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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é um transtorno neurodegenerativo progressivo e a
principal causa de deméncia e incapacidade em idosos. Apesar das extensas
pesquisas, sua fisiopatologia completa permanece elusiva. Os tratamentos
farmacoldgicos atuais visam principalmente a hip6tese colinérgica para inibidores da
acetilcolinesterase (AChEIs) e antagonistas do receptor NMDA. Conhecida por seu
rico conteldo de antocianinas e compostos fendlicos, a Thunbergia erecta
demonstrou potencial atividade inibitéria da AChE, particularmente com acido vanilico
e apigenina. Este estudo teve o objetivo de avaliar a atividade anticolinesterasica do
acido vanilico de T. erecta por meio de testes in silico e propor otimizacdes estruturais
utilizando modelagem molecular. Para isso, foi realizada uma triagem in silico
utilizando técnicas de docking molecular para avaliar as interacdes entre derivados do
acido vanilico e a AChE. A estratégia de manutencao da porgéo hidroxil-fenil-carbonila
nas estruturas propostas demonstraram eficacia, proporcionando melhores interagdes
e ligacbes de hidrogénio. A adicdo de cadeias laterais aromaticas favoreceu
interacdes do tipo m-m stacking, e grupamentos aminas promoveram interacoes m-
alquila. Entre os doze (12) ligantes propostos, seis (6) se mostraram promissores,

destacando-se os compostos 5, 8 e 11.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer, docking molecular, acido vanilico, modelagem
computacional, Thunbergia erecta.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder and the leading
cause of dementia and disability in the elderly. Despite extensive research, its
complete pathophysiology remains elusive. Current pharmacological treatments
primarily target the cholinergic hypothesis using acetylcholinesterase inhibitors
(AChEIls) and NMDA receptor antagonists. Known for its rich content of anthocyanins
and phenolic compounds, Thunbergia erecta has demonstrated potential AChE
inhibitory activity, particularly with vanillic acid and apigenin. This study aims to
evaluate the anticholinesterase activity of vanillic acid from T. erecta through in silico
testing and propose structural optimizations using molecular modeling. An in silico
screening was conducted using molecular docking techniques to evaluate the
interactions between vanillic acid derivatives and AChE. The strategy of maintaining
the hydroxyl-phenyl-carbonyl portion in the proposed structures proved effective,
providing hydrogen bonding interactions. The addition of aromatic side chains favored
-7 stacking interactions, and amine groups promoted Tr-alkyl interactions. Among the
12 proposed ligands, 6 were found to be promising, with compounds 5, 8, and 11
standing out.

Keywords: Alzheimer's disease, molecular docking, vanillic acid, computational
modeling.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma enfermidade neurodegenerativa
relacionada a idade e que resulta em uma deficiéncia progressiva e irreversivel sendo
a principal causa de deméncia e incapacitacdo em idosos (Smith, 1999). O sintoma
inicial € representado pela perda da memoria recente e tende a evoluir para
dificuldades de atencéo, desorientacdo no tempo e espaco, transtornos de humor,
disturbios comportamentais e entre outros (Liang, 2017; Rafaey, 2021).

Nos ultimos anos, novas evidéncias acerca da origem e desenvolvimento da
doenca vem sendo investigadas pela comunidade cientifica, e apesar disso, ndo ha
uma total elucidacdo do aspecto fisiopatoldégico da DA. Fatores como a deposicéo
extracelular de residuos do peptideo B-Amiloide (AB), que levam ao desenvolvimento
de placas senis, e a formacéo de emaranhados neurofibrilares intracelulares por meio
da proteina Tau (1), mostraram ser sinais positivos da DA (Calderon-Garciduenas,
Duyckaerts, 2018). Assim como alteracbes na concentracdo de certos
neurotransmissores, como acetilcolina (Ach) e glutamato, também sao caracteristicas

fisiopatoldgicas da DA (Ayaz et al, 2019).

Atualmente, as terapias farmacoldgicas utilizadas para o tratamento de DA
seguem as hipoteses colinérgicas e glutamatérgicas, fazendo-se uso de inibidores da
AChE e antagonistas de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (Ayaz et al, 2018). Dentre os
guatro medicamentos disponiveis para o tratamento de DA no Brasil, a Donepezila,
Galantamina e Rivastigmina, representadas na formula estrutural plana na figura 1,
pertencem a classe de inibidores da AchE, enquanto a Memantina atua como

modulador do sistema glutamatérgico (Ayaz et al, 2019; Brasil, 2017).

Figura 1: llustracé@o das Estruturas moleculares de donepezila(a), galantamina(b) e rivastigmina(c)

PO

(a) (b) (c)

Fonte: Cheung et al, 2012
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Uma das espécies botanicas que vem despertado o interesse de
pesquisadores da quimica produtos naturais é a Thunbergia erecta que pertence a
familia Acanthaceae, conhecida pelo nome popular de “Manto do rei” por conta da
coloracdo violeta de suas pétalas ricas em antocianinas, flavonoides e compostos
fendlicos (Refaey et al.,2021). Estudos realizados por Refaey e colaboradores (2021)
demonstraram a potencial atividade inibitoria da AChE por meio de testes in silico de
compostos encontrados em Thunbergia erecta, sendo 0s principais o acido 3-metoxi-

4-hidroxibenzoico (Acido vanilico) e apigenina (Figura 2).

Figura 2: llustragcdo das estruturas moleculares do acido vanilico(a) e da apigenina(b)

o) OH OH

HO 0

OH 0
OH

a) b)

Fonte: O autor, 2024.

O desenvolvimento de novos farmacos € um processo notoriamente longo e
oneroso, com multiplas etapas que incluem a identificacdo de compostos candidatos,
testes pré-clinicos, ensaios clinicos e aprovacdo regulatéria. O planejamento de
farmacos auxiliado por computador, ou modelagem molecular, emergiu como uma
ferramenta poderosa para acelerar e otimizar este processo. A modelagem molecular

envolve o uso de técnicas computacionais para construir e manipular protétipos de
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farmacos, o que é essencial para a descoberta de novos agentes terapéuticos (Batista
et al., 2022; Harvey et al., 2015).

Na quimica medicinal contemporanea, a modelagem molecular desempenha
um papel crucial na investigacdo de biomacromoléculas alvos, auxiliando no
desenvolvimento de novos derivados funcionais e analogos sintéticos. Esta
abordagem permite a triagem virtual de grandes bibliotecas de compostos,
identificando ligantes potenciais para alvos terapéuticos especificos de maneira
eficiente e econbmica (Kroemer, 2007). Além disso, a modelagem molecular
possibilita a previsdo da interacdo entre ligantes e alvos, proporcionando insights
detalhados sobre os mecanismos de acao e facilitando a otimizacéo dos candidatos a

farmacos.

A modelagem molecular tem sido amplamente utilizada na descoberta de
ligantes e farmacos, incluindo inibidores da acetilcolinesterase (AChE), um alvo
terapéutico relevante para o tratamento da Doenca de Alzheimer. Estudos tém
demonstrado sucesso na investigacdo dos mecanismos de interacdo com alvos
terapéuticos e na relacdo estrutura-atividade (SAR, do inglés "Structure-Activity
Relationship™), permitindo a otimizagéo racional de compostos com base em suas

propriedades moleculares (Morris et al., 2013).

Desta forma, o presente estudo visa avaliar por meio de uma prospecc¢ao in
silico o potencial anticolinesterasico do acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico (acido
vanilico), e propor derivados estruturais hipotéticos que possam ter potencial inibitorio

da AChE melhorado, utilizando a ferramenta de docking molecular GOLD.



15

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALZHEIMER

A Doenga de Alzheimer (DA), um transtorno neurodegenerativo progressivo e
irreversivel, assola a mente e a vida de milhées de individuos ao redor do globo,
representando uma das formas mais comuns de deméncia associada a idade
(Graham, 2017), roubando da pessoa a capacidade de recordar, pensar e realizar
tarefas cotidianas (Smith, 1999; Kumar, Singh, 2015). A fisiopatologia da DA é
complexa e envolve multiplos mecanismos, sendo o0s principais marcadores
neuropatolégicos da doenca a formacao de placas senis extracelulares compostas por
residuos de peptideos B-amiloide (AB) e/ou emaranhados neurofibrilares
intracelulares constituidos por proteina tau hiperfosforilada (Knopman, 2021). Outros
mecanismos associados a fisiopatologia da DA sdo baseados na alteracdo da
concentracdo de acetilcolina e glutamato, onde o aumento da AChE diminui a
concentracdo de ACh na fenda sinaptica, diminuindo a transmissao colinérgica, assim

impedidos, os neurdnios atrofiam e morrem (Bishara et al., 2015).

Os tratamentos atuais para a DA focam em aliviar sintomas e tentar atrasar sua
progressdo, embora ainda ndo exista uma cura definitiva (Sanabria-Castro, 2017). As
abordagens terapéuticas incluem: farmacoterapia, intervenc¢des ndo farmacologicas e
estratégias emergentes baseadas em pesquisa. A farmacoterapia disponivel, no
Brasil, inclui inibidores da acetilcolinesterase (donepezila, rivastigmina, galantamina)
e antagonistas do receptor NMDA (memantina). Esses medicamentos visam melhorar
a neurotransmissdo colinérgica e regular a excitotoxicidade glutamatérgica,

respectivamente (Bishara et al., 2015).

2.2 ACETILCOLINESTERASE

Trata-se de enzimas da classe das hidrolases presentes no sistema
nervoso central que possui a fungdo de regular a transmisséo colinérgica, degradando
Ach produzindo acetato e colina. E composta por duas subunidades A e B, possuindo

um total de 542 residuos de aminoacidos, sendo que em seu sitio ativo ha 3 residuos
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de aminoé&cido que estédo diretamente envolvidos no processo de hidrolise: Serina 203
(SER203), Histidina 447 (HIS447) e Glutamato 334 (GLU334), conhecidos como
triade catalitica, a conformacdo desses residuos reforcam o carater nucleofilico da
serina devido a ligacdo de hidrogénio entre a histidina e serina (Cheung et al, 2012;
Silman, Sussman, 2008). Seu sitio ativo encontra a ~20 A de profundidade na enzima,
e, localizada mais externamente em relacdo a esse, encontra-se o sitio aniénico
periférico (PAS, do inglés “Peripheral Anionic Site”), composto por 5 residuos: ASP74,
TRP286, TYR72, TYR124 e TYR341 (Silman, Sussman, 2008). As principais
estruturas cristalograficas da AChE encontrada em humanos, podem ser obtidas no
banco de dados de proteinas (PDB, do inglés “Protein Data Bank”)
(https://www.rcsb.org/pdb/) (Berman et al., 2006).

2.3 PERFIL FITOQUIMICO DE THUNBERGIA ERECTA

Popularmente conhecida como Manto-de-rei, a Thunbergia erecta € originaria
da Africa e pode ser encontrada no sul-asiatico, América Central, Caribe e em algumas
regides do Brasil. Trata-se de um arbusto ereto, semi lenhoso, que pode chegar a 3
metros de altura (Marpaung, 2020). Suas folhas sdo opostas e possuem cor verde
brilhante, enquanto as suas flores grandes, vistosas, apresentam um contraste de
cores entre o roxo/azul e o amarelo, além de florescerem continuamente ao longo do
ano, essa espécie de planta € comumente utilizada em jardins urbanos (Marpaung,
2020). Sua fragrancia agradavel atrai beija-flores e borboletas. Porém, ndo foram
encontrados usos medicinais tradicionais para essa espécie. O nome popular, manto-
de-rei, relaciona-se a aparéncia aveludada e as cores roxas ou violetas das flores, que

sdo associadas a realeza, nobreza e espiritualidade elevada.

A cor violeta também possui significado religioso, sendo utilizada na Semana
Santa e nas vestimentas dos cardeais da Igreja Catdlica. Tal coloracdo da-se pela
presenca de antocianinas em sua composicdo (Marpaung, 2020). Além das
antocianinas, a T. ercta também apresenta constituintes bioativos com potencial
atividade anticolinesterase e propriedades antienvelhecimento (Refaey et al., 2021).
A presenca desses compostos bioativos na T. erecta sugere que a planta pode ser

uma fonte promissora para o desenvolvimento de produtos terapéuticos. Além disso,


https://www.rcsb.org/
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a fragéo rica em polifendis da T. erecta tem demonstrado um potencial terapéutico
significativo contra a deterioracdo cognitiva induzida por doxorrubicina e

ciclofosfamida em ratos (Gamal EI-Din, 2023).

2.3.1 ACIDO VANILICO (Acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico).

O Acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico, também conhecido como AV, é um
composto fendlico que ocorre naturalmente em varias plantas e é um metabdlito da
vanilina. Este acido carboxilico é caracterizado por uma estrutura quimica que contém
um anel benzénico substituido por grupos hidroxila e metoxi. Suas propriedades fisico-
guimicas incluem uma boa solubilidade em agua e uma capacidade antioxidante
significativa, o que o torna de interesse em diversas aplicagbes farmacéuticas e

biotecnoldgicas (Makhmoor, 2010).

Para a descoberta e desenvolvimento de medicamentos, a avaliacdo das
propriedades fisico-quimicas € essencial para determinar a viabilidade de um
composto como candidato a farmaco. A regra dos 5 de Lipinski fornece diretrizes
importantes para a biodisponibilidade oral dos compostos. De acordo com Lipinski
(2016), um composto possui uma boa biodisponibilidade oral se ndo infringir mais que
uma das seguintes regras: massa molecular < 500, logP < 5, numero de aceptores de
ligacdo de hidrogénio < 10 e doadores de ligagao de hidrogénio < 5. O AV cumpre
estes critérios, apresentando uma massa molecular de 168,15 g/mol, logP de 1,34
(Makhmoor, 2010), dois doadores de ligacdo de hidrogénio e quatro aceptores de
ligacdo de hidrogénio, sugerindo boa biodisponibilidade oral, além de apresentar um

tamanho reduzido em relagcéo a apigenina.

2.4 DOCKING MOLECULAR

Os métodos de busca empregados no docking molecular podem ser
sistematicos, deterministicos ou randdmicos. Os métodos sistematicos exploram
todas as conformagdes possiveis dos ligantes, enquanto os métodos deterministicos

geram a mesma saida para um dado de entrada especifico. Os métodos randémicos,
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por outro lado, produzem diferentes saidas para o mesmo dado de entrada,

aumentando a variabilidade das solu¢des encontradas (Giuliatti., 2006).

Entre as ferramentas de docking molecular mais utilizadas estdo AutoDock
Vina, Glide e GOLD. O GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) destaca-se
por seu algoritmo genético, que permite a inclusédo de flexibilidade parcial no receptor
através de bibliotecas de rotameros. Este algoritmo recombina segmentos de modelos
flexiveis de ligantes no sitio de ligac&o do receptor até gerar um conjunto convergente
de estruturas (Giuliatti, 2013).

O GOLD permite a escolha entre quatro funcdes de pontuacao diferentes,
incluindo Goldscore, Chemscore, ASP(Astex Statistical Potential) e ChemPLP. Essas
funcdes de pontuacao, ou score, sdo essenciais para avaliar a qualidade das poses
de docking, discriminando entre as diferentes interacfes ligante-receptor. Estas
podem ser baseadas em campos de forca, empiricas, semi-empiricas ou baseadas
no conhecimento. Funcdes de pontuacdes baseadas em campos de for¢a consideram
interacdes intermoleculares classicas, enquanto as empiricas e semi-empiricas
utilizam ajustes teoricos para reproduzir dados experimentais. Ja as funcdes
baseadas no conhecimento utilizam dados estatisticos derivados de complexos
cristalograficos. Dentre as funcdes citadas sendo, a ChemPLP, demonstra maior
eficacia tanto para predicédo de poses quanto para triagem virtual (Liebeschuetz et al.,
2012; Giuliatti, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anticolinesterasica do &acido vanilico em testes in silico, para

caracteriza-lo e propor melhorias estruturais por modelagem computacional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a capacidade do &cido vanilico em inibir a acetilcolinesterase por meio
de docking molecular utilizando o programa GOLD;
e Propor derivados estruturais do &cido vanilico que possuam atividade
anticolinesterase por meio de modelagem computacional,

e Identificar o derivado mais promissor quanto a atividade anticolinesterase

dentre os compostos propostos.
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DO METABOLITO SECUNDARIO

A selecdo do metabdlito secundario presente em Thunbergia erecta foi
baseada em andlises quimicas prévias reportadas na literatura de Rafaey et.
al.(2021), entre os quais o AV e apiginina foram os metabdlitos que mais se
destacaram pelo seu potencial anticolinesterasico. As estruturas moleculares foram
desenhadas utilizando o programa ChemDraw Ultra 12.0 e salvas no formato *.mol2
com o auxilio do Chem3D Pro12.0

ApoOs a criacdo da estrutura molecular, a otimizagdo geométrica foi realizada
através da minimizacdo da energia estérica utilizando o programa Mercury
(Cambridge Crystallographic Data Centre), resultando em estruturas mais estaveis.
Posteriormente, os conférmeros mais estaveis foram gerados para garantir o equilibrio
conformacional e a similaridade com a molécula natural. Em seguida, foi aplicado o
campo de forca MMFF94 em cada molécula para a minimizacdo da energia, etapa
realizada no Chem3D 12.0.

4.2 SELECAO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA.

A estrutura tridimensional da acetilcolinesterase humana (hAChE) foi obtida do
Protein Data Bank (PDB ID: 4EY7). Seguindo os critérios: Resolucédo até 2,5 A,
presenca de ligantes, cadeia polipeptidica mais completa possivel e auséncia de
mutacdes. A AChE foi preparada no programa GOLD (Bases de estruturas cristalinas),
onde foram removidas moléculas de 4gua e adicionados hidrogénios polares (Batista,
2022). O processo de docking é dividido em duas etapas principais: modelagem do
modo de ligacdo e predicdo da afinidade do ligante pelo sitio. A area de busca foi
definida com dimensdes de 6 A3 centrada no sitio ativo da enzima AChE (Batista,
2022). Os parametros de redocking foram configurados para gerar 15 diferentes
conformacdes para 0 composto, com base na energia de ligacdo e orienta¢do no sitio

ativo. Os resultados foram analisados em termos de pontuacao Fitness e desvio médio
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quadrético (RMSD - do inglés Root Mean Square Deviation), e, utilizando o software
Discovery Studio (2024), as interacdes chave e a estabilidade das ligacbes foram

visualizadas e comparadas.

4.3 VALIDACAO DO METODO DE DOCKING

Para a validacao do método de docking, foram testadas as duas subunidades
da proteina isoladamente e em diferentes funcbes de pontuacdo, determinando,
assim, o padrdo de afinidade entre a proteina e o ligante donepezila ((RS)-2-[(1-
benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-2,3-dihydroinden-1-one, PDB ID: E20605)
encontrado em complexo com a enzima. O processo de redocking foi realizado
retirando o ligante da estrutura cristalografica e reinserindo a partir da metodologia de
docking. Foram geradas 15 orienta¢cbes em um raio de até 6 A, cada conformac&o foi
classificada de acordo com a estabilidade energética em relacdo ao sitio ligante da
proteina. O sitio de ligacdo da donepezila foi utilizado como regido de referéncia tanto

para o redocking quanto para o docking.

A validacéo do teste € confirmada quando o RMSD entre a pose obtida pelo
redocking e o cristal for menor que 2,0 A e pela pontuacdo Fitness. As funcdes de
pontuacdo testadas foram ChemScore, GOLDScore, ASP e ChemPLP, e os
resultados foram agrupados, selecionandos e analisados. Ao final dessa andlise, foi

selecionada a subunidade e a fungcéo de pontuacdo com os melhores valores.

4.4 MODELAGEM E AVALIACAO DOS DERIVADOS PROPOSTOS

Com base nos resultados obtidos no estudo de redocking e nos dados dos
ligantes naturais disponiveis no PDB, foram propostas 12 estruturas autorais
derivadas do AV onde a porcéao hidroxil-fenil-carbonila foi mantida, visando a atividade
inibitéria e o melhor acoplamento das moléculas com o sitio ativo da AChE. A adicéo
das cadeias laterais foi orientada de acordo com a presenca dessas estruturas
analogas em outros com compostos utilizados como inibidores da AChE no tratamento

da DA, dentre os mais conhecidos presentes no mercado, foi utilizado como referéncia
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o Donepezila, Galantamina e a Rivastigmina (Figura 1), suas estruturas foram

otimizadas conforme descrito anteriormente.

Os derivados propostos foram submetidos ao docking utilizando o protocolo de
redocking descrito anteriormente, mas com o ligante o natural sendo substituido pelos
compostos propostos. As conformacdes de menor energia de ligacdo foram
analisadas detalhadamente, focando nas interacdes quimicas e na estabilidade no
sitio ativo da AChE. Utilizou-se a donepezila como ligante para o protocolo de
redocking. Para andlise das estruturas propostas utilizou-se o acido vanilico como
controle positivo, efetuando-se o processo de docking para se obter a pontuacao
fitness, pela funcéo escolhida, e os residuos de amino&cido com quem o AV interage.

4.5 ANALISE DOS RESULTADOS DO DOCKING

Os dados de cada molécula foram organizados do maior para 0 menor na
coluna que apresenta a pontuacdo Fitness. Os arquivos de extensdo .log foram
abertos utilizando o bloco de notas. Ao final, foi apresentada uma matriz com a
clusterizacéo das poses obtidas, verificando-se 0s grupos de maior ocorréncia e quais
poses fazem parte desse grupo. Selecionou-se entdo a pose de maior pontuagcao
dentro deste grupo, e em seguida o arquivo foi salvo, correspondendo a melhor

pontuacao dentro do cluster analisado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 REDOCKING

Das diversas estruturas cristalizadas de AChE catalogadas no PDB, apenas 14
sdo de organismos humanos, dentre as enzimas que atendem aos critérios descritos
no item 4.2, a AChE de codigo PDB: 4EY7 apresenta-se complexada como o
Donepezila, medicamento padrao no tratamento da DA. A validacdo da metodologia
pode ser confirmada pelo redocking, onde também pode-se estabelecer a subunidade
com a melhor afinidade ao ligante, assim como a melhor funcéo de pontuacéo para o
processo de docking, dado que o RMSD é capaz de fornecer um valor numeérico para
o grau de semelhanca entre as moléculas, sendo esse, maior quando o valor numérico

referente ao RMSD for menor.

Tabela 1: Apresentacdo da Média do RMSD (A) de 15 orientacdes diferente de cada funcéo de

pontuacéo do redocking.

ChemPLP A ASP A ChemScore A | GoldScore A
Subunidade A 0,4050 0,5476 1,1154 0,55793
Subunidade B 0,36486 0,57926 0,8916 0,58286

Fonte: O autor, 2024

Dado os resultados da tabela 1, obteve-se a ChemPLP como melhor funcéo de
pontuacdo para o processo de docking, apresentando um RMSD de 0,36486 A. Na
figura 3 é possivel visualizar a sobreposicao do ligante complexado a enzima com a
posicdo de menor RMSD do ligante obtido por redocking. A figura 4 apresenta as
interacdes entre o ligante E20 e os residuos de aminoacido do sitio ativo da
subunidade B da enzima E4Y7, onde constou uma interacdes de ligacao de hidrogénio
com o residuo de aminoacido PHE295 (fenilalanina 295), duas interacdes carbono-
hidrogénio com SER293 (serina 293) e TYR72 (tirosina 72), duas interacdes m-c com
TYR341 (tirosina 341) E TRP286 (triptofano 286), duas interacao do tipo - stacked
com TYR337 (tirosina 337) e PHE338 (fenilalanina 338), e uma interacéo do tipo 7-

alquil com o residuo TRP86 (triptofano 86). A presenca de interacdo por ligacdes de
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hidrogénio no oxigénio do carbono 16 é evidenciada por ser crucial para a inibicao da
acetilcolinesterase, assim destacando a porcado cetona-hidroxila-carbonila da

molécula, por apresentar a caracteristica farmacoférica (Rafaey et al., 2021).

Figura 3: Representacéo Grafica da sobreposicéo entre os ligantes (donepezila) complexado e a
melhor posig&o obtida por redocking utilizando a fun¢éo pontuacdo ChemPLP com raio de 6A.

(imagem gerada no Discovery Studio)

I Pose obtida por redocking [l Ligante complexado com a enzima

Fonte: O autor, 2024

Figura 4: llustrac@o da interag&o entre os residuos de aminoacidos e o ligante donepezila (imagem

gerada no Discovery Studio)
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Fonte: O autor., 2024

5.2 DOCKING

As 12 estruturas propostas avaliadas pelo método de docking, apresentaram
pontuacao fithess acima da pontuacgéo do AV, utilizado como controle positivo, porém,
para validar o melhor desempenho, selecionou-se compostos com pontuacéo fithness
acima de 70, pontuagcdo essa que mais se aproxima da pontuacgdao fitness obtida no
processo de redocking da donepezila (pontuacgéo fitness 106). Assim, destacaram-se
os compostos (5), (6), (7), (8), (10), (11) e (12), e apos a triagem dos compostos as
interagBes com os residuos de aminoacidos foram avaliadas, como consta na figura
5.

Tabela 2: Representacdo grafica das estruturas e pontuacao fitness dos compostos modelados.

Composto  Estrutura Pontuacéo Fitness Nome IUPAC
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Fonte: O autor., 2024
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Figura 5: llustracGes das interacGes entre os residuos de aminoacidos e os compostos 5 (a), 6 (b), 7

(), 8 (d), 10 (e), 11 (f) e 12 (g).
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A presenca majoritaria de interacfes de ligacdo de hidrogénio e do tipo -
stacked, favorece o acoplamento dos ligantes a proteina, uma vez que a triade
catalitica possui caracteristica nucleofilica reforcada pela serina, enquanto interacoes
do tipo m-m stacked estabilizam conformacdes estruturais devido a agregacédo de
cadeias laterais da proteina (Silman, Sussman, 2008; Dougherty, 2007). As interacdes
do tipo m-m stacked séo caracterizadas como ligacdo ndo covalente entre duas
moléculas aromaticas onde suas ligacbes m encontram-se paralelas ao plano

(Dougherty, 2007) como ilustra a figura 6.

A adocao da metodologia de hibridizar compostos com a donepezila para o
aumento da atividade inibitéria da AChE foi adotada como no estudo de Samadi e

colaboradores (2013). A utilizacdo de cadeias laterais com a presenca de
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heteroatomo, como o nitrogénio, facilita a flexibilizacdo da molécula, permitindo a
melhor rotagdo dos grupamentos ligados a ela, promovendo o melhor acoplamento
aos residuos de aminoacidos (Fokoue et al.,, 2020), como pode ser visto no
grupamento triazol, observado no composto (7), e dos anéis aromaticos observados
nos compostos (6), (8), (11) e (12), enquanto no composto (10), o heterodtomo é o
oxigénio.

Como observado na figura 5, o composto (5) realizou 1 interacéo n-m stacked
com o residuo TRP86, o composto (6) realizou 3 intera¢des do tipo m-m stacked com
os residuos TRP286, TYR337 e TRP86, o composto (7) realizou 3 intera¢cdes do tipo
n-rt Stacked com os residuos TRP86, TRP286 E TYR341, o composto (8) realizou 2
interacdes m-m stacked com os residuos TRP86 E TRP286, o composto (10) realizou
1 interacdo do tipo m-m stacked com o residuo TYR337, o composto (11) realizou 4
interacdes do tipo m-m stacked com os residuos TRP86, TRP286 e TYR337, e por
ultimo o composto (12) que realizou 2 interacdes do tipo n-m stacked com os residuos
TRP286 e TYR337.

Para as interacdes de hidrogénio, as porcdes hidroxila e carbonila dos
compostos possuem alta afinidade para esse tipo de interagdo, compondo
majoritariamente o quadro de interacdes, sendo essa favorecida pela caracteristica
catalitica do receptor, que pertence a classe das hidrolases (Cheung et al, 2012),
assim, o composto (5) realizou 3 interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio com os
residuos SER203, TYR341 e GLU202 (glutamato 202). O composto (6) duas
interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio com os residuos PHE295 (fenilalanina 295) e
TYR124 (tirosina 124). O composto (7) realizou 3 interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio, sendo 2 com o residuo TYR124 e uma com o residuo PHE295. O
composto (8) realizou 2 interacfes do tipo ligacdo de hidrogénio com os residuos
TYR341 e ASP74 (aspartato 74). O composto (10) realizou 4 intera¢des do tipo ligacéo
de hidrogénio com os residuos SER125, TRP86, TYR133 e GLU202. O composto (11)
realizou 3 interacfes do tipo ligacdo de hidrogénio com os residuos TYR341, ASP74
e TYR124, ja o composto (12) realizou 2 interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio com
os residuos PHE295 e TYR124.
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Figura 6: llustracé@o da interacéo do tipo m-m stacked entre o0 anel aromatico do composto (5) e TRP86

F

TRP86 -

Composto 5
y
- TN
N\
7)\
Fonte: O autor, 2024.

As interacdes do tipo m-alquil também apresentam grande relevancia para o
processo de docking ao tornar mais eficaz o acoplamento do ligante com a proteina
(Barreiro,2008). Os compostos (5), (7), (8) e (11) apresentaram as intera¢cdes do tipo
m-alquil, sendo que o composto 5 apresentou 3 interacdes, uma com 0s residuos
TYR337, outra com o TYR341 e outra com o PHE338. O composto (7) apresentou
apenas 1 interacéo do tipo m-alquil com o residuo TYR341. O composto (8) apresentou
2 interacdes do tipo m-alquil, sendo as 2 com o residuo PHE338, ja o composto (11)

apresentou apenas 1 interacdo do tipo m-alquil com o residuo VAL294 (valina 294).

As interacdes do tipo ligacdo carbono-hidrogénio podem possuir um papel
significativo na conformacédo da estabilidade formac&o do complexo ligante-receptor,
€ caracterizada por ser um tipo de interacédo dipolo-dipolo induzido fraco (Fokoue et
al,, 2020), dos compostos propostos o namero (6), (7), (8) (10), (11) e (12) efetuam
interacdes do tipo ligacdo carbono-hidrogénio, sendo o composto (6) e (12) com o
residuo TYR341, o composto (7) e (8) com o residuo TYR337, o composto (10) com
o residuo HIS447 e o composto 11 com o residuo GLY448 (glicina 448).

Das interacfes entre os ligantes e os residuos de aminoacidos observadas,
apenas o composto 10 ndo realiza interagdo com um algum residuo presente no PAS,
porém, possui uma interacdo direta com um dos residuos da triade catalitica (HIS447).

Uma vez que ha interacdo de ligantes ao Sitio Anibnico Periférico - PAS, a AChE sofre
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uma alteracdo conformacional, bloqueando a entrada da Ach no sitio ativo (Romeiro
et al., 2008; Silman, Sussman, 2008), logo os ligantes que apresentam interagdo com
algum residuo presente no PAS possui potencial de inibir a AChE, o composto (5)
(que apresenta interacdes com os residuos de aminoacidos TYR341 do PAS, e
SER203 da triade catalitica), o composto (6) (que apresenta interacbes com o0s
residuos de aminoécidos TYR341, TYR124 e TRP286 do PAS), o composto (7) (que
apresenta interacdes com os residuos de aminoacidos TYR341, TYR124 e TRP286
do PAS), o composto (8) (que apresenta intera¢cdes com os residuos de aminoacidos
ASP74,TYR341, TRP286 e TYR124 do PAS), o composto (10)(interacdo com HIS447
da triade catalitica), o composto (11) (que apresenta interacdes com os residuos de
aminoacidos ASP74, TYR341, TYR124, TRP286 do PAS). O composto (12), apesar
de efetuar interagbes com o PAS, apresentou uma interacdo desfavoravel que
possivelmente comprometeria a atividade proposta para 0os compostos, sendo
preferivel manté-lo para estudos posteriores cujo a, modificagdo estrutural e criacédo
de enantibmeros das moléculas modificadas podem ser usadas para esses testes,

assim como testes com outras proteinas.

A hibridizacdo de compostos que possuem potencial acdo farmacolégica vem
se tornando tematica central em muitas pesquisas, como a de Samadi e
colaboradores (2013), a qual combinou a porcdo Nbenzilpiperidina, presente no
donepezila com o ligante 2-amino-6-cloropiridina, e por meio de ancoragem molecular
obtiveram resultados satisfatorios quanto a inibicdo da hAChE. Mesmo potencial
observou-se no estudo de Bolea e colaboradores (2011), os quais utilizaram a porgao
benzilpiperidina da donepezila na hibridizacdo com a porcao indolilpropargilamino do
inibido da monoamino oxidase e 0 N-[(5-benziloxi-1-metil-1H-indol-2-il)metil]-N-
metilprop-2-yn-1-amina, obtendo resultados que sugerem que esses compostos sao
candidatos promissores a medicamentos para o tratamento da DA. O
desenvolvimento in silico de novas estruturas também introduziu novas classes de
moléculas para o tratamento da DA, como a ensaculina e o AP2238 pertencente a
classe das cumarinas, que através do docking molecular conseguiu-se determinar sua
atividade inibidora da AChE (Alipour, 2014).
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6 CONCLUSAO

A estratégia de manutencao da porcao hidroxil-fenil-carbonila nas estruturas
propostas mostraram-se eficazes, uma vez que todas as estruturas apresentaram pelo
menos uma interagao de ligacao de hidrogénio. Em contrapartida, a adicdo de cadeias
laterais contendo grupamentos aroméaticos forneceu interacdes do tipo w-m stacke, e
a adicdo de grupamentos aminas também favoreceu a formacao de interacdes do tipo

m-alquila.

Todos 0s compostos propostos apresentaram pontuacao fithess maior que a
pontuacao do acido vanilico, o controle positivo, mas apenas 6 obtiveram pontuacao
gue atendesse ao critério (pontuacéo fitness maior que 70), permitindo que fossem
selecionados melhores ligantes a proteina, porém néo sendo totalmente conclusivo,
uma vez que, ao avaliar as interacdes, foi possivel verificar a presenca de mais
grupamento ligantes que favorecem a acao de inibicdo da proteina. Portanto faz-se
necessario os estudos in vitro e in vivo para determinar o real valor dessas

modificacdes propostas.

A AChE, por possuir dois sitios passiveis de inibicédo (o sitio catalitico e o PAS),
possui uma ampla gama de possibilidades sendo, que dos 12 ligantes propostos, 6
mostraram-se promissores, entre eles os compostos 5, 8, e 11. Mostraram-se
promissores devido a quantidade interaces com os residuos de aminoacidos dos
sitios ativos. O composto 5, apesar de realizar apenas 1 interacdo com o PAS,
também realiza uma interacdo com o sitio catalitico principal, tendo potencial para um
efeito inibitério melhorado, abrindo portas para outros estudos tanto da
farmacodinamica in silico dessas moléculas quanto de testes in vitro, visando o

desenvolvimento de possiveis novos tratamentos da Doenca Alzheimer.
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