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Introducio

A acetilcolina (ACh) atua em diversos sistemas, tais
como: o sistema nervoso central (SNC), a comunicacao
neuromuscular, o sistema nervoso autdbnomo € o sistema
nervoso periférico. No SNC, esse neurotransmissor €
encontrado na regido interneurénios e em algumas vias
colinérgicas importantes de axénio longo. Sua principal
atividade estd associada a promogao de sinapses
neuroquimicas quando ligada a receptores nicotinicos e
muscarinicos (COLOVIC et al., 2013).

A acetilcolinesterase (AChE), presente em variados
tipos de tecidos condutores, € uma enzima da familia das
colinesterases que catalisa a hidroélise da acetilcolina em
colina e acido acético (na forma de acetato), a fim de
restaurar o estado de repouso de um neuronio
colinérgico apos sua ativagdo. Segundo Colovic et al.
(2013), essa decomposi¢do ocorre a uma taxa de
degradacdo de 25.000 moléculas de ACh por segundo
para cada AChE. Essa reacdo de hidrolise € responsavel
pela cessacdo do impulso nervoso; isto &, apds a
neurotransmissdo, a AChE quebra a molécula de
acetilcolina fazendo com que a colina seja recaptada
novamente pelo nervo pré-sinaptico para um novo ciclo
de neurotransmissao.

Dado sua importancia, uma grande preocupagdo ¢ a
manutengdo do funcionamento desse ciclo de
neurotransmissao, ou seja, a razdo entre [ACh] e [AChE
funcional], que pode ser controlada por intermédio da
inibigdo da enzima. Isso porque existem dois tipos de
inibidores: os reversiveis e os irreversiveis. Estes estdo,
por sua vez, comumente relacionados, respectivamente,
com aplicacdes terapéuticas (tratamentos de doengas
neurodegenerativas) e com efeitos toxicos (armas
quimicas, agrotoxicos, etc.).

Em sintese, as inibi¢des reversiveis ocorrem com
hidrélise da enzima acilada na ordem de minutos e sdo

complexos que fazem ligacdes mais fracas, ideal para
situagdes como a doenca de Alzheimer (DA) - que
possui como marcador biologico a degeneracdo de
neurdnios colinérgicos, levando a uma produgdo
reduzida de ACh e consequentemente diversos sintomas
caracteristicos da doenga, tal como perdas cognitivas. Ja
as inibigdes irreversiveis sdo tipicamente causadas por
compostos organofosforados (OP’s) que se ligam
covalentemente a enzima, promovendo uma dificuldade
maior de desfosforilagdo, que ocorre na ordem de dias
gerando acimulo de ACh e superestimulacdo dos
receptores (crise colinérgica). Esse mecanismo possui
duas etapas: a inativagdo inicial reversivel, que ¢é rapida,
e a inativagdo irreversivel (geracdo de um complexo
enzima-inibidor muito estavel que apds um longo
periodo pode passar pela desalquilacdo
(envelhecimento). Nao havendo, nos dias atuais,
antidotos universais que desfacam o envelhecimento da

enzima).

Sendo assim, este trabalho focou no estudo de novos
potenciais inibidores reversiveis da AChE, por meio de

métodos computacionais, isto &, in silico, para

tratamento de doengas neurodegenerativas.
Metodologia

O desenvolvimento deste trabalho foi conduzido

integralmente com métodos computacionais de

modelagem molecular, abrangendo as etapas de

constru¢do e preparacdo de uma biblioteca molecular,
otimizagdo da geometria dos ligantes, calculos de cargas
intramoleculares, analise de superficies de potencial
eletrostatico, simulagdes de docking molecular e
interpretacdo de dados obtidos. A seguir, descrevem-se,
em ordem cronologica, as etapas ¢ os procedimentos
realizados ao longo da pesquisa. Este trabalho
constituiu-se de 7 etapas: 1. Planejamento dos
compostos; 2. Design molecular; 3. Calculos de
otimizagdo de geometria e energia intramolecular e
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analise  conformacional; 4.Mapa de Potencial

Eletrostatico (MEP); 5. Docking molecular.

1. Os compostos fenil pirazolicos selecionados para este
estudo (Figura 1) foram planejados e parte deles
sintetizados pelo grupo de pesquisa coordenado pelo
professor Mauricio Silva dos Santos (IFQ/UNIFEI).

Figura 1 — Estrutura dos derivados de fenil-pirazol substituidos nas

posi¢des R1, R2, R3 e R4.
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2. A partir disso, foi efetuado o desenho dessas
moléculas no plano tridimensional por meio do
Avogadro. Junto a isso, neste mesmo software, foi
realizada uma rapida otimizacdo estrutural através da
ferramenta “Auto Optimization Tool” que, por sua vez,
utiliza o Campo de Forga Universal (UFF) - um modelo
de campo de forca determinado a partir de regras
genéricas com base em cada elemento da tabela
periddica, utilizando apenas sua hibridizagdo e sua
conectividade.

3. Logo apds essa etapa, foi necessario utilizar o
BIOVIA Discovery Studio para corrigir as ligagdes
intramoleculares e adicionar as cargas formais e
parciais.

Posteriormente, através do Gaussian View 6.0 foi
realizada a parametrizacdo dos arquivos para posterior
calculo de otimizacdo geométrica (e analise
conformacional automatica, pelo proprio software, para
determinar a pose de menor energia) e de energia interna
no Gauss 09W. Assim, os protocolos utilizados foram:

a) Para a otimizagdo: abordagem semi-empirica
PM3 (Parametric Method 3), carga adequada ao
estado de ionizagdo da molécula com spin
definido em “singlet” ¢ em meio aquoso
determinado via modelo de solvente continuo
IEFPCM  (Integral  Equation  Formalism
Polarizable Continuum Model), que considera
os efeitos de solvatacdo implicita da agua
(Tomasi et al., 2005).

b) Para o célculo da energia no ponto: foi utilizado
o método DFT (Density Functional Theory),
com o funcional hibrido B3LYP, e conjunto de
base 6-31G(d,p), que incorpora fungdes de
polarizagdo para descrever com maior precisdo
os efeitos eletronicos. O calculo foi conduzido
com camadas fechadas (singleto).

Para considerar os efeitos do meio de reagdo,
utilizou-se 0 modelo de solvatacdo implicita [IEFPCM
com agua como solvente.

Para avaliar as cargas, foram utilizados dois
modelos: CHELPG (Charges from Electrostatic
Potentials using a Grid based method) e MBS (Minimal
Basis Set).

4. Ja na seguinte etapa, a superficie de ESP foi gerada
no Gaussian View 16 com base na densidade eletrdnica
total da molécula, utilizando o método SCF
(Self-Consistent Field), que garante uma distribuicao de
carga bem estavel.

A partir dos arquivos “Chkpoint file” (*.chk) gerados
com cargas CHELPG foi possivel fazer os estudos das
superficies de potencial eletrostatico. A analise ocorreu
com a geracdo de um arquivo *.cub e analise do
esquema de cores de cada regido de cada uma das
moléculas.

Os parametros utilizados para a geragdo da superficie
foram “Cube”, “Total density” e “Density Matrix SCF”,
com “Grid” definido como “Coarse”. Além disso, para a
superficie, o valor selecionado de densidade foi 0,002
para a geracdo de uma nova superficie mapeada do

tipo “ESP” e com a matriz de densidade novamente
especificada em “SCF”.

5. Com os arquivos ja prontos, foi realizado um docking
robusto. O docking molecular ¢ uma ferramenta de
simulagdo computacional essencial no planejamento
racional de farmacos, permitindo prever a orientagdo e a
afinidade de ligacao de um ligante a uma molécula-alvo.

Para esta pesquisa, o software Molegro Virtual Docker
(MVD) foi utilizado. Ele utiliza o algoritmo MolDock,
uma variacdo do algoritmo de busca por evolugdo
diferencial, que permite a realizagdo de uma
amostragem eficiente do espaco conformacional, e
calcula a energia de ligagdo considerando for¢as de Van
der Waals, interacOes eletrostaticas e efeitos de
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solvatacdo.

Além disso, a fung¢do de pontuagdo do MolDock € uma
extensdo do potencial linear por partes (Piecewise
Linear Potential - PLP), incluindo termos adicionais
para interagdes de hidrogénio e eletrostaticas.

Com o software DSV, a enzima AChE foi preparada a
partir da estrutura 4MOE proveniente da base RCSB.

Com o software Molegro Virtual Docker foi possivel dar
inicio a simulagdo de docking molecular. Todos os
compostos em formato MOL2 (desde enzimas, ligantes
e compostos cristalograficos de referéncia) foram
importados para a area de trabalho do software para
preparacao.

Na etapa de preparagdo, as cargas e o0s atomos
ndo-polares ndo foram corrigidos. Uma cavidade de
431,104 A presente no sitio ativo da enzima foi
selecionada como espago de busca para um raio de até
15 A. Todos os residuos presentes no sitio ativo foram
considerados flexiveis. Para cada ligante foram
realizadas 20 corridas com armazenamento de 20 poses
por corrida. Os algoritmos selecionados foram o
MolDock Optimizer (amostragem) ¢ MolDock Score
(pontuagao e classificagdo).

Para o redocking, foi selecionada como referéncia a
pose cristalografica do composto di-hidrotanshinona,
encontrada na estrutura 4MOE.

Resultados e discussao

De maneira geral, o substituinte NH2 exibe potencial
muito positivo nos atomos de H - favorecendo
interagcdes com ligacdo de H -, e essencialmente neutro
para o atomo de N, o que reduz as repulsdes
eletrostaticas da regido quando este grupo aparece na
posicdo X. Ja o atomo de H na posicio X tende a
manter, frequentemente, a regido mais neutra e, logo,
contribui menos para ligagdes de H.

Considerando os efeitos dos substituintes CH3 ou H na
posicdo Y, foi observado que o grupo CH3 possui
hidrogénios muito discretamente positivos, favorecendo
o aparecimento de regides hidrofobicas que fomentam a
ancoragem dos ligantes a partes hidrofobicas da enzima.

Quando se trata do grupo ciano (CN), o potencial

apresentado demonstrou comportamento
majoritariamente muito negativo, formando uma area
altamente eletrofilica.

O anel pirazol, por sua vez, presente em todas estruturas,
manteve-se essencialmente neutro em quase todas as
moléculas. Porém, o atomo N-2 (N mais proximo a R3
ou Y) obteve pequenas variacdes, sendo geralmente
ligeiramente negativo. [sso indica que esse anel ndo tem
capacidade de promover repulsdes eletrostaticas com
grupos de mesma carga.

A presenga de grupos aromaticos com substituintes
como nitro (NO2) e halogénios influenciou a
distribui¢do eletrostatica nas superficies, fomentando
uma alta concentragdo de carga negativa nas regides
mais proximas.

Ja na posicdo Z (R4), os compostos sulfurados
(tiazolidinas) se destacaram, sendo que regides do anel
tiazolidinico ficaram com atomos de hidrogénio muito
discretamente positivos € com o atomo de enxofre
neutro ou levemente positivo. Ja os atomos de
nitrogénio exibiram regides com cargas muito
discretamente a levemente negativas.

O fator da coplanaridade pode ter oferecido maior
sobreposicao de orbitais m, provocando um possivel
aumento de interacdes m-m com residuos aromaticos. No
entanto, as moléculas com melhores escores foram
observadas sendo nao coplanares, sugerindo que a
flexibilidade conformacional favorece o encaixe.

Quanto ao Docking Molecular, ao analisar as 32
melhores posi¢des foi possivel identificar uma diferenca
de -28,93 Kcal/mol entre a média do score da donepezila
acida e basica (-173,54 Kcal/mol) e a média dos
melhores ligantes (-144,61 Kcal/mol), indicando uma
boa afinidade do padrao estrutural estudado. E ao isolar
os padrées de substituicdo, foi possivel identificar
propriedades que aumentam a afinidade do ligante pela
enzima:

A frequéncia de aparecimento dos substituintes
2,4-diNO2 e 3,5-diCl, na posicao R, foram os que mais
se destacaram de forma significativa, sendo que o
dinitro teve sua ocorréncia mais que duplicada em
relacdo ao diCl.

Para os substituintes da posi¢do R4, foi notado que os
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anéis aromaticos, imidazolina e tiazolidina
(independentemente de serem 4cidos ou bdésicos)
apresentaram resultados consideravelmente melhores
que apenas a nitrila.

Ja para os substituintes da posicio R2 e R3,
respectivamente NH2 e CH3, foi evidenciado que os
grupos mais  volumosos apresentaram  melhor
desempenho em relagdo a falta do substituinte,
provavelmente devido ao efeito eletronico de doacgdo de
elétrons, apesar de possuirem intensidade e mecanismos
diferentes entre si.

Conclusoes

Ao fim dessa pesquisa, pdde-se concluir que alguns dos
heterociclos nitrogenados pirazolicos investigados
possuem um bom potencial de inibicdo da AChE, sendo
seus resultados de interacdo e afinidade pela enzima
(MolDock Score) comparaveis aos de compostos ja em
uso no mercado como a donepezila.

Dessa forma, foi possivel definir que: substituintes como
o grupo NH2 sdo boas opgdes para proporcionar a
ancoragem no sitio ativo a partir da posicdo R2, ao
mesmo tempo que grupos apolares (como o CH3) na
posicdo R3 podem se ligar a bolsdes apolares da enzima
e que heterociclos basicos sulfurados e nitrogenados
oferecem melhor estabilidade na formagdao dos
complexos enzima-ligante.

Além disso, substituintes nitrogenados ou haletos no
anel fenila tendem a gerar regides mais polares
facilitando a intera¢do entre ligante-enzima. E os
substituintes 2,4-diNO2 e 3,5-diCl apresentaram os
menores escores.

Por fim, embora a coplanaridade dos ligantes favorega
maior sobreposicdo de orbitais m e interagdes m-m, as
moléculas ndo coplanares mostraram-se mais flexiveis e
com melhor adaptagio ao sitio ativo.

Diante deste cenario, estudos in vitro € in vivo sdo
necessarios, além de estudos como o de toxicidade.
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