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Resumo:

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima
responsavel pela hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh). A AChE é um importante
alvo farmacolégico, uma vez que deficiéncias
em seu funcionamento estdo associadas a
diversos quadros patolégicos graves, como a
Doenca de Alzheimer (DA). Este trabalho teve
como proposito compreender o modo de
interacdo de inibidores potentes e seletivos
com atividade multialvo no sitio de ligacdo da
AChE, sintetizados por um grupo colaborador
da UFRGS, atravées de estudos de
atracamento  molecular. A  metodologia
envolveu as seguintes etapas: (i) selecdo de
conformagbes da proteina-alvo, (ii) estudo de
moléculas de agua estruturais, (iii) preparagéo
das estruturas, (iv) validagdo da metodologia,
(v) e estudos de ensemble docking. A
metodologia de ensemble docking utilizada
permitiu a observacdo de interagbes
importantes dos inibidores testados e outras
caracteristicas que auxiliaram no entendimento
da seletividade e poténcia das moléculas
investigadas.
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Introducdo:

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca
neurodegenerativa multifatorial progressiva
caracterizada por alteragcbes neuroldgicas,
degeneracdo e comprometimento da cognicéo
I E a causa mais comum de deméncia,
afetando de 4-8% da populacéo idosa e cerca
de 35 milhdes de pessoas em todo o mundo .
Por n&o possuir cura, a DA continua a ser um
importante alvo para o desenvolvimento de
novos farmacos. A acetilcolinesterase (AChE)
é uma enzima do tipo serina hidrolase. E
responsavel pela finalizacdo dos impulsos
nervosos nas sinapses colinérgicas através da
hidrélise do neurotransmissor acetilcolina

(ACh) Bl A AChE é um importante alvo
farmacologico para o tratamento da DA, dado
a perda de atividade colinérgica observada em
pacientes com DA ** e o papel da AChE na
aprendizagem e memoria sugerido por alguns
estudos *°. Atualmente, sua inibicdo é uma
das principais abordagens farmacoldgicas da
DA, sendo o0 mecanismo de ac¢do principal de 3
dos 4 farmacos aprovados pelo FDA (Food
and Drug Administration): donepezil
(Aricept®), rivastigmina (Exelon®) e
galantamina (Razadyne®, Reminyl®). O sitio
ativo da AChE é composto por uma triade
formada pelos residuos de aminoacidos S200,
H440 e E327, e é o responsavel pela hidrélise
da ACh. Além do sitio catalitico, a AChE
possui ainda outros 4 sitios: sitio anidnico
(W84, Y130, T330 e F331), sitio de ligacdo do
grupo acil (F288 e F290), sitio oxianibnico
(G118, G119 e A201) e sitio anibnico periférico
(PAS - peripheral anionic site, em inglés)
(D72, Y71, Y121, W279, Y334), que localiza-
se na entrada no sitio ativo, é altamente
flexivel e estd envolvido na modulacédo
alostérica do sitio ativo . Os inibidores
investigados nesse trabalho, sintetizados por
um grupo colaborador experimental de sintese
organica do Instituto de Quimica da UFRGS,
séo multialvo e baseados nas estruturas dos
farmacos (i) tacrina e (ii) tianeptina (Figura 1).
O (i) foi o primeiro inibidor da AChE a ser
aprovado para o tratamento da DA . Apesar
da descontinuidade de sua prescricdo por sua
hepatoxicidade, ainda é utilizado como base
para o desenvolvimento de novos farmacos
para a DA ®. O (i), por sua vez, é um
antidepressivo neuroprotetor que age na
recaptacdo de serotonina. Os compostos
avaliados se mostraram potentes para a
enzima AChE, obtendo valores de ICsy na
escala de nanomolar.

O objetivo desse trabalho é prever e investigar
0 modo de interacdo de inibidores potentes e
seletivos da AChE utlizando técnicas de
atracamento molecular.
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Figura 1 - Estruturas 2D da tacrina, tianeptina
e compostos hibridos de tacrina-tianeptina.

Metodologia:

Atualmente  existem diversas estruturas
tridimensionais da AChE disponiveis no banco
de estruturas Protein Data Bank (PDB) °*%. As
estruturas utilizadas nos estudos de ensemble
docking foram selecionadas seguindo critérios
pré-estabelecidos: (i) complexadas com
ligantes volumosos e flexiveis anélogos a
tacrina que interagissem tanto com o sitio ativo
da enzima quanto com o PAS, (ii) valor de
resolugdo menor ou igual a 3 A, e (i
diferentes conformacbes do residuo de
aminoacido W279 para representar a
flexibilidade conformacional do PAS. As
estruturas da AChE selecionadas para os
estudos de atracamento foram 1ZGC (Torpedo
californica)™, 2CKM (Torpedo californica)™? e
1Q83 (Mus musculus)™.  Nao foram
selecionadas estruturas de Homo sapiens por
nao haver complexos com inibidores de
tamanho similar aos que estdo sendo
avaliados. Apdés a selecdo, as estruturas
selecionadas foram alinhadas utilizando a
ferramenta super do programa Pymol ** para
investigar a presenca de moléculas de agua
estruturais altamente conservadas. Quatro
moléculas de agua (2004, 2027, 2067 e 2107,
no complexo 1Q83) foram utilizadas durante
0s estudos de atracamento molecular. Os
complexos foram preparados utilizando a
ferramenta PrepWizard/PROPKA ™! da suite
de aplicativos Maestro, definindo pH = 7 para a
predicdo dos estados de protonacdo dos
residuos de aminoacidos, respeitando o0s
estados de protonacdo ja descritos na
literatura: E202 e E327 carregados
negativamente e H440 neutra em ND1. Os
ligantes nativos (i.e. originalmente
complexados com a enzima durante a
obtencdo da estrutura experimental do
complexo) foram mantidos na cavidade da
enzima para otimizacdo da previsdo dos

estados de protonacao e da rede de ligacdes
de hidrogénio. Todos os ligantes foram
preparados através da ferramenta
LigPrep/Epik*® da suite de aplicativos Maestro
em pH = 7. Foram gerados os dois isdbmeros
possiveis para cada composto, devido a
presenca de um centro estereogénico no
grupo tianeptina. Para cada configuracao (i.e.
R e S), quatro conformacgBes de anéis foram
geradas, sendo selecionadas as duas de
menor energia potencial. O protocolo de
atracamento molecular utilizado neste trabalho
pode ser dividido em duas etapas: (i) estudos
de redocking e (ii) estudos de ensemble
docking. O estudo (i) teve por objetivo validar a
preparacao do sistema e o desempenho do
programa de atracamento em experimentos
com a enzima AChE. O estudo (ii) consistiu na
realizacdo de ensaios de atracamento em
cada estrutura representante com o objetivo de
incluir implicitamente a flexibilidade proteica.
Ambos os estudos foram realizados utilizando
o programa Glide *” (método XP docking -
Extra Precision Docking).

Resultados e Discusséo:

Através do alinhamento estrutural foi possivel
observar variacdbes conformacionais de
residuos de aminoacidos na regido do PAS
(Figura 2), principalmente do residuo W279,
que se apresentou em trés diferentes
orientacdes. A conformacado deste residuo de
aminoacido esta diretamente relacionada com
o modo de ligacao de diferentes inibidores com
0 PAS, indicando a importancia dos estudos
de ensemble docking considerando as trés
conformagbes selecionadas para simular
parcialmente a flexibilidade da proteina.

1ZGC

2CKM

Figura 2 — Diferentes orientagcdes do W279 nas
estruturas 1ZGC (azul), 2CKM (amarelo) e
1Q83 (rosa).

A validagdo do protocolo foi bem sucedida,
como mostram os resultados de redocking
(Tabela 1). A analise dos resultados mostra
que o protocolo de atracamento adotado
obteve sucesso em prever o correto modo de
ligagdo do grupo analogo a tacrina, presente
em todos os inibidores testados, validando o
protocolo de preparacdo das estruturas. Além
disso, foi observado que o estado de
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protonacdo do residuo de aminoacido E202
tem forte influéncia no sucesso de redocking,
pois ndo € possivel prever o correto modo de
ligacdo da tacrina no sitio ativo considerando
esse residuo neutro.

Tabela 1 - Resultados de redocking com e sem
aguas estruturais. Sao considerados sucessos
as solugbes que possuem RMSD (root mean
square deviation) menor ou igua a 2 A.

Glide
Complexo
GScore®  RMSD"

Com aguas -19.688 2.69
1Q83

Sem 4aguas -20.290 291

Com aguas -17.975 1.32
1Z2GC

Sem 4aguas -17.548 1.64

Com aguas 18.303 1.19
2CKM

Sem 4aguas -19.282 1.76

3 yalores dados em kcal/mol. ° valores dados
em A.

Os resultados dos ensaios considerando a
presenca das aguas estruturais se mostraram
melhores comparados aos experimentos sem
sua presenca. A presenca dessas moléculas
se mostra importante devido a participagdo na
rede de ligagbes de hidrogénio, principalmente
nos casos de grupos quimicos dos inibidores
gue interagem com a proteina por intermédio
destas moléculas de agua. Desta forma, as
guatro moléculas de agua foram consideradas
nos estudos posteriores de ensemble docking.
Nos estudos de ensemble docking com os
inibidores utilizando as trés conformacgbes
selecionadas da enzima AChE, o programa
Glide conseguiu prever o modo de ligacdo
reportado na literatura para o grupo analogo a
tacrina, presente nos inibidores testados,
caracterizado por: (i) -stacking com W84 e
F330, e (ii) ligacdo de hidrogénio entre o
atomo de nitrogénio positivamente carregado
do grupo tacrina com o oxigénio da carbonila
da cadeia principal do residuo H440. As
diferengas mais significativas entre os modos
de ligacdo preditos estdo relacionados com o
grupo tianeptina dos inibidores que se ligam ao
PAS.

Figura 3 - Modo de ligacédo do inibidor 2d (azul
claro) sobreposto ao encontrado para a bis-(7)-
tacrina (verde).

Através dos estudos de ensemble docking foi
possivel compreender como o tamanho dos
linkers de carbono influencia na afinidade dos
inibidores. Os resultados sugerem que a
porcdo variavel do ligante (n) (Figura 1)
composta por dois ou trés atomos de carbono
proporciona uma interacdo 6tima com toda a
cavidade enzimatica, uma vez que permite: (i)
as interacbes conservadas entre a porcéo
tacrina e a porcdo inferior da cavidade de
ligagdo, (i) a localizacdo da porcdo da
tianeptina na entrada da cavidade,
proporcionando interagdes importantes com o
PAS, e (i) a formacdo de ligagbes de
hidrogénio entre o grupo amida do ligante e os
residuos de tirosina no meio da cavidade do
sitio.

Através dos experimentos realizados foi
possivel identificar interacdes dos compostos
potentes com residuos de aminoacido
importantes da cavidade de ligacdo da enzima
AChE, permitindo um melhor entendimento
das propriedades que podem conferir poténcia
e seletividade aos compostos estudados.

Conclusdes:

O estudo de ensemble docking possibilitou
considerar parcialmente a flexibilidade dessa
enzima, dado que o Trp279 possui diferentes
orientagdes nas trés estruturas representantes
selecionadas. Utilizando esta estratégia, foi
possivel observar: (i) interac6es importantes
na cavidade de ligagdo da AChE; (ii) influéncia
do tamanho do comprimento do linker de
carbono na manutencdo de interacdes
importantes, e (iii) caracteristicas envolvidas
na seletividade e poténcia das moléculas
estudadas.
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