustrando o comportamento do potencial de ligagdo do FF classico para um par de atomos
qualquer em comparagdo com o potencial de Morse (linha tracejada azul). Modificagdes na constante de ligagdo k'
sdo mostradas para mais (linha preta) e para menos (linha cinza) em relagdo ao potencial original (linha vermelha)
para demostrar um aumento e diminui¢do na restricdo de estiramento entre dois dtomos dependendo do contexto
da ligagdo entre eles (ver texto para mais detalhes). A linha tracejada preta indica potencial de ligagdo nulo.

Desse modo, a utilizacdo de FFs classicos é acurada somente em condi¢cdes onde as
energias de ligacdo entre os atomos do sistema ndo se aproximam das energias de
dissociagdo, como por exemplo um sistema sob temperaturas muito altas. Uma
observac3o importante esta relacionada a parametro ligacdo ki8, a qual permite tornar
a funcdo de energia mais “aberta” ou “fechada”, como visto na Figura 8. Isso permite
simular ligagdes mais fortes ou fracas de acordo com a natureza da ligagdo e/ou dos
tipos de dtomos envolvidos, ou seja, espera-se que uma ligagao dupla seja mais restritiva
ao estiramento que uma ligacdo simples. Tal pardmetro (e os demais parametros
discutidos a frente) é tabelado para pares de atomos envolvidos nas liga¢Ges internas
dos componentes dos principais biopolimeros, assim como diversas moléculas

importantes no contexto bioquimico.

O segundo termo do potencial total, o potencial angular, é descrito pela equacgdo 12:

Uang — E k?c:mg(gz_ - ‘9072)2
ang 1
(12)
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onde o potencial angular que é incidido sobre um atomo i é dependente do angulo

formado entre este 4&tomo, o atomo ligado diretamente a este e o préximo terceiro
atomo ligado (Figura 9). Entdo, sdo somados todos os potenciais angulares no qual o
atomo analisado estd envolvido. Novamente um parametro k"¢ é adicionado e, de
forma andloga ao parametro de ligacdo, é utilizado para descrever angulos mais ou

menos rigidos.

Energia

Angulo 6

Figura 9. Esquema ilustrando o comportamento do potencial angular do FF classico (linha vermelha) para um trio de
atomos quaisquer ligados covalentemente com a formagdo do angulo 6 (ver texto para mais detalhes). A linha
tracejada preta indica potencial angular nulo.

O terceiro termo de potencial ligado, conhecido como potencial de diedro préprio é
descrito pela equacdo 13, para um par de atomos separados por trés ligacoes

covalentes:

Uicd = »_ k"1 + cos(nid; — ¢u;)]

died 1
.(13)

onde ;i indica o angulo torcional entre os atomos, mostrado esquematicamente na
Figura 10, ki“®® indica a constante torcional para determinado par de &omos e n; a

constante constricional para os mesmos.
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—— U=cos(d;— o)
— U=0,5%cos(d; — )
U=cos(2*; — Og;)

Energia
/
N\

0_

Angulo ¢

Figura 10. Esquema ilustrando o comportamento do potencial de diedro préprio do FF classico para um par de atomos
qualquer separados por trés ligagdes covalentes. Uma modificagdo na constante diedral ki®ed é mostrada (linha preta)
em relacdo ao potencial original (linha vermelha) para demostrar um aumento/diminuicdo na restrigdo de rotacdo do
diedro dependendo do contexto da ligagdo (ver texto para mais detalhes). Uma modificagdo na constante n; é
mostrada (linha cinza) em relago ao potencial original (linha vermelha) para demostrar um aumento/diminuicdo na
frequéncia do potencial dependendo do nimero de dtomos envolvidos no diedro (ver texto para mais detalhes). A
linha tracejada preta indica potencial de diedro préprio nulo. O plano arroxeado e alaranjado presente na estrutura
atémica a direita representa o plano de rotagdo sobre os quais o angulo torcional ¢ é calculado.

Aqui vemos a aparicdo desses dois novos parametros importantes para uma descricao
mais apurada da variedade de diedros préprios que podem ocorrer em um sistema.
Espera-se, por exemplo, que um diedro mediado por uma ligacao simples tenha maior
liberdade rotacional que uma ligacao dupla ou tripla, podendo-se entdo, corrigir a
variac3o deste potencial com a modificacdo de k. Espera-se também que um diedro
mediado por uma ligacdo simples tenha uma frequéncia de variacdo do potencial menor
gue um diedro ligado a um anel aromatico por exemplo. Neste caso, utiliza-se n; para a

correc¢do da funcao de potencial.

O quarto e ultimo termo de potencial ligado, conhecido como potencial de diedro
impréprio, descreve a geometria planar de quatro atomos ligados covalentemente. Tal
potencial é dado também por uma fungdo exponencial de grau 2 depen dente do angulo
i e um parametro de correcdo ki™P" (equacdo 14), o qual é utilizado para descrever

angulos mais ou menos rigidos, como mostrado esquematicamente na Figura 11.

Uimpr — E kgmpT(wi - sz’)2
Tmpr i
(14)
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Energia

Angulo v

Figura 11. Esquema ilustrando o comportamento do potencial de diedro impréprio do FF classico (linha vermelha)
para quatro dtomos quaisquer ligados covalentemente com a formagdo de um plano (plano arroxeado na estrutura
molecular a direita) sobre o qual é calculado o angulo U (ver texto para mais detalhes). A linha tracejada preta indica
potencial de diedro impréprio nulo.

Dentre os potenciais ndo-ligados, interagcdes de vdW sdao dadas por uma aproximagao
de U do tipo 12-6 descrita na equagao 15:
oA\ 12 A6
U o — g | (22 — (2
vdW — 1] B B
. e - r@j T@j
(A
.(15)
onde rjjindica a distancia entre os dois atomos analisados, oj; a constante translacional
e € a profundidade do pogo de potencial. A constante translacional é importante pois é
utilizada para corrigir a funcdo de energia para pares de atomos com, por exemplo,
nuvens eletrOnicas maiores ou menores. Analogamente, €; é utilizado para corrigir a
fungdo para interagdes entre atomos com maior ou menor eletronegatividade. As

modificacdes nestes dois parametros sao mostradas esquematicamente na Figura 12.

E importante também ressaltar que, devido aos expoentes de alto grau nesta funcdo (12
e 6), interacbes de vdW sdo as mais custosas computacionalmente, levando-se a
utilizacdo de determinadas aproximacdes que incidem sobre este potencial objetivando
a diminuicao do tempo de cdlculo. Uma destas aproximacgdes estabelece uma distancia
de corte (cutoff distance no inglés) para atomos distantes a um determinado valor entre

si. Pares de atomos com uma distancia de separagao acima desse valor tém o potencial
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E— U=(1/rij)12 — (1/rij)6
E— U=(2/rij)12 — (2/rij)6
N I R U=0,5((1/r;)"* - (1/ry)°)

© - ©

Figura 12. Esquema ilustrando o comportamento do potencial de LJ do FF cldssico para um par de atomos qualquer
ndo-ligados. Uma modificagdo na constante oij € mostrada (linha preta) em relagdo ao potencial original (linha

Energia
e

Distancia r;

vermelha) para demostrar um deslocamento no potencial de forma a melhor descrever a variedade de possibilidades
de pares atdmicos possiveis. Uma modificagdo na constante €ij € mostrada (linha cinza) em relagdo ao potencial
original (linha vermelha) para demostrar um aumento/diminuicgdo no poco de potencial dependendo da
eletronegatividade dos atomos envolvidos na interagdo (ver texto para mais detalhes). A linha tracejada preta indica
potencial de LJ nulo. A linha tracejada amarela entre os dtomos a direita indica a distancia r entre eles, sobre a qual
o potencial de LJ é calculado.

de vdW nulo e a aproximacdo de LJ ndo é aplicada para o céalculo dessa interacdo entre
estes dois 4&tomos. Isso é valido uma vez que interagdes dessa natureza manifestam-se
de forma consideravel apenas a distancias menores que 12 A (Price and Brooks 11 2004).
Logo, é comum a utilizacdo deste valor para a distancia de corte em trabalhos de MD
(Woolf and Roux 1996). No entanto, para evitar erros decorrentes de uma
descontinuidade na funcdo potencial em 12 A, uma funcdo de amortecimento
(smoothing function no inglés), geralmente uma funcao linear, é utilizada para conectar
o potencial de LJ entre uma distancia determinada (geralmente 10 A) e a distancia de
corte. Outra aproximacdo utilizada em programas de MD indica quais atomos serao
listados como pares do dtomo analisado baseado em uma métrica de distancia. Tal
distancia é geralmente fixada em 13.5 A e indica, resumidamente, que para um atomo
X, apenas atomos a uma distancia menor ou igual a essa distancia podem interagir com
o mesmo. Logo, todos os pares que ndo se enquadram como tal apresentam interagao
total (ndo apenas vdW) nula. Essas aproximacles evitam o calculo de potenciais
numericamente despreziveis e diminuem grandemente o custo computacional para
calculos de MD, levando-se em conta que, para um sistema de tamanho médio, as
distancias da maioria dos pares de atomos ndo devem enquadrar-se nas restricoes
apresentadas.
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O ultimo dos potenciais a ser descrito é resultado direto da interagdo de cargas entre
um par de dtomos e é indicado na equacdo 16:

B ¢iq;
UCoutomb= Y _ > _ pr—

i j>i

.(16)

onde g indica as cargas dos dtomos i e j respectivamente, rjj a distancia entre estes e €o
a permissividade elétrica do meio. A importancia destes parametros é mostrada
esquematicamente na figura 13. De fato, o produto das cargas dos dois atomos
analisados é indispensdvel para indicar se a natureza da interagdo serd repulsiva ou

atrativa. Ja a permissividade possibilita a variacdo de quao potente é a interacdo entre

cargas a uma mesma distancia.

_ U=1/rij
—_— U=-1/rij
U=1/2*rij

Energia
T
|

o - ©

Figura 13. Esquema ilustrando o comportamento do potencial de Coulomb do FF classico para um par de atomos

Distancia r;

qualquer ndo-ligados. Uma modificagdo na constante no produto das cargas dos dois 4&tomos é mostrada (linha preta)
em relagdo ao potencial original (linha vermelha) para demostrar uma mudanca na natureza repulsiva ou atrativa da
interagdo dependente dos sinais das cargas desses dois atomos. Uma modificagdo na constante €, é mostrada (linha
cinza) em relagdo ao potencial original (linha vermelha) para demostrar uma distor¢do no potencial dependendo da
permissividade elétrica do meio (ver texto para mais detalhes). A linha tracejada preta indica potencial de Coulomb
nulo. A linha tracejada amarela entre os atomos a direita indica a distancia r entre eles, sobre a qual o potencial de
Coulomb é calculado.

A obtencdo dos pardmetros anteriormente citados (ki'8, n;, &, etc) em cada contexto de
ligacdo e/ou interacdo (para a maioria das moléculas comumente encontradas em

sistemas bioquimicos) pode variar por metodologias empiricas, metodologias
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puramente quanticas ou uma mistura de ambas (como o conjunto de parametros do

NAMD) dependendo do grupo que os obteve (Phillips et al. 2005).

Diante do colocado, o funcionamento de um algoritmo de MD pode ser brevemente
resumido em sete passos: (i) caracterizagdao dos parametros do FF para todos os 4tomos
do sistema de acordo com o conjunto previamente estabelecido (GROMACS, AMBER,
NAMD, etc); (ii) atribuicdo de velocidades iniciais aleatdrias para cada &tomo do sistema
(respeitando-se a condicdo termodinamica de proporcionalidade direta entre
velocidade média e o produto da constante de Boltzman e temperatura); (iii) atualizacdo
do novo posicionamento de cada atomo apds um intervalo fixo de tempo, o qual é
geralmente fixado na escala de fs (femtosegundo); (iv) clculo da energia potencial total
incidida sobre cada dtomo segundo o FF como o discutido anteriormente (geralmente a
etapa mais custosa do processo); (v) calculo da forga total incidida sobre cada dtomo;
(vi) calculo da aceleracdo de cada atomo; (vii) volta-se ao passo iii enquanto o tempo

total de simulagdo requerido pelo pesquisador ndo for atingido (Phillips et al. 2005).

No entanto, o processo de realizacdo de uma simulacdo de MD é precedida por uma
etapa de preparacao do sistema biolégico a ser emulado, o qual engloba a amostragem
do modelo da proteina a ser estudada (que pode ser obtido em bancos de dados de
estruturas cristalograficas, modelada por homologia ou por outros meios), retirada de
eventuais artigos de cristalizacdo (caso seja o caso), solvatacdo da proteina e adicdo de
fons para o ajuste correto da forca idnica desejada (Cui, Yang, and Li 2015; Brunne and
van Gunsteren 1993). Esse processo sugere a translocacdo da proteina analisada de seu
ambiente original (geralmente um ambiente cristalografico) para um ambiente
totalmente distinto. Diante disso, emerge a necessidade da utilizagdo de processos que
visam diminuir os artefatos associados a essa transicdao que possam afetar a fieza das
analises realizadas sobre uma MD. Logo, trabalhos relacionados a essa area geralmente
realizam uma série de simulacdes de MD que ndo sdo utilizados para andlises
conclusivas, mas que resultam, ao final do processo, em coordenadas iniciais do sistema
em que se acredita que os efeitos da transicdo de ambientes sejam despreziveis (Kuksin
et al. 2005). Esse processo é geralmente denominado relaxamento e apenas ao final do
mesmo sdo realizadas MDs sobre as quais serdo feitas andlises conclusivas (ou MDs

produtivas). O processo de relaxamento varia grandemente de trabalho para trabalho e
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é intimamente relacionado ao sistema estudado (Kuksin et al. 2005). Ele é
habitualmente realizado aplicando-se restricdo harménica (HR, do inglés harmonic
restraint) para os dtomos da proteina e eventuais ligantes, onde os mesmos se veem
com mobilidade diminuida. Essa restricdo é caracterizada por um potencial harmonico
(analogo ao potencial de ligacdo, de angulo e de diedro impréprio do FF), onde o fundo
do pogo de potencial refere-se a posi¢do inicial de determinado atomo (Shen et al.
2015). Desta maneira, a tentativa do atomo de afastar-se em demasia é frustrada por
forgas que tentam aproxima-la de seu ponto inicial. Os processos de relaxamento entao,
caracterizam-se pela diminuicdo gradual e planejada do numero de atomos
harmonicamente restritos, pelo decrescimento e suavizagdo desse potencial de
restricdo ou ainda por uma mistura dos dois (suavizacdo da restricdo conjuntamente a
diminuicdo do numero de datomos restritos). Ao final sdo geradas as coordenadas inicias

para as MDs produtivas.

Apds a realizacdo das MDs produtivas, sdo finalmente geradas trajetdrias criveis sobre
as quais anadlises visuais do movimento das estruturas do sistema (andlises estruturais)
e analises de grandezas numéricas relacionadas aos sistemas estudados podem ser
realizados. Existem uma infinidade de observacGes que podem ser feitas com uma
trajetdria de MD em maos e muitas delas visam explicar o sistema em termos de fisico-
guimica. Logo, andlises de energia e a observacdo dos termos entdalpicos associados ao
sistema ao longo da simulagdo sdao tao importantes quanto facilmente acessadas
computacionalmente (levando-se em conta que o algoritmo o fez repetidas vezes
durante o processo de geracdao da MD). No entanto, os termos entrdpicos, igualmente
importantes para a estabilidade de um sistema termodinamico, ndo sao tao acurados,

corriqueiramente calculados e robustos quanto analises de entalpia.

1.8 Metodologias de Estimativa de Entropia

Atualmente, as metodologias de estimativa de entropia a partir de trajetdrias
resultantes de MD ndo apresentam grande reprodutibilidade com analises de bancada
em termos numéricos, mas mostram-se repetidamente capazes de serem experimentos

para comparacdo entre dois sistemas modelados computacionalmente (Genheden and

39



UFmG

Ryde 2015; Goethe, Fita, and Rubi 2015; Numata, Wan, and Knapp 2007; Levy et al.
1984). Felizmente, existe um nimero crescente dessas metodologias, com seus pontos
fortes e fracos, mas aqui adentramos apenas as metodologias utilizadas neste trabalho:
a metodologia de entropia quasi-harménica e a metodologia de colénia adaptada por

Martinez e Nascimento(Karplus and Kushick 1981; L. Martinez et al. 2009).

1.8.1 A aproximacgao quasi-harmonica

A aproximacgao quasi-harmonica, relatada por Karplus e Kushick em 1981 e otimizada
por Andricioaei e Karplus em 2001, é utilizada para estimar-se a entropia
conformacional para varias técnicas de simulacdao molecular, incluindo a MD. Para isso,
é calculada a covariancia de movimento de cada par de dtomos da molécula analisada
ao longo da trajetdria de MD. Tal indicador resulta em um nimero que pode variar entre
numeros negativos e positivos, onde um sinal positivo para a covariancia sugere
reciprocidade de movimento entre o par, ou seja, a movimentacao de um dos dtomos
induz a movimenta¢dao de seu par na mesma direcdo. No outro extremo, uma
covariancia de negativa indica movimentos com direcdes opostas, enquanto que em 0,
ndo existe qualquer correlagdao de movimento. Para os casos de covariancia negativa e
positiva, a intensidade da correlagdo de movimento é dada pelo médulo da covariancia.
Apds o calculo da correlagdao ponderada pela massa para todos os pares de atomos, uma
matriz o é gerada contendo a correlacdo de todos os pares possiveis. De posse dessa
matriz (obtida e calculada sobre a trajetéria de MD), é possivel diagonaliza-la e obter
seus autovalores A para cada modo normal de vibracdo i (define-se modos normais de
vibracdo de uma molécula como todos os movimentos unitarios que, em conjunto,
geram o movimento aleatdrio da mesma, excetuando-se os movimentos de translacao
e rotacdo. O numero maximo de modos normais vibracionais de um sistema é dado por
trés vezes o numero de atomos presentes menos seis). Assumindo-se que as frequéncias
vibracionais wi de cada modo normal da molécula, a uma determinada temperatura T,
podem ser obtidas segundo a equacdo 17, e assumindo-se aproximac¢dao quasi-
harmonica para os movimentos observados no sistema (ou seja, as flutuacdes
observadas durante os movimentos do sistema obedecem uma distribuicdo quasi-

Gaussiana de probabilidade; Andricioaei and Karplus 2001), diversas grandezas

40



UFmG

termodinamicas podem ser geradas a partir das frequéncias de vibra¢ao de cada modo

normal da molécula.
kT
A

W; =
(17)
Dentre elas, destaca-se a entropia quasi-harmoénica Sho:

3N —6
ﬁwl/}cT —ﬁw-/kT
Sho =k ; eﬁwi/kT ) —5?1(1—6 L )

.(18)

oriunda da fungao de particdo vibracional do oscilador harménico para um nimero de
atomos N. Essa funcdo assume que a entropia de um sistema pode ser obtida pela
particdo dos pesos energéticos associados a vibracdo de cada modo normal i presente
no sistema. Quando calculada Sho para dois estados de uma molécula (por exemplo os
estados livre e ligado de um inibidor), é possivel obter a variacao de entropia AS para tal
transformacdo do sistema. Interessantemente, a variacdo de entropia pode ser
desmembrada na soma das contribuicdes da variacdo de entropia rotacional (ASrot),

translacional (AStrans) € vibracional (ASvib):

AS = ASrot + AStrans + ASyip

(19)

espera-se, no entanto, que as variagdes de entropias rotacionais e translacionais sejam
muito proximas quando comparadas duas moléculas configuracionalmente prdéximas
(como os ligantes galantaminicos aqui estudados), podendo ambos os termos ser
dispensados neste caso. A entropia vibracional, por outro lado, pode variar
significativamente mesmo com sutis diferencas entre duas moléculas (Karplus and

Kushick 1981). Este termo pode também ser obtido por aproximacgdo quasi-harmonica
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para dois estados a e b de uma molécula segundo a equagdo 20 (Karplus and Kushick

1981).
3N—6 3N—6
ASyip=hyln| [ wila)/ ] wil)
i=1 i=1

.(20)

Outra grandeza que pode ser obtida pela aproximacdo quasi-harménica dos
movimentos é a energia vibracional, a qual demonstra-se especialmente util para a
verificacdo da alocacdo da energia cinética em modos de vibracdo quando inibidores
ligam-se no sitio-ativo de proteinas (Chang, Chen, and Gilson 2007; ver tépico 3.4),
energia essa a qual pode ser estimada pelas frequéncias vibracionais segundo a equacao
21 (Andricioaei and Karplus 2001):
3N—6
hw; hw;

b= 5 T hekT 1

(21)

E possivel ainda obter a capacidade calorifica C, do sistema (equagdo 22) pela
aproximacdo quasi-harmoénica, mostrando a pluralidade de grandezas oriundas dessa

metodologia.
Sho = 3%2 fuop) et
ho = L KT ) (efwri/KT 12

1

(22)

As entropias e energias resultantes mostram-se vantajosas para a comparac¢ao dos
termos conformacionais entre dois sistemas parecidos, mas podem apresentar

limitacOes ao desconsiderar outros termos que contribuem para a entropia total.

1.8.2 A aproximacao do espacgo de fases

Surge entdo, de modo complementar, a metodologia de col6nia adaptada por Martinez

e Nascimento em 2009 para a utilizacdo em simulacdes de MD. Tal técnica consiste na
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aproximacdo do espacgo de fases, um espa¢o hexadimensional de momentum versus
posi¢cdo nos trés eixos cartesianos, para um espago bidimensional de energia e RMSD
relativo a uma pose de referéncia. Ambos os ultimos sao facilmente obtidos em analises
de MD e resultam em um espag¢o como exemplificada na Figura 14-A. Tal espaco é entao
submetido a subdivisdo equipartida em 22 células, onde cada subdivisdo é avaliada
quanto a existéncia ou ndao de ao menos um ponto em seu interior. As células com
resposta positiva a essa avaliacdo recebem o numero 1, caso contrdrio, recebem 0. A
quantidade de células totais e a quantidade de células ocupadas é entdo armazenada e
0 espaco original é novamente subdividido em 32 células e uma nova avaliacdo é
realizada (Figura 14-B). Tal processo é repetido n vezes até um total de n? células totais,

gerando um grafico de células totais versus células ocupadas w (Figura 14-C).

Tal algoritmo é processado para dois estados de um sistema (para um ligante, por
exemplo, seu estado livre e ligado), resultando em dois graficos de ocupancia, os quais
sdo divididos resultando no grafico da Figura 14-D. Para cada ponto deste grafico é entao
aplicada a férmula classica de entropia variada da mecanica estatistica:

W2

AS=Rin(=

W1
(23)
onde a variacdo de entropia AS é equivalente a constante de Boltzman R e o logaritmo
neperiano do quociente entre w; (soma das células ocupadas no estado 2) e w1 (soma
das células ocupadas no estado 1). A aplicacdo dessa formula para cada total de células
resulta num grafico andlogo ao presente na Figura 14-E. Tal grafico pode emergir no eixo
positivo ou negativo das ordenadas dependendo da favorabilidade entrdpica ou ndo da
transicdo do estado 1 para o 2. Nota-se também que para o limite em 1 a entropia tende
a 0, o que é esperado pois os dois sistemas, em uma subdivisdo 12 = 1, apresentam
ambos ocupancia wi= w2 = 1 e resultando em In(w1/w2) = 0. No limite em +« observa-
se também uma tendéncia em direcdo a 0, o que é esperado quando wi e w;
aproximam-se do numero total de pontos, o qual deve ser igual para ambos os estados.
No entanto, entre esses dois limites é observavel um poco (ou pico) onde o valor de AS

€ 0 mais provavel, permitindo-se comparar moléculas parecidas quanto a este valor.
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Apesar ser um método que permite levar em conta indiretamente os efeitos de

solvatacdo pela utilizagao da energia como entrada, a brusca aproximagao do espago de
fases sugere uma pobre consideracdo dos termos conformacionais. Diante disto, a
utilizacdao das duas metodologias de calculo de entropia citadas apresenta-se como
complementares para um melhor entendimento dos fatores termodinamicos que

envolvem a afinidade de galantaminicos nos sitio-ativo da AchE.

A - B T - .
) Total de Células = 22 ) Total de Células = 32
= 4 o = 7
1 0
« |- ©
Bl 5
2 2 1
Ll b - LLl _-
1
1 0
RMSD RMSD
) ———————————— D)
Numero Total de Pontos
5 )
N S)
Numero Total de Células Numero Total de Células
E)
2 ~<@m\5 = Rin (22
g = n w—l
Valor Mais Provével de AS

Numero Total de Células
Figura 14. Esquematizacdo do processo de obtengdo da variagdo de entropia estimada pelo método de col6nia
adaptada por Martinez e Nascimento, 2009 para um sistema modelo; A) subdivisdo do universo amostral em 4 células,
universo esse obtido através de andlises de energias totais e respectivos RMSDs ao longo da trajetéria de MD. Note
que todas as células estdo ocupadas, totalizando um w = 4; B) subdivisdo do universo amostral em 9 células, onde
nem todas as células estdo ocupadas por ao menos um ponto, totalizando um w = 7; C) exemplo de grafico obtido
apds a subdivisdo infinitesimal do universo amostral e suas respectivas ocupancias w; D) exemplo de grafico obtido
apos a divisdo das ocupancias w para dois estados de um mesmo sistema (por exemplo, o estado livre e o estado
complexado de um ligante); E) exemplo de grafico obtido pela aplicagdo da férmula classica de variagdo de entropia
para cada w2/w1 obtido no grafico anterior. Note o surgimento de um pogo que sinaliza o valor mais provavel da

variagdo de entropia (linha tracejada; ver texto para mais detalhes).
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2 Metodologia

2.1 Amostragem das Estruturas Cristalograficas

Foram selecionadas duas conformacgdes cristalograficas de hAchE no PDB (Figura 15;
Berman et al. 2002). O cristal de cddigo 3LII (aqui referido como estrutura apo) é a forma
apo da proteina resolvida com 3.2 A de resolucdo (Dvir et al. 2010). O estrutura de
codigo 4EY6 (aqui referida como estrutura holo) compreende o cristal de hAchE
originalmente complexado com Gal resolvida com 2.4 A de resolugdo (Cheung et al.
2012). Ndo foram encontradas estruturas cristalograficas para AchE complexadas com
Sng, Lyc ou Hyb. Ambas as conformagGes amostradas mostraram um RMSD entre seus
respectivos backbones de 0,335 A e um RMSD entre seus respectivos sitios-ativos
(apenas atomos pesados) de 0,416 A. Ambas as estruturas foram selecionadas com o
objetivo de aumentar a amostragem conformacional inicial para as andlises de dinamica
molecular. Vistos os baixos valores de RMSD entre essas duas conformacdes, inferiu-se
gue ambas as estruturas poderiam ser adotadas como subconjuntos de um mesmo
espaco de fases a fim de, posteriormente, analisar as duas simula¢gées como um mesmo
espaco de amostral para efeitos estatisticos (ver tdpico 3). As estruturas de Gal, Sng e

Lyc foram coletadas do ZINC Database (J. J. Irwin and Shoichet 2005). A estrutura de Hyb

RMSDb = 0,335 RMSDst° = 0,416

Figura 15. Andlise estrutural comparando as duas conformagGes AP inicial de hAchE usadas neste estudo. Os
respectivos valores de desvio quadratico médio baixo (RMSD) mostram nenhuma distingdo substancial considerando
tanto o backbone da proteina principal (esquerda) como as topologias de atomos pesados do site ativo (direita). Os
aminoacidos que mostram interagdes significativas para todos os ligantes e mais discutidos ao longo do texto tém
suas respectivas superficies de Van der Waals descritas em transparentes.
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foi desenhada usando Avogadro 1.1.1 (Hanwell et al. 2012), e sua geometria foi
otimizada usando minimiza¢ao de gradiente conjugado no mesmo software sob campo

de forga UFF (Universal Force Field).

2.2 Modelagem de GAPs, determinagdo do estado de protonagdo e
parametrizagao dos ligantes

As lacunas encontradas nas estruturas das proteinas foram modeladas usando o
software Modeller versdo 9 (Sali and Blundell 1993). As posicoes dos residuos faltantes
foram determinadas por homologia utilizando como modelos as estruturas com
sequéncias mais semelhantes armazenadas no banco de dados do software (ou seja,
usando o protocolo padrdo do programa). Os estados de protonacdo foram
determinados utilizando o servidor H ++ (Anandakrishnan, Aguilar, and Onufriev 2012;
Myers et al. 2006; Gordon et al. 2005), assumindo condicdes fisioldgicas de salinidade
(0,15 M), pH 7,0 e permissividades dielétricas relativas internas e externas de 10 e 80
respectivamente. O estado de protonacdo de cada histidina dos modelos retornados
foram verificados manualmente. As cargas dos atomos dos ligantes foram calculadas
usando o método AM1-BCC e os parametros destes foram gerados usando o campo de
forca geral do Amber (GAFF, do inglés General Amber Force Field) utilizando o médulo

ANTECHAMBER do AMBERTools 12 (J. Wang et al. 2004, 2006).

2.3 Atracamento molecular, solvatagdo e ionizacao

As andlises de ancoragem em triplicata foram realizadas para cada ligante em cada
conformacao proteica, totalizando 24 analises de atracamento (seis por inibidor). Para
esses ensaios, utilizou-se o plugin AutodockVina presente no software de visualizacdo
Pymol (Trott and Olson 2010). Foi utilizada uma caixa de atracamento que abrangeu
toda a cavidade catalitica tratando-se os residuos W86, Y124, S203, Y337 e H447 como
flexiveis. Todos os demais parametros de atracamento foram configurados e definidos
de acordo com padrdo do software. Para a melhor pose de ancoragem retornada pelas

analises de atracamento de cada ligante em cada conformacao da proteina foi calculado
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o RMSD dos dtomos pesados contra a estrutura cristalografica da Gal. Para cada ligante,
também foi calculado o desvio padrdao e a média da pontuagdo energética das 5
melhores poses de encaixe de todas as trés repeticdes nas estruturas apo e holo
(totalizando 30 poses para cada respectivo inibidor), sendo a significancia estatistica das
diferencas entre os escores energéticos médios finais de cada respectivo ligante
diferenciados via analise de variancia (ANOVA). A melhor pose para cada sistema foi,
finalmente, amostrada e solvatada com agua no modelo TIP3P em uma caixa cubica de
12 A a partir dos atomos mais extremos da proteina usando o plugin Solvate v1.5 para
VMD (Humphrey, Dalke, and Schulten 1996). A forca i0nica foi ajustada para 0.15M de
NaCl apds neutralizagdo usando o plugin Autoionize v1.3 para VMD. Os sistemas finais,
incluindo moléculas de agua e contra-ions, resultaram em aproximadamente 69.000
atomos. A preparacdo de sistemas de ligantes livres foi realizada seguindo a mesma

metodologia, totalizando aproximadamente 6.500 &tomos.

2.4 Simulagdes de Dinamica Molecular

Apds a solvatacdo e ionizacdo da melhor pose de atracamento para cada sistema, as
MDs foram performadas sob campo de forca AMBER 99 utilizando o software NAMD
2.10 (Phillips et al. 2005), com um passo de integracdao de 2 fs. A transformacdo
termodinamica foi realizada sob condi¢des NPT (numero de particulas, temperatura e
pressdo constantes) com a temperatura e pressdo sendo controladas segundo algoritmo
de Langevin em 300 K e 1 atm respectivamente. Foram utilizadas condi¢des periddicas
de contorno e corte de interacdes eletrostaticas 12 A para as intera¢des n3o-ligadas. As
interacGes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas por Particle Mesh Ewald
(PME). O protocolo de relaxamento em condicdo NPT foi aplicado para todos os

sistemas. Este protocolo consistiu de:

- 500 passos de minimizac¢do por gradiente de conjugado;

- 200 ps de MD, com HR para todos os atomos da proteina e ligante;

- 200 ps de MD, com HR para todos os atomos da proteina;

- 300 ps de MD, com HR para todos os a&tomos da proteina, exceto para as cadeias

laterais dos residuos préoximos a 5 A do ligante;
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- 300 ps de MD, com HR para todos os atomos da proteina, exceto para as cadeias
laterais dos residuos préximos a 10 A do ligante;
- 300 ps de MD, com HR para todos os atomos da proteina, exceto para as os
residuos préximos a 10 A do ligante (incluindo o backbone);
- 300 ps de MD, com HR apenas para o backbone dos residuos a uma distancia
maior que 10 A do ligante;
- 4000 ps de MD de pré-producdo sem restricoes.
As velocidades foram reiniciadas e simulagdes produtivas de 20 ns sobre as coordenadas
finais do relaxamento foram realizadas também sobre condi¢cdes NPT. As analises foram
realizadas para cada ligante nos conformeros holo e apo, totalizando 40 ns de simulac¢ado

produtiva para cada ligante.

Adicionalmente, simulacdes dos ligantes livres foram realizadas com as condi¢des
bioquimicas, campo de forga, parametros de integracdo mantidos iguais. O protocolo de

relaxamento para ligantes livres consistiu em:

- 500 passos de minimizacdo por gradiente conjugado;

- 200 ps de MD, com HR apenas para todos os atomos do ligante

- 1000 ps de MD de pré-producdo sem restricoes.
As velocidades foram reiniciadas e 20 ns de simulacdo produtiva foram realizadas para
cada ligante. Essa metodologia foi aplicada duas vezes por cada inibidor, totalizando 40

ns de simulacdo produtiva para cada ligante livre (aqui denominada trajetdria livre).

2.5 Anadlises Pés-Producao das Trajetdrias de MD

Andlises de RMSD relativo ao primeiro quadro contra o backbone proteico ao longo de
toda a trajetéria foram realizadas para cada sistema simulado utilizando-se o plugin para
o VMD, RMSD Trajectory Tool. Para o caso das simulagdes com os ligantes livres, o RMSD
foi realizado contra os atomos do cerne galantaminico (dtomos comuns a todos os

ligantes), também relativo ao primeiro quadro de cada respectiva trajetéria livre.

Andlises de clusterizacdo das trajetdrias resultantes da MD, tanto para os ligantes

complexados quanto livres, foram realizadas utilizando-se o software GMX presente no

48



UFmG

conjunto de ferramentas do GROMACS contra as coordenadas internas dos datomos
pesados (nao-hidrogendides; Berendsen, van der Spoel, and van Drunen 1995). Foi
utilizado o Método de single linkage e um RMSD de 0,12 A para os ligantes complexados

e 0,16 A para os ligantes livres.

Cinco frames aleatdrios de cada cluster significativamente populoso resultante de MD
de cada sistema foram amostradas para andlises de energia interna dos ligantes no
vacuo. Para isso, as coordenadas dos ligantes em cada amostra foram separadas do
restante do sistema. Os atomos que envolvem o anel ndo-aromdtico do nucleo
galantaminico (C4, C5, C6, C7 C8 e C9) de cada ligante foram fixados e a minimiza¢ao de
energia sob GAFF e algoritmo de steepest descent foi realizada utilizado o software

Avogadro 1.1.1 (Hanwell et al. 2012). As respectivas médias e desvios foram plotadas.

Analises de energia total para todos os ligantes em todas as simulagdes de MD foram

realizadas no plugin NAMDEnergy para VMD (Humphrey, Dalke, and Schulten 1996).

2.6 Estimativas de Entropia de Ligacao

Para um vislumbre da variacao da entropia de ligacao, as trajetérias internas totais de
cada ligante (isto &, trajetdrias oriundas do alinhamento do cerne galantaminico de cada
respectivo ligante, de modo a descartar os movimentos de translagdo e rota¢do) nos
respectivos estados livres e ligados foram sujeitas a duas técnicas computacionais
distintas de estimativa de entropia conformacional/configuracional: entropia quasi-
harmoénica e método de colonia adaptado de Martinez-Nascimento (Karplus and Kushick

1981; L. Martinez et al. 2009), ambas conceitualmente detalhadas no tépico 1.8.

Para a estimativa de entropia quasi-harmonica, trajetérias de coordenadas internas
(andloga as trajetdrias utilizadas para as anadlises de clusterizacdo interna) de cada
ligante no estado livre e ligado foram submetidas ao software wordom 0.22 (Seeber et
al. 2007). O mesmo realizou o cdlculo e diagonalizacdo da matriz de covariancia
ponderada por massa atomica dos atomos pesados do ligante, sendo as entropias
finalmente estimadas pelos respectivos autovalores, resultando na entropia vibracional

de cada sistema. Por este mesmo método, também obteve-se a porcdo vibracional das
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energias internas dos ligantes nos respectivos estados livres e ligados. A variacao de
ambos os termos (energia vibracional e entropia vibracional) foi entdo obtida pela
simples subtracdo dos resultados numéricos obtidos para os sistemas livres para os

sistemas ligados, para cada respectivo ligante.

O método de col6nia adaptado, por outro lado, foi performado utilizando-se in-house
scripts que, de forma semelhante ao estudo original de Martinez et al., realiza a
contagem de microestados ocupados por cada ligante no espago bidimensional formado
por RMSD versus energia, ambos obtidos das trajetérias de MD. E importante observar
que as fronteiras desse espaco utilizado para a analise de entropia para cada ligante em
separado, correspondem aos minimos e maximos globais para as analises de RMSD e
energia dentre todas as trajetérias analisadas, independentemente do ligante ou tipo
de trajetdria (livre ou ligada). Diante dessas fronteiras, o algoritmo subdivide
recursivamente o espac¢o 2D de cada respectivo ligante em cada respectiva trajetdria
livre e ligada em um numero de células geometricamente progressivo e associa "1" a
cada célula ocupada por ao menos um ponto. O numero de células é entdo somado e o
valor resultante é vinculado ao numero total de células. Para cada valor de nimero de
células ocupadas é entdo aplicada a fdrmula cldssica de entropia descrita na equacao
17, resultando em um grafico de entropia versus nimero total de células. Finalmente, a
variacdo de entropia é obtida diminuindo cada respectivo valor de entropia da trajetéria
livre para a ligada. O valor mais provavel da variacdao de entropia para cada ligante é
entdo estimado pela observacdo do poco (ou pico) formado pela plotagem da tabela de
variacdo de entropia versus numero total de células, o qual indica que préximo a tal
subdivisdo do espaco 2D existe um AS suficientemente preciso (para detalhes mais

técnicos e tedricos, veja o estudo de Martinez et al. e tépico 1.8)

2.7 Dados Visuais, Analises Estruturais e Estatisticas

Todas as estruturas moleculares em bastdao mostradas no presente trabalho foram
desenhadas utilizando-se o software GChemPaint versao 0.14. Imagens tridimensionais
de proteinas e pequenas moléculas foram plotadas utilizando o software pymol V1.6

(Delano 2002). Analises de estruturas tridimensionais rigidas foram realizadas utilizando
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o mesmo software. Imagens de padrdes de contatos foram obtidas utilizando-se o

software LigPlot versdao 4.5.3 (Wallace, Laskowski, and Thornton 1995). Analises
estruturais das trajetérias de MD foram realizadas utilizando o software VMD 1.9.2
(Humphrey, Dalke, and Schulten 1996). Todos as analises estatisticas foram realizadas
utilizando linguagem R versao 3.2.4 e todos os plotes de graficos foram feitos utilizando
o pacote GGPLOT2 versao 2.2.1 para essa mesma linguagem (R Development Core Team
2008; Wickham 2009). Todos os programas citados na metodologia do presente

trabalho foram executados sobre sistema operacional Linux Ubuntu versdes 14 ou 16.

51



UFMmMG

3 Resultados e Discussao

3.1 Analises de Atracamento Molecular

As posicdes mais favoraveis retornadas pelo atracamento demonstram
reprodutibilidade para todos os ligantes com desvio minimo e parecem intimamente
andlogas a pose experimental da Gal (Figura 16-A e B). Tal padrao de ligagdo sugere que
0os mesmos residuos sdo os mediadores da ligacdo para todos os ligantes. Entre estes,
destacam-se o residuo W86 (no local de ligagdo ani6nico), S203 (na triade catalitica) e
F297 (no bolso acilico). De fato, esses residuos sdo constantemente apontados na
literatura como farmacdéforos chave para um conjunto de inibidores de hAChE e para
galantaminicos em especial (Cortes et al. 2015; Greenblatt et al. 1999; Correa-Basurto
et al. 2014). O primeiro mostra-se essencial para interacdes de empilhamento com o
anel ndo-aromatico dos ligantes. O residuo S203 é um bom candidato para estabelecer
HBs com o grupo oxigenado no anel aromatico. Interagdes hidrofdbicas surgem entre o
grupo metoxi presente nos ligantes hidroxi ndo-modificados (Gal e Lyc) e o residuo F297.
No entanto, o determinante mais significativo para as energias de ligacdo destes quatro
ligantes retornadas pelas analises de atracamento parece residir no local da substituicdo
sp?-sp3 entre os carbonos C5 e C6. Um teste de anélise de varidncia (ANOVA), realizado
sobre as energias de atracamento das cinco melhores poses de cada ligante para cada
uma das duas estruturas alvo (3LII e 4EY6), consegue discretizar e separar apenas os
galantaminicos cuja diferenca encontra-se na substituicdo C5-C6°?P3, Em outras
palavras, Gal e Sng apresentam energias de atracamento estatisticamente diferentes de
Hyb e Lyc, mas esses dois grupos ndo apresentam diferencgas internamente (Figura 16-
C). Como veremos a frente, as principais diferencas entre Gal e Sng e, analogamente,
entre Lyc e Hyb residem em efeitos de cooperacdo interna e dessolvatacdo que ndo sdo
descritos pelo algoritmo de atracamento, impedindo todos os ligantes sejam
ranqueados corretamente. Além disso, os ligantes C5-C6°°? (Gal e Sng) apresentam um
ranqueamento energético mais favoravel que os ligantes C5-C6°** (Lyc e Hyb) em
consonancia com o esperado pelas afinidades experimentais (Lopez et al. 2002; R. L.
Irwin and Smith 3rd 1960). De fato, andlises posteriores sugerem que o principal fator
de diferenciacdo de Gal e Sng para Lyc e Hyb aflora de termos entrépicos, os quais sdo

descritos, mesmo que aproximadamente, pela funcdo de avaliacdo do software de
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atracamento utilizado (ver tépico 1.6). De fato, na Figura 16-A e B, pode-se notar como
um efeito estrutural sutil e significativo da substituicdo C5-C6°P?*P* (uma mudanca de
geometria da ligacdo C5-C6 de planar para tetraédrica) promove uma pequena projecao
do grupo C6 na direcao da cadeia lateral do residuo W86 (setas pretas). Nos préximos

tépicos, serd mostrado que esta pequena modificacdo € acompanhada por mudancas

T
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(,—Jow [e2y|) ooneblaug 8109s3

—— --9.4

Sng Lyc Hyb
Ligante

mGal Cristal =Gal Atrac.
mlLyc Atrac. Hyb Atrac.
mSng Atrac.

Figura 16. Posi¢des mais favordveis retornadas por andlises de atracamento para cada ligante em 4EY6 (A) e 3LII (B)
mostram reprodutibilidade quando comparadas ao posicionamento cristalografico de Gal e os mesmos residuos que
os mediadores da afinidade para todos os ligantes aqui estudados. Em cada imagem, a flecha preta aponta para a
"ponta" que surge com a angularidade tetraédrica da ligagdo C5-C6 com a substituicdo C5-C65P2*P3 e que se projeta
na dire¢do da cadeia lateral W86 (mostrada em bastdes e em esferas van der Waals transparentes), enquanto a flecha
marrom aponta para a localizagdo da modificagdo metoxi-hidroxi. Os residuos S203 (bastdes) e F297 (bastGes e
esferas de van der Waals), que interagem com estes ligantes também sdo destacados. A analise dos escores de
atracamento para as cinco melhores poses de cada replicata para cada ligante (C) separa estatisticamente os ligantes
C5-C6%P2 (Gal e Sng) dos ligantes C5-C65°3 (Lyc e Hyb). As letras acima das linhas de desvio mostram grupos com base
no teste ANOVA (veja o texto para detalhes e discussdes).
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significativas no modo de liga¢do, além de penalidades drasticas para a mobilidade,

entropia, desidratacdo e termos energéticos para os ligantes C5-C6%3.

3.2 Anadlises de RMSD e Agrupamento das Trajetérias de MD

As analises de RMSD contra o primeiro frame da trajetéria de cada respectivo sistema
sugere uma tendéncia de equilibrio para todos eles, demonstrando uma boa

amostragem para as analises subsequentes (Figura 17).
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Figura 17. RMSD ao longo da trajetéria de cada simulacdo de MD relacionada ao seu respectivo frame inicial. As
trajetorias dos quatro galantaminicos diferentes (Gal, Sng, Lyc e Hyb) vinculadas a cada uma das estruturas de hAChE
amostradas (“4EY6” e “3LII”) ou em cada uma das repeticdes das simulagdes MD para o ligante livre (“Livrel" e "Livre
2") sdo devidamente identificados. Para as simulagdes ligadas a proteina, o RMSD é varrido ao longo da trajetéria
considerando o backbone da proteina, enquanto que para as trajetdrias "livres" sdao considerados os 4tomos pesados
do ligante.

A fim de obter um primeiro vislumbre sobre os modos de ligacdo, bem como sobre as
eventuais vantagens/penalidades para a alocacdo dos ligantes no sitio-ativo da hAChE,
a clusterizacdo das conformacodes retornadas pelas simulacées MD de cada ligante no
estado livre e ligado foi realizada. Nao se detectou histerese em tais andlises, sendo
possivel observar frames de diferentes clusters em diferentes pontos das simulacdes
independente da conformacdo da proteina (para o caso das simulac¢des ligadas) ou da
replicata (no caso das simulagdes livres; Figura 18). A Unica excecdo foi o cluster 2 de Lyc

no estado ligado, o qual demonstra-se um cluster significativamente menos povoado,
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que apenas apareceu na trajetdria em relagdo a estrutura Apo, com estatisticas
substancialmente precarias (apenas 1% de representatividade, conforme descrito
abaixo). No entanto, com base no bom comportamento apresentado pelos demais
ligantes e na populagdo escassa deste cluster, concluimos que a ocorréncia do cluster 2
de Lyc em apenas uma repeticao simplesmente refletiu uma baixa probabilidade natural

e ndo um efeito de histerese.

z

E interessante notar que, para todos os ligantes, as conformagdes representativas
encontradas nas trajetdrias ligadas também pertencem ao espago conformacional dos
ligantes livres, de modo que existe analogia conformacional dos clusters livres e ligados
(Figura 19). De fato, Gal apresenta duas conformac¢des em liberdade (Figura 19-A) em
porcBes desiguais, as quais também sdo observadas analogamente nas trajetdrias
ligadas (Figura 19-B). Para Sng no entanto, enquanto dois conformeros sao observados
em liberdade, o sitio-ativo da hAchE (independentemente de sua conformagdo apo ou
holo) parece selecionar apenas um desses posicionamentos, de modo que é possivel

observar apenas um grupo significativamente populoso nas trajetérias ligadas. Isto pode
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Figura 18. Distribuicdo de clusters ao longo das trajetérias de MD paras as simulagGes livres (esquerda) e ligadas
(direita) para Gal (pontos azuis), Sng (pontos vermelhos), Lyc (pontos cinzas) e Hyb (pontos amarelos). Linhas
tracejadas pretas indicam o limiar de mudancga da simulagdo 1 para a simulagdo 2 (para as trajetorias livres) e o limiar
de mudanga da simulagdo em 3LIl para a simulagdo em 4EY6 (para as trajetorias ligadas), sugerindo ndo histerese em
qualquer uma das simulagBes (veja o texto para detalhes e discussdes).
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aparentar uma penalidade entrépica para a Sng comparada a Gal, mas como veremos
nos proximos tépicos, as principais diferengas entre esses dois inibidores nao residem
aqui. Porém, as desvantagens para os demais ligantes comecam a se tornar mais claras
com uma observagao mais atenta das analises de clusterizagdo. Lyc e Hyb apresentam,
cada uma, trés agrupamentos representativos em liberdade (Figura 19-A). Ao
complexarem-se com hAchE, este numero é drasticamente diminuido de forma que
ambas adotam apenas um cluster altamente populoso nas trajetdrias ligadas (Figura 19-
A (observa-se porém, que Lyc ainda consegue adotar um segundo cluster com 1% de
representatividade). Isto pode indicar uma drdstica penalidade entrépica para os
ligantes C5-C6°P3, de modo que o sitio-ativo imp&e uma séria restricdo conformacional
para eles. Esta penalidade fica mais evidente quando observadas as frequéncias
conformacionais de cada ligante. O sitio-ativo da enzima impde um sério deslocamento
no equilibrio conformacional de Lyc e Hyb de forma que, os clusters mais populosos e
estdveis em solucdo perdem totalmente sua representatividade quando no complexo,
refletindo num drastico aumento das frequéncias dos clusters menos favoraveis em
liberdade (ver representatividade de cada cluster na Figura 19). Esta extirpacdo da
conformac¢ao mais favoravel em liberdade em troca da menos estavel promovida pelo
sitio-ativo ndo é observada para os ligantes C5-C6°°? (Gal e Sng), sugerindo uma

penalidade menor para a ligacdo desses ultimos.
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Figura 19. Superposicdo dos frames pertencentes aos agrupamentos conformacionais significativamente
representativos (1% ou mais) ao longo de todas as trajetdrias para cada ligante nos estados livre (A) e ligado (B).
Apenas os atomos pesados (sem hidrogénios) sdo mostrados e os atomos de carbono de frames pertencentes a
diferentes clusters s3o representados em diferentes cores. A direita de cada conjunto, é mostrada a cor utilizada para
ilustrar cada cluster bem como a sua respectiva representatividade percentual relacionada a todo o conjunto das
trajetorias de 20 ns (veja o texto para detalhes e discussdes).
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Uma visdo mais atenta das estruturas conformacionais de cada ligante sugere a

existéncia de analogia conformacional mesmo entre os galantaminicos, de modo que o
cluster 1 (o mais favoravel para Gal e Sng e menos favoravel para Lyc e Hyb) representa
a mesma conformacao para todos os ligantes, assim como o cluster 2 (ver clusters 1 e 2
na Figura 19 A-B). O cluster 3, além de ser o mais favoravel para Lyc e Hyb, surge apenas
para estes dois devido a mobilidade provida pela substituicio C5-C6°P2-*P3 (ver cluster 3
nas Figura 18 e Figura 19-A e B). Analises de energia interna no vacuo poderiam entao
inferir sobre a favorabilidade energética de cada um desses clusters (Figura 20). No
entanto, os resultados obtidos por tais andlises sugerem que, apenas para Lyc e Hyb, as
conformagBes menos energéticas ndo sdao as mais populosas (ver flechas pretas na
Figura 20). Na realidade, o cluster de menor energia permanece o cluster 1 para todos

os ligantes, incutindo a ideia de estabilizacdo externa do cluster 3 nos ligantes C5-C6°P3,
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Figura 20. Médias de energias internas no vacuo para frames representativos dos clusters livres e ligados de cada
ligante. Esferas de cores claras descrevem as energias médias para ligantes livres, enquanto esferas de cores escuras
representa o estado ligado. As esferas azul, vermelha, cinza e amarela mostram, respectivamente, valores de energia
para Gal, Sng, Lyc e Hyb. A representatividade percentual de cada cluster é mostrada acima das linhas de desvio.
Unicamente para Lyc e Hyb em solugdo, pode notar-se a ndo correspondéncia entre o cluster menos energeticamente
favoravel (no vacuo) e o mais povoado (setas), sugerindo a influéncia dos efeitos de hidratagdo na estatistica
conformacional desses ligantes em meio aquoso.
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3.3 Analises Estruturais das Trajetérias de MD

A inspecdo visual do ambiente préoximo aos ligantes nos frames representativos de cada
cluster permite o esclarecimento dos fatores estabilizantes dos galantaminicos C5-C6°73,
O que parece ocorrer € uma estabilizacdo mediada por dgua quando grupamentos
hidrofilicos desses ligantes formam uma “pin¢a” de modo a manter uma cadeia de HBs
(Figura 21). Isto ocorre quando Lyc e Hyb adquirem a capacidade de aproximar os
respectivos oxigénios presentes nas extremidades dessas moléculas (respectivamente,
aproximar um grupo hidroxil e um grupo éter no caso de Lyc, e aproximar dois
grupamentos hidroxil no caso de Hyb; ver Figura 21-C e D). Isto sé é possivel devido a
maior mobilidade do anel n3o-aromatico concedida pela substituicdo C5-C6°P%P3 e
consequentemente, ao surgimento do terceiro cluster em Lyc e Hyb. Em solugdo, isso
permite que esses dois grupamentos, quando espacialmente aproximados, atuem como
uma espécie de "pin¢a d’agua", com a capacidade de coordenar e reter uma molécula
de agua que estabeleca ligacbes de hidrogénio simultaneas com ambos os grupos.
Interessantemente, efeitos similares sdo observados na estabilizacdo de conférmeros
menos favordveis em carboidratos presentes em solugdo, ao mesmo tempo que
contribuem para aumentar a hidratacdo e a solubilidade dos mesmos (Kirschner and
Woods 2001). Deste modo, além da penalidade de perda conformacional para Lyc e Hyb,
é esperada uma maior penalidade de dessolvatacdo para esses ligantes ao entrarem no
sitio-ativo. Isto ocorre pois, visto que a cavidade-ativa ndo permite a adogao do cluster
3 (onde ocorre a formacdo da “pinca d’agua” em solu¢do) pelos ligantes C5-C6°*3 (Figura
19-B), esses inibidores devem desmantelar a cadeia de HBs para complexarem-se com
hAchE. Gal e Sng, em contraste, ndo apresentam a capacidade de “pin¢ar” moléculas de
agua devido a maior rigidez do anel ndo-aromatico (Figura 21-A e B), o qual impede que
esses galantaminicos aproximem seus respectivos grupamentos oxigenados-hidrofilicos
suficientemente contiguos para a formacdo dessa cadeia de HBs. Nesse sentido, espera-
se uma penalidade de desidratacdo menor na ligacdo dos galantaminicos C5-C6°P? em

comparacdo com suas respectivas contrapartes C5-C6°P3,
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Figura 21. Superposigdo de cinco frames representativos dos clusters livres para Gal (A), Sng (B), Lyc (C) e Hyb (D). No
caso de Lyc e Hyb, nota-se no agrupamento mais populoso 3 (presente apenas nestes ligantes) a ocorréncia de "pingas
d’agua" que “capturam” moléculas de dgua de hidratagdo (em azul-marinho) devido a capacidade de manter HBs
simultaneas (linhas tracejadas) entre os respectivos grupos hidrofilicos dos anéis aromaticos e ndo-aromaticos (ver

texto para detalhes e discussoes).
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Anidlises estruturais das interagdes proteina-ligante para frames representativos dos
clusters ligados langcam luz sobre os mecanismos de seletividade de galantaminicos pelo
sitio-ativo, as desvantagens da substituicdo C5-C6°P>*P3, bem como as vantagens da
substituicdo metoxi-hidroxi (Figura 22). Inicialmente, uma restrigdo para a mobilidade
do anel ndo-aromatico dos ligantes é imposta pelo empacotamento desses sobre o
residuo W86 da proteina. De fato, andlises de RMSF sugerem que a maior perda de

mobilidade ocorre justamente na regido desse anel (Figura 23). No caso de Sng e Gal, a

[]Gal B sng ] Lyc [ Hyb

[l sitio Esterasico [} Sitio Aniénico [] Bolso Acilico  [Jli] Alga do Oxianion

Figura 22. Estruturas representativas de A) cluster ligado 1 de Gal; B) cluster ligado 2 de Gal; C) cluster Unico de Sng;
D) cluster Unico de Hyb; E) cluster ligado 1 de Lyc; F) cluster ligado 2 de Lyc. Em todas as estruturas, os 4tomos C5 e
C6 (o local da modificagdo C5-C6%°2sP3) s3o destacados e os atomos envolvidos no contato entre o anel ndo aromatico
do ligante e a cadeia lateral W86 sdo mostrados em esferas de van der Waals transparentes. Para Gal, a transigdo
conformacional do agrupamento 1 para 2 é acompanhada por um tombamento (flecha curva em B) do eixo central
do ligante (linha violeta continua em A e tracejada em B). As HBs importantes entre a proteina e os respectivos grupos
oxigenados nos anéis aromaticos e ndo-aromaticos sdo representadas para os diferentes ligantes em seus modos de
ligacdo distintos (linhas pretas tracejadas). Veja o texto para detalhes e discuss&es.
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geometria C5-C6°°? permite que a cadeia lateral W86 estabeleca interacbes de
empilhamento com este anel em orientagGes nas quais estes ligantes ja assumem em
solucdo de forma favordvel (ver clusters de Gal e Sng na Figura 19-A e B e Figura 22-A e
C). No caso especifico de Gal, esta pode manter tal interagdo de empilhamento em
ambas as conformacbes observadas (clusters 1 e 2). Isso sé é possivel pois, com a
geometria planar da ligacdo C5-C6 na configuragdo sp? e na auséncia de uma HB
adicional que restrinja esse movimento (veja a discussdo sobre a substituicdo de metoxi-
hidroxi abaixo), Gal aproxima seu nucleo galantaminico na dire¢do do W86 (em

comparacgdo com os ligantes C5-C6%*%) a fim de promover o empacotamento com este
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Figura 23. Variagdo de RMSF do estado livre para ligado de cada dtomo para todos os ligantes devidamente separados
por cor como indicado a direita. As diferentes cores no fundo do grafico indicam atomos pertencentes a regiées dos
galantaminicos devidamente destacados a esquerda, com seus nomes atdmicos corretamente indicados. Observa-se
uma significativa perda de mobilidade na regido do anel ndo-aromatico (arroxeada), possivelmente pelo
empacotamento com o residuo.
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residuo na conformacgao do cluster 1 (compare este empilhamento para Gal e para
ligantes C5-C6°*3 na Figura 16-A e B e na Figura 22-A, D e E). Isso libera espaco suficiente
entre o grupo metoxi da Gal e o residuo F297 no lado oposto, de tal forma que esse
grupo pode mover-se e interagir mais livremente com demais residuos da cavidade
neste modo de ligacdo (Figura 22-A). A completa ocupacdo do sitio-ativo pela Gal, de
modo a manter interagdes simultaneamente com W86 e F297, é alcangada apenas com
um ligeiro tombamento rotacional do eixo central desse ligante, acompanhada por uma
transicdo desta molécula do cluster 1 para a conformacao do cluster 2 (Figura 22-B).
Desta forma, Gal demonstrou a liberdade de transito entre esses dois modos de ligacdo
(o modo do cluster 1 conformacionalmente favorecido e o modo do cluster 2 mais rico
em contatos ligante-proteina), ambos apresentando ocupacdes relativamente
significativas ao longo das simulacdes (Figura 18 e Figura 19-B). Esta ligacdo "mais
frouxa" de Gal comparada com os outros ligantes parece também ser acompanhada por
um sitio-ativo mais flexivel. Comparando-se a Figura 22-A e B com a Figura 22-C e F,
nota-se que o residuo E202 no sitio anidnico parece a acompanhar a hidroxila da Gal ao
longo de sua transicdo conformacional, enquanto os residuos S203 e H447 realocam
suas respectivas posi¢des para permitir as diferentes orientagdes de Gal nos modos de

ligacdo dos clusters 1 e 2.

Para Lyc e Hyb no entanto, a geometria tetraédrica na ligacao C5-C6 promove, pelos
impedimentos adicionais promovidos pela adicdo de dois novos hidrogénios, um
"impulso" relativo ao nucleo galantaminico na direcdo do F297, preenchendo o sitio-
ativo no modo de ligacdo do cluster 1 e ndo liberando espaco suficiente para que esses
ligantes acedam a conformacdo do cluster 2 como é possivel observar em Gal (Figura
22-D e F). Embora, pelo menos em termos de impedimento estérico, a conformacdo do
cluster 3 ainda seja acessivel, € menos favorecida energeticamente na auséncia dos
efeitos de hidratacdo (topico 3.2) e resulta na perda de empacotamento entre o anel

ndo-aromatico e a cadeia lateral do W86 (Figura 22-F).

Para os ligantes hidroxi modificados (Sng e Hyb), esta rotacdo do eixo geométrico e a
adocdo da conformacdo do cluster 2 sdo ainda mais dificultadas devido ao surgimento
de uma cadeia de HBs formada nesses ligantes na presenca do novo grupo fendlico

(Figura 22-C e D), além da auséncia do contato hidrofébico compensatdrio entre o grupo
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metoxi (ausente neste caso) e o residuo F297. De fato, os dois ligantes hidroxi
modificados apresentaram, neste estudo, o comportamento interessante de manter
uma rede fechada de HBs envolvendo os grupos OH presentes nesses ligantes e a
proteina (Figura 22-C e D). Este fendbmeno ocorre com a formacgao de HB entre o grupo
hidroxil ligado ao anel aromatico (a hidroxila modificada em Sng e Hyb) e o residuo 5203,
simultaneamente a formacdo de HB entre a hidroxila ligada ao anel ndo-aromatico e o
residuo E202 (ambas as hidroxilas comportando-se como doadores e ambos os residuos
como aceptores). A ocorréncia destas HBs permite o posicionamento 6timo dos dois
residuos acima mencionados de modo a facilitar uma terceira HB entre eles (5203 como
doador e E202 como aceptor), estabelecendo e fechando uma rede ciclica de HBs. Esta
"cooperatividade interna" parece permitir que Sng e Hyb estabilizem-se em uma Unica
conformacdo, como observado nos clusters desses ligantes na Figura 19-B . Gal e Lyc,
em contraste, sdo incapazes de estabelecer essa rede devido a auséncia de um doador
adicional. Isso se reflete em uma maior mobilidade desses ultimos ligantes no estado
complexado em comparagdo com suas respectivas contrapartes com substituicao
hidroxi, conforme observado nos clusters de Gal e Lyc na Figura 19-B e na Figura 22-A,
E e F (embora, para Lyc, o conformero adicional apresenta, como ja mencionado,
estatisticas significativamente ruins). Embora essa rede de HBs estabilize uma Unica
conformacao tanto para Sng quanto para Hyb, tornando-se possivelmente o principal
fator de otimizacdo de afinidade para eles, espera-se que para Sng tal fen6meno ocorra
sem a penalidade relativa aos efeitos da desidratacdo e aos efeitos de deslocamento
conformacional associados aos ligantes C5-C6%°3, em consonancia com a seletividade
natural de Sng. Esses efeitos, por sua vez, incorrerdo nos significativos custos entrépicos

e vibratdrios discutidos adiante.

3.4 Estimativas de Entropia

Em consonancia com as observacdes obtidas na andlise de clusters (Figura 19), um
grafico da distribuicdao de "RMSD versus Energia Total" mostra uma forte seletividade de
conformaces dos ligantes pelo sitio-ativo. Esta restricdo é, no entanto, particularmente

proibitiva, especialmente para Lyc e Hyb (Figura 24-A e B). De fato, a maior flexibilidade
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do anel ndo-aromatico apresentado por esses ligantes em solugao, descrita nos tdpicos
3.2 e3.3, ndo é permitida em seus respectivos estados ligados. Espera-se que essa maior
restricdo conformacional causada pelo enclausuramento na cavidade ativa reflita em
maiores penalidades energéticas para a liga¢cdo dos galantaminicos C5-C6%*3 em, ao
menos, dois principais parametros termodinamicos: (i) espera-se que a perda de
amplitude conformacional resulte em uma maior distribui¢cdo das vibragdes moleculares
em modos de frequéncias mais altas (baixa amplitude), que por sua vez, resulta em um
aumento na contribuicdo vibratdria na variacao da energia interna do ligante no estado

complexado (AEv; Karplus and Kushick 1981); (ii) espera-se que tal restricdo
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Figura 24. Distribuicdo da populagdo resultante das trajetérias de MD para todos os ligantes no espacgo de fase 2D de
energia potencial versus RMSD em relagdo a pose cristalografica de Gal. A) respectivas distribui¢cGes para os ligantes
nas trajetorias livres; B) respectivas distribuicdes para os ligantes nas trajetdrias ligadas; C) respectivas variagGes na
energia vibratdria interna do ligante (AEv) do estado livre para o estado ligado, resultante da aproximagdo quasi-
harménica (ver topico 2.6). As barras de dados e erros mostram, respectivamente, a média e os desvios padrdo para
AEv (os desvios foram estimados a partir de cada MD em separado e de ambas as trajetdrias combinadas para cada
ligante); D) respectivas diferengas na variagdo da energia total de mecanica molecular de ligagdo (AAEmm) para cada
ligante quando os valores de Emm para a Gal nos estados livres e ligados sdo considerados como referéncias ou "0".
As barras de dados e erros mostram, respectivamente, as médias e os desvios sobre todos os frames da MD para cada
ligante. Tanto em C como em D, as letras acima das linhas de desvio mostram grupos com base nas diferengas
estatisticamente significativas. Veja o texto para detalhes e discussdes.
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conformacional/vibracional resulte em uma penalidade entrépica maior na associagdo
ligante-proteina. De fato, uma aproximag¢ao quasi-harmoénica da variacao de energia
vibracional na ligagdo (Figura 24-C) mostra um incremento relativamente menor deste
termo para a ligacdo da Gal, um incremento intermediario para Sng e um incremento
maior para os ligantes C5-C6°* (embora Sng e Lyc n3o tenham sido diferenciadas entre
si com significancia estatistica nesse aspecto). No que concerne aos custos entrépicos
de ligacdo, duas aproximagdes independentes e distintas da variacdo entrépica
conformacional/configuracional, o método de colénia adaptado e a abordagem quasi-
harmonica (ver o topicos 1.8 e 2.6) mostraram um comportamento semelhante de custo
entrépico, ou seja, um custo menor para Gal, intermedidrio para Sng e custos
consideravelmente maiores para ligantes C5-C6sp3 (Figura 25). Nesse sentido, a ordem
da penalidade entrépica e vibracional para ligacdo segue, de forma consistente, a
magnitude em que o cavidade ativa da proteina perturba e restringe o conjunto

conformacional dos ligantes. Propromos que, para Sng, a penalidade entrépica/
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Figura 25. A analise de entropia pelo método de col6nia adaptada (A e B) sugere uma ordem crescente Gal, Sng, Lyc,
Hyb em termos de penalidade entrdpica para o entrada desses ligantes no sitio-ativo da hAchE. A entropia quasi-
harménica baseada na matriz de covariancia para as coordenadas internas dos ligantes (C e D) demonstra uma ordem
crescente Gal, Sng, ligantes m modificados em termos penalidade entrépica. As barras de dados e erros mostram,
respectivamente, a média e os desvios padrdo para ASho (o desvio foi estimado calculando-se ASho para as MDs
separadas e combinadas para cada ligante). Para ambas as andlises, as imagens A e C mostram a variagdo estimada
de entropia de ligagdo (AS em kcal K1 mol?), enquanto as imagens B e D mostram a contribuicdo entrdpica
correspondente na energia livre de ligagdo (-TAS, onde T é a temperatura absoluta em K). Letras acima das linhas de
desvio identificam os grupos de ligantes com base nas diferencgas estatisticamente significativas (veja o texto para

detalhes e discussées).
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vibracional intermediaria seja suficientemente pequena para ser compensada pela rede
cooperativa de novas HBs que surge com a substituicdo metoxi-hidroxi (tépico 3.3).
Além disso, em Sng, esta rede cooperativa ndo é acompanhada (como mencionado no
tépico 3.3) pelas penalidades de desidratagdo discutidas para Hyb, sugerindo ainda

maiores vantagens entélpicas para Sng, em comparag¢do com os andlogos C5-C65P3,

Infelizmente, as significativas flutuagdes intrinsecas aos dados energéticos da MD, além
das amostragens relativamente modestas acessadas neste estudo, ndo permitiram uma
diferenciacao estatisticamente significativa nas adicdes e diminuicdes de energia de
ligacdo conferidas pelas respectivas modificacdes em cada ligante em comparacdo com
a Gal (Figura 24-D). No entanto, considerando apenas os comportamentos médios,
pode-se notar na Figura 24-D que as diferencas relativas as respectivas energias
potenciais de cada galantaminico acompanhou a classificacdo dos efeitos discutidos
neste estudo. Além disso, a modificacdo no comportamento energético médio na
ligacdo para Hyb é praticamente andloga a soma do comportamento de Lyc ao Sng. Isto
sugere que as penalidades de desidratacdao e as vantagens de cooperag¢do interna
conferidas respectivamente pelas modificacbes C5-C6°PP3 e metoxi-hidroxi possam ser

cumulativas.
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4 Conclusao

Os termos entdlpicos e entrdpicos acessados no presente trabalho mostram ser
substancialmente importantes para a afinidade relativa de ligantes galantaminicos em
hAchE. De fato, a rigidez do anel aromatico (presente em Gal e Sng) é um fator chave
para minimizar penalidades entrépicas e de desidratacdo na ligacdo desses ligantes.
Além disso, os dados sugerem a possibilidade do surgimento de uma cadeia de HBs
"internamente cooperativa" entre os ligantes metoxi-hidroxi modificados e o sitio ativo
da proteina, em especial a Sng (embora o efeito energético desse fendbmeno ndo tenha
sido quantificado com significancia estatistica). Esta "cooperatividade interna" entre
farmacdéforos do ligante é uma caracteristica dificilmente vislumbrada pela simples
andlise de poses estaticas oriundas de cristais ou atracamento virtual e parece ser o
principal fator que compensa a penalidade entrdpica associada a Sng comparada a Gal,
destacando a importancia do acesso a dinamica do ligante (por experimentos virtuais
ou reais) na sondagem dos mecanismos de ligacdo. Tais efeitos (otimizacdo entrdpica e
menor penalidade de desidratacdo na configuragdo C5-C6°°?, bem como a "cooperacdo
interna" de HBs devido a substituicdo metoxi-hidroxi no anel aromatico) parecem ser
cumulativas apds analise e comparacao dos resultados para ligante hibrido. Este ligante
apresenta ambas as modificagdes e traz as respectivas vantagens e desvantagens de
cada uma delas. Além disso, é possivel desenvolver-se ligantes otimizados que nao
apresentam a perda entrdpica associada a Sng resultante de sua mobilidade do anel
ndo-aromatico (mesmo que reduzida em comparacao a Lyc), mas que mantém a

cooperatividade interna apresentada por tal ligante.

E importante ressaltar que os efeitos entrépicos sd3o, em geral, pouco considerados ao
projetar ligantes biologicamente ativos. Martinez et al. ja relataram diferentes
penalidades entrdpicas como um fator importante para a seletividade de inibidores
sintéticos nos receptores de hormoénio da tireoide (L. Martinez et al. 2009). Esses efeitos,
novamente, sdo dificeis de notar com base somente na informacdo estrutural. Neste
sentido, a modelagem e a simulacdo de MD podem contribuir para elucidar tais
caracteristicas relacionadas a liberdade conformacional e a ocupacao do espaco de fase
como um todo, considerando a dificuldade natural para acessar o mesmo por

abordagens experimentais. De fato, os termos entrdpicos conformacionais mostram ser

67



UFmG

um fator crucial para diferenciar a afinidade dos ligantes C5-C6°*? (Gal e Sng) para os

ligantes C5-C6%°? (Lyc e Hyb).

Deste modo, espera-se que este trabalho contribua para uma compreensdo mais
profunda das regras que regem a afinidade de galantaminicos ou outros inibidores
competitivos de AchE, a fim de facilitar o planejamento mais racional de medicamentos

anti-Alzheimer.

4.1 Trabalhos Futuros

Utilizacdo de técnicas de alta amostragem para estimativa de energia de ligacao

de galantaminicos no sitio-ativo de hAchE;

e Proposicdo de novos galantaminicos com atividade anti-Azheimer otimizada
baseados nas conclusdes obtidas neste trabalho e aplicacdao de metodologias de
modelagem molecular para exploracdo do ranqueamento de inibicdo desses
ligantes comparados aos inibidores aqui estudados;

e Proposicao de ligantes com afinidade a receptores da via colinérgica, estendendo

as conclusGes aqui apresentadas para regides de atracamento de Ach analogos

a cavidade ativa de AchE presentes nestes receptores.

e Sintese e testes in vitro/in vivo dos novos ligantes propostos.
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6 Apéndice

O presente trabalho de mestrado resultou em um artigo cientifico que, durante o
processo de homologacdo da atual dissertacdo, encontra-se submetido e em processo

de avaliacdo em revista indexada.
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