Sty o
24 opns 1 WS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE
UNIDADE ACADEMICA DE FiSICA E MATEMATICA
CURSO DE LICENCIATURA EM FiSICA

MARIELY KETHELI GARCIA DE QUEIROZ

APLICACAO DOS METODOS MD/MFCC NA CARACTERIZACAO DA
INTERACAO ENTRE INIBIDORES E ENZIMA NO CONTEXTO TERAPEUTICO
DA DOENCA DE ALZHEIMER

CUITE-PB
2023



MARIELY KETHELI GARCIA DE QUEIROZ

APLICACAO DOS METODOS MD/MFCC NA CARACTERIZACAO DA
INTERACAO ENTRE INIBIDORES E ENZIMA NO CONTEXTO TERAPEUTICO
DA DOENCA DE ALZHEIMER

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de
Licenciatura em Fisica da Unidade Académica de Fisica
e Matemdtica da Universidade Federal de Campina
Grande como requisito parcial para obtencdo do grau de
Licenciada em Fisica.

Orientador: Prof. Dr. Nilton Ferreira Frazdo.

CUITE - PB
2023



Q3a Queiroz, Mariely Ketheli Garcia de.

Aplicagdo dos métodos MD/MFCC na caracterizagdo da interagdo entre
inibidores ¢ enzimas no contexto terapéutico da doenga de Alzheimer. /
Mariely Ketheli Garcia de Queiroz. - Cuité, 2023.

50 f.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Licenciatura em Fisica) - Universidade
Federal de Campina Grande, Centro de Educagdo e Saude, 2023.
"Orienta¢do: Prof. Dr. Nilton Ferreira Frazao".

Referéncias.

1. Doenga de Alzheimer. 2. Acetilcolinesterase. 3. Alzheimer - métodos
computacionais. 4. Inibidores de enzima - Alzheimer. 5. Métodos
MD/MEFCC. 1. Frazdo, Nilton Ferreira. II. Titulo.

CDU 616.894(043)

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELO BIBLIOTECARIO Msc. Jesiel Ferreira Gomes - CRB-15/256




MARIELY KETHELI GARCIA DE QUEIROZ

APLICACAO DOS METODOS MD/MFCC NA CARACTERIZACAO DA
INTERACAO ENTRE INIBIDORES E ENZIMA NO CONTEXTO TERAPEUTICO
DA DOENCA DE ALZHEIMER

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de
Licenciatura em Fisica da Unidade Académica de Fisica
e Matemdtica da Universidade Federal de Campina
Grande como requisito parcial para obtenc¢do do grau de
Licenciada em Fisica.

Trabalho julgado e aprovado em:

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Nilton Ferreira Frazido
Orientador - UAFM/CES/UFCG

Prof. Dr. Joseclecio Dutra Dantas
Avaliador - UAFM/CES/UFCG

Me.. Amanda Marques de Lima
Avaliador - UFPE

Prof. Dr. Heron Neves
Suplente - UAFM/CES/UFCG



“Todos os seus sonhos podem se tornar realidade se

voceé tiver coragem para persegui-los.”

Walt Disney
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RESUMO

Compreendemos que as doencas neurodegenerativas, como o mal de Alzheimer, até entdo, ndo
existe cura. O mal de Alzheimer atinge especificamente dreas cognitivas do cérebro, onde causa
de inicio perda de memoria ocasionando uma diminui¢do do neurotransmissor acetilcolina.
Portanto, para elevar os niveis de Ach no cérebro, atualmente existem medicamentos que atuam
como inibidores da enzima acetilcolinesterase, responsavel pela degradacido da acetilcolina.
Nesse contexto, o propodsito deste estudo € explicar como os métodos de simulagdo
computacional empregam principios da Mecanica Classica e Quantica para modelar a interagdao
dos farmacos com o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase, com o intuito de validar o nivel
de afinidade dessas substancias na inibi¢do enzimatica. Obtendo ainda, a investigacdo in silico
das propriedades de interacdo de diversos inibidores, incluindo: Tacrina, Donepezil,
Galantamina, Rivastigmina e Fisostigmina com a enzima da acetilcolinesterase através da
estrutura com codigo 1F8U, para realizar os célculos cldssicos diante o Docking Molecular e
os célculos quanticos através do Método de Fracionamento com Capuzes Conjugados. Os
resultados obtidos pelo docking molecular foram de interagdes estaveis, enquanto os calculos

quanticos foi possivel proceder uma analise mais quantitativa.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, acetilcolinesterase, métodos computacionais.



ABSTRACT

We understand that neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease, currently have no
cure. Alzheimer's disease specifically affects cognitive areas of the brain, initially causing
memory loss leading to a decrease in the neurotransmitter acetylcholine. Therefore, in order to
elevate Ach levels in the brain, there are currently medications that act as inhibitors of the
acetylcholinesterase enzyme, responsible for the degradation of acetylcholine. In this context,
the purpose of this study is to elucidate how computational simulation methods employ
principles of Classical and Quantum Mechanics to model the interaction of drugs with the active
site of the acetylcholinesterase enzyme, with the aim of validating the level of affinity of these
substances in enzyme inhibition. Furthermore, it involves an in silico investigation of the
interaction properties of various inhibitors, including Tacrine, Donepezil, Galantamine,
Rivastigmine, and Physostigmine, with the acetylcholinesterase enzyme using the structure
with code 1F8U, to perform classical calculations through Molecular Docking and quantum
calculations using the Conjugate Hooded Fractionation Method. The results obtained from the
molecular docking revealed stable interactions, while the quantum calculations allowed for a

more quantitative analysis.

Keywords: Alzheimer's disease, acetylcholinesterase, computational methods.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) foi apresentada no ano de 1906 pelo alemdo Alois
Alzheimer, sendo o primeiro psiquiatra que estudou os sintomas em August Deter , um paciente
afetado por esta doenca. A doenca de Alzheimer (DA) € uma generalizac@o do sistema nervoso
central, levando-o uma das causas mais comuns de deméncia nos idosos. Assim, atingindo cerca
de 60% a 80% dos casos, no entanto, essa ndo é uma consequéncia normal na velhice.
Independentemente de que, o fator de risco aumenta com a idade, € visto um crescimento de
casos em pessoas mais jovens, diante pesquisas, tem se afirmado que 2000.000 americanos
abaixo de 65 anos desenvolveram Alzheimer precoce (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021).

A cura para a doenga de Alzheimer ainda permanece desconhecida, apesar de inimeros
estudos realizados ao longo dos anos. No entanto, a comunidade cientifica estd constantemente
empenhada em aprimorar o tratamento e a qualidade de vida dos pacientes. Pesquisadores
continuam sua busca incansével, dedicados a identificar e compreender os sintomas da doenga,
com o objetivo de aperfeicoar a qualidade de vida das pessoas afetadas por esse disturbio
(CAETANO; SILVA; SILVEIRA, 2017).

A causa exata do desenvolvimento da doenca de Alzheimer ainda nio é completamente
compreendida, no entanto, algumas alteracdes distintas sdo frequentemente associadas a essa
condicdo. Estas incluem a formacdo anormal de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares
no cérebro. Essas anomalias podem estar relacionadas a reducdo das células nervosas, o que
resulta em declinio cognitivo e uma diminui¢do no tamanho do cérebro (ABRAZ, 2019).

As placas senis, também conhecidas como beta-amiloide, sd3o marcadores de
neurofisiopatologia mais reconhecidos para a identificacdo da doenca de Alzheimer e sdo
resultados do metabolismo anormal da proteina precursora de amildéide (APP) (MARTELLI;
MARTELLI, 2014). Além de desempenharem um papel crucial como marcador, sua formagao
causa danos aos neurdnios e prejudica o sistema de transporte de nutrientes e outros materiais
(ENGEL, 2017).

A abordagem terapéutica para esta doenca visa aprimorar a hipofung¢do colinérgica, e, até
agora, a estratégia mais promissora tem sido a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE),
que € responsdvel pela degradacdo da acetilcolina (ACh).

H4 uma variedade de medicamentos que t€m como alvo as sinapses colinérgicas,

podendo influenciar a enzima AChE, inibindo-a ou reativando-a, bem como afetar os receptores
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de acetilcolina (ACh) como agonistas ou antagonistas. Os medicamentos que demonstram
capacidade de inibicdo s@o geralmente denominados como anticolinérgicos. A seguir,

forneceremos mais informagdes sobre os medicamentos em investigagao.

1.2 FARMACOS

1.2.1 Tacrina

Em 1993, a tacrina tornou-se o primeiro medicamento a obter aprovacdo para o
tratamento da doenca de Alzheimer. Essa substincia atua como um inibidor reversivel da
acetilcolinesterase (AChE) de a¢do central. No entanto, o uso generalizado da tacrina foi restrito
devido a uma série de efeitos colaterais indesejados. Os pacientes que faziam uso desse
medicamento precisavam ser submetidos a monitoramento sanguineo regular devido ao risco
de hepatotoxicidade. Posteriormente, foram aprovados medicamentos com melhor tolerancia e

uma programacao de dosagem mais conveniente.

1.2.2 Donepezil

Em 1996, o donepezil recebeu aprovacdo para o tratamento da doenca de Alzheimer
leve a moderada. Este medicamento € classificado como um inibidor reversivel da
acetilcolinesterase (AChE) baseado em piperidina. Além disso, ha especulacdes sobre o
donepezil possuir um mecanismo de agdo adicional que vai além da simples inibicdo da
acetilcolinesterase. Acredita-se que o donepezil nao atue apenas no nivel neurotransmissor, mas
também em niveis moleculares e celulares em quase todos os estagios envolvidos na patogénese

da doenga de Alzheimer.

1.2.3 Galantamina

7z

A galantamina é conhecida por sua capacidade de agir principalmente através da
sensibilizacdo dos receptores nicotinicos de acetilcolina, em vez de promover uma melhoria
geral na neurotransmissao colinérgica por meio da inibi¢do da acetilcolinesterase (AChE). Em
fevereiro de 2001, obteve aprovagdo para o tratamento da doenca de Alzheimer leve e
moderada, tornando-se o medicamento mais recentemente aprovado para o tratamento dessa

condigdo.
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1.2.4 Rivastigmina

A rivastigmina € uma molécula de pequeno porte, o que lhe confere uma fécil
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Em 2000, recebeu aprovagao para uso no
tratamento da doenca de Alzheimer. Em 2007, a rivastigmina passou por uma reformulacdo,
sendo disponibilizada por meio de um sistema transdérmico. Isso resultou em uma reducao
significativa dos efeitos colaterais gastrointestinais quando comparada a sua forma de cépsula

oral.

1.2.5 Fisostigmina

A fisostigmina foi pioneira como o primeiro inibidor da acetilcolinesterase a ser
explorado no contexto do tratamento da doenca de Alzheimer. Originalmente utilizado no
tratamento do glaucoma, devido a sua capacidade como inibidor reversivel da AChE e sua
habilidade de atravessar a barreira hematoencefdlica, a fisostigmina foi posteriormente

submetida a testes para o tratamento da doenga de Alzheimer.

1.3 ESCOPO DO TRABALHO

Neste trabalho serd abordado sobre estudos da interag¢do de inibidor e enzima diante do
tratamento da doenca de Alzheimer (DA), por meio de simulacdes da modelagem molecular
com ferramentas computacionais. Apresentando uma estrutura textual de quatros capitulos.

Como notorio, no capitulo 1 € apresentado alguns topicos sobre a doenca do Alzheimer
e a teoria dos farmacos que foram utilizados na busca dos resultados da pesquisa.

O capitulo 2 faz referéncia a teoria fisica abordada para o procedimento das simulagdes
da modelagem molecular. Para inicio, temos os métodos cldssicos, que descrevem sobre a
Mecanica Molecular e Docking Molecular. Posteriormente, os métodos quanticos explicando a
Teoria do Funcional da Densidade. Por fim, cita-se os softwares que foram utilizados durante a
pesquisa.

No capitulo 3, é descrito sobre a caracteriza¢io do sitio ativo enzimdtico; os métodos
do passo a passo para a obtencao e preparos das moléculas. Os resultados foram obtidos sendo:

as conformacgdes energéticas através do Docking Molecular, e diante disso, as interagdes da
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proteina-ligante. Em seguida, os resultados sdo realizados por meio do Método de

Fracionamento de Capuzes Conjugados (MFCC).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MECANICA MOLECULAR

A mecanica molecular é um procedimento que permite ajustar os angulos e
comprimentos das ligacdes entre os dtomos de uma molécula original, gerando novas
conformagdes por meio de cdlculos de energia correspondentes. Este programa identifica as
alteracdes que levam a estruturas mais estaveis, com menor energia estérica, e encerra 0s
célculos quando as modificacdes na estrutura mais estdvel, em comparacdo com a molécula
original, ndo produzem mudancas significativas na energia, e tendo assim, o objetivo de prever
a energia associada a uma determinada conformacdo de uma molécula (CARVALHO et al,
2003).

Entdo, a Mecanica Molecular aprimora-se em teorias classicas, através da aproximacao
de Born - Oppenheimer,esta que € uma representacdo da energia potencial, onde os seus
minimos e maximos variam de acordo com as posicoes dos nticleos. Inicialmente, obtemos um
ponto de minimo global, mas a medida que a andlise avanca, percebemos que essa configuracio
€, na verdade, apenas um minimo local em relacdo a outro ponto, até que a convergéncia seja

alcancada em uma conformagdo molecular mais estavel (COELHO et al., 1999).

2.2 DOCKING MOLECULAR

A técnica de Docking molecular, que € referida como atracamento molecular, envolve
arealizac¢do de experimentos in silico (computacionais) com o propdsito de simular a interacao
entre duas moléculas, resultando na formacdo de complexos proteina-ligante ou mesmo
proteina-proteina (VERLI, 2014). O principal propdsito das investigacdes de docking consiste
em adquirir diversas conformacdes do modo de ligacdo do ligante no sitio ativo do receptor,
bem como quantificar a energia de ligagcao entre o complexo receptor-ligante (KITCHEN et al.,
2004).

Os célculos através do Docking Molecular podem ser fundamentais para melhorar as
chances de descobrir novos inibidores de proteinas essenciais em patdgenos. Isso pode ocorrer
ao permitir a antecipagdo de como um composto pode se ligar ao alvo, identificando entdo seu
local de ligag@o e as possiveis interacdes que poderiam haver neste sitio de ligacdo. (MENG et

al., 2011). Diante disto, é estabelecido um processo fundamental para esses cdlculos que
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envolve dois passos: (1) previsdao da conformacgdo, posicao, orientacdo do ligante dentro dos
sitios e (2) avaliacdo da afinidade de ligagao.

Portanto, os algoritmos empregados em programas de docking tornaram-se mais
sofisticados, levando em conta a flexibilidade do ligante, o que, por conseguinte, aprimora a
qualidade e a precisdo do método (RODRIGUES et al. 2012). Neste trabalho, utilizamos uma
varia¢do do algoritmo genético convencional, denominada Algoritmo Genético Lamarckiano
(LGA), que incorpora a combinacido de minimos globais e busca de minimos locais dentro da
populacdo proxima ao individuo em considera¢do. Essa abordagem estratégica amplia as

perspectivas de obter resultados favordveis no desfecho do processo. (MORRIS et al., 1998).

2.3 EQUACAO DE SCHRODINGER

Em 1926, foi divulgada a equacdo de Schrddinger, que se trata de uma férmula
matematica utilizada para descrever a propagacdo de ondas na matéria, como no caso dos
elétrons e outras particulas. Similarmente as Leis de Newton, a equacdo de Schrodinger nao
pode ser empiricamente comprovada, sendo sua valida¢ao dependente da concordancia com os
resultados de experimentos (TIPLER; LLEWELLYN, 1933).

Essa equacgdo estabelece que se conhecermos a funcido de onda total ¥ (r,t) teremos
acesso a todas as informagdes de um estado especifico do sistema sujeito a um determinado
potencial externo V(r). se analisarmos, um sistema molecular composto por N elétrons e M
nucleos. Portanto, os elétrons sdo caracterizados por suas coordenadas individuais 7; € os
nicleos por R;, assim cada elétron possuird um valor de spin representado como s;. Diante

disto, podemos expressar da seguinte maneira:

oW (r,t)

h2 o .
— V@) +VO¥(t) =ih——. (2.1)
Sendo possivel reescrever a equacdo 2.1 da seguinte maneira:
h? . 0¥ (1t
|- =72+ V)| ¥ = in 0 (2.2)

Se reformulamos o Hamiltoniano H, isso nos leva a:
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A-[-Lr2+v) 2.3)

Logo, a equacao de Schrodinger € dada como:

¥ (r,b)

H¥Y(r,t) = ih o

(2.4)

Portanto, quando lidarmos com potenciais independentes do tempo, podemos separar as

solucdes desta equacdo em um produto entre a parte espacial e a parte temporal:

w(r,t) = ¥(r) exp (). (2.5)

Assim, podemos expressar a Equacdo de Schrodinger independente do tempo da

seguinte maneira:

A% (r) = E¥(r). (2.6)

Com isto, teremos “E” como a energia total do sistema, e que a equagdo de Schrodinger
consegue ser resolvida a partir do seu Hamiltoniano H. (ASHCROFT; MERMIN, 2011; Kittel,
2007; KOHN, 1999).

2.4 O PROBLEMA DE MULTICORPOS
Para os sistemas compostos por numerosas particulas, como moléculas, a simplicidade

da equacdo de Schrodinger se dissipa ao escrever o hamiltoniano para um sistema que inclui N

elétrons e M niicleos (FRAZAO, 2012):

N _ _ VN 12 _yM 1 p2 N N 1 M M ZaZp
H=-Xt1 SV —2Za=1 YL + =1 2y ) |+2A=1 Yp>a T
LoXe, 2.7)
1=1 A=1 .

|ri— Ral’
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O potencial externo V,,;(r) de um sistema de particulas interagentes € determinado
unicamente pela densidade do estado fundamental py(r) do sistema. Portanto, de forma

simplificada diante da equacgdo 2.7, teremos:

H=T.() + Tv(R) + Ven(r, R) + Voo (). (2.8)

Contudo, devido a complexidade do Hamiltoniano, fica claro que a obten¢do de uma

solugdo analitica para a Equacdo de Schrodinger € praticamente enigmatico.

2.4.1 Aproximacao de Born

A aproximagdo de Born - Oppenheimer envolve, essencialmente, a subdivisdo do
sistema hamiltoniano, segregando o movimento dos nucleos do movimento eletronico. Esta
abordagem pressupde que a massa dos nicleos atdmicos € significativamente maior do que a
dos elétrons, mas, consequentemente, suas velocidades s@o muito menores, o que permite
considerar os niicleos como praticamente fixos.

Assim, ao considerarmos o movimento nuclear em comparagdo com o movimento
eletronico, a energia cinética do sistema € atribuida principalmente aos elétrons. No entanto,
temos a seguinte forma:

1

“¥l, V=0, 2.9)

Adicionalmente, tratando os nicleos como praticamente estaciondrios, a intera¢ao entre
os nucleos permanecerd constante, resultando no potencial entre eles dependendo de suas

coordenadas:

ZaZ
yM . oYM, Z22E = constante = vy, (2.10)
|[RARB|

Logo, o Hamiltoniano serd escrito como:

- 1 1 z
H=-3Y, -+3L Y% ——+tvm -2 Yo —
2 |rl— T | ITi— Ral

@2.11)
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Ao reescrevemos de uma forma mais compacta, temos:

A~

A= et V;ze +I7nn+]7ne- (2.12)

Assim, a equacdo de Schrodinger serd expressa da seguinte forma:

H¥Y () =EY(). (2.13)

2.5 TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

A Teoria do Funcional da Densidade (DFT), também conhecida como Teoria do
Funcional da Densidade Eletronica, € uma abordagem da mecanica quantica empregada na
analise da estrutura eletrOnica de sistemas multi elementos, tais como atomos, moléculas e
materiais condensados. Esta teoria permite a determinacdo das propriedades de sistemas com
multiplos elétrons por meio da utilizacdo de funcionais (SCHOLL, et al., 2009).

Contudo, a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) surgiu somente na década de 1960,
quando Hohenberg e Kohn (1964) estabeleceram que a energia total no estado fundamental se
relaciona de forma exclusiva com a densidade eletronica n(r), sendo que esta densidade
eletronica minimiza a funcional de energia. O marco mais substancial ocorreu no ano
subsequente, quando Kohn e Sham (1965) formularam a equacdo de Kohn-Sham, cuja solu¢ao

autoconsistente permite o cdlculo da densidade eletronica n(r) no estado fundamental.

2.5.1 Teoremas de Hohenberg-Kohn

Portanto, Hohenberg (1964) e Kohn (1965) apresentaram dois teoremas mateméticos
como base para a Teoria do Funcional da Densidade, que evidenciam que a energia do estado
fundamental pode ser expressa como um funcional que depende exclusivamente da densidade
eletrOnica.

O Primeiro Teorema afirma que, com base na densidade eletronica de um sistema, o
potencial externo correspondente € exclusivamente determinado. Enquanto, o segundo teorema
estabelece uma propriedade crucial do funcional: a densidade eletronica que minimiza a energia
do funcional global representa a verdadeira densidade eletronica associada a solugdo completa

da equacao de Schrodinger.
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2.5.1.1 Prova do Primeiro Teorema de Hohenberg- Kohn

(;2 e p®

Entdo, para provarmos isto, Vamos considerar que dois potenciais externos, v oxt>

e.
levam ao mesmo estado fundamental com densidade eletronica py(r). No entanto, seus

respectivos Hamiltonianos produzem func¢des de onda diferentes para o estado fundamental.

Isso implica que, uma vez Wél)nﬁo é um autovetor fundamental do Hamiltoniano H®), temos

0 seguinte cendrio:

EW = (wOpoy®) < (p®|pojy®) (2.14)

Portanto, como o estado fundamental se torna ndao degenerado, teremos agora:

(l{lo(l)lﬁ(l)lwo(l)) —F® < (qz(fz>|p1(1)|q;0(2>) — g
< (%(2)|H(2> + 7@ — 17(2>|w(§1))

—E@ 4+  pom)|v) - v

ext

]dr. 2.15)

De modo correlativo, pode-se fazer:

2 1
EQ<EO+[  pom)|vs - vS]ar. (2.16)
Logo, diante das inequagdes, temos:
E@+ED < EW 4+ E@ (2.17)

Essa contradi¢@o evidencia a validagdo do teorema, uma vez que os potenciais externos

ndo podem apresentar discrepancias, a menos que sejam diferenciados por uma constante.

2.5.1.2 Prova do Segundo Teorema de Hohenberg- Kohn

Inicialmente, evidenciamos a energia total como meio de densidade, assim tendo:
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Eyk(p) = Fug(p) + f d3l7ext(")ﬂ(7')- (2.18)

Teremos o Fyg denominado como Funcional Universal de Hohenberg-Kohn, o qual

apresenta a menor energia do sistema:
Fyg = T[P] + ?int[p] = (iplT + I7l'nt|llu) . (2.19)

Logo, diante de um sistema com densidade p( (r), funcional de energia igualitdrio ao

Hamiltoniano por meio de um estado fundamental unico, temos:
E® =gD[p®] = aO|A®|p®)  (2.20)
Se considerarmos entio em um sistema arbitrario, encontramos:
E@ =EP[p®] = @OA®|w®) = (221
Por fim, averiguamos que:
ES) < EX) (2.22)
2.6 O FORMALISMO DE KOHN- SHAM

No ano de 1965, Walter Kohn e Lu Jeu Sham, em seus estudos, propuseram o conceito
conhecido como o "Grande Ansatz de Kohn-Sham". Segundo esse principio, a densidade
eletronica no estado fundamental de um sistema nao interagente € idéntica aquela em um
sistema interagente.

Portanto, a aproximac¢do de Kohn-Sham (1965) tem como objetivo substituir as

interacdes em um sistema de muitos corpos que obedecem ao hamiltoniano.

g 1 2 Ze? 1 e? 1 V_iz 1 Z1Zje?
H= ZZi 4 +Zi,1 r—Ril +22i¢j _|ri—rj| 221 o +221¢] —|Ri—Rj| (2.23)
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Logo, esta abordagem de Kohn-Sham visa substituir um sistema mais complexo por um
sistema auxiliar com uma resolucao mais simples. De acordo com Kohn e Sham, a densidade
no estado fundamental de um sistema interagente é equivalente a de um sistema ndo interagente.
No entanto, é importante observar que ainda se faz necessdria a incorporagdo de termos de
muitos corpos no Hamiltoniano para que se obtenha uma descri¢do completa de sistemas reais,
particularmente sistemas multi-eletronicos, através de um conjunto de particulas independentes.

O hamiltoniano dd a definicdo de um sistema de particulas independentes para a

execucao atual dos calculos:

A

Aaux = =372 + V() (2.24)

Posteriormente, estabelece-se o funcional para um limite de densidade, onde a

densidade do sistema auxiliar é calculada somando os quadrados dos orbitais:
p(r) =% imI? (2.25)
tendo Tycomo a energia cinética de particulas independentes:
To=—3, @72l =53, vy |2 26)
a interacdo da densidade eletronica serd dada como:

Enartree = lf f d37"d37"w 2.27)

2 |r—r1|

Para a interacdo do problema de muitos corpos, esta aproxima¢ao de Kohn-Sham
apresenta com o objetivo de reescrita da expressdo da energia do estado fundamental de

Hohenberg-Kohn,como:

EKS = Ts[p]"'f dBTVext(r)p(r) + EHartree [,0] + EII + Exc [P] (2-28)

Ao comparar a energia de Hohenberg-Kohn e a energia de Kohn-Sham, temos oFE,.

descrito como:
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Exclp]l = (T> — Ts[p] + (vint> — Eyartreelp]-  (2.29)

Com isso, diante do E,.[p] encontra-se a energia exata do estado fundamental de varios

elétrons, o que ocasiona na resolu¢do de Kohn-Sham para as particulas independentes.
2.7 EQUACOES DE KOHN- SHAM

Em 1965, Kohn e Sham propuseram equag¢des que viabilizaram a incorpora¢do da
Teoria do Funcional da Densidade (DFT) em softwares de computacaio(KOHN; SHAM, 1965).
Esta equagdo pode ser interpretada como a equagdo de Schrodinger aplicada a um sistema
ficticio composto por particulas que ndo interagem entre si. Nesse sistema ficticio, a densidade
eletronica gerada é equivalente a do sistema original real, composto por particulas reais que
interagem entre si. Contudo, a defini¢do da equacdo de Kohn e Sham (1965) foi dada como o

potencial externo efetivo vesf(r), sendo que suas particulas ndo interagentes se movem,tendo

entio:
N 1
sy (1) = [ =372 + vepe (0| i) = &%, (2.30)
Temos o potencial efetivo como:

Verr() =v(r) + [ LD Gy 4+ v (7). (2.31)

|r=71]
Assim, Kohn e Sham propuseram a solucao da densidade de carga,sendo:
p(M =%L; W) 2 (2.32)

Para a energia total do estado fundamental, temos:

Elp] =Tlpl+[ p@v@)dr+ %f [ DT gy (2.33)

|[r—1|
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Portanto, se reescrevemos a equagao anterior, em duas componentes tendo Tg[p] como
a energia cinética e E,.[p] como as interagdes eletronica e a correcdo da energia cinética em

relacdo a troca e correlacdo, assim:

Elpl=Tlpl+[  pwmdr+3[ [ ED20drdr' +E.lp].  (2.34)

|r—r

Desta forma, a energia total do estado fundamental na equacdo de Kohn- Sham, sera:

Elpl =% &a-3f [ “2%brdr'—[  p(rve()dr +Ex[p].  (235)

[r=r1|

Logo, v,.(r) é dado como o potencial de troca e correlagdo, apresentando sua defini¢cdo

como:

OExc
vy (r) = S22 (2.36)

2.8 APROXIMACAO DA DENSIDADE LOCAL

A abordagem proposta por Kohn e Sham (1965), pressupde que a densidade de carga
p(r) varie suavemente, permitindo assim que a energia de troca e correlagdo E,,.seja aproximada
pela energia de um sistema homogéneo de elétrons modulada pela densidade, e € expressa da

seguinte maneira:

Ex2=[  p() [pM]ldr . (2.37)

Considerando que a energia de troca individual de cada elétron, conhecida como E,,
pode ser determinada de maneira exata para um gis homogéneo. No entanto, o funcional de
correlagdo E.ndo possui uma forma analitica conhecida, levando a necessidade de se utilizar a
Aproximacdo da Densidade Local (LDA) com base na parametrizacio de resultados obtidos
por meio de cdlculos de Monte Carlo quantico.(PEDROZA, 2006). Tendo, entdo o funcional

de troca-correlagdo como:

E.. =E, +E,. (2.38)
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Desse modo, a energia de troca E, € precisamente determinada para o sistema de
elétrons ao utilizar fun¢des de onda planas da energia de troca de Hartree-Fock (KOHN;

SHAM, 1965). Assim, resultando:

1
Ex[p] = = (@3n?(r)) 3 (2.39)
2.9 APROXH\/IACAO GENERALIZADA DO GRADIENTE DA DENSIDADE

Além do método LDA, Kohn e Sham (1965) exploraram uma abordagem para estender
a energia de troca em um sistema de elétrons gasosos com uma densidade n(r)composta de
ny(r)e uma pequena variacdo én(r). No entanto, os resultados obtidos por eles encontraram
dificuldades significativas devido ao truncamento empregado, que acabou por infringir as
condi¢des necessdrias para a soma dos termos de troca e correlagao.

Portanto, existem aproximacgdes de gradientes significativamente mais eficazes do que
a abordagem LDA. Estas sdo conhecidas como aproximagdes de gradiente generalizado (GGA),

pertencendo a uma categoria de funcionais semi-locais com a seguinte estrutura:

Eict =] pMf [p(),Vp()]dr . (2.40)

Nessa equagdo, f representa uma fungdo que depende das densidades p(r) e dos
gradientes Vp(r), descrevendo assim os efeitos da falta de homogeneidade (PERDEW; YUE,
1986; PERDEW; BURKE; WANG, 1996).

2.10 METODO DE FRACIONAMENTO MOLECULAR COM CAPS CONJUGADOS

E de extrema importincia desenvolver técnicas altamente precisas e eficazes para
analisar sistemas bioldgicos, especialmente considerando o grande nimero de atomos
envolvidos. A mecanica quantica se torna a abordagem fundamental para uma anélise detalhada
das interagdes de energia em sistemas proteicos (MOTA, 2016). O estudo de MFCC, possibilita
a observagao das interac¢des entre residuos de aminodcidos e o receptor, permitindo a avaliacao

do nivel de energia em um complexo estavel.
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Portanto, para o inicio do processo temos o complexo formado pela proteina e pelo
ligante em que é desmembrado em componentes menores, preservando a integridade estrutural
da molécula. No processo, certos aminoacidos vizinhos (conhecidos como CAPs) e suas
ligagdes peptidicas sdo retidos dentro do complexo.

Assim, para a abertura dos calculos, temos o primeiro fragmento, R;_{R;R;.1 + L,
incluimos o residuo antecessor e posterior de , R; como o ligante representado por "L", que
interage com o receptor de cédigo 1F8U. No segundo fragmento, R;_;R;R;,; removemos o
ligante. No terceiro fragmento, R;_1R;; + L, removemos apenas o residuo principal. Por fim,
no quarto fragmento, R;_{R;;; conservamos somente os caps. ApOs essa selecdo, os
fragmentos sdo submetidos ao Materials Studio para calcular suas energias individuais. Os

resultados obtidos sd3o combinados na seguinte equacao:

E;i(Ri —L)= (Ri_1R;Rj4y1 + L) — (Ri_1R;R;+1) — (Ri_1Riy1 + L) + (R;_1R;41) (2.41)

A variavel E;(R; — L) ( representa a energia total do sistema fracionado. Importante
notar que os residuos vizinhos e os caps desempenham um papel 6 fundamental nesse processo,
fornecendo informacdes essenciais sobre o ambiente eletronico e quimico onde o residuo

principal € realizado (ZHANG; ZHANG, 2003).

2.11 PROGRAMAS UTILIZADOS

2.11.1 Chemspider

O Chemspider é um aplicativo que permite pesquisar o banco de dados de quimica do
Royal Society of Chemistry. Podendo ser encontrados diversas estruturas, pelo nome ou até

mesmo codigo. Portanto, apresentam relevantes informacdes relacionadas a estrutura das

moléculas, como nome quimico, nome comercial, propriedades fisicas.
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Figura 01 - Interface do site Chemspider.

Home A Web APIs Help & Signin

ChemSpider -

Search and share chemistry

For medical information relating to Covid-19, please consult the World Health Organisation or local healthcare provision.
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ChemSpider ID 1859

EIEIE —

Fonte: Chemspider, 2023.

2.11.2 Protein Data Bank

O Protein Data Bank (PDB) € um banco de dados que fornece estruturas de moléculas
tridimensionais juntamente com diversas informacdes acerca das caracteristicas fisico-
quimicas. A estrutura da molécula da acetilcolinesterase com cédigo 1F8U utilizada neste

trabalho foi obtida através deste banco.
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Figura 02 - Interface do site Protein Data Bank.
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& Download Explore E =2 PDB-101 h

NEW )

W Learn Features [ R

232 Training
y % Q\\\\ RSV Fusion Glycoprotein

Resources

Fonte: Protein Data Bank, 2023.

2.11.3 Discovery Studio

O Discovery Studio € um software multifuncional que proporciona uma variedade de
recursos, incluindo a capacidade de realizar simulacdes de sistemas envolvendo pequenas
moléculas e macromoléculas.conta com varias ferramentas, como: macromolecules tools
(trabalha com sequéncias e estruturas de proteinas, bem como sequéncias e estruturas de
nucleotideos),receptor-ligand interaction tools (prepara e analisa os locais de ligacdo do
receptor, ligantes e fragmentos de docking e andlise dos resultados do docking), e entre outros

(LIPINSKI; LOMBARDO; W. DOMINY, 1997; DISCOVERY STUDIOS, 2023).
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Figura 03 - Interface do Discovery Studio.

e atime——

Fonte: Discovery Studios, 2023.

2.11.4 Materials Studio

O Materials Studio 8.0 é empregado para conduzir cdlculos de alta precisdo abrangendo
propriedades eletronicas, pticas, vibracionais e energia de absor¢do.No interior deste software,
estdo disponiveis alguns moddulos como, o software Forcite, que fornece uma ferramenta
abrangente para a anélise de uma ampla gama de sistemas, baseia-se na principal aproximagao
de que a superficie de energia potencial, na qual os nidcleos atdmicos se movem, pode ser
representada por meio de um campo de forga cldssico. Por outro lado, 0 médulo Dmol3 permite
a modelagem da estrutura eletronica e energética das moléculas por meio do uso da Teoria da
Densidade Funcional (DFT), o que resulta em resultados altamente precisos e reduz
significativamente os custos computacionais.Sendo a base utilizada neste trabalho (CLARK et

al., 2005; MATERIALS STUDIO, 2023).
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Figura 04 - Interface do Materials Studio
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Fonte: Materials Studio, 2023.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Em 1991, Sussan e sua equipe divulgaram a primeira representacdo tridimensional da
acetilcolinesterase, sendo entdo o avango que catalisou novas direcdes de investigacdo
(SILMAN; SUSSMAN, 2008). Assim, tornando-se vidvel para o procedimento da descoberta

de novos farmacos.

Figura 05 — Mondmero da acetilcolinesterase: uma proteina que contém 537 aminodcidos e

consiste de uma mistura de 12 folhas f envolvidas por 14 a-hélices.

Fonte: SILMAN; SUSSMAN, 2008.
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A Acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima reguladora que completa a transmissdo dos
impulsos nervosos nas sinapses, hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina. Esta é uma
funcdo critica no controle da transmissdao dos impulsos nervosos, que, se inibida, normalmente
resulta na morte de um organismo muito rapidamente (ALBUQUERQUE et al., 2006;
PATOCKA et al., 2005).

Encontrada nos sistemas nervoso central (SNC) e periférico (SNP), e mais proeminente
nas dreas pOs-sindpticas das juncdes neuromusculares, onde ocorrem as interagdes entre os
nervos e os musculos.(McCHARDY et al., 2017). A AChE apresenta um sistema catalitico
altamente eficiente, capaz de hidrolisar até 6 x 105 moléculas de ACh a partir de uma tnica
molécula da enzima, por minuto (PETRONILHO, 2011).

Em relagdo, a estrutura da AChE o seu sitio ativo sera constituido por multiplos subsitios
sendo: o esterdico, uma cavidade oxianion, um subsitio anidnico, e a ligacdo de colina e um
subsitio anidnico periférico. Porém, o esterdico, ou como chamado de triade catalitica e a
ligacdo de colina esses estabelecem ligacdes, de maneira correspondente ao grupo carbonilico
e amoOnio quaternério da Ach. Este sitio de ligacdo de colina, se encontra a uma distancia de 14
A do sitio ativo (KRYGER et al., 1998).

No sitio ativo da enzima os trés principais residuos de aminoacidos Ser200, Glu327 e
His440 sao primordiais na atividade catalitica e que juntos sdo reconhecidos como uma triade.
Destacando-se o Trp 84 tendo uma interagdo cition com o grupo quaternario e o Phe330 sendo
incluidos no reconhecimento de ligantes quaternérios. Enquanto, os aminoécidos Tyr70 e o Trp
279 sdo contribuintes para o sitio periférico situado na entrada da cavidade e atuando como um
redirecionamento do trafego molecular, direcionando o substrato para o sitio ativo (HAREL et

al., 1993).

3.1.1 Obtencao da Estrutura Enzimatica

A selecdo da estrutura enzimdtica empregue para os experimentos de Docking
Molecular partiu do banco de dados Research Collaboratory for Structural Bioinformatics -
Protein Data Bank (RCSB/PDB), empenhada para execucao dos cdlculos por meio do ab initio.
A estrutura tridimensional obtida foi a da enzima acetilcolinesterase, uma hidrélise de c6digo
1F8U, com resolugdo 2,90A.

Entretanto, posteriormente a essa visualizacdo, a estrutura enzimatica (figura 06) foi
encaminhada ao programa Discovery Studio, onde as moléculas de dgua foram eliminadas,e

entdo, adicionado dtomos de hidrogénio, visto que, € preciso fazer a adi¢dao deste hidrogénio
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para assim, completar a camada de valéncia, devido que algumas estruturas cristalograficas ndao

dispdem (MOMANY; RONE, 1992).

Figura 06 — Acetilcolinesterase de c6digo 1F8U

Fonte: Prépria Autora (2023)

3.1.2 Otimizacao dos Ligantes

As estruturas dos ligantes escolhidas foram a Tacrina, Rivastigmina, Galantamina,
Fisostigmina e Donepezil. Estes compostos ligantes foram baixados em formato de mol,
através do banco de dados do Chemspider, que concede informagdes cruciais sobre os farmacos.

O desenvolvimento da otimizagao foi realizado no software Materials Studio Modeling.
O primeiro modo utilizado foi FORCITE para a otimizagdo de uma geométrica cléssica,
baseando-se no algoritmo gradiente conjugado (LGA) para entdo, ter a execucdo de um
procedimento cldssico para a minimizagao de energias.

Portanto, a estrutura passa por mais uma otimizacao, desta vez, a otimiza¢do quantica
através do calculo de convergéncia que utiliza o método do funcional de densidade (DFT), pelo
médulo DMOL3, através do gradiente generalizado (GGA) e densidade local (LDA),
comparando todos os elétrons das particulas (NASCIMENTO, 2015). Contudo, é possivel

observarmos na figura 07, as estruturas dos ligantes apds as otimizagdes realizadas.

Figura 07 — Estruturas dos ligantes apds a realizacdo do processo de otimizacao: a) Tacrina,
b) Donepezil, c) Galantamina, d) Fisostigmina, e) Rivastigmina.
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c)

e)

Fonte: Prépria Autora (2023)

Com as estruturas dos ligantes escolhidas e a realizacao das otimizagdes necessarias, as
moléculas foram importadas para o software Discovery Studio, buscando identificar a melhor
geometria entre o receptor e o ligante, utilizando parametros eletrostaticos e as interagdes fisico-
quimicas que desempenham um papel fundamental no processo da estabilizacdio do novo

complexo (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007).

3.2 AVALIACAO DOS RESULTADOS

3.2.1 Resultados da Tacrina

A tabela 01 apresenta melhores técnicas de encaixe de acordo com a simulacdo do
Docking Molecular formado entre o ligante Tacrina e o receptor de enzima da
acetilcolinesterase com o cédigo 1F8U. Exibindo interacdes desejaveis nas dez configuragdes
calculadas, mostrando que todos os resultados sdo negativos, assim favordveis para um
complexo estdvel, apresentando a energia livre de ligacdo de -9.74 kcal/mol, como melhor

posicao.
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Tabela 01 — Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Tacrina.

POSICAO | ENERGIA LIVRE POSICAO ENERGIA LIVRE
1 9.74 6 -8.74
2 9.18 7 -8.57
3 9.15 8 -8.47
4 -8.87 9 -8.40
5 -8.80 10 -8.39

Fonte: Prépria Autora (2023)

Portanto, as ligacOes fisico-quimicas criadas durante o encaixe sdo as que irdo causar
essa atragdo. A partir disto, por meio do programa Discovery Studio, é possivel termos a
visualizag@o dos tipos de ligacdes que fizeram parte do procedimento e quais os aminoacidos
se envolvem e apresentam a interacdo entre proteina e ligante.

Na figura 08, conseguimos observar que a maioria das intera¢des se deram por meio do
Van der Waals (verde claro). Mostra-se também a presenca da ligacdo de hidrogénio (verde
escuro) com o aminodcido HIS447, e também no sitio anidnico, observamos ligacdo pi (cor

rosa) com o residuo Trp86.

Figura 08 — Visualizacdo 2D do composto Tacrina e os aminodcidos de maior interacao.
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Fonte: Prépria Autora (2023).
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3.2.2 Resultados da Donepezil

Na tabela 02 mostra os resultados do Docking Molecular bastante considerdveis na
interagdo entre o receptor 1F8U e o ligante Donepezil, apresentando em todos os dez complexos

um resultado significativo para as energias livres de ligacdo.

Tabela 02 — Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Donepezil.

POSICAO ENERGIA POSICAO ENERGIA LIVRE
LIVRE
1 -9.51 6 -8.02
2 -8.86 7 -7.86
3 -8.45 8 S1.77
4 -8.07 9 -1.75
5 -8.02 10 -7.67

Fonte: Propria Autora (2023).

Pelos célculos através do Docking Molecular do composto Donepezil, em seguida,
utilizando o Discovery Studio, € possivel a visualizacio das ligacdes com os aminodcidos com
maior interagdo. Inicialmente, observamos o residuo GInl81 que apresenta uma ligacdo de
hidrogénio.

A figura 09, apresenta ainda a ligacdo pi (cor rosa mais neutro) o aminodcido Pro52
como ligante do sitio anidnico periférico, no qual bloqueia a cavidade do sitio ativo. Nota-se,
ligacdo fraca associada as ligagoes de Van der Walls a partir dos aminoédcidos : Glu185, Leul78,
Argl3 e entre outros. Contudo, € visto o aminodcido Trp182 se repelindo, apresentando assim,
uma repulsdo, sendo considerado grau de impermeabilidade entre o receptor-ligante.

Segundo Almeida (2015) o Donepezil ndo interage com a triade catalitica (Ser200,

His440 e Glu327) a ndo ser por intermédio de moléculas de dgua.



40

Figura 09 — Visualizacdo 2D do composto Donepezil e os aminodcidos da 1F8U de maior
interacao.
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Fonte: Prépria Autora (2023).
3.2.3 Resultados da Galantamina

A galantamina mostrou-se as possiveis conformagdes entre a proteina 1F8U e o ligante.
Diante, os dez complexos foram vistos as energias de ligacOes, apresentando como melhor

energia de ligacdo -8.69 Kcal/mol.

Tabela 03 — Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Galantamina.

POSICAO | ENERGIA LIVRE POSICAO ENERGIA LIVRE
1 -8.69 6 -7.54
2 -8.52 7 -7.47
3 -8.43 8 -7.36
4 -7.65 9 -7.34
5 -7.58 10 -7.30

Fonte: Propria Autora (2023).

Através da visualizagdo das interacdes entre a proteina e ligante dada pelo Discovery
Studio na figura 10, destaca-se o aminoacido Tyr 479 como 7 de par solitario. Além disso,
visualizamos alguns aminodcidos mais distantes, assim realizando intera¢cdes mais fracas,

consideradas de ligacdes de Van der Waals.
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Entretanto, apresentara também interagdes do tipo m-alquil (cor rosa) ligados ao anel
aromdtico. Contudo, tem dois aminodcidos o Asn90 e o Argd75, classificados como

aminodcidos antagonistas, ou seja, hd uma interacdo de forma repulsiva entre proteina-ligante.

Figura 10 — Visualizacdo 2D do composto Galantamina e os aminoécidos da 1F8U de maior
interacao.
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Fonte: Prépria Autora (2023).

3.2.4 Resultados da Fisostigmina

Com relacdo a tabela 04 relacionada ao ligante Fisostigmina, observa a interagdo entre
a proteina e o ligante, em que os complexos apresentam a energia livre de ligacao em resultados

negativos, demonstrando quais as melhores posicdes da variagdo de energia.

Tabela 04 — Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Fisostigmina.

POSICAO | ENERGIA LIVRE POSICAO | ENERGIA LIVRE
1 -8.18 6 -7.17
2 -8.07 7 -7.05
3 -7.55 8 -7.02
4 -7.38 9 -7.01
5 -7.36 10 -7.00

Fonte: Propria Autora (2023).
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Pelo modo de visualizagdo de 2D, tendo o aminoacido Tyr 337 com ligagdo m-par
solitario e o aminodcido Trp86 como ligacdo de m-empilhado, ligados ao anel aromético.
Verifica também aminodcidos do tipo Ser203, GIn202 e entre outros ao redor da drogas e
classificados como as ligacdes de Van der Waals. A fisostigmina, atende-se a ter dois tipos de
aminodcidos que mostram uma repulsd@o sobre o composto do sitio de ligacdo que sdo os

residuos Thr83 e Asp74.

Figura 11 — Visualiza¢do 2D do composto Fisostigmina e os aminoacidos da 1F8U de maior
interacao.
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Fonte: Propria Autora (2023).

3.2.5 Resultados da Rivastigmina

Os resultados da tabela 05 também apresentam os dez complexos de energia livre de
ligacdo entre o receptor 1F8U e o ligante Rivastigmina. Demonstram valores negativos em

relac@o a energia para ter melhores conformacdes do complexo.

Tabela 05 — Energia de ligacdo (Kcal/mol) da Rivastigmina.

POSICAO ENERGIA LIVRE POSICAO ENERGIA LIVRE
1 -9.01 6 -8.54
2 -8.78 7 -8.29
3 -8.76 8 -8.20
4 -8.57 9 -8.07
5 -8.55 10 -8.04

Fonte: Propria Autora (2023).
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A Rivastigmina apresentou o antagonista (cor vermelha) denominada como a func¢do de
repulsdo entre as ligacdes e aminodcidos, que se afastam do ligante ao sitio ativo, os
aminodcidos que demonstraram este tipo de repulsdo foram Phe338, Phe297 e Tyr337. Além
disso, teve a interagdo de empilhamento n-m ao anel aromatico sendo o amindacido Phe295 (cor

rosa), € 0 aminodcido Tyr341 como ©- sigma (cor roxa).

Figura 12 — Visualizacdo 2D do composto Rivastigmina e os aminodcidos da 1F8U de maior
interacao.
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Fonte: Prépria Autora (2023).

3.3 DETERMINACAO DA PROTEINA- LIGANTE POR MEIO DO METODO DE
FRACIONAMENTO MOLECULAR DE CAPS CONJUGADOS (MFCC)

A realizacdo dos cdlculos foram realizados através da Mecanica do Método de
Fracionamento Molecular de Caps Conjugados (MFCC), para assim a obtenc¢do das energias de
interacdo entre o receptor da acetilcolinesterase com cédigo 1F8U e os ligantes.Essa técnica é
uma ferramenta essencial para realizacao de cdlculos de proteinas, macromoléculas bioldgicas
e DNA, seu maior objetivo € obter informacdes no que diz respeito a interacdes energéticas dos

complexos. (ZHANG, 2003).
3.3.1 Resultados da Tacrina
No grafico 01, notamos as energias fracionadas entre o receptor 1F8U juntamente com

o ligante Tacrina. Sendo, a energia total através das somas dos aminodcidos de exatamente 0,54

eV.
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Tendo em vista, que alguns aminodcidos que apresentaram interagdes positivas no
processo do Docking Molecular, mostraram atividades repulsivas diante do MFCC. Na situacdo
dos aminodcidos que tiveram uma energia de repulsdo foram o Trp439 com 8,55 kcal/mol, o

Gly120 com 7,04 kcal/mol, e o Tyr449 com 5,41 kcal/mol.

Grafico 01 — Energia de ligag¢do dos principais aminodcidos da enzima acetilcolinesterase com
o ligante Tacrina.
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Fonte: Propria Autora (2023).

Portanto, além da repulsdo tivemos aminodcidos que se destacaram apresentando
interacdes atrativas, assim como no Docking Molecular. Sendo, o aminoécido Thr83 que pelo
MFCC obteve energia de -0,29 kcal/mol, o Pro446 com -3,44 kcal/mol, e o Ser203 com -4,74
kcal/mol.

Entretanto, ainda com a realizacdo dos célculos quénticos foi possivel vermos a
influéncia de cada aminodcido nas ligacdes, sendo entdo: THR 83 contribui com 2,3%, TYR
449 com 43,2%, PRO 446 com 27,5%, TRP439 com 68,4%, GLY 120 com 56,3% e SER 203
com 37,9%.

3.3.2 Resultados da Donepezil

No seguinte gréafico 02, visualizamos também as energias dos aminodcidos da Donepezil
junto com o receptor de cddigo 1F8U. Logo, a energia total encontrada pelo método do MFCC
resulta da interacdo entre a proteina e o ligante, tendo o valor considerado de -0,55 eV. Contudo,
a donepezil apresentou uma interacdo com o aminodcido GLN 181 tido como uma energia
repulsiva, que de acordo com o MFCC € correspondente a 1,22 kcal/mol, sendo que equivale a

94,5% da energia total. Além, dos aminodcidos Gly15 com 0,40 kcal/mol, o Leul7 com 0,0
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kcal/mol, Pro36 com 0,46kcal/mol, e o Ala38 com 0,37 kcal/mol apresentam uma energia do
tipo repulsiva em relagdo aos célculos do MFCC.

Entretanto, o que manifestou maior energia de atratividade com o ligante foi o
aminodcido Lys53 com -8,33 kcal/mol. Expressando também, alguns aminodcidos que
demonstraram interacao com o foram Asn186 com -6,32 kcal/mol, o Leu99 com -0,41kcal/mol,

e Leul78 com -0,24 kcal/mol.

Griéfico 02 — Energia de ligagdo dos principais aminodcidos da enzima acetilcolinesterase com
o ligante Donepezil.
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Fonte: Prépria Autora (2023).

3.3.3 Resultados da Galantamina

Diante do grafico 03 , analisamos a energia total da interacdo entre a Galantamina e a
Acetilcolinesterase (AChE) apresentando resultados intrigantes. Logo, o fracionamento do
complexo por meio de propriedades quanticas, verificou-se que a energia total envolvida nessa
interagdo € de - 0,18 eV.

Portanto, ndo somente quantizando a energia envolvida, mas também estendendo-se na
influéncia de cada residuo de aminodcido na formacdo e estabilidade do complexo. Com
relacdo, as interagdes atrativas tivemos como principais, o aminodcido Pro517 com -2,65
kcal/mol, o Tyr479 com -2,52 kcal/mol, entre outros.

Destacando também, os aminodcidos de menores interacdes, ou seja, demonstrando uma
eletrostdtica do ligante, sendo esses aminodcidos Leu476 com 2,52 kcal/mol, o Glu491 com

1,15 kcal/mol, e o GIn474 com 0,40 kcal/mol.
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Grifico 03 — Energia de ligacdo dos principais aminoécidos da enzima acetilcolinesterase com

o ligante Galantamina.
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Fonte: Propria Autoria (2023).

3.3.4 Resultados da Fisostigmina

A Fisostigmina suscitou com resultados que revelam a complexidade das interacdes

entre seu ligante e proteina- alvo. Sendo, a sua energia total de -0,52 eV. Nisto, observou-se

que ainda tivemos uma diminui¢do diante os aminodcidos interagdes repulsivas, apresentando

somente dois sendo os seguintes: Ser com 1,65 kcal/mol e o Tyr337 com 0,04 kcal/mol.

No entanto, vale destacar que houve a identificacdo de aminodcidos que mantiveram

interagdes favordveis com o ligante ancorado, como o His 447 tendo maior interacdo de -5,12

kcal/mol. Os aminodcidos Gln 202 com -2,76 kcal/mol, o Gly 82 com -1,57 kcal/mol, entre

outros.

Griéfico 04 — Energia de ligacdo dos principais aminodcidos da enzima acetilcolinesterase
com o ligante Fisostigmina.
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Através do grafico 05, temos o fracionamento energético de cada ligacdo, calculando a

energia da interagdo entre a Rivastigmina e a Acetilcolinesterase (AChE). O resultado da

energia total dessa interag@o € de 1,19 eV. Obtivemos um destaque maior em rela¢io a interaciao

repulsiva, onde demonstra uns aminodcidos com repulsdo altissima sendo os seguintes: Arg 296

com 30,38 kcal/mol, e o His 447 com 20,71 kcal/mol.

Porém, mesmo diante disto, observamos interacdes também atrativas entre o ligante e a

proteina como, os aminoacidos Met 572 com a maior interacdo de -16,88 kcal/mol, entre outros

aminoacidos.

Grifico 05 — Energia de ligacdo dos principais aminoacidos da enzima acetilcolinesterase

com o ligante Rivastigmina.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Contudo, diante dos resultados por meio da simulacdo computacional, foi possivel a
visualiza¢@o das interacdes entre a proteina e o ligante, levando em conta o Docking Molecular
e o Método do Fracionamento de Capuzes Conjugados (MFCC). Podendo contribuir para
melhores estudos para a contribui¢cao do tratamento da doenga de Alzheimer.

Por meio do Docking Molecular, obtivemos quais eram as energias livres do farmacos
utilizados que se mostraram com resultados negativos , as suas interagdes entre a proteina-
ligante em que demonstram a presencga das interacOes de energia e se obtinham aminodacidos
que se repeliam com a enzima. Portanto, o farmaco Tacrina foi o Gnico que apresentou estas
interacdes fortes, e nenhum aminodcido se repelindo, enquanto os outros farmacos por mais
que tivessem as interacdes de energia entre a proteina e o ligante, apresentaram alguns
aminodcidos se repelindo.

Enquanto, no método quantico tivemos os possiveis resultados extremamente
gratificantes. Por meio dessa abordagem, conseguimos analisar a energia quantica associada a
cada residuo de aminodcido do receptor em todas as simulacdes de ligantes. Isso revelou a
presenca de atracdo eletrostitica em diversos aminodcidos do receptor. Assim, mostrando-se
bastante eficaz na identificacdo de energia de cada aminodcidos.

Com base no que foi apresentado, € fundamental compreender as interagdes especificas
de um ligante para a avaliacdo do comportamento do sitio ativo de um receptor especifico,
orientando eficazmente o desenvolvimento de farmacos. Portanto, os farmacos analisados

apresentaram boas interagdes e combinacdo diante da enzima da acetilcolinesterase.
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