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RESUMO

O uso de inseticidas aparece como uma das estratégias de prevencdo de arboviroses
como a Zika, a Chikungunya, a dengue e a malaria, uma vez que auxiliam no controle da
proliferacdo de mosquitos. Entretanto, pesticidas da classe dos organofosforados apresentam
alta toxicidade aos mamiferos, podendo causar intoxicacdes e eventuais mortes aos USUArios.
Neste trabalho, fizemos estudos por docagem e dindmica molecular das enzimas
acetilcolinesterase do mosquito Aedes aegypti (AaAChE) e do Homo sapiens sapiens
(HssAChE) com dezenove pesticidas, sendo seis reportados para utilizacdo em mosquitos da
espécie Anophele gambiae, o paraoxon como branco e seis novas propostas que foram
planejadas a partir de adi¢cdo de grupos farmacoféricos com interagdo a tirosinas mutantes na
entrada do sitio ativo da enzima AaAChE. Os resultados mostraram que a energia livre de
Gibbs estimada pelo método MM-PBSA dos complexos PM22-AaAChE, PROP2-AaAChE e
PROP3-AaAChE apresentaram uma maior estabilidade quando comparados aos complexos
com a enzima humana. O melhor resultado reportado neste trabalho foi do pesticida PM22 que
apresentou média da energia livre de Gibbs de -775,1 kJ.mol™ para o complexo formado com
a enzima AaAChE e média da energia livre de Gibbs de -468,52kJ.mol™* para o complexo
formado com a enzima HssAChE. Os resultados e analises por dinamica molecular das
propostas PM22, PROP2 e PROP3 podem ser Uteis para o desenvolvimento de novos pesticidas
que sejam seletivos aos mosquitos do género Aedes aegypti e que sejam pouco toxicos aos

humanos.

Descritores: Acetilcolinesterase, dindmica molecular, docagem molecular, pesticidas

organofosforados, mosquito Aedes aegypti.



ABSTRACT

The use of insecticides appears as one of the strategies to prevent arboviruses such as
Zika, Chikungunya, dengue and malaria, since they help to control the proliferation of
mosquitoes. However, organophosphate pesticides are high toxicity to mammals, and can cause
poisoning and eventual death to users. In this work, we carried out studies by docking and
molecular dynamics of the acetylcholinesterase enzymes from the mosquito Aedes aegypti
(AaAChE) and from Homo sapiens sapiens (HsSAChE) with nineteen pesticides, of which six
were reported for use in Anophele gambiae mosquitoes, paraoxon as comparison and six new
proposals that were planned from the addition of pharmacophoric groups interacting with
mutant tyrosines at the entry of the active site of the enzyme AaAChE. Results show that the
Gibbs free energy estimated by the MM-PBSA method of the complexes PM22-AaAChE,
PROP2-AaAChE and PROP3-AaAChE showed greater stability when compared to complexes
with the human enzyme. The best result reported in this work was the pesticide PM22, which
presented an average Gibbs free energy of -775.1 kJ.mol? for the complex formed with the
enzyme AaAChE and an average Gibbs free energy of -468.52kJ.mol* for the complex formed
with the HssAChE enzyme. Those results and analyzes by molecular dynamics of the PM22,
PROP2 and PROP3 proposals may be useful for the development of new pesticides that are

selective for mosquitoes of the Aedes aegypti genus and that present less toxic to humans.

DESCRIPTORS: Acetylcholinesterase, molecular dynamics, molecular docking,

organophosphate pesticides, Aedes aegypti.
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Figura75 Energia livre de Gibbs estimada pelo método MM-PBSA para os 127
complexos da segunda etapa.

Figura76 Dez aminoacidos com maior contribui¢do para energia livre, segundo 130
0 método MM-PBSA, segunda etapa de simulacGes por dinamica
molecular.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa “Planejamento por Docagem e Dindmica Molecular de pesticidas inibidores
da Acetilcolinesterase do mosquito Aedes aegypti”, foi um trabalho financiado pela CAPES e
desenvolvido dentro do programa de pds-graduacdo em Quimica, nivel mestrado, no Centro de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal do Espirito Santo.

O estudo in silico foi focado no planejamento racional de pesticidas com boa interacéo
com a acetilcolinesterase do mosquito Aedes aegypti (AaAChE) e que apresentaram menor
toxicidade aos seres humanos quando comparados com o inseticida organofosforado Paraoxon
que é atualmente comercializado no Brasil para o controle do vetor de doencas como a dengue.
Para tanto, foram utilizadas técnicas que simulam interacGes bioldgicas receptor-ligante por
meio de calculos de energia de interacdo, além da predicdo e analise de interagdes formadas
entre as moléculas de pesticidas propostas e as enzimas em estudo.

Sabe-se que o planejamento computacional é de extrema importancia no que diz
respeito a diminuicdo do tempo de bancada e a diminuicdo de reagentes necessarios no
desenvolvimento de novas moléculas (ARAGAO, 2011). Dessa maneira, 0 estudo torna-se
fundamental dada a sua relevancia na area de planejamento de potenciais pesticidas.

Os mosquitos da espécie Aedes aegypti sao vetores de arboviroses como a dengue, a
febre amarela urbana, a Zika e o chikungunya (BARNETT, 2007; POWELL &
TABACHNICK, 2013;WEAVER & LECUIT, 2015, PETERSEN et al, 2016; BUENO, 2017
apud GARAYO, 2019). Estratégias de prevencdo a essas doencas estdo muitas vezes
associadas ao uso de inseticidas domésticos que combatem 0s mosquitos transmissores devido
ao seus mecanismos de acédo. Cita-se por exemplo a proposta de Lombardi e colaboradores, em
1983 (LOMBARDI et al., 1983), que ja apontavam que 0 manuseio de inseticidas era
frequentemente feito de maneira errénea por parte dos consumidores. Dessa maneira, havia
uma exposicao frequente a produtos que por vezes ndo apresentavam cheiro ou que possuiam
aromas agradaveis em suas formulagbes, contribuindo assim para um alto indice de
intoxicacbes por compostos presentes nas formulacGes quimicas desses pesticidas. Em
concordancia com o exposto por Lombardi e colaboradores, dados mais recentes obtidos pelo
Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas (Sinitox), apontando que entre 0s
anos de 2013 e 2017, foram registrados 9.013 casos de intoxicacdo por pesticidas domesticos

no Brasil. (Fiocruz-Sinitox, 2020).



Dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2021),
mostram que entre os anos 2000 e 2020, foram registrados 4051 novos agrotoxicos,
componentes e afins no territorio brasileiro. A diversificagdo de formulas ofertadas para a
comercializacdo é um fator que torna mais complexo a avaliacdo de impactos a saude humana
quando ocorre a exposicao a esses produtos (LOMBARDI et al., 1983). Segundo dados obtidos
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2012 apud FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ,
2016), no ano de 2012 foram aprovados no ambito da saude publica cinco inseticidas para o
controle de mosquitos adultos da espécie Aedes aegypti: um pertencente a classe dos
organofosforados e os demais a classe dos piretrdides. Entretanto, apenas um desses pesticidas,
o organofosforado malation, oferecia real efeito sobre o controle dos vetores uma vez que as
populacGes de Aedes aegypti do Brasil apresentam resisténcia aos pesticidas piretroides
causada pelo uso indiscriminado durante décadas de pesticidas dessa classe como uma das
principais formas de controle do vetor da dengue (IOC/Fiocruz, 2011 apud FUNDAGCAO
OSWALDO CRUZ, 2016).

A atuagdo dos organofosforados se da pela inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), responsavel pela transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas. Com
sua inibicdo, a acetilcolina ndo é hidrolisada, fazendo com que haja uma crise colinérgica
(GONGALVES, 2005).

A AChE humana é similar a AChE do mosquito, havendo algumas diferencas, quando
comparadas as sequéncias dos aminoacidos. A analise e 0 estudo dessas diferencas e a relacao
de estabilidade com os pesticidas é de fundamental importancia pois o local de docagem
molecular possui uma ligacdo direta com o tipo de pesticida e interacfes que surgem entre 0s
aminoacidos ligantes (DOU et al., 2013).

Com base no exposto, foram realizados calculos computacionais a fim de analisar a
energia de interacdo e os modos de ligacdo entre os pesticidas planejados in silico e 0s modelos
tridimensionais das enzimas acetilcolinesterase do mosquito Aedes aegypti (AaAChE) e

acetilcolinesterase do Homo sapiens sapiens (HsSAChE).



2 OBJETIVOS

Diante da percepgdo de que uma maior contribuicdo ao planejamento de pesticidas
menos nocivos a salde humana possa ser oferecido mediante o desenvolvimento de um estudo

in silico, propde-se como objetivos geral e especificos, os itens 2.1 e 2.2.

2.1 OBJETIVO GERAL
Planejar, por docagem e dindmica molecular, pesticidas nocivos ao mosquito Aedes

aegypti e com baixa toxicidade aos mamiferos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

®  Construir, por modelagem comparativa, 0 modelo tridimensional da Acetilcolinesterase
do mosquito Aedes aegypti (AaAChE) e calcular a identidade sequencial entre as
regibes do sitio ativo das enzimas acetilcolinesterase de humano (HSSAChE) e
AaAChE,

®  Realizar célculos de docagem molecular entre as enzimas HssAChE e AaAChE com os

pesticidas propostos neste trabalho,
®  Analisar as interacfes energéticas e conformacionais dos complexos calculados,

®  Realizar simulagdes por dindmica molecular dos melhores resultados de docking

molecular.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONSIDERAQOES SOBRE O MOSQUITO AEDES AEGYPTI

Em relacdo a classificagdo bioldgica, os mosquitos Aedes aegypti (Linnaeus, 1792) sdo
pertencentes ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, familia Culicidae, género
Aedes e espécie aegypti. Esses mosquitos medem menos de um centimetro e apresentam
coloragdo preta ou marrom, com listras brancas no corpo e nas pernas. Em relacdo a
reproducado, apresentam ciclo bioldgico dividido em quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto
(figura 1). Utilizam-se preferencialmente de depdsitos artificiais de agua parada, limpa ou suja,
para colocar seus ovos. Os ovos dessa espécie sdo extremamente resistentes ao ressecamento,
podendo permanecer sem eclodir por um grande periodo de tempo (LORENZ; BREVIGLIERI
e VIRGINIO, 2018; GARAYO, 2019).

Figura 1: Ciclo de vida comum a todos os mosquitos. O local de postura dos ovos varia de
acordo com a espécie.

Adulto

Fonte: (LORENZ; BREVIGLIERI e VIRGINIO, 2018).

Os mosquitos da espécie Aedes aegypti sdo conhecidos por transmitir arboviroses como
a Dengue, a Zika e a Chikungunya no Brasil e em outros paises tropicais. Além disso, sdo

responsaveis pela transmissdo do virus da Febre Amarela Urbana (LWANDE et. al., 2020).



Apresentam distribuicdo relacionada ao clima, ocorrendo maior abundancia nas regides
tropical e subtropical do globo. Durante o verdo as infestacfes costumam ser mais intensas,
uma vez que o tempo quente e chuvoso propiciam a reproducdo do mosquito em maior escala
(WHO, 2009; LORENZ, BREVIGLIERI e VIRGINIO, 2018).

Em relacdo as arboviroses causadas pelo mosquito Aedes aegypti, pode-se citar a Zika
que é uma doenca viral aguda, que possui como caracteristicas manchas vermelhas no corpo
que causam muita coceira, febre, olhos avermelhados, dor nos musculos e dor de cabega. Em
relagdo a dengue, apresenta sintomas de febre alta, forte dor de cabeca, dor atras dos olhos,
perda de paladar e apetite, manchas e erupc¢des na pele, nauseas e vomitos, tontura, extremo
cansaco, moleza e dor no corpo, além de muita dor nos o0ssos. J& a Chikungunya, apresenta
como sintomas febre alta, dores intensas nas articulagdes dos pés e méaos, dor de cabeca, dores
nos musculos e manchas vermelhas na pele. A febre amarela apresenta sintomas como febre,
dor de cabeca, nauseas e vomitos e em casos graves podem causar doencas cardiacas, hepaticas
e renais fatais (LORENZ, BREVIGLIERI e VIRGINIO, 2018).

A fim de controlar a proliferagdo desses mosquitos, sdo utilizados alguns mecanismos
de combate aos vetores como uso de telas, repelentes, limpezas e esvaziamento de reservatdrios
de &gua parada e, devido ao seu mecanismo de acdo, 0 uso de inseticidas domésticos aparece
muitas vezes como uma das estratégias de prevencdo dessas doencas (LOMBARDI et al., 1983;
RIGOTTO, 2014; LORENZ, BREVIGLIERI e VIRGINIO, 2018).

3.2 INSETICIDAS DE USO DOMESTICO NO BRASIL

Alguns aspectos como os baixos precos, a disponibilidade e facilidade em encontrar 0s
produtos nas prateleiras de supermercado, agravados por propagandas induzida pelos meios
de comunicacao do uso de inseticidas no combate a vetores de doencas, tornam os inseticidas
de uso doméstico cada vez mais frequentementes. Seu uso, quase sempre de forma inadequada,
é estimulado por um tipo de propaganda gque 0s apresenta como indcuos aos seres humanos
(LOMBARDI et al., 1983). Porém, como esses compostos sdo biocidas, interferem em
mecanismos fisiologicos de sustentacdo da vida que sdo comuns aos seres humanos, sendo
associados a uma ampla gama de danos a satide (MIRANDA, 2007 apud RIGOTTO, 2014 ).

Usualmente, os pesticidas de uso doméstico sdo formulagGes classificadas como
moderadas ou pouco perigosas, tendo sido os do tipo fosforados, carbamatos, piretrinas e
piretroides mais encontrados. Entretanto, ndo é excluida a possibilidade de ocorréncia de
intoxicacOes agudas e cronicas, uma vez que 0s compostos sdo discriminados apenas em

relacdo a sua taxa de letalidade. Esta, € considerada essencial para a classificacdo que versa



sobre intoxicacbes agudas. No entanto, o que mais ocorre no meio doméstico sdo as
intoxicacOes cronicas (CASARETTI apud LOMBARDI et al., 1983). Em termos gerais, as
piretrinas e os piretrdides sintéticos sdo considerados de relativa baixa toxicidade humana e de
largo espectro de acdo. Embora esta seja a opcdo menos tdxica, € mais cara, 0 que pode
estimular o consumo de produtos mais toxicos (LOMBARDI et al., 1983).

No livro “Carbamate inseticides: Chemistry, biochemistry and toxicology” (KUHR;
DOROUGH, 1976 apud LOMBARDI et al., 1983) é disposto que ao contrério do que se é
pensado, ndo sdo apenas 0s principios ativos que causam efeitos adversos ao organismo. As
misturas quimicas podem potencializar os efeitos tdxicos do inseticida e os adjuvantes
utilizados nas formulagbes como querosene, xileno, butano e butdxido de piperonila também
sdo toxicos, de maneira que os autores relatam que a exposi¢do a misturas pode apresentar
maior risco a salde quando comparado a exposi¢cdo a uma Unica substancia.

A maneira mais comum de se classificar esses compostos em funcdo de sua toxicidade
é através de sua Dose Letal 50%. Este designio representa estatisticamente a dose ou
concentracdo letal da substancia (em mg do composto por kg de peso corpdreo) que quando
administrado a um grupo determinado de animais de experimentagdo, obtém-se uma
mortalidade de 50% da populacdo. Porém, para os seres humanos estes valores sdo estimados.
No caso de exposicdo ao vapor, a dose € dada pelo produto C x t (concentracdo do agente no
ar x tempo de exposicdo) (SIDELL,1997;, THE WEDNESDAY REPORT, 2004 apud
GONCALVES, 2005).

A Tabela 1 apresenta os diferentes grupos de perigo das substancias quimicas, a dose
letal de 50% comparando-as com as doses mortais, aproximadas, para 0 homem (OPAS/OMS,
1997).

Tabela 1: Classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos segundo a DL5O0.

Descricéo DL50 (mg/Kg) Doses capazes de matar
uma pessoa adulta
Extremamente tdxicos =5 1 pitada — algumas gotas
Altamente toxicos 5-50 1 colher de cha — algumas
gotas
Medianamente toxicos 50 -500 1 colher de cha — 2 colheres
de sopa

Pouco tdxicos 500-5000 2 colheres de sopa — 1 copo




Muito pouco toxicos 5000 ou + 1 copo — 1 litro
Fonte: (OPAS/OMS, 1997)

Os inseticidas podem ser divididos em organofosforados, organoclorados, carbamatos
e piretroides. Os organofosforados sdo compostos absorvidos com facilidade por todas as vias:
dérmica, gastrointestinal e respiratoria. A absorcao cutanea € a principal via de penetracao deste
inseticida em individuos que os aplicam na forma de pulverizacdo (LOMBARDI et al., 1983).

Os organofosforados foram desenvolvidos primeiramente nas décadas de 1930 e 1940
para serem utilizados como armas quimicas durante a Segunda Guerra Mundial. S&o compostos
derivados do &cido fosforico e apresentam toxicidade aguda.

Como exemplo de composto organofosforado temos o inseticida paration que quando
absorvido, sofre biotransformacéo, formando um metabdlito ativo de nome paraoxon. Este é
um inibidor da acetilcolinesterase, e causa sintomas de envenenamento (BRAIBANTE e
ZAPPE, 2012; MARASCHIN, 2003).

Os organofosforados possuem como alvo a enzima acetilcolinesterase, enzima
responsavel pela hidrolise da acetilcolina, um importante neurotransmissor. A inibicdo da
acetilcolinesterase leva ao acimulo do neurotransmissor nas fendas sinapticas, ocasionando
uma super transmissdo dos impulsos nervosos, podendo levar a morte.

Seu efeito em mamiferos, manifesta-se principalmente por lacrimejo, salivacao,
sudorese, diarreia, tremores e distarbios cardiorrespiratérios. Estes Gltimos sdo decorrentes de
broncoconstri¢do, aumento das secre¢des bronquicas e bradicardia, bem como de depressdo do
sistema nervoso central, sendo as principais causas de morbidez e mortalidade por estes
produtos. (VALENTE, 2012).

3.3 A TRANSMISSAO DOS IMPULSOS NERVOSOS E A ACAO DOS
PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Para que o impulso nervoso gerado chegue ao seu destino final é necessario que o
estimulo seja passado de neurénio a neurénio, o que é conhecido como sinapse nervosa.

Quando o neur6nio € estimulado e o impulso nervoso é gerado, corresponde a uma
corrente elétrica que caminha rapidamente no axonio até os botdes sinapticos e o potencial de
acdo chega ao fim, encontrando fendas sinadpticas. O neurdénio que transmite o impulso é

chamado de neur6nio pré-sinaptico, enquanto o que recebe, de neurénio pos-sinaptico.



Basicamente, existem dois tipos de sinapses: a elétrica e a quimica. "Na primeira 0
potencial de acdo pode ser transmitido diretamente para outra célula, por meio de conexdes
celula-célula." Ja na segunda, a fenda sinéptica é maior e o impulso nervoso nao consegue ser
transmitido diretamente para o neurbnio pés-sinaptico. "Assim, é necessario que proteinas,
conhecidas como neurotransmissores, conduzam a mensagem neural atraves das sinapses.”
Ap0s atravessar a fenda sinaptica, 0s neurotransmissores ligam-se a receptores especificos na
membrana plasmética do neurbnio pds-sindptico. Um exemplo de neurotransmissor é a
acetilcolina (THIEMANN, 2016).

A acetilcolina é o Unico neurotransmissor utilizado no sistema nervoso somatico e um
dos muitos neurotransmissores do sistema nervoso autbnomo e, para que a acetilcolina exerca
sua funcdo corretamente, devera ser hidrolisada ou inativada de acordo com as demandas de
tempo para cada resposta sinaptica especifica pretendida, que ocorre gracas a acdo da enzima
acetilcolinesterase. A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima responsavel pela hidrélise da
ACh, fazendo com que a transmissdo do impulso nervoso na sinapse colinérgica seja cessada.

Para que a ACh exerca sua fungdo corretamente, ela deve ser removida ou inativada de
acordo com as demandas de tempo para cada resposta sinaptica especifica pretendida. A AChE,
por sua vez, possui uma alta eficiéncia catalitica (SILMAN, 2005 apud PETRONILHO, PINTO
& VILLAR, 2011). Esta enzima possui um sitio ativo onde existem trés residuos principais de
aminoacidos que estdo envolvidos diretamente no processo de hidrélise da ACh. (Sussman,
1991 apud Petronilho, Pinto & Villar, 2011).

A figura 2 mostra um esquema de uma sinapse quimica, onde basicamente ocorre a
sintese da acetilcolina no neurdnio pré sinaptico, sendo este englobado por uma vesicula e
transportado até a fenda sindptica. Neste local a acetilcolina é transmitida ao neurdnio pos
sinaptico, ocorrendo a transmissdo do impulso nervoso. Na sequéncia, a enzima
acetilcolinesterase hidrolisa a acetilcolina a colina e acetato. Entdo a colina é transportada por
um transportador de colina para sintetizar acetilcolina a partir da reacdo com a acetilcoenzima
A.

Os pesticidas organofosforados atuam no sistema nervoso central (SNC), inativando a
enzima acetilcolinesterase (AChE), atraves da interacdo do seu grupo fosfato com o residuo de
serina presente no sitio ativo da AChE. Esta interacdo altera a configuracdo da enzima,
impedindo seu funcionamento.

Com ainibicéo da acetilcolinesterase, a acetilcolina ndo é hidrolisada, fazendo com que
haja uma crise colinérgica pelo acimulo na fenda sinaptica ou na jun¢do neuromuscular,

fazendo com que ocorra uma estimulagdo excessiva dos receptores colinérgicos (HOLSTEGE



e DOBMEIER, 2005). Dessa forma, a contracdo muscular ndo cessa, tendo como
consequéncia, convulsdes, vomito, batimento cardiaco irregular seguido de uma parada
respiratéria central com morte (GONCALVES, 2005).

Figura 2: Transmissdo neuronal da acetilcolina e sua hidrélise por AChE.
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Fonte: PETRONILHO e FIGUEROA-VILLAR, 2014.

A figura 3 mostra um esquema de inibicdo e de envelhecimento da acetilcolinesterase
por pesticidas organofosforados. Inicialmente, o atomo de fosforo do organofosforado liga-se
ao atomo de oxigénio do aminoacido Ser203, formando uma ligacdo covalente. Para tanto, a
ligacdo dupla entre o fésforo e o oxigénio do organofosforado transforma-se em uma ligacao
simples, onde o atomo de oxigénio passa a ficar com uma carga negativa. Na sequéncia, o
atomo de nitrogénio da histidina 501 abstrai o hidrogénio da serina. E entdo formado um
intermediario, onde o &tomo de fosforo realiza cinco ligagdes simples. Ocorre a movimentacao
do elétron do oxigénio no sentido de retomar a ligacdo dupla entre oxigénio e fosforo, sendo
liberado concomitantemente um grupo de saida X, sendo obtida a enzima inibida. Na
sequéncia, ocorre a desalquilacdo da forma fosforilada, ocorrendo a formacéo de interagdo por
contato polar com a histidina protonada, sendo obtida a forma envelhecida da enzima

acetilcolinesterase.

Figura 3: Esquema da inibicéo e envelhecimento da AChE por organofosforados.
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Segundo Smith 1962 e Orborne, 1962, citados por Freitas, 2017, “o sistema nervoso de
insetos é formado pelo sistema nervoso central e pelo sistema nervoso periférico, que
acompanha o sistema digestivo do animal.” (SMITH 1962; ORBORNE 1996 apud FREITAS,
2017). Freitas relata que no sistema de neurotransmissores utilizados pelos insetos, se faz
presente a acetilcolina, além de aminas biogénicas. Dessa maneira, a enzima responsavel pela
hidrélise da acetilcolina também esta presente nos insetos. Assim, a utilizacdo de pesticidas
afeta ndo somente os insetos, mas também a salide humana, uma vez que a acetilcolinesterase
é um alvo comum nas duas espécies, podendo gerar problemas causados pela interacdo com
essa enzima.

Levando em consideracdo que as enzimas acetilcolinesterase humana e de mosquito
apresentam diferencas na sequéncia primaria proteica, o planejamento de pesticidas que
interajam de maneira seletiva com a acetilcolinesterase de mosquito faz-se necessaria a fim de
reduzir os prejuizos causados aos humanos pela utilizacdo de pesticidas. Para tanto, o
planejamento racional de novas moléculas pode ser realizado com o auxilio de ferramentas

computacionais como o docagem molecular e a dindmica molecular.



3.4 QUIMICA COMPUTACIONAL E O PLANEJAMENTO RACIONAL DE
MOLECULAS COM ACAO INSETICIDA

O estudo de biomoléculas por métodos computacionais demonstra ser de relativo baixo
custo e fornece resultados de alta qualidade. Para tanto, sdo utilizadas ferramentas
computacionais que permitem estudos de predicdo de interacdo receptor-ligante, planejamento
racional de moléculas com potencial farmacologico, bem como um melhor entendimento de
funcgdes especificas de biomoléculas e processos bioldgicos. (CAPRILES, et al., 2010 apud
FREITAS,2017)

Um dos primeiros trabalhos publicados que relacionam a biodisponibilidade oral de um
determinado composto com suas propriedades fisico-quimicas foi escrito por Lipinski e
colaboradores em 1997. (LIPINSKI et. al, 1997) Neste trabalho, foram analisados quatro
parametros fisico quimicos associados com medidas de permeabilidade de 2245 farmacos que
apresentavam indices de absorcdo e permeabilidade condizentes a uma boa biodisponibilidade
oral. Os parametros utilizados foram massa molecular do composto, coeficiente de particao
octanol/agua, niumero de &tomos doadores de ligacdo de hidrogénio e nimero de atomos
aceptores de ligacdo de hidrogénio. (PICCIRILLO e AMARAL, 2018) Os resultados
reportaram que aproximadamente 90% das moléculas em estudo apresentaram parametros
dentro de um valor de corte, que foram entdo denominados de “Regra dos 5”, tendo como
referéncia os valores de massa molecular maior ou igual a 500 g/mol, coeficiente de particdo
inferior ou igual a cinco, nimero de &tomos doadores de ligacao hidrogénio inferior ou igual a
cinco e nimero de aceptores de ligacdo hidrogénio inferiores ou igual a 10.

Dos compostos analisados, 10% apresentaram apenas dois dos parametros fora da
Regra dos 5. Assim, foi sugerido que moléculas que apresentassem dois
dos parametros fora da Regra dos 5 (MM < 500; ClogP < 5, HBD < 5 e
HBA < 10) nao apresentariam boa biodisponibilidade oral. (PICCIRILLO e AMARAL,
2018)

Derivada da regra de Lipinski, foi proposta a Regra de Tice que é uma regra aplicada
aos inseticidas. Ela utiliza outros valores para os pardmetros usados por Lipinski e adiciona um
novo parametro: o nimero de ligagGes com livre rotacdo (RTB), conforme segue:

150 = MM < 500: 0 = alogP* < 6,5: HBD < 2: 1 2 HBA < 8 e RTB** <
12

Ao planejar uma molécula com agdo inseticida, o objetivo principal estd em encontrar

uma proposta que interage de maneira especifica com o alvo molecular de interesse. Para tanto,



ferramentas da quimica computacional como modelagem comparativa, docagem molecular,
dindmica molecular, estimativa de toxidez das moléculas e outras ferramentas sdo de
fundamental importancia. (PICCIRILLO e AMARAL, 2018)

3.4.1 Modelagem Molecular

A Modelagem Molecular compreende um numero de ferramentas e métodos
computacionais e tedricos que tem como objetivo entender e prever o comportamento de
sistemas reais. Também é usado para descrever e prever estruturas moleculares, propriedades
do estado de transicdo e equilibrio de reacdes, propriedades termodindmicas, entre outras
(NOVAES & SCOTT, 2009).

A técnica computacional de Modelagem Comparativa possibilita a criacdo de modelos
tridimensionais completos de proteinas, sem que haja quebras na estrutura ou fragmentos
faltando. E utilizada como molde a sequéncia primaria da proteina que se quer modelar e a
partir de um banco de dados, é realizada uma busca por fragmentos de proteinas homélogas
que possam servir para a criagdo do modelo 3D completo. (FERREIRA, 2018)

Basicamente, identifica-se 0 molde e € realizado um alinhamento de sequéncias de
aminoacido no formato FASTA, gerando coordenadas do modelo no formato pdb. A
otimizacéo e validacdo do modelo sdo necessarias, aléem de andlises estatisticas da qualidade
do modelo criado.

Para um resultado ser considerado de boa qualidade em relacdo ao alinhamento
sequencial, é necessaria a existéncia de uma boa similaridade com o molde (acima de 35%)
(HIGGINS, 2001 apud GONGCALVES, 2005; SACCONNAY et al., 2014)

Esse tipo de técnica consegue resolver casos onde ndo se tem um estudo por
cristalografia e difracdo de raios X do alvo a ser estudado, desde que o modelo criado seja
submetido a algum tipo de refinamento como dindmica molecular, a fim de garantir robustez
ao modelo. (KRUGUER et al, 2018 apud FERREIRA, 2018)

3.4.2 Docagem Molecular

A docagem molecular pode ser descrita como um problema de otimizagdo, cujo
objetivo consiste prever a orientacdo do ligante em relagdo ao receptor quando ligados
guimicamente, formando um complexo energeticamente estavel (GODOY et al., 2015).

A ferramenta de docagem molecular € comumente utilizada no processo de
planejamento de novas moléculas, apresentando dois objetivos principais: a predi¢do de
conformacao e a afinidade de ligagdo (NAMBA, DA SILVA E DA SILVA, 2008), sendo uma



elucidacdo preliminar para o mecanismo receptor-ligante o modelo chave-fechadura proposta
por Fischer (1894), em que o ligante se encaixa no receptor como uma chave na fechadura.
Esse mecanismo tem por finalidade a previsdo dos modos de interacdo entre duas moléculas
conhecendo apenas suas estruturas tridimensionais isoladas, onde os primeiros métodos
relatados foram baseados nesta teoria, em que, tanto o ligante quanto o receptor eram tratados
como corpos rigidos. Existem diferentes abordagens em relacao a flexibilidade ou rigidez do
complexo receptor-ligante. Entretanto, normalmente a proteina é considerada rigida enquanto
o ligante permanece flexivel, sendo explorados seus graus de liberdade rotacional, translacional
e conformacional. (de PAULA, 2014)

O programa AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010) é uma ferramenta open-source
para realizagdo de docagem molecular e triagem virtual que fornece uma funcao de energia a
fim de predizer conformacdes para o complexo proteina-ligante. Esse programa foi o software
escolhido para realizar os calculos de docagem molecular deste trabalho, uma vez atinge uma
maior velocidade de calculo quando comparado com o AutoDock 4 que é alcancada a partir do
paralelismo em maquinas multicore. Leonhart (2019), cita em sua dissertagdo que “em seu
desenvolvimento diversos algoritmos foram testados, entre eles GA, PSO e SA, até se chegar
no algoritmo de busca local iterada (ILS - Iterated local search algorithm) (LOURENCO;
MARTIN; STUTZLE, 2003).”

Nos célculos de docagem molecular realizados neste trabalho, o receptor foi tratado

como rigido e os ligantes flexiveis.

3.4.3 Dindmica Molecular

Dinamica molecular é uma técnica com a qual se estudam os movimentos em um
sistema de particulas por simulacdo. Ela pode ser empregada em sistemas macromoleculares,
movimento de proteinas e de outros biopolimeros, ao longo do tempo (BRUCCOLERI;
KARPLUS, 1990;MARK, 2000 apud GONCALVES, 2005).

Nesta técnica, o ligante e o receptor estudados séo considerados flexiveis ao longo da
simulagdo. Além disso, séo incorporadas moléeculas de solvente nas simulacfes, permitindo
entender o efeito da agua sobre a estabilidade dos complexos estudados. (NAMBA, DA SILVA
E DA SILVA, 2008)

Simulacdes por Dindmica Molecular tém sido rotineiramente utilizadas no processo de
planejamento de moléculas bioativas. Sua finalidade esta na investigacdo das interacdes que

surgem entre os complexos formados do alvo molecular e as estruturas em estudo.



A mecanica classica é utilizada como fundamentacdo metodoldgica, uma vez que a
simulacdo por dindmica molecular € dependente do tempo e dos atomos que compdem o
sistema para compreender o comportamento dindmico do sistema a ser estudado. Além disso,
baseia-se na dindmica molecular , uma vez que as moléculas sdo consideradas um conjunto de
atomos unidos por forgas atbmicas, cuja interacédo € determinada por energias potenciais. Dessa
forma, a energia total do sistema pode ser calculada a partir da soma das contribuicGes das
energias (MORI et al., 2016 apud FERREIRA, 2018), conforme a equagéo 1:

(Eq. 1) Etotal = Ziiil- Eest + Zii?- Eang + ;=" I Evaw + ZQZ?- E14+ Zii’f- Eelet
+ ;2111- Etors

Onde Etwotal representa a soma dos termos de energia; Eest representa a energia de
estiramento da ligagdo em relacdo ao valor de equilibrio; Eang representa a energia de
deformagéo angular; Evaw representa a energia das interac6es de van der Waals; E1 4 representa
a energia de interagOes ndo ligadas do tipo 1-4; Eeet € a energia de atragdo ou repulsdo entre
duas cargas eletrostaticas e Eors corresponde a deformagéo torsional.

As forcas que agem sobre cada atomo do sistema sdo provenientes das contribuices
das interacBes entre os atomos ligados e ndo ligados (BRUCCOLERI, KARPLUS, 1990;
MORI et al., 2016 apud FERREIRA, 2018) e podem ser obtidas pela equacao 2.

(Eq. 2) Fi(t)=mia

Onde Fi representa a forca exercida em cada &tomo no tempo t; m; representa a massa
do &tomo; a; representa a aceleracéo.

E chamado de campo de forgas, o conjunto de interagbes que descrevem as
contribuigdes das forcas dos atomos do sistema simulado por DM. Ha varios tipos de campos
de forcas e o utilizado neste trabalho foi o OPLS-AA (Optimized Potential for Liquid
Simulations All Atoms).

Com o campo de forcas definido, é possivel calcular as forcas que atuam em cada
atomo, conforme equacdo 3, onde ocorre a derivada da energia potencial (V) em relagdo as

posi¢cdes dos atomos (r).

(Eq. 3) Fi (t) =-dV (n)



(Eq. 4) r (t + At) = 2r(t) —r (t — At) + a(t) At?

A partir da derivacdo da equacdo que calcula a aceleracdo da particula obtém-se as
velocidades. O calculo das velocidades ao longo do tempo, possibilita o calculo das posicdes
atdmicas a cada instante. (KARPLUS, PETSKO, 1990 apud FERREIRA, 2018) A partir das
posicdes e velocidades obtidas de cada &tomo, calcula-se a energia potencial e a cinética do
sistema. Aplicando este processo repetidamente e consecutivamente, obtém-se a trajetéria do
sistema. (BRUCCOLERI, KARPLUS, 1990 apud FERREIRA, 2018)



4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DAS ENZIMAS

4.1.1 Acetilcolinesterase Humana (HsSAChE)

O modelo da enzima acetilcolinesterase humana (HssAChE) utilizada neste estudo foi
cedido pelo professor Dr. Arlan da Silva Goncalves. A modelagem da enzima
acetilcolinesterase humana se deu em conformidade com o disposto por GONCALVES (2005),
onde a estrutura cristalografica obtida no banco de dados Protein Data Bank foi a de cddigo
1B41. Também foi utilizada a estrutura de um precursor da acetilcolinesterase humana,
conhecido pelo codigo P22303 no servidor ExPASy (GASTEIGER, 2003 apud
GONCALVES, 2005).

Ao realizar o download do modelo de codigo 1B41, o autor observou a presenca de um
ligante docado a proteina. Esse ligante foi a fasciculina-11 que teve suas coordenadas retiradas
do arquivo obtido inicialmente. Em seguida foi observado que entre os aminoacidos Pro492 e
0 Pro495 e entre os aminoacidos Pro258 e Asn265 haviam duas alcas incompletas, uma vez
que ndo haviam sido determinadas pela técnica de cristalografia e difracdo de Raios-X no
modelo proposto. Assim, de maneira a obter a sequéncia de aminoécidos dessas algas por
modelagem comparativa, foi utilizado o programa Swiss-PdbViewer para realizar uma
sobreposicao entre a sequéncia de aminoacidos do precursor da HsSAChE e o modelo de codigo
1B41, ja sem as coordenadas da fasciculina-II.

O melhor alinhamento sequencial se deu entre os residuos iniciais Asp36 da sequéncia
do precursor e Asp5 da HsSAChE, finalizando com os residuos Thr574 do precursor e Thr543
da HUAChE, respectivamente. A validacdo do modelo criado foi realizada utilizando um
diagrama de Ramachandran utilizando o servidor ProCheck.

A identificacdo dos aminoacidos do sitio ativo da enzima HsSSAChE foi descrita por
Gongcalves (2005), tendo sido realizado uma modelagem comparativa da acetilcolinesterase do
peixe elétrico Torpedo californica da familia Torpedinidae com a HssAChE, utilizando o
Swiss-PdbViewer (GUEX e PEITSCHO, 1997) uma vez que a TCAChE possui todos os
residuos do sitio ativo elucidados (KOELLNER, 2000, apud GONCALVES, 2005).

4.1.2 Acetilcolinesterase do Mosquito Aedes aegypti (AaAChE)
Uma vez que ndo ha disponivel em banco de dados um modelo tridimensional da
enzima do mosquito, foi realizada a constru¢cdo do modelo por modelagem comparativa. A

obtencdo da sequéncia priméaria completa da enzima acetilcolinesterase do mosquito Aedes



aegypti foi encontrada no servidor uniprot.org pelo codigo Q9TX11 e foi submetida ao servidor
Swiss Model Server. Foram utilizados 50 modelos para a criacdo da estrutura tridimensional
da enzima acetilcolinesterase de mosquito que apresentou 69,96% de identidade sequencial
com a acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster (codigo 1Q09). A literatura descreve
um valor acima de 30% de identidade sequencial entre a proteina molde e a proteina alvo como
sendo aceitavel para proteinas que apresentam 60 aminoacidos ou mais na sequéncia molde.
Desta maneira, 0 modelo tridimensional completo da AaAChE criado por modelagem
comparativa apresentou valores aceitaveis de identidade sequencial com o molde utilizado.

A fim de estimar a qualidade do modelo criado, foram utilizados parametros de
avaliacao do proprio servidor SWISS-MODEL e posteriormente, foi plotado um diagrama de
Ramachandran (RAMACHANDRAN, 1968) a fim de avaliar a sua qualidade estereoquimica.
Esse tipo de diagrama consiste na disposi¢do, em um plano, dos pares de valores assumidos
pelos angulos diedros v e ¢. Os angulos de tor¢do v e ¢ descrevem a orientagdo relativa dos

planos peptidicos, conforme demonstrado na figura 4.

Figura 4: Tlustragdo dos angulos diedros y ¢ @ em uma cadeia tripeptidica. Imagem gerada
pelo programa GMOLDEN, versao 5.0 (SCHAFTENAAR e NOORDIK, 2000) e adaptado por
Silveira, 2018.
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peptidica ,

Fonte: Imagem gerada pelo programa GMOLDEN, versdo 5.0 (SCHAFTENAAR e
NOORDIK, 2000) e adaptado por SILVEIRA, 2018.

Certos pares de valores y e ¢ ndo podem ser assumidos uma vez que provocam
impedimento estérico na proteina. No diagrama essa regido é conhecida como regido nédo
permitida. Observa-se que os amino&cidos Glicina e Prolina possuem uma maior regido
acessivel no diagrama, uma vez que o primeiro ndo apresenta cadeia lateral e o segundo € o
unico aminodcido capaz de realizar conformacdes cis e trans.

No Diagrama de Ramachandran, cada ponto representa um aminoacido e estes estao

dispostos em regides descritas como “mais favoraveis, adicionalmente permitidas,



generosamente permitidas e regides nao permitidas.” (RAMACHANDRAN, 1968 apud
GONGCALVES, 2005)

Na sequéncia, foi realizado um alinhamento sequencial entre as enzimas HsSAChE e
AaAChE, utilizado o software Swiss-PdbViewer (GUEX, 1997), a fim de que, por modelagem
comparativa entre 0os modelos, fosse determinado os residuos do sitio ativo da enzima do

mosquito.

4.1.3 Alinhamento sequencial entre as enzimas AaAChE e Acetilcolinesterase do
mosquito Anopheles gambiae (AgAChE)

Com o intuito de observar a identidade sequencial entre as regides do sitio ativo das
proteinas das duas espécies, foi realizado um alinhamento sequencial, com posterior calculo de
identidade. Conhecendo as mutacOes presentes nas enzimas AaAChE e AgAChE, pode-se
observar que os pesticidas que apresentam seletividade para uma espécie nao necessariamente
apresentardo para a outra, de maneira que apos os calculos de docagem molecular com o0s

pesticidas estudados neste trabalho, pode-se justificar os resultados obtidos.

4.2 SELECAO DOS PESTICIDAS UTILIZADOS

Dou ¢ colaboradores, 2003, em trabalho intitulado “Novos inibidores seletivos e
irreversiveis da acetilcolinesterase do mosquito para o controle da malaria e outras doencas
transmitidas por mosquitos” (DOU et al, 2013), realizaram o planejamento de seis pesticidas
que interagiam com mutac6es presentes na acetilcolinesterase do mosquito Anopheles gambiae
e que ndo estavam presentes na acetilcolinesterase humana. A mutacao relatada pelos autores
foi de um aminoacido localizado na regido da entrada do sitio ativo das enzimas, de nimero
286, sendo uma cisteina na enzima do mosquito Anopheles e uma fenilalanina na enzima
humana. Os pesticidas utilizados no estudo foram o PM18, PM20, PMS20, PY18, PY20 e
PYS18 (FIGURA 6). No trabalho em questdo, foram reportados resultados experimentais
e tedricos que indicaram que o0s seis pesticidas propostos inibem seletivamente a enzima
do mosquito Anopheles. De acordo com os autores, a inibigdo irreversivel foi indicada
pela inibicdo enzimatica progressiva ao longo do tempo, enquanto a inibicdo enzimatica
reversivel foi evidente a partir de uma inibicdo constante ao longo do tempo. Dessa
maneira, 0s resultados experimentais demonstraram que 0s pesticidas PY18 e PM20
inibem irreversivelmente a enzima de mosquito Anopheles gambiae, mas ndo a humana.

Além disso, o inibidor de controle paraoxon inibiu irreversivelmente ambas as enzimas.



Quando comparadas as regides do sitio ativo da proteina acetilcolinesterase do
mosquito Anopheles gambiae, de cddigo 2AZG no protein data bank, e o sitio ativo da enzima
acetilcolinesterase do mosquito Aedes aegypti proposta neste trabalho, sdo observadas 28,94%
de mutac¢des, sendo que a mutagdo descrita no aminoécido de nimero 286 ndo ocorre na enzima
do mosquito do género Aedes. Dessa maneira, a fim de verificar se os pesticidas propostos por
Dou e colaboradores também apresentam seletividade a AaAChE, foram realizadas calculos de
docagem molecular entre os pesticidas e as enzimas HsSAChE e AaAChE selecionadas
previamente.

A fim de observar possiveis alterac6es na lipofilicidade dos compostos, foram alterados
os tamanhos das cadeias carbonicas dos dois melhores resultados experimentais reportados por
Dou e colaboradores, de maneira que foram propostas deste trabalho os compostos PM16,
PM22, PM24, PY14, PY20 e PY22. Para efeito de comparacao, foi utilizado o Paraoxon com
a finalidade de obter resultados de pesticidas menos toxicos aos seres humanos e que
apresentem boa intera¢do com a enzima AaAChE.

Ao observar as mutagGes na regido do sitio ativo das enzimas HsSAChE e AaAChE, foi
realizado o mapeamento dos aminoéacidos diferentes que estdo localizados na regido da entrada
do sitio ativo para que a partir das caracteristicas desses aminoacidos fossem planejadas
modificacbes nos pesticidas, de maneira que estes interajam de maneira seletiva com 0s
residuos presentes na entrada do sitio ativo da AaAChE. A figura 5 mostra as mutacoes
presentes na regido da entrada do sitio ativo da enzima AaAChE.

Figura 5: Mutagdes na regido da entrada do sitio ativo da AaAChE.



Fonte: o proprio autor

Existem trés tirosinas (Tyr99, Tyrl01 e Tyr344) localizadas na entrada do sitio ativo
da enzima AaAChE. Esses aminoécidos apresentam carater polar que se contrapde ao carater
apolar da Leucina (Leu76 e Le289), presente na regido da entrada do sitio ativo da HsSAChE.

Apds observar as mutacdes presentes na entrada do sitio ativo da enzima AaAChE,
foram planejadas alteragdes por adi¢do de grupos farmacoféricos nos pesticidas propostos com
a finalidade de obter propostas que interajam de maneira seletiva com a enzima AaAChE.
Dessa maneira, foram planejadas as seguintes moléculas: PROP1, PROP2, PROP3, PRO4,
PROP5 e PROP6 (Figura 7).

Essas propostas foram desenhadas de maneira que as moléculas apresentassem um
maior volume quando comparadas com as estruturas iniciais propostas por Dou e
colaboradores. Assim, ao interagirem com a regido da entrada do sitio ativo das enzimas,
pudessem interagir como “rolhas”, fechando o acesso a regido do poco do sitio ativo, inativando
a enzima AaAChE.

Como referéncia, foram utilizados os livros “Quimica Medicinal: As bases moleculares
da acao dos farmacos”, 3% edicdo de Barreiro e Fraga, publicado em 2015 e o livro publicado
na Royal Society of Chemistry, intitulado “Metabolism, Pharmacokinetics and Toxicity of
Functional Groups: Impact of Chemical Building Blocks on ADMET” editado por Dennis A.
Smith em 2010. Ainda, foi utilizado o artigo “In-Silico Drug discovery approach targeting
receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 for cancer treatment” dos autores Nath, Singh
e Singh, publicado na revista Nature em 2017.

As formulas moleculares dos compostos propostos no presente trabalho estdo dispostas
nas figuras6 e 7.



Figura 6: Férmula estrutural plana dos pesticidas PMn, PMSn, PYn e PYSn.
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PMn: A =-CH=CH-; X =Br; n =16, 18, 20, 22 ou 24. PYn: A=-CH=CH-; n= 14, 16, 18, 20 ou 22
PMSn: A = -(CH2)2-; X = TFA; n = 20 PYSn: A = -(CH2)2-; n = 18

Fonte: DOU et al, 2003 adaptada pelo autor.

Figura 7: Formula estrutural plana dos pesticidas propostos a partir da adicdo de grupos
farmacoféricos: Propostas 1 a 6 e Paraoxon.
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4.3 ESTUDO DO ESTADO DE PROTONACAO DOS LIGANTES
O correto estado de protonacao dos ligantes em pH fisioldgico foi verificado com o
auxilio do programa MarvinSketch 19.11 (ChemAxon, 2019).

4.4 DESENHO E OTIMIZA(}AO DOS LIGANTES

Para o desenho tridimensional dos pesticidas, foi utilizado o programa GHEMICAL
(Hassinen et al., 2001) e o campo de forgas Tripos-5.2 (SHIH et al., 1995) de forma a colocar
as estruturas com distancias entre os &tomos, angulos e diedros o mais préximo possivel do
experimental, com uma limitagdo da mecanica classica, onde os &tomos sdo considerados como
massas e as ligacbes como pequenas molas. Foram realizadas otimizacGes geomeétrica e
conformacional randémica também com o software Ghemical utilizando o mesmo campo de
forcas. Em seguida foram realizadas otimizagdes semi-empiricas utilizando o método PM7
(Parametric Method 7) (STEWART, 2016) com o programa MOPAC (Stewart, 2007).



Ao arquivo dos ligantes no formato .pdb, adicionou-se cargas AM1-BCC (Jakalian et

al., 2000), utilizando o programa Chimera que em seguida foi salvo no formato .mol2. Por fim,
foi utilizado o programa AutoDock Tools para que fosse determinada as partes rigidas e moveis
das moléculas, alem das coordenadas atdbmicas e cargas parciais, obtendo o arquivo no formato

.pdbqt para posterior calculo de docagem molecular com o AutoDock Vina.

45 ESTIMATIVA TEORICA DA TOXICIDADE AOS MAMIFEROS PARA AS
MOLECULAS PROPOSTAS

Foi realizada a estimativa da toxicidade dos pesticidas propostos utilizando o servidor
ProTox-11. Como forma de comparacdo, foi utilizado o Paraoxon. Foram obtidos valores de
LD50 para cada um dos compostos, bem como observada a capacidade mutagénica e

carcinogénica dos compostos.

4.6 OTIMIZAC}AO DAS ENZIMAS AaAChE E HssAChE

Utilizando o programa AutoDock Tools, adicionou-se os hidrogénios polares aos
arquivos das proteinas HsSAChE e AaAChE no formato .pdb. Entdo, foram computadas as
cargas Gasteiger e os arquivos foram salvos no formato .pdbgt que além de armazenar as
coordenadas atdmicas, apresenta as cargas parciais e 0s parametros de solvatacdo para cada

atomo da proteina.

4.7 VALIDACAO DA METODOLOGIA DE DOCAGEM MOLECULAR

Foram realizados o redocking do ligante FP1 no cristal de codigo 5SHFA e o do ligante
H1-6 no cristal 5HF9 de forma a validar o protocolo utilizado. Para tanto, foi baixado o arquivo
de coordenadas .pdb das proteinas mencionadas no banco de dados Protein Data Bank, foi
realizada a remoc¢do manual dos ligantes e dos demais mondmeros a fim de obtermos apenas
um mondmero de cada proteina. Na sequéncia, foram preparadas as proteinas adicionando-se
os hidrogénios polares e cargas Gasteiger, sendo entdo salvas no formato .pdbqt.

Aos ligantes que foram salvos na etapa anterior, foi realizada a adi¢do de hidrogénios
com o programa Avogadro e entdo os arquivos foram salvos para posterior comparagdo com
os resultados de docagem obtidos. Na sequéncia, foram preparados os arquivos dos ligantes

para calculo de docagem sendo os ligantes otimizados com o método semi empirico PM7.

Posteriormente, foi realizada a adicio de cargas AM1-BCC (Jakalian et al., 2000) com o



programa Chimera. Por fim, com o programa AutoDock Tools, foram determinadas as partes
rigidas e moveis das moléculas, obtendo-se arquivos no formato .pdbqt.

Foram selecionados os parametros do grid box com o programa AutoDock Tools, sendo
que para a proteina 5HFA, as coordenadas centrais foram x = -9.502, y = -42.740, z = 28.027
e tamanho das coordenadas x = 40, y = 40 e z = 40. Ja para a proteina 5SHF9, os parametros do
grid foram coordenadas centrais x = -14.451, y = -40.704, z = 31.049 e o tamanho das
coordenadas x =40,y =40 e z = 40.

Foi realizada uma simulagdo com 20 repeti¢des de docagem, exaustividade igual a 16,
numero de modos de ligacdo igual a 20, sendo utilizado 4 CPUs para realizacdo do calculo.

Os melhores resultados de simulacdo foram selecionados com o auxilio do programa
vinascreengettop. Por fim, para cada uma das proteinas, as coordenadas do cristal e do melhor
resultado de docagem foram abertas utilizando o programa Chimera. Foi realizado o célculo
do RMSD, obtendo valor igual a 2,232 Angstroms para o FP1 e 2,715 para o HI6.

Os resultados obtidos validam a metodologia adotada, uma vez que apresentou valores

de RMSD abaixo de 3 Angstroms. O alinhamento da estrutura pode ser observado na figura 8.

Figura 8: A esquerda, redocking do ligante FP1 na proteina de codigo 5SHFA (RMSD 2,232
Angstroms) e a direita, redocking do HI6 na proteina de codigo 5SHF9 (RMSD 2,715).

Fonte: o préprio autor.

4.8 DETERMINA(}AO DOS PARAMETROS PARA OS CALCULOS DE DOCAGEM
MOLECULAR

Foi realizado o alinhamento sequencial das proteinas AaAChE e HsSAChE com o
programa Swiss Pdb Viewer, obtendo-se um RMSD de 1,12 Angstroms. Na sequéncia, 0s

arquivos de coordenada das enzimas foi aberto com o programa Autodock Tools, sendo



selecionados 0s aminoacidos do sitio ativo das proteinas, previamente definidos por
modelagem comparativa. A representacao utilizada na selecdo desses aminoacidos foi a esfera
de van der Waals, a fim de que o volume atémico de cada residuos estivesse incluido na regido
do grid box.

Foram realizadas duas etapas de calculo de docagem molecular: na primeira, foram
utilizados os pesticidas Paraoxon, PM16, PM18, PM20, PM22, PM24, PMS20, PY14, PY16,
PY18, PY20, PY22,PYS18, PROP1, PROP2, PROP3, PROP4, PROP5 e PROP6 utilizando os
parametros do grid box com coordenadas centrais x = 116.421,y =114.332, z = -130.646, com
tamanhos x = 60, y = 54 e z = 54, de maneira que todos os residuos do sitio ativo, bem como a
regido da entrada do sitio estavam acessiveis ao calculo de docagem molecular.

Na segunda etapa de docagem molecular, foram realizados apenas os calculos com 0s
pesticidas das propostas 1 a 6 e 0 PM22, foi realizada uma alteracdo nas dimensdes do grid box
a fim de que este estivesse localizado na regido que contempla os aminoacidos mutantes da
entrada do sitio ativo das proteinas, tendo sido selecionados os aminoacidos GIlu97, Tyr99,
Tyrl01, Tyr344, Gly346 e 1le347 da AaAChE, bem como os aminodcidos Tyr72, Asp74,
Leu76, Leu289, Ser293 e Val294 da HssAChE. Apos essa selecéo, foi determinado o grid com
as dimens@es centrais x = 110.063, y =124.029, z = -119.455 e com os tamanhos x = 50, y =
38 e z = 38, de maneira que todos 0s residuos mutantes da entrada dos sitios ativos estivessem
acessiveis ao calculo de docagem molecular.

Foi determinado como pardmetro de calculo, 20 repeticbes de docagem com
exaustividade igual a 16, nimero de modos de ligacédo igual a 20, sendo utilizado 4 CPUs para
realizacdo do célculo.

Ao todo, foram gerados 16.000 resultados com o AutoDock Vina que foram analisados
com o auxilio de um script que faz uma busca pelo menor valor de energia gerado em cada
arquivo. Dessa maneira, foi dada a sequéncia metodologica com anélise das interacfes a partir
da criacdo do diagrama 2D de cada um dos melhores resultados com o programa LigPlot v.4.4.2
(Wallace et al., 1995).

A figura 9 foi gerada com o programa AutoDockTools, onde pode-se observar as
proteinas AaAChE e HssAChE alinhadas, os residuos do sitio ativo em representagéo de esfera

de van der Waals e o grid box utilizado para os calculos.

Figura 9: Grid box da enzima AaAChE para calculo de docagem molecular. A esquerda, 0
grid box da etapa 1 e a direita, o grid box da etapa 2.



Fonte: o préprio autor

4.9 ANALISE DOS RESULTADOS DE DOCAGEM MOLECULAR

Apds a realizacdo das simulacdes de docagem molecular, as interagdes entre as enzimas
(AaAChE e HssAChE) e os pesticidas propostos foram avaliadas com o auxilio do software
LigPlot v.4.4.2 (Wallace et al., 1995). Além disso, foram utilizados os programas VMD
(HUMPHREY, 1996), PyMOL (WARREN, 2004) e AutodockTools.

4.10 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Ap0s os célculos de docagem molecular, para cada complexo proteina-inseticida, foi
selecionado o melhor resultado de docagem de acordo com a menor energia de docking obtida
para a realizacdo da etapa de dindmica molecular (DM). As simula¢bes por DM foram
realizadas utilizando-se o pacote GROMACS 2016.4 (http://www.gromacs.org) (Pall et al.,
2015).

Os arquivos dos ligantes que obtiveram os melhores resultados de docking foram
parametrizados com os softwares Acpype (Silva et al., 2012) e MKTOP. J& os arquivos .pdb
das proteinas (HssAChE e AaAChE), foram utilizados para gerar os arquivos topologia com o
comando pdb2gmx. O arquivo topologia gerado apresenta parametros para cada atomo no
campo de forca utilizado, além de informagdes como angulos e diedros e a composi¢do do
sistema a ser simulado. Os sistemas em estudo foram minimizados com o campo de forc¢as
OPLS-AA (do inglés, Optimized Potentials for Liquid Simulations All Atoms) e o0 modelo de
agua selecionado foi o TIP3P (transferable intermolecular potential 3P) (Mark et al., 2010).

Também foi utilizado um arquivo de entrada com extensdo .mdp que apresenta 0s

parametros de simulacao e contém critérios que delimitam o tempo de simulacdo, bem como



critérios de parada para a etapa de minimizacgéo de energia, temperatura e pressao do sistema e
outras condicdes iniciais. Os sistemas foram simulados utilizando condicGes periddicas de
contorno, a temperatura foi de 310 K e a pressdo de 1 Bar.

Os sistemas foram simulados em caixas dodecahedricas contendo moléculas de agua
para solvatacdo e moléculas de ions a fim de manter a eletroneutralidade do sistema. A escolha
do tipo de caixa dodecaédrica se deu devido a esta ser a menor e mais regular célula unitaria,
apresentando volume menor do que a caixa cubica, economizando tempo de calculo
computacional. A tabela 2 mostra 0 numero de moléculas de &4gua e quantidades de ions que

foram adicionadas em cada um dos sistemas simulados.

Tabela 2: Nimero de moléculas de solvente e ions para os sistemas de simulagéo por dindmica
molecular.

Sistema de simulacéo por NuUmero de moléculas de NuUmero de ions sodio

DM

agua

(Na®)

PM22-AaAChE

25483 moléculas de agua

19 ions de sédio

PM22-HssAChE

24614 moléculas de agua

6 ions de sodio

PROP2-AaAChE-etapal

25485 moléculas de agua

20 ions de sodio

PROP2-HssAChE-etapal

24643 moléculas de agua

7 ions de sodio

Paraoxon-AaAChE-etapal

27160 moléculas de agua

19 ions de sodio

Paraoxon-HssAChE-etapal

26334 moléculas de agua

6 fons de sodio

PROP2-AaAChE-etapa2

27141 moléculas de agua

20 ions de sodio

PROP2-HssAChE-etapa?2

26358 moléculas de agua

7 ions de sodio

PROP3-AaAChE

27145 moléculas de agua

20 fons de sodio

PROP3-HssAChE

26361 moléculas de agua

7 fons de sodio

Paraoxon-AaAChE-etapa2

27163 moléculas de agua

19 ions de sédio

Paraoxon-HssAChE-etapa2

26336 moléculas de agua

6 fons de sodio

Foram realizadas etapas de minimizagdo de energia (com restricdo de posi¢do para
atomos pesados, seguida de uma minimizacdo sem restricdes de posicdo), além de uma
otimizacdo pelo método quase-Newton utilizando o algoritmo L-BFGS.

Ap0s a etapa de minimizacdo de energia, foi realizada uma dindmica de agua a fim de

acomodar as moléculas de dgua do sistema com tempo de simulagéo igual a 500 picosegundos.



Depois disso, foi realizada uma simulacdo por dinamica molecular sem restricdo de posicéo
com tempo de simulacdo de 50 nanosegundos. O algoritmo de minimizacdo empregado foi o
do méximo declive (steepest descent). As duas condic¢des iniciais da DM foram a posicéo
inicial das moléculas simuladas (que foram as melhores poses obtidas nos célculos de docking
molecular) e a velocidade inicial das moléculas.

Ap0s a execucado das simulagdes por dinamica molecular, foram gerados resultados de
energia total, rmsd do carbono alfa, rmsd dos ligantes, rmsf, raio de giro, distancia média entre
os centros de massas, ligagdes hidrogénio entre os ligantes e a proteina e energia livre de
ligacdo obtida pelo método MM-PBSA.

Para o calculo da energia livre, foram utilizados quadros a cada 200 ps de simulacéo,

gerando um total de 250 frames.

4.11 ANALISE DE ESTRUTURAS E GERACAO DE FIGURAS

Para analisar as estruturas geradas ap6s as simulacdes por dinamica molecular, foram
utilizados os programas VMD (HUMPHREY, 1996) e PyMOL(WARREN, 2004). Os
resultados obtidos foram analisados utilizando o software XMGRACE.

4.12 RECURSOS COMPUTACIONAIS UTILIZADOS

Foi utilizado um computador pessoal Dell com 12GB de memoria RAM, processador
Intel Core i7 e 450 GB SSD para a realizacdo de calculos de docagem bem como a anélise dos
resultados.

Para a etapa de dinamica molecular, foi utilizado um computador pessoal com 16GB
de memoéria RAM 3000mhz operando em dual channel, processador AMD Ryzen 2600, clock
3.9GHz, 6 nucleos e 12 threads, 240GB SSD e placa de video NVIDIA GTX 1080 com 8GB
de VRAM GDDR5X, clock 1797MHz e 2560 CUDA cores.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONSTRUCAO E VALIDACAO DO MODELO TRIDIMENSIONAL DA AaAChE

Algumas estimativas de qualidade do modelo foram geradas a partir do proprio servidor
SWISS-MODEL (WATERHOUSE et. Al., 2018) e, dentre elas, a Estimativa de Qualidade
Global do Modelo (GMQE), combina propriedades do alinhamento entre 0 modelo criado e a
proteina molde utilizado e do método de pesquisa dos moldes. A pontuacao dessa estimativa
varia de 0 a 1 e quanto mais proximo de 1, representam uma maior confiabilidade do modelo
criado. O valor obtido de GMQE pelo modelo criado foi de 0,76.

Ja 0 QMEAN (BENKERT, BIASINI, SCHWEDE, 2011), que estima a qualidade
global (de toda a estrutura) e local (por aminoacido) com base em diferentes propriedades
geomeétricas, foi de -2,52. Essa pontuagdo pode variar, sendo que valores igual ou inferiores a
-4,0 s&o indicativos de que o modelo apresenta baixa qualidade.

Em relacdo a qualidade local, observou-se que as regifes que apresentaram menores
valores de QMEAN foram as regides de alcas da proteina. 1sso pode ser devido a alta vibracédo
molecular que é comum nessas regides mais expostas.

Para avaliar a qualidade estéreo quimica do modelo criado, foi utilizado um Diagrama
de Ramachandran (Figura 10).

Observa-se que 1,2% dos aminoacidos encontram-se em regifes denominadas de
generosamente permitidas e 1,9% dos aminoacidos encontram-se em regides ndo permitidas.
Assim, 96,9% dos residuos encontram-se em regides mais permitidas. Uma vez que célculos
de Dindmica Molecular serdo empregados na sequéncia deste trabalho, havera uma melhora na
estabilidade conformacional da enzima, fazendo com que o modelo tridimensional criado

apresente melhor qualidade.

Figura 10: Diagrama de Ramachandran, gerado pelo PROCHECK, versao 3.5 (LASKOWSK,
MACARTHUR e MOSS et al. 1993) da AaAChE obtida por modelagem comparativa.
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Fonte: o autor, programa PROCHECK (LASKOWSK, MACARTHUR e MOSS et al. 1993)

5.2 IDENTIFICACAO DOS RESIDUOS DO SITIO ATIVO DA AaAChE

A fim de obter o sitio ativo da HsSSAChE, GONCALVES (2005) realizou um
alinhamento sequencial entre os aminoacidos da enzima acetilcolinesterase da Torpedo
Californica (TCAChE) de codigo 1EAS disponivel no Protein Data Bank e a HsSAChE criada,
utilizando o SwissPdbViewer (GUEX e PEITSCHO, 1997) uma vez que a TCAChE possui
todos os residuos do sitio ativo elucidados (KOELLNER, 2000, apud GONGCALVES, 2005).
Por comparagdo com os amino&cidos do sitio ativo da TcAChE, obteve os residuos do sitio
ativo da HsSAChE. Da mesma maneira, foram identificados, por modelagem comparativa, 0s
aminoacidos do sitio ativo da AaAChE. O alinhamento sequencial das enzimas HssAChE e

AaAChE apresentou um valor de RMSD de 1,12 Angstrons.



A figura 11 mostra o alinhamento sequencial das enzimas HssAChE e AaAChE no
formato FASTA e a figura 12 mostra o alinhamento sequencial tridimensional, gerado com o
programa PYMOL.

Na figura 11, os aminoéacidos iguais no alinhamento sequencial sdo representados por
asterisco (*), os aminoacidos semelhantes sdo representados por ponto (.) e 0s aminoacidos
diferentes sdo representados por um espaco em branco.

Os aminoacidos do sitio ativos das enzimas foram representados na tabela 3, de maneira

que os residuos que estdo em negrito representam as mutagdes existentes nas enzimas.

Figura 11: Alinhamento sequencial das enzimas HSSAChE e AaAChE obtido com o
SwissPdbViewer (GUEX, 1997).
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Figura 12: Alinhamento sequencial entre as enzimas HsSAChE e AaAChe Imagem gerada
pelo programa PYMOL.



Tabela 3: Aminoacidos da regido do sitio ativo das enzimas HsSAChE e AaAChE. Em negrito,
estdo representados os residuos diferentes.

HssAChE | AaAChE | HssAChE | AaAChE | HssAChE | AaAChE | HssAChE | AaAChE
GIn71 GIn96 Phel123 Phel75 Trp236 Trp291 Phe338 Phe391
Tyr72 Glu97 Tyrl24 Met176 Trp286 Trp341 Tyr341 Tyr394
Asp74 Tyr99 Serl25 Serl77 Leu289 Tyr344 Gly342 Asp395
Leu76 Tyr101 Gly126 Gly178 Ser293 Gly346 Trp439 Trp493
Thr83 Glu108 Alal27 Thrl79 Val294 11e347 His447 His501
Trp86 Trplll Leul30 Leul82 Phe295 Leu348 Gly448 Gly502
Asn87 Asnl12 Tyr133 Tyr185 Arg296 Gly349 Tyr449 Asp503
Gly120 Gly172 Glu202 Glu257 Phe297 Phe350 Glu450 Glu504
Gly121 Gly173 Ser203 Ser258 Glu334 Glu3s7

Gly122 Gly174 Ala204 Ala259 Tyr337 Tyr390

Pode-se observar que treze aminoacidos sdo diferentes. Dessa maneira, pode-se calcular
a ldentidade sequencial entre os aminoacidos dos sitios ativos das enzimas AaAChE e
HssAChE, sendo obtido um valor de 65,78%.



5.3 CALCULO DA IDENTIDADE SEQUENCIAL ENTRE AS ENZIMAS AaAChE
E AgAChE
Com o intuito de observar as mutagdes existentes no sitio ativo do mosquito Aedes

aegypti do modelo de AChE criado, em comparagdo com o modelo da acetilcolinesterase do
mosquito Anopheles gambiae (AgAChE) de cddigo 2AZG, foi realizada uma modelagem
comparativa com o programa SwissPdbViewer. Dessa maneira, a partir dos aminoacidos do
sitio ativo da AaAChE, foram determinados os residuos do sitio ativo da AGAChE e na
sequéncia foi realizado o célculo de identidade sequencial dessa regido, como mostrado na
tabela 4.

Tabela 4: Aminoacidos da regido do sitio ativo das enzimas AGAChE e AaAChE. Em negrito,

estdo representados os residuos diferentes.

AgAChE | AaAChE | AGAChE | AaAChE | AgAChE | AaAChE | AGAChE | AaAChE
GIn69 GIn96 Phe120 Phel75 Trp232 Trp291 Phe329 Phe391
Tylle70 Glu97 Tyrl2l Metl76 Trp280 Trp341 Tyr332 Tyr394
Asp7?2 Tyr99 Serl22 Serl77 Leu283 Tyr344 Tyr333 Asp395
Val74 Tyr101 Gly123 Gly178 11e285 Gly346 Trp431 Trp493
Alag8l Glu108 Thr124 Thrl79 Cys286 11e347 His439 His501
Trp94 Trpl1l Leul27 Leul82 - Leu348 Gly440 Gly502
Asn95 Asnl112 Tyr130 Tyr185 Glu287 Gly349 Asp44l Asp503
Gly117 Gly172 Glu198 Glu257 Phe288 Phe350 Glud42 Glu504
Gly118 Gly173 Ser199 Ser258 Glu325 Glu387
Gly119 | Glyl74 | Ala200 | Ala259 | Tyr328 | Tyr390

Pode-se observar que onze aminoacidos sdo diferentes. Dessa maneira, calculando a
identidade sequencial da regido do sitio ativo das enzimas AaAChe e AgAChE, obtém-se um
valor de 71,06%. Assim, sdo observadas 28,94% de mutacGes nessa regido, o que indica que
pesticidas que atuam seletivamente em relacdo a uma das espécies podem ndo apresentar

seletividade para a outra espécie.



5.4 ESTUDO DO ESTADO DE PROTONACAO DOS LIGANTES

O correto estado de protonacdo dos ligantes foi determinado utilizando o programa
MarvinSketch. Dessa maneira, os ligantes PYn e PYSn, em pH 7,4, encontram-se protonados,
havendo 99,7% de espécies protonadas para este pH. Os ligantes PMn e PMSn encontram-se,
com 99,8%, em seu estado protonado, conforme proposto por Dou e colaboradores. O paraoxon
apresentou-se protonado com carga +1. O pesticida da proposta 1, apresentou-se protonado
com carga +1 e as propostas PROP2, PROP3, PROP4, PROP5 e PROP6 permaneceram no
estado neutro.

5.5 CLASSIFICACAO TOXICOLOGICA DOS PESTICIDAS E PREDICAO TEORICA DE
LD50

De acordo com os resultados obtidos no servidor ProTox-1l, o Paraoxon apresentou
classificacdo toxicoldgica classe 2, com acuracia de predicdo de 70,97%. Foi observado um
LD50 de 37 mg/kg corpéreo. Foi observada uma probabilidade de 93% de apresentar atividade
mutagénica, além de ser reportado um alto risco para o sistema reprodutor humano.

Os pesticidas PM16, PM18, PM20, PM22 e PM24 apresentaram classificacdo 4 de
toxicidade aos mamiferos, com um LD50 de 1500 mg/kg corpoéreo. A acuracia da predicao foi
de 68,07%. Esses compostos apresentaram 72% de probabilidade de ndo apresentar atividade
mutagénica e 57% de probabilidade de n&o apresentar atividade carcinogénica.

J& o pesticida PMS20, apresentou LD50 de 2000 mg/kg, também se enquadrando na
classe 4 de toxicidade com 68,07% de acuracia. Ndo foram reportadas informacdes a respeito
de atividade mutagénica ou carcinogénica para essa molécula.

Os pesticidas PY14, PY16, PY18, PY20 e PY22 apresentaram LD50 de 1210 mg/kg
corporeo, estando enquadrados na classificacdo 4 de toxicidade, com 69,26% de acuracia.

Ja a proposta PYS18, apresentou LD50 de 2000 mg/kg corpéreo, com acuracia de
70,97%, estando classificado no grupo de risco 4.

A proposta 1 se enquadrou na classe 4 de toxicidade aos mamiferos, apresentando um
LD50 estimado de 1500 mg/kg corporeo com acuracia da predi¢do de 67,38%. Apresentou
75% de probabilidade de ser inativo para a mutagenicidade. A predigéo de carcinogenicidade
apresentou probabilidade de 56% de ser inativo.

A proposta 2 apresentou um LD50 de 400 mg/kg corpOreo, com uma acuracia na
predicdo de 68,07%, se enquadrando na classe 4 de toxicidade. N&o apresentou atividade

carcinogénica (52% de probabilidade) nem mutagénica (76% de probabilidade de ser inativo).



A proposta 3 se enquadrou na classe 4 de toxicidade aos mamiferos, apresentando um
LD50 estimado de 344 mg/kg corpdreo. A acuracia da predicdo ficou em 68,07%. Apresentou
71% de probabilidade de ser inativo para a mutagenicidade e 53% de probabilidade de ser
inativo para carcinogenicidade.

A Proposta 4 apresentou predicdo de toxicidade classe 4, apresentando um LD50 de
2000 mg/kg corpdreo, com acurécia na predicdo de 70,97%. Apresentou 60% de probabilidade
de ndo ser carcinogénico e 69% de probabilidade de ndo ser mutagénico. Entretanto, a proposta
4 apresentou 75% de probabilidade de apresentar atividade no dominio de ligacéo de receptores
estrogénicos.

A proposta 5 apresentou classificacdo toxicologica de nivel 3, sendo observado um
LD50 de 215 mg/kg corpdreo, com uma acurécia na predicdo de 72,9%. Ainda, apresentou
55% de probabilidade de apresentar atividade carcinogénica e 73% de probabilidade de n&o
apresentar atividade mutagénica.

A proposta 6 apresentou classificacdo toxicologica 4, com 68,08% de acurécia na
predicdo. O LD50 estimado para esse composto foi de 471 mg/kg corpéreo. Ainda, foi
observada 51% de probabilidade de apresentar atividade carcinogénica e 76% ser inativo para
mutagénese.

A tabela 5 apresenta os valores de LD50 com a classificacdo toxicologica estimada pelo

servidor ProTox-I1 para os pesticidas em estudo.

Tabela 5: Dados toxicoldgicos estimados pelo servidor ProTox-11 das moléculas propostas
neste trabalho.

Pesticidas Classificacdo | LD50 (mg do pesticida Efeitos indesejados
Toxicolbgica / kg corpéreo)
Paraoxon 2 37 mg/kg Atividade mutagénica;

alto risco para o sistema

reprodutor humano.

PMn 4 1500 mg/kg
PMS20 4 2000 mg/kg
PYn 4 1210 mg/kg

PYS18 4 2000 mg/kg




PROP1 4 1500 mg/kg
PROP2 4 400 mg/kg
PROP3 4 344 mg/kg
PROP4 4 2000 mg/kg Atividade no dominio de
ligacdo de receptores
estrogénicos.
PROP5 3 215 mg/kg Atividade carcinogénica.
PROP6 4 471 mg/kg Atividade carcinogénica.

Fonte: Dados obtidos no servidor ProTox Il.

5.6 RESULTADOS DE DOCAGEM MOLECULAR

Foram realizados ensaios de docagem em que os ligantes realizam uma busca por
complementaridade eletrostatica e de van der waals, considerando o efeito de solvente implicito
através da constante dielétrica da dgua. Uma vez que o docagem molecular é uma técnica
estocéastica, todos os calculos foram realizados 20 vezes, com extracdo dos vinte melhores
resultados para cada um dos ligantes, totalizando 400 resultados por pesticida e 10.400
conférmeros para cada uma das enzimas.

Sabe-se que energia de docagem é um parametro importante na analise de estabilidade
da ligacdo entre as enzimas e as moléculas propostas, de maneira que a estabilidade do
complexo formado sera inversamente proporcional ao valor da energia de ligacdo. Além disso,
a estabilidade da interacdo esta relacionada ao local de docagem molecular e ao tipo e a
quantidade de intera¢fes que surgem entre os aminoacidos ligantes.

Dessa maneira, a fim de analisar os resultados obtidos, foram selecionadas com o
auxilio de um script do AutoDock Vina as conformagdes com menores energias de interagéo,
uma vez que estas representam as interacdes mais favoraveis termodinamicamente falando.

Foram realizadas analises energética e conformacional para cada um dos melhores
resultados, totalizando 38 analises para a primeira etapa de docagem e 14 analises para a

segunda etapa.



5.5.1 PRIMEIRA ETAPA DE CALCULO

Os dados foram gerados a partir dos resultados que apresentaram menor energia de
docagem molecular da primeira etapa, onde foi utilizado o grid box com as dimensdes que
abrangia toda a regido do sitio ativo das proteinas, bem como sua entrada estdo dispostos na

tabela 6.

Tabela 6: Resultados das energias de docagem entre as enzimas acetilcolinesterase (HsSAChE

e AaAChE) e os pesticidas em estudo.

ENERGIAS DE DOCAGEM (kcal.mol-1)

ENZIMAS
PESTICIDA Diferenca
AaAChE HssAChE Energética (kcal/mol)
PARAOXON -7,0 -7,0 AaAChE = HssAChE
PM16 -1,7 -8,4 0,7 AaAChE > HssAChE
PM18 -7,6 -8,1 0,5 AaAChE > HssAChE
PM20 -7,3 -7,9 0,6 AaAChE > HssAChE
PM22 -7,6 -7,8 0,2 AaAChE > HssAChE
PM24 -7,3 -7,6 0,3 AaAChE > HssAChE
PMS20 -7,1 -7,9 0,8 AaAChE > HssAChE
PY14 -8,0 -7,9 0,1 AaAChE < HssAChE
PY16 -8,1 -8,0 0,1 AaAChE < HssAChE
PY18 -7,5 -8,0 0,5 AaAChE > HssAChE
PY20 -7,4 -7,8 0,4 AaAChE > HssAChE
PY22 -7,6 -1,7 0,1 AaAChE > HssAChE
PYS18 -7,2 -8,0 0,8 AaAChE > HssAChE
PROP 1 -8,4 -9,3 0,9 AaAChE > HssAChE
PROP 2 -9,0 -8,6 0,4 AaAChE < HssAChE
PROP 3 -9,3 -10 0,7 AaAChE > HssAChE
PROP 4 -8,7 -10 0,3 AaAChE > HssAChE
PROP 5 -8,6 -9,6 1,0 AaAChE > HssAChE




PROP 6 -8,9 -9,9 1,0 AaAChE > HssAChE

Conforme pode-se observar na tabela 3, as energias de docagem obtidas foram em sua
maioria menores para os complexos formados com a enzima HsSAChE, apenas os pesticidas
PY14, PY16 e PROP2 apresentaram diferenca energética de maneira a ser mais favoravel a
interacdo com a enzima AaAChE. Entretanto, para as propostas PY14 e PY16, observa-se que
uma diferenca energética de 0,1 kcal/mol ndo é significativa, de maneira que apenas esse
parametro isolado ndo indica que esses pesticidas sejam melhores do que as demais. Ja no caso
da molécula PROP2, houve uma diferenca energética de 0,4 kcal/mol.

O pesticida Paraoxon apresentou energias de interacdo maiores para ambas as enzimas
quando comparado com os demais pesticidas. Sabe-se que o Paraoxon inibe as enzimas
acetilcolinesterase uma vez que interage com os residuos da triade catalitica dessas enzimas,
inativando-as. Dessa maneira, além das energias de interacdo serdo observados os contatos
polares e apolares formados a partir dos calculos de docagem entre as enzimas e demais
moléculas de pesticidas a fim de uma melhor interpretacéo dos resultados.

Os dados da tabela 6 foram transformados em gréfico, conforme figura 13.

Figura 13: Gréfico de energia de interacdo, em kcal/mol, dos 19 pesticidas docados as enzimas
AaAChE e HssAChE.
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Os pesticidas propostos apresentam interacdo favoravel, energeticamente falando, com
a enzima acetilcolinesterase do mosquito Aedes aegypti. Porém, de acordo com os resultados
da simulacdo realizada também apresentaram interacdo favoravel com a enzima



Acetilcolinesterase humana, obtendo, inclusive, menores energias de interacdo na maioria dos
casos.

Ap0s verificar as energias de interacdo obtidas nos calculos de docagem molecular,
foram gerados diagramas 2D de cada uma das conformacgdes de menor energia a fim de
verificar as interacbes que ocorreram entre as enzimas e 0s pesticidas propostos. Dessa
maneira, foram montadas as tabelas 7, 8, 9 e 10 que mapeiam as interacBes que foram
observadas nos respectivos diagramas.

Representado em azul, esta a triade catalitica de cada enzima (Serina, Glutamato e
Histidina). Os aminoacidos representados em rosa caracterizam os aminoacidos mutantes das
duas proteinas. As interac@es por contatos polares estéo representadas em verde e as interacfes
por contatos apolares estao representadas em vermelho. A letra “X”, representa que ndo houve
interac&o.

A legenda a seguir sera utilizada para as tabelas de nimero 7 a 12.

Legenda

Contato polar aminocidos do sitio ativo X Na&o ocorre interagéo
Contato apolar triade catalitica

Tabela 7: Resultados de docagem dos pesticidas propostos (PMn, PMSn, PYn, PYSn e
Paraoxon) com a enzima AaAChE.

AaAChE

Aminoéacido | Paraoxon [ PM16 [PM18 |PM20 | PM22 | PM24 [PMS20| PY14 [PY16|PY18|PY20 [PY22|PYS18




R98

E100 X
S117 X
W419 X
Y399 X
D398 X
G346 X
N342 X

Fonte: o proprio autor.

Tabela 8: Resultados de docagem dos pesticidas propostos (Propostas 1 a 6) com a enzima

AaAChE.

AaAChE

Aminoacido

Phe396

PROP2

PROP3

PROPS

PROP6




Phe391
Asn342

Val338

Phe350

Glu467

Asn589

HIs459

Trp588

Arg596

Phe421

11e432

Alad24

Lys423

Gly349

Phe460

11e420

ILe347

Pro290

Asn288

Pro464

XX |IX[X[X]|X|X|X[X]|X|X|X[X|[X]|X]|X

X|IX|X|IX[X[|IX|X[X[X]|X|X[X]|X]|X]|X][X

XXX |IX[X[IX]|X|X[|X[X|X]|X|X[X[X|X]|X]|X[X]|X
XXX |IX[X[IX]|X|X[|X[X|X]|X|X[X[X|X]|X]|X[X]|X

Tyr390

XXX |IX[X|IX]|X|X|X[X]|X|X|X[X|[X]|X]|X

Fonte: o proprio autor.

Tabela 9: Resultados de docagem dos pesticidas propostos (PMn, PMSn, PYn, PYSn e
Paraoxon) com a enzima HssAChE.

HssAChE

Aminoacido [PARAOXON |PM16 | PM18

PM20

PM22 | PM24 | PMS20 [PY14 | PY16 [PY18|PY20 | PY22 | PYS18







Q71 X X X X X X X X X X X X

Y377 X X X X X X X X X X X X

Fonte: o proprio autor.

Tabela 10: Resultados de docagem dos pesticidas propostos (Propostas 1 a 6) e paraoxon com
a enzima HssAChE.

HssAChE

Aminoéacido

PROP1 PROP2 PROP3 PROP4

PROP5 PROP6 Paraoxon

Tyr337
Asp74
Asn87
Tyr124
Phe295
Serl25
Trp86
Glu202
Gly120
Gly121
Phe297
Phe338
Tyr341
Val294

Ser293

Glu292

Leu289

Trp286

Leu76

Tyr72

GIn291

X | X | X[ X|[X]|X|X][X

><><><><H><><><

Thr83




Arg296 X

Tyrl33 X

Gly122 X X X X

Fonte: o préprio autor.

cinco:

Os parametros utilizados para escolha dos melhores resultados de docagem foram

se 0 pesticida realiza interacdes com residuos da triade catalitica da enzima (e quais 0s
tipos de interacdo);

quantidade de contatos polares;

quantidade de contatos apolares;

energia de interacéo;

Se o0 pesticida apresenta elevada toxicidade estimada aos mamiferos.

As tabelas 11 e 12 apresentam a relacdo dos parametros utilizados para escolha dos

melhores resultados, de maneira que a sigla “C.P.” representa a quantidade de contatos polares

e “C.A.” a quantidade de contatos apolares.

Tabela 11: Parametros de selecdo dos melhores pesticidas para a enzima AaAChE da primeira

etapa.

AaAChE

PA
RA
OX |[PM [PM [PM |PM |PM |PM |PY1|PY1|PY1|PY2|PY2|PYS|Pro |Pro |Pro |Pro |Pro |Pro
ON [16 (18 [20 |22 |24 |s20|4 |6 |8 [0 |2 |18 |p1 |p2 |p3 |p4 |[p5 |p6




Fonte: o préprio autor.

Ao analisar as energias de interacdo dos pesticidas com a enzima AaAChE, pode-se
observar que em compara¢do com o Paraoxon, ocorrem interagdes menos estaveis com 0s
pesticidas PM20, PM24, PMS20 e PYS18. Observa-se nestes casos, a ndo formacao de ligacoes
hidrogénio com a Serina 258 e, exceto no PM24, a ndo formacdo de contatos polares com a
Histidina 501. Apesar de os pesticidas PM16, PY14, PY16, PY18 e PY20 apresentarem uma
melhor estabilidade energética, quando comparados ao resultado do Paraoxon, ocorrem menos
interagGes por contatos polares, ndo ocorrendo contatos polares com a Serina 258 e, no casos
do PY16 e do PY18, ndo ocorrendo contatos polares ou apolares com a Histidina 501.

Ja em relacdo as propostas 1 a 6, as interacfes formadas sdo energeticamente mais
favoraveis. No caso da proposta 4, sdo observadas as mesmas quantidades de interacdes por
contatos polares. Apesar de nesses casos ndo serem observadas interacdes com os residuos da
triade catalitica da enzima, esses pesticidas interagem com a AaAChE na superficie enzimatica,
inibindo o acesso ao poco do sitio ativo.

Dessa maneira, de acordo com o0s parametros utilizados, foram selecionados 0s
pesticidas PM18, PM22, PY22, Prop2 e Prop3 uma vez que essas moléculas satisfazem os

requisitos de selecéo.

Tabela 12: Parametros de selecdo dos melhores pesticidas para a enzima HssAChE da primeira
etapa.

HssAChE

PAR
AOX|PM1|PM1|PM2|PM2|PM2[PMS|PY1|PY1l|PY1l|PY2]|PY2|PYS|Porp|Prop|Prop|Prop|Prop|Prop

11| 14|17 |16 | 18 | 19 | 17 (10| 12 | 15| 16 | 17 | 16 | 12 | 12 | 13 | 12 | 13 | 16

(kca|-70|-84|-81(-79|-78|-76|-79|-79|-80|-80|-78|-7,7|-80]|-93|-86|-10 | -10 | -10 [-9,6




I/mo
)

Fonte: o préprio autor.

Ao analisar as energias de interacdo dos pesticidas com a enzima HsSAChE, pode-se
observar que em comparagdo com o Paraoxon, todos os pesticidas propostos apresentaram
maior estabilidade energética. Entretanto, apenas a estabilidade energética ndo é um parametro
suficiente para dizer que os pesticidas irdo se manter no sitio ativo da proteina, principalmente
0S que interagem apenas por contatos apolares, uma vez que o0s contatos polares contribuem
majoritariamente para a estabilizacdo do ligante no sitio ativo da proteina.

Assim, ao observar os tipos de interagdo que ocorrem, chama-se atencdo para uma
reducdo na quantidade de interacdes por ligacao hidrogénio quando comparados aos resultados
do Paraoxon. No caso dos pesticidas PM18, PM20, PM22, PMS20, PY16 e Prop2 ndo ocorrem
interagGes com a Serina 203. Dessa forma, os trés melhores resultados de interagdes observados
para a enzima HssAChE sdo 0 PM20, 0 PM22 e a Prop2, uma vez que nao apresentam duas ou
nenhuma interacdo do tipo Ligacdo Hidrogénio, além de ndo interagir com a Serina 203.

Dessa maneira, ao cruzar os resultados obtidos nas simulagdes de docagem molecular
das duas enzimas, pode-se observar que os melhores resultados de acordo com os parametros

adotados foram a Proposta 2 e 0 PM22 na primeira etapa de docagem.

5.5.2 Segunda etapa de célculo

Na segunda etapa do calculo de docagem, o grid box selecionado foi delimitado na
regido da entrada do sitio ativo das proteinas, de maneira que estivessem inseridas 0s
aminoacidos Glu97, Tyr99, Tyrl01, Tyr344, Gly346 e 1le347 da AaAChE e os aminoacidos
Tyr72, Asp74, Leu76, Leu289, Ser293 e Val294 da HssAChE.

Os dados gerados a partir dos resultados que apresentaram menor energia de docagem

molecular da segunda etapa estdo descritos na tabela 13.

Tabela 13: Resultados das energias de docagem entre as enzimas acetilcolinesterase
(HssAChE e AaAChE) e os pesticidas propostos a partir de adicdo de grupos farmacoforicos
de interacdo a tirosina.

ENERGIAS DE DOCAGEM (kcal.mol-1)

Pesticidas AaAChE HssAChE Diferenca Energética (kcal/mol)

PARAOXON -7,0 -6,4 0,6 AaAChE < HssAChE




PM22 -7,4 -7,8 0,4 AaAChE > HssAChE
Prop 1 -8,4 -8,3 0,1 AaAChE < HssAChE
Prop 2 -9,0 -8,7 0,3 AaAChE < HssAChE
Prop 3 -9,3 -8,6 0,7 AaAChE < HssAChE
Prop 4 -8,9 -8,7 0,2 AaAChE < HssAChE
Prop 5 -8,7 -8,3 0,3 AaAChE < HssAChE
Prop 6 -8,9 -8,7 0,2 AaAChE < HssAChE

Fonte: o proprio autor.

Nesta etapa de docagem molecular, pode-se observar que as propostas 1 a 6
apresentaram menores resultados energéticos quando interagindo com a AaAChE do que com
a HssAChE. Sabe-se que uma menor energia de docagem significa dizer que ocorreu uma
melhor estabilizacdo do complexo proteina-ligante. A maior diferenca energética, 0,7 kcal/mol,
foi observada para a proposta 3. Em segundo lugar, ficaram as propostas 2 e 5, com uma
diferenca energética de 0,3 kcal/mol. Entretanto, uma vez que a proposta 5 apresentou maior
risco toxicoldgico aos humanos, com probabilidade de apresentar atividade carcinogénica, essa
proposta foi descartada. Na sequéncia, as propostas 4 e 6 apresentaram diferenca energética de
0,2 kcal/mol e a proposta 1 apresentou diferenca de 0,1 kcal/mol. Ainda, nota-se que a proposta
PM22 apresentou menor resultado energético para o complexo formado com a HsSAChE, com
diferenca energética de 0,4 kcal/mol.

Os dados da tabela 13 foram transformados em um gréafico, conforme figura 14.

Figura 14: Gréfico de energia de interacdo, em kcal/mol, dos 8 pesticidas docados as enzimas
AaAChE e HssAChE - Etapa 2.
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Fonte: o proprio autor.

Da mesma maneira que na primeira etapa, foi realizado o mapeamento dos aminoacidos
das enzimas que interagem com cada pesticida proposto. Observa-se nas tabelas 14 e 15 as
andlises obtidas. Em amarelo, aminoacidos mutantes da entrada do sitio ativo das enzimas
AChE’s.

A legenda a seguir sera utilizada para as tabelas de nimero 14 a 17.

Legenda
Contato polar aminoacidos mutantes da regido da X N&o ocorre
entrada do sitio ativo interacdo

Contato apolar - triade catalitica

Tabela 14: Resultados de docagem dos pesticidas propostos (Propostas 1 a 6 e PM22) com a
enzima AaAChE

AaAChE

Aminoacidos | Paraoxon | PROP1 | PROP2 | PROP3 | PROP4 | PROP5 | PROP6 PM22




Phe396

Glu97

Asn342

Val338
Phe350

Gly173
Ser177

X [ X | X|X

Fonte: o proprio autor.

Tabela 15: Resultados de docagem dos pesticidas propostos (Propostas 1 a 6 e PM22) com a
enzima HssAChE

HssAChE

Aminoacidos |Paraoxon| PROP1 | PROP2 | PROP3 | PROP4 | PROP5 | PROP6 | PM22
X X X X X X X -
X X X X X X X X
X X X X X X X X

Phe295

Tyrl24

Tyr337 X X X

Phe338 X

Leu289 X

GIn291 X

Glu292 X

Ser293 X

Trp286 X

Leu76 X




Val294

Thr75

Arg296

Phe297

Gly121

Serl25

Trp86

X | X[ X[ X|[X|X]|X]|X

Asn87
Fonte: o préprio autor.

Ao analisar as tabelas 14 e 15, observa-se que as propostas 1 a 6 nao interagem com 0s
aminoacidos da triade catalitica em nenhum dos dois casos (HsSAChE e AaAChE). Uma vez
que estas propostas foram planejadas com um maior volume, de maneira a ocupar a regido da
entrada do sitio ativo ao invés de se posicionarem no poco do mesmo, isto esta de acordo com
o0 que foi proposto.

O pesticida PM22 apresentou interacdo com os residuos His501 da AaAChE e Ser203
da HssAChE mesmo com a alteracéo da posicao do grid box realizada na etapa 2. Esta interagédo
caracteriza um posicionamento desta molécula na regido do pogo do sitio ativodesta proteina
apos os calculos de docagem molecular.

As propostas de 1 a 6 realizam algum tipo de interacdo com os aminoacidos Glu97,
Tyr99, Tyrl01 e Tyr344, que séo quatro das seis mutacGes presentes na regido da entrada do
sitio ativo da enzima AaAChE. E importante ressaltar que as propostas 1, 2, 5 e 6 interagem
por ligacdo hidrogénio com o residuo Tyr101 e a proposta 3 realiza uma ligacdo hidrogénio
com a Tyr344.

As propostas 1, 2 e 4 interagem com 0s seis aminoacidos mutantes da regido da entrada
do sitio ativo da HssAChE, que séo Tyr72, Asp74, Leu76, Leu289, Ser293 e Val294. Ja as
propostas 3, 5 e 6 ndo interagem com o residuo Asp74, mas interagem com os demais. Ressalta-
Se que ocorrem contatos polares nas propostas 1 a 6 com o residuo Ser293; nas propostas 3 e 6
com o residuo Tyr72 e na proposta 4 com os residuos Leu76 e Asp74.

As tabelas 16 e 17 apresentam a relacdo dos parametros utilizados para escolha dos

melhores resultados da segunda etapa de docagem.



Tabela 16: Parametros de selecdo dos melhores pesticidas para a enzima AaAChE da segunda
etapa.

AaAChE
Paraoxon| PROP1 | PROP2 | PROP3 | PROP4 | PROP5 | PROP6 | PM22
X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X X

T, 1 1 1 2 1 1 1 1
10 10 10 11 12 11 12 15
E keal/mol | -7,0 -84 -9,0 -9,3 -8,9 -8,7 -8,9 -74

Fonte: o proprio autor.

A ordem crescente de energia dos resultados das propostas da segunda etapa de
docagem com a enzima AaAChE foi PROP3, PROP2, PROP4 e PROP6 com a mesma energia,
PROPS5, PROP1 e PM22. Dessa maneira, uma vez que espera-se uma melhor estabilizacdo
desses pesticidas com a proteina do mosquito, os dois melhores resultados no quesito
energético foram as propostas 3 (PROP3) e 2 (PROP2).

Em relacdo a quantidade de contatos polares observados na interacdo proteina-ligante,
a proposta 3 (PROP3) apresentou duas ligacdes hidrogénio e as demais propostas apresentaram
apenas uma, observando que apenas a proposta 4 (PROP4) ndo interagiu por contato polar com
algum dos residuos mutantes da entrada do sitio ativo da AaAChE.

Em relacdo ao nimero de internagdes por contatos apolares, observou-se uma pequena
variagdo entre as propostas, sendo que o PM22 apresentou maior nimero de interagdes com
quinze, seguido das propostas 4 e 6 com doze interacOes cada, as propostas 3 e 5 com onze
interacBes e as propostas 1 e 2 com dez interagfes por contatos apolares. Esse pardmetro,
entretanto, possui menor relevancia quando comparado aos parametros de energia de interacao
e numero de ligagOes hidrogénio, uma vez que contribui mais francamente para a estabilizagdo
do ligante docado na proteina.

Em relacdo a toxicidade das moléculas, a ordem crescente de toxicidade estimada a
partir da dose letal estimada a 50% da populacdo (LD50), em miligramas da substancia por
quilo corporeo, é em primeiro lugar a proposta 4 (PROP4) com LD50 de 2000 mg/kg, seguido
do PM22 e da proposta 1 (PROP1) ambos com LD50 de 1500 mg/kg, na sequéncia a proposta
6 (PROP6), com LD50 de 471 mg/kg, a proposta 2 (PROP2) com LD50 de 400 mg/kg, a



proposta 3 (PROP3) com LD50 de 344 mg/kg e por ultimo a proposta 5 (PROP5) com LD50
de 215 mg/kg. Uma vez que foi estimado atividade no dominio de ligagéo receptor estrogénico
da proposta 4 e atividade carcinogénica nas propostas 5 e 6, restaram as propostas PM22,
PROP1, PROP2 e PROP3 como menos nocivas a salde humana a partir das estimativas
realizadas pelo servidor ProTox II.

Dessa maneira, as melhores propostas selecionadas para a segunda etapa em relacdo a

enzima AaAChE foram a proposta 3, seguida da proposta 2.

Tabela 17: Parametros de selecdo dos melhores pesticidas para a enzima HssAChE da segunda
etapa.

HssAChE
Paraoxon| PROP1 | PROP2 | PROP3 | PROP4 | PROP5 | PROP6 | PM22
X X X X X X X -
X X X X X X X X
X X X X X X X X
C.P.. 1 2 2 4 7 2 4 1

2 12 12 8 9 11 10 16

E (kcal/mol) -6,4 -8,3 -8,7 -8,6 -8,7 -8,3 -8,7 -7,8

A ordem crescente de energia dos resultados das propostas da segunda etapa de
docagem com a enzima HssAChE foi as propostas 2, 4 e 6 com energia de interacdo de -8,7
kcal/mol, proposta 3 com -8,6 kcal/mol, prop 1 e 5 com -8,3 kcal/mol e PM22 com -7,8
kcal/mol. Uma vez que se espera obter pesticidas que interajam mais fracamente com a enzima
humana, as melhores propostas energeticamente falando foram as que obtiveram menores
energias de interagdo quando comparados aos resultados obtidos com as docagens entre 0s
pesticidas com a enzima AaAChE. Nesse caso, fala-se da diferenca energética entre 0s
resultados obtidos. Ao observarmos a tabela 13, a diferenca energética descrita aponta que 0s
melhores pesticidas (que interagem mais fracamente com a enzima humana quando
comparados a enzima de mosquito) sdo as propostas 3, 2 e 5. Dessa maneira, apesar de a
proposta PM22 apresentar maior valor de energia de interacdo, este resultado ndo é o melhor,
uma vez que apresenta uma diferenca energetica de 0,4 kcal/mol maior para a interacao

observada com a AaAChE do que com a enzima HssAChE.



Em relacdo aos contatos polares, observa-se que as propostas 4, 3 e 6 apresentam maior
quantidade de ligacdes hidrogénio, sendo que a proposta 4 interage com trés aminoacidos
mutantes da entrada do sitio ativo da HsSAChE (Ser293, Leu76 e Asp74) e a proposta 3, com
dois desses aminoacidos (Ser293 e Tyr72). Os demais pesticidas propostos interagem apenas
com a Ser293, podendo ocorrer contatos polares com outros aminoacidos que ndo os seis
aminoacidos mutantes em questdo. Uma vez que espera-se uma menor estabilizacdo dos
pesticidas com a HsSAChE, os resultados que apresentam menos contatos polares sdo mais
desejaveis. Assim, em relacdo a este parametro, os melhores resultados apresentados foram o
PM22 com uma interacdo, as propostas 1, 2 e 5 com duas ligacGes hidrogénio cada, PROP3
com quatro interacdes e PROP 4 com sete interacdes.

Observa-se que apenas 0 pesticida PM22 interage com um residuo da triade catalitica
da enzima HssAChE. Ja em relacdo aos contatos apolares, a proposta 3 (PROP3) apresenta
menor numero de interacdes, seguido das propostas 4 com oito interacdes por contatos
apolares, 6 com nove contatos, 5 com dez contatos, 1 e 2 com doze interacdes e 0 PM22 com
16 interacdes.

Como dito anteriormente, as propostas PM22, PROP1, PROP2 e PROP3 apresentaram
menos nocivas a salde humana a partir das estimativas realizadas pelo servidor ProTox II.
Levando-se em consideracdo todos esses aspectos, as propostas selecionadas como melhores
resultados para o segunda etapa de docagem molecular em relacdo a proteina HssAChE foram
as propostas 2 e 3.

Ao final da anélise dos resultados de docagem molecular, os dois melhores resultados
na etapa 1 e os dois melhores resultados na etapa dois foram selecionadas para a realizacao de
simulac6es por dindmica molecular. Além disso, também foi utilizado o paraoxon, como forma

de comparagéo.

5.6 RESULTADOS DE DINAMICA MOLECULAR

Apos as simulagdes por dindmica molecular dos 12 complexos, foram realizadas
analises da energia total dos sistemas, RMSD do carbono alfa da proteina, distancia entre os
centros de massas, RMSF, Raio de Giro, Liga¢des Hidrogénio e MM-PBSA a fim de verificar
a qualidade das dindmicas e observar os melhores resultados dentre 0s pesticidas propostos.

Para fins de organizacdo, as andlises foram separadas em duas etapas, concordantes
com as etapas anteriores de docagem molecular, de onde foram selecionados os resultados para
simulacdo por dindmica molecular. Dessa maneira, as analises seguem nos topicos 5.6.1 e
5.6.2.



5.6.1 Resultados de DM advindos dos sistemas da primeira etapa de Docagem Molecular

5.6.1.1 Energia Total

A figura 15 mostra o gréfico de energia total ao longo do tempo de simulagdo, onde
estdo representados os resultados obtidos nos sistemas PM22-Aa, PM22-Hss, PROP2-Aa,
PROP2-Hss, Paraoxon-Aa-etapal e Paraoxon-Hss-etapal. A andlise da variacdo total de
energia do sistema, no caso das enzimas AChE's, buscam a verificacdo da estabilidade do
sistema, de acordo com o periodo de tempo da simulagdo. Ao analisar a figura 15, observa-se
gue os quatro sistemas avaliados apresentaram pouca variacdo energética ao longo do tempo
de simulacdo de dindmica molecular. Isso significa dizer que os sistemas se mantiveram
estaveis ao longo das simulagfes. Para os resultados gerados a partir da primeira etapa de
docagem, foram observadas variacbes médias de (-1134087,136+ 0,424) kJ/mol para o sistema
PM22-Aa, para o sistema PM22-Hss (-1076891,588 + 0,402) kJ/mol, para o sistema PROP2-
Aa (-1134679,199 + 0,419) kJ/mol, para o sistema PROP2-Hss (-1078565,304 + 0,413) kJ/mol,
para o sistema Paraoxon-Aa-etapal (-958317,4353 * 0,5747) e para o sistema Paraoxon-Hss-
etapal (-910988,1546 + 0,5305).

Figura 15: Energia total dos sistemas simulados por dindmica molecular a partir dos dois
melhores resultados de pesticidas selecionados na primeira etapa de docagem molecular.
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5.6.1.2 RMSD

A Raiz do Desvio Médio Quadratico (Root mean square deviation, RMSD) é um tipo
de medida de dispersdo e indica se os valores utilizados estdo relativamente proximos ou
separados em torno de uma medida de posicdo: a média (Shiguti e Shiguti, 2012).

O célculo de RMSD é feito para comparacdo das estruturas e no caso da Dindmica
Molecular pode ser utilizado para a comparacao entre conformac6es espaciais calculadas ao
longo tempo em relagéo a estrutura média temporal deste conjunto (GONCALVES, 2005).

A avaliacdo do célculo do RMSD quantifica a deformacao da estrutura em comparagao
a referéncia do ponto inicial, e essa € uma das medidas mais comuns para se avaliar a condicao
da proteina ao longo da trajetoria. De acordo com GONCALVES (2005, P. 53) “Este parametro
pode dar uma ideia do quanto a estrutura tridimensional flutuou ao longo do tempo, bem como
permitir a observacdo de flutuagGes locais, como por exemplo, quais 0s residuos com maior
mobilidade durante uma dindmica, para o caso de proteinas.”

Pode-se observar a média do RMSD durante o tempo de simulacdo, de maneira que

pequenas oscilagdes na média indicam posic¢Bes de equilibrio, ja mudancas bruscas indicam



alteracdes importantes na conformacéo da molécula em estudo. (GONCALVES, 2005)
Os valores de RMSD foram analisados para verificar a estabilidade da proteina e do

ligante em cada complexo, conforme observado na figura 16.

Figura 16: RMSD comparativo entre os complexos da primeira etapa de DM no tempo de 0 a
50 ns de simulagéo.
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A variacdo meédia do complexo Paraoxon-HssAChE-Etapal foi de ( 0,2057 *
0,00001073) nm, ja do complexo Paraoxon-AaAChE-Etapal foi de 0,4578 = 0,00002932) nm.
Para o complexo PM22-Aa a variacao foi de (0,4276 £ 0,0010) nm. Ja o complexo PM22-Hss
variou em media (0,2029 £ 0,0006) nm. Apesar do complexo formado com a proteina do
mosquito apresentar uma variacdo maior em relacdo ao complexo formado com a proteina
humana no periodo de 50 ns de simulacéo, o erro observado foi na ordem de 0,1 %.

Em relagdo ao complexo PROP2-Aa, foi observado uma variacdo média de (0,4200 +
0,0014) nm e o complexo PROP2-Hss apresentou variacdo média de (0,2551 + 0,0010) nm.

Observa-se ainda que as maiores variacdes de RMSD dos complexos formados com a
enzima AaAChE ocorreram no inicio das simulagdes, o que indica que os complexos tendem a
se estabilizar no decorrer do tempo. Enguanto isso, os complexos formados com a enzima



HssAChE apresentaram um aumento gradual ao longo do tempo.

A figura 17 apresenta um grafico de RMSD dos ligantes versus o tempo de simulacéo.

Figura 17: RMSD dos ligantes no tempo de 0 a 50 ns de simulacéo.
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Foram observadas variagdes médias de (0,3438 + 0,0008) nm em “PM22-AaAChE”,
(0,4053 £+ 0,0027) nm em “PM22-HssAChE”, (0,2110 £ 0,0005) nm em “PROP2-AaAChE”,
(0,1786 + 0,0005) nm em “PROP2-HssAChE”, (0,1207 + 0,00001002) para o complexo
Paraoxon-HssAChE e (0,1305 £ 0,00001059) para o complexo Paraoxon-AaAChE.

Ao observar os ligantes de maneira isolada, verifica-se que os menores valores de
RMSD foram observados nos dois complexos com o pesticida Paraoxon. J& a proposta PM22-
Aa apresenta alguns picos no grafico de RMSD, entretanto, como observado na figura 18, o
ligante ndo apresenta variacdo significativa em sua conformacdo, estando em uma posicao
predominantemente estendida.

Podemos perceber que ocorre uma variagdo acentuada na proposta PM22-Hss, observa-
se picos importantes em 5, 10 e 20 ns, entretanto, 0 mais importante a se observar € o que

ocorre entre 20 e 30 ns. Observa-se neste intervalo de simulagcdo uma grande variagcdo na



conformacéo do ligante, de maneira que a molécula passa de uma conformacao estendida para

uma conformacao de “dobra”, conforme observado na figura 19.

Figura 18: Variacdo na conformacdo do ligante PM22 durante a simulacdo por dindmica
molecular com a enzima AaAChE.

Figura 19: Variagdo na conformagdo do ligante PM22 durante a simulagdo por dindmica
molecular com a enzima HssAChE.

Os quadros da figura 19 foram selecionados a cada 10 ns de simulacéo, iniciando no
tempo igual a 0 ns. Em conformidade com os dados observados no RMSD do ligante PM22 do
complexo com a enzima HsSAChE, é observada uma grande variagdo na posicdo tridimensional
do ligante durante a simulacdo por DM. Do tempo de simulagéo igual a zero (quadro 1), ao

tempo tempo igual a 10 ns (quadro 2), o ligante alcanga uma conformacgdo mais estendida. No



tempo de simulagdo igual a 20 ns (quadro 3), ocorre uma dobra, fazendo com que o anel
piridinico se aproxime do anel de cinco membros. Essa conformacdo se estabiliza, conforme
observados nos quadros 4, 5 e 6.

O gréfico de RMSD da molécula de PROP2 com a enzima AaAChE apresenta poucas
alteracdes, de maneira que o pesticida tende a manter certa estabilidade ao longo do tempo de
simulacdo. Inicialmente, o ajuste da posicdo do ligante em relacdo a proteina causa um ligeiro
aumento no valor do desvio, ocorrendo uma segunda flutuacdo importante no tempo de
simulagdo proximo a 30 ns. Essa flutuagdo condiz com dados observados no raio de giro da
proteina, indicando um possivel movimento de rotacdo da mesma, ocasionando assim uma
flutuacdo também no grafico de RMSD do ligante.

O sistema PROP2-Hss apresentou um grafico com flutuagdes globais que demonstram
0 ajuste do ligante em relacdo a proteina ao longo do tempo de simulagdo. A figura 20 apresenta
3 diferentes posicOes que sdo observadas nos tempo iguais a 0 ns, 25 ns e 50 ns. Assim, observa-
se que as flutuacdes do RMSD observadas no ultimo grafico da figura 17 correspondem a essas
variacOes de uma parte da molécula que varre a superficie da proteina em busca de uma melhor

complementaridade eletrostatica.

Figura 20: Quadros de simulacdo por DM do complexo PROP2-Hss. Representacdo em
superficie molecular da enzima HsSAChE (coloracdo anil) e em representacdo esferas com
coloracdo magenta (PROP2).
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Observa-se que ocorreu uma pequena variagdo na posicéo do ligante PROP2 durante o
periodo da simulacdo por DM. Dessa maneira, o grafico de RMSD apresentou uma flutuagéo

pequena quando comparado aos demais sistemas.

5.6.1.3 RMSF

A flutuacéo do desvio médio quadratico foi realizada para verificar a flexibilidade local
dos residuos componentes das estruturas durante a trajetdria obtida nos 50 ns de simulacdo de

dindmica molecular. Esse célculo € realizado com o objetivo de observar em quais regides



ocorreram maiores flutuacdes nos sistemas, ou seja, quanto maiores os valores de RMSF, maior
a flexibilidade naquela regido da proteina. (FREITAS, 2017)

A figura 21 apresenta 0 RMSF dos sistemas PM22-Aa, PM22-Hss, PROP2-Aa e
PROP2-Hss. As regides observadas nesta figura sao “side chain”” em laranja, que corresponde
as cadeias laterais da proteina, “Backbone” em preto, que corresponde ao esqueleto proteico

¢ em verde “Protein”, que é a proteina como um todo.

Figura 21: RMSF 2D dos sistemas PM22-Aa, PM22-Hss, PROP2-Aa e PROP2-Hss.
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Os aminodcidos que apresentam maior flutuagdo no complexo PM22-AaAChE sdo
Phel05, Alal06, Phel42, Glyl143, Asnl44, Asnl45, Aspl46, Tyrld7, Phel48, GInl49,
Aspl51, Aspl52, Aspl53, Phelb4, GInl55, Argl56, GInl57, Asn218, Lys318, Glu440,
Serd41, Gly442, Ala597, Trp598 e Ser599.

Em relagdo ao complexo PM22-HssAChE os aminodcidos que apresentaram RMSF
maior do que 0,4 nm foram Asp5, Cys257, Pro258, Pro259, Gly260, Gly261, Thr262, Gly263,



Lys348, Trp385, Arg493, Asp494, Lys496, Leu540, Ser541 e Ala542. Esses residuos estdo
localizados em regifes da cadeia lateral da enzima, e por serem regides acessiveis ao solvente
apresentam maior flexibilidade. Além disso, alguns desses residuos fazem parte de loops da
proteina, além de amino&cidos C,N-terminais.

Como esperado, as regides correspondentes as folhas beta e alfa hélice apresentaram as
menores flutuacdes, indicando serem as regides mais estaveis. Enquanto as regides de cadeia
lateral, apresentaram maior flutuacdo do desvio médio quadrético.

A figura 22 apresenta a enzima HssAChE em verde e a enzima AaAChE em ciano, os
aminoacidos que apresentam RMSF maior que 0,4 nm estdo representados em Sticks com

coloracdo magenta e laranja, respectivamente.

Figura 22: Em ciano AaAChE e em verde HssAChE. Aminoacidos com RMSF maior do que
0,4 nm em selecdo. Resultados para as proteinas complexadas com o pesticida PM22.

Em relacdo ao complexo PROP2-AaAChE, os aminoacidos que apresentaram RMSF
maior do que 0,4 nm foram Thrl32, Argl33, Leul34, Argl35, Asnl4l, Phel4d2, Glyl43,
Asnl44, Asnl45, Aspl46, Tyrl47, Phel48, GIn149, Aspl50, Aspl51, Aspl52, Aspl53,
Phe154, GIn155, Argl56, GInl157, His158, GIn159, Arg385, Lys423, Trp439, Glu44o,
Leu571, Pro580, Arg596, Alab97, Trp598 e Ser599.

J& para o complexo PROP2-HssAChE, os aminoacidos com maior flutuacdo sdo
Pro259, Gly260, Gly261, Phe346, Lys348, Asp349, GIn369, Leu373, Asp384, Trp385,
Leu386, Arg393, GIn527, Phe531, Leu536, Pro537, Lys538, Leu539, Leu540, Ser541 e
Ala542.

A figura 23 apresenta os modelos tridimensionais das proteinas AAAChE e HsSAChE e

em destaque os aminoacidos que apresentam RMSF maior do que 0,4 nm.



Figura 23: Em ciano AaAChE e em verde HssSAChE. Aminoacidos com RMSF maior do que
0,4 nm em selecdo. Resultados para as proteinas complexadas com o pesticida PROP2.

5.6.1.4 Raio de Giro

Sabe-se que o Raio de Giro é uma ferramenta que analisa a estabilidade do complexo
ligante-proteina ao longo da simula¢do por dindmica molecular. Esse parametro calcula a
compactacdo de biomoléculas, gerando informacdes a respeito da evolucdo da geometria da
proteina, ou seja, movimentos periodicos de contracdo, expansdo e também enovelamento e
desnaturacdo (Shahbaaz et al., 2019 apud Spadeto et al., 2020; Ishak, et al., 2017 apud
FREITAS, 2017).

Este parametro pode ser observado na figura 24, de maneira que € observada uma
oscilacdo importante para o complexo PROP2-Aa a partir de 25 ns de simulacéo e os demais
complexos apresentam somente oscilagGes de pequenas amplitudes.

Nota-se que a oscilagdo apresentada pelo complexo PROP2-Aa apresenta crescimento
do Rg apds 25 ns de simulacdo, mas volta a diminuir a partir de 40 ns. Entretanto, como a
simulagéo apresentou um tempo total de 50 ns, esses movimentos ndo sdo conclusivos uma vez
que a amostragem temporal ndo nos da informacoes suficientes para a analise de movimentos

de baixa frequéncia e grandes amplitudes, por exemplo. (GUIZADO, 2008)

Figura 24: Raio de giro das proteinas AaAChE e HssAChE da primeira etapa.



2,6,

Raio de Giro

2,5

M

i MWWW

Rg Paraoxon-HssAChE
Rg Paraoxon-AaAChE
Rg PM22-HssAChE
Rg PM22-AaAChE

Rg PROP2-HssAChE
Rg-PROP2-AaAChE

Rg (nm)

' 'lfﬂ' By ‘I A«l
1|(|"\| g TR PR M )
" WA
2.2u ! | ! | ! | ! | L
0 10000 20000 30000 40000 50000
Tempo (ps)

Observa-se um aumento no raio de giro (Rg) de ambas as enzimas quando elas estéo
interagindo com o pesticida PROP2 ao final da simulacdo, de maneira que Rg PM22-Hss < Rg
PROP2-Hss e Rg PM22-Aa < Rg PROP2-Aa. Assim, sugere-se que ocorre um pequeno
aumento na compactacao geral da estrutura quando se trata dos complexos formados com o
pesticida PM22. Os complexos formados com o pesticida PROP2 apresentam crescimento nos
valores de raio de giro ao longo do tempo de simulacdo, embora nenhuma delas tenha atingido
valores variaveis o bastante que pudessem indicar desenovelamento ou desnaturagdo proteica.
Em relacdo ao raio de giro das proteinas quando estas interagem com 0 paraoxon, ocorre um
ligeiro aumento em relagdo ao complexo Paraoxon-AaAChE. Ja o complexo Paraoxon-
HssAChE apresenta o menor valor de raio de giro quando comparado com os demais
complexos ao final da simulacéo por DM.

O sistema PM22-AaAChE inicia a simulacdo com um valor de raio de giro de 2,36 nm
e finalizaem 2,45 nm, apresentando um valor médio de (2,44 £ 0,000178) nm, o sistema PM22-

HssAChE apresenta raio de giro igual a 2,29 no inicio da simula¢do por DM e finaliza em 2,32



nm, apresentando média de (2,32 £0,000146) nm. O sistema PROP2-AaAChE apresentou raio
de giro igual a 2,36 no inicio da simulacdo e 2,50 no final da simulacdo, com valor médio de
(2,46 + 0,000466) nm. Ja o sistema PROP2-HssAChE apresentou média de (2,35 + 0,000291)
nm, tendo como valor de Rg inicial de 2,28 nm e ao final da simulagédo um valor de 2,37 nm.

A pequena variacdo de valores sugeriu estruturas estaveis quanto ao seu empacotamento.

5.6.1.5 Distancia entre os centros de Massas

As distancias médias entre os centros de massas das proteinas e dos ligantes estdo

descritas na tabela 18.

Tabela 18: Distancias médias entre os centros de massas das proteinas com os ligantes.

Ligante-Proteina Distancia média entre centros de
massas (nm)

PM22-AaAChE 2,02E-01 + 0,0003
PM22-HssAChE 1,90E-01 £ 0,0003
PROP2-AaAChE 1,94E-01 £+ 0,0003

PROP2-HssAChE 1,96E-01 + 0,0003

Paraoxon-AaAChE 2,11E-01 + 0,000006

Paraoxon-HssAChE 1,96E-01 + 0,000007

Esses valores médios mostram que ao analisar as distancias entre os ligantes e as
proteinas ao longo do tempo de simulacéo, os ligantes permanecem na maior parte do tempo
aderidos a proteina, apresentando médias entre 2,02 e 1,90 Angstroms (A) de distancia. Para a
primeira etapa de dinamica, o primeiro complexo, PM22-AaAChE, apresentou o0 maior valor
de distancia média entre 0s centros de massas.

A fim de observar o comportamento de cada um dos ligantes, foram selecionados os
aminoacidos mutantes da regido da entrada do sitio ativo das proteinas AAAChE e HsSAChE e
foram geradas figuras que relacionam a posicéo dos ligantes com o tempo de simulag¢éo. Foram
geradas imagens a cada 10 nanosegundos de simulag¢do, com inicio no tempo igual a zero



nanosegundos, apresentando um total de seis frames para cada um dos ligantes.

No tempo de simulacao igual a 50 nanosegundos, foram selecionados aminoacidos que
apresentaram distancia de até 2,1 angstroms de distancia do ligante, a fim de que fossem
geradas graficos de distancia por nimero de quadros da simulacédo, possibilitando observar a
reacomodacéo do ligante em relacao a esses aminoacidos.

Em relacéo ao complexo PM22-AaAChE, ao final da simulacéo, o aminoacido Tyr344
interage por ligagdo hidrogénio com a molécula do PM22 com uma distancia de ligacdo de
2,91 Angstroms e 3,15 Angstroms. A variacdo da distancia dessas interagdes pode ser
observada na figura 25. A figura 25 foi gerada pelo software VMD, onde pode-se observar a
distancia em Angstroms entre os aminoacidos da proteina e o ligante pelo nimero de quadros

de simulagdo.

Figura 25: Distancia entre PM22 e o aminoacido Tyr344 da AaAChE.
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O oxigénio da Tirosina 344 interage inicialmente com uma distancia de 11,56 A e ao
final da simulagfo passa a um distancia de 3,14 A do ligante, representado na cor vermelha na
figura 25. J& a hidroxila do anel de seis membros da tirosina, interage inicialmente a uma
distancia de 6,19 A e ao final da simulacdo passa a uma distancia de 2,91 A do ligante,
representado na cor preta no grafico da figura 25.

A figura 26 mostra o pesticida PM22 interagindo com a enzima AaAChE ao longo da
simulagéo por DM, onde o primeiro quadro representa o tempo igual a zero ns, e 0s demais

quadros variam a cada 10 ns, finalizando no tempo igual a 50 ns.



Figura 26: Imagens a cada 10 ns de simulacdo para o complexo PM22 - AaAChE.
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A partir da figura 26, observa-se que o ligante que estava inicialmente na regido da
entrada do sitio ativo, adentra a proteina a medida em que a simulagdo ocorre, havendo uma
reducgdo na distancia entre os aminoacidos da triade catalitica da enzima com com a regido da
cadeia carbonica do ligante, como mostra no primeiro grafico da figura 27.

Além disso, o anel de seis membros do PM22 interagiu por contatos polares e contatos
apolares com os aminoécidos da regido da entrada do sitio ativo. Essas interacfes foram
verificadas a partir da selecdo dos aminoacidos Glu97, Tyr99, Tyr101, Tyr344, Gly346, lle347
que sdo mutacdes em relagdo a enzima HssAChE. O segundo gréfico da figura 27 mostra a
distancia das interacGes entre esses aminoécidos e a proteina AaAChE.

Figura 27: InteragcBes entre aminoacidos mutantes da entrada do sitio ativo da AaAChE e
pesticida PM22.
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Observa-se uma variacao da distancia entre o ligante e 0 aminoacido Ser258 da proteina
AaAChE de 12,48 A a 4,98 A, 0 aminoacido Glu387 varia de uma distancia igual a 17,64 A
para 7,24 A e a His501 varia de 10,87 A a 7,88 A.

Ja em relacdo aos aminodcidos da entrada do sitio ativo da enzima, sdo observadas
variacdes de 17,23 A a 8,16 A para o residuo GIu97, de 6,89 A a 2,69 A para a Tyr99, de 8,63
A a3,69 A paraaTyr101, de 6,19 A a2,91 A paraa Tyr344, de 9,39 A a 5,71 A para a Gly346
e de 10,98 A a 6,24 A para 0 aminoéacido 11e347.

Na sequéncia, foram realizadas analises a respeito da interacdo entre o pesticida PM22
e a proteina HsSAChE. No quadro de simulacdo 250 do pesticida PM22 com a proteina
HssAChE, o aminoacido que apresentou distancia de ligagdo menor ou igual a 2,1 Angstroms
com o ligante foi o Thr83. Dessa maneira, foi gerado o grafico com a distancia de ligagéo por
nimero de quadros de simulacdo com o software XMGRACE, conforme observado no
primeiro grafico da na figura 28. Além disso, foram selecionados os aminoacidos Tyr72,
Asp74, Leu76, Leu289, Ser293, Val294, além dos residuos da triade catalitica da enzima
HssAChE, Ser203, His447 e Glu334 e foi observada as interagcbes entre a enzima e esses

aminoacidos, conforme apresentado no segundo grafico da figura 28.

Figura 28: Distancia entre PM22 e 0 aminoacido Thr83 da HssAChE por quadros de simulagéo
a esquerda. A direita, distancia dos aminoacidos Tyr72, Asp74, Leu76, Leu289, Ser293 e
Val294 da enzima HsSAChE pelo nimero de quadros de dindmica molecular.
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A partir do segundo grafico da figura 28, observa-se que ocorre uma reducdo na
distancia de interacdo entre o pesticida PM22 e a maioria dos aminoacidos da entrada do sitio
ativo da proteina HssAChE. A Tyr72 inicialmente apresenta uma distancia de 11,06 A e ao
final da dinamica, passa a uma distancia de 2,80 A. O aminoacido Asp74 passa de 10,26 A para
4,59 A, 0 aminoacido Leu76 passa de uma distancia de 13,38 A a 3,01 A, 0 aminoécido Leu289
passa de 8,70 A a 7,41 A, o aminoacido Ser293 passa de 7,36 A a 8,68 A e a VVal294 passa de
uma distancia igual a 7,54 A para 7,06 A.

Ao final da simulacéo, os aminoacidos Tyr72 e Leu76 apresentam distancia inferior a
3,0 A em relagdo ao PM22. A maior distancia observada em relacéo a esses residuos ao final
da dindmica é da Ser293, com 8,67 A do ligante.

As imagens geradas a cada 10 ns de simulacdo por DM para o complexo PM22 -

HsSAChE estdo representadas na figura 29.

Figura 29: Imagens geradas a cada 10 ns de simulagdo por DM para o complexo PM22 -
HssAChE. Em azul, aminoacidos da triade catalitica da enzima HsSSAChE, em violeta
aminoacidos da entrada do sitio ativo da enzima humana (Tyr72, Asp74, Leu289, Ser293 e
Val294). PM22 em representacédo do tipo licorice.
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A figura 30 apresenta a distancia entre os aminoacidos da triade catalitica da enzima
HssAChE (Ser203, His447 e Glu334) e o pesticida PM22.

A variacdo da distancia observada do inicio para o final da simulag&o foi de 14,56 para
6,52 A para o aminoacido Ser203, de 4,71 para 4,15 A para a His447 e de 9,08 para 8,89 A
para 0 Glu334. Apesar de haver uma aproximacao do ligante em relacdo aos residuos da triade
catalitica, a distancia de interacdo observada ndo possibilita a ocorréncia de uma interacéo

intermolecular forte como uma ligagdo hidrogénio.

Figura 30: Distancia entre o pesticida PM22 e os aminoacidos Ser203, His447 e Glu334 da
enzima HsSAChE pelo nimero de quadros de dinamica molecular.



30 : : I

— Ser203
— Glu334

25 — Hisdd7

=]
o

Distancia (A)
oy

—_
=]

i b

0 | ! | ! | I
0 50 100 150 200 250

Numero de Quadros

Em relacdo ao ligante PROP2, foram geradas imagens a cada 10 ns de simulagdo por
DM com a proteina AaAChE, na figura 31, onde a proteina esta em representacdo QuickSurf,
a molécula de PROP2 estd em representacao licorice, os aminoacidos mutantes da entrada do
sitio ativo estdo em representacao licorice cor magenta e os residuos da triade catalitica estdo
em representacao licorice na cor azul.

As distancias entre os aminoacidos da triade catalitica da enzima AaAChE foram
medidas (primeiro grafico da figura 32), bem como entre os residuos Glu97, Tyr99, Tyr101,
Tyr344, Gly346 e 11e347 e o ligante (segundo gréfico da figura 32).

Figura 31: Imagens geradas a cada 10 ns de simulacdo por DM entre o ligante PROP2 e a
enzima AaAChE.




Figura 32: No grafico a esquerda distancias entre os aminoacidos da triade catalitica da enzima
AaAChE. No grafico a direita distancia entre o pesticida PROP2 e os aminoacidos Glu97,

Tyr99, Tyrl01, Tyr344, Gly346 e lle347 da enzima AaAChE pelo nimero de quadros de
dindmica molecular.
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O aminoé&cido Glu97 apresenta variacdo de distancia do ligante PROP2 de 6,81 a 3,05
A, a Tyr99 varia entre 4,85 e 2,53 A, a Tyr101 varia entre 9,17 e 2,79, a Tyr344 varia entre
5,73 e 5,53 A, a Gly346 varia entre 10,24 e 7,33 A e a 11e347 varia entre 11,16 € 9,71 A.

O aminoéacido que apresentou distancia de ate 2.1 angstroms do ligante no Gltimo
quadro de simulacéo foi selecionado e foram medidas as distancias de duas ligagdes hidrogénio
que ocorrem com o Glul00 da proteina, sendo uma com a parte amino do glutamato e outra
com o oxigénio da cadeia lateral do aminoacido. A figura 33 mostra os quadros 0, 125 e 250
que correspondem a zero ns, 25 ns e 50 ns de simulacao.

Figura 33: Enzima AaAChE em superficie de contato na cor rosa. Em destaque aminoécido
GIlul100 que realiza dois contatos polares com o ligante PROP2.
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Nota-se que ocorre uma reducdo na distancia de interacdo entre o pesticida PROP2 e o
aminoacido Glu100 logo nos primeiros quadros de simulacdo. Os valores apresentam variacao
de 6,58 para 1,82 A para a ligacdo entre o hidrogénio da parte amino do aminoécido com o
oxigénio do anel de cinco membros da PROP2 e de 7,55 para 2,89 A para a ligacdo entre o
oxigénio da cadeia lateral da proteina com o hidrogénio do anel de cinco membros da PROP2,
conforme observado na figura 34.

Figura 34: Distancia entre o pesticida PROP2 e o aminoacido Glu100 da proteina AaAChE.
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Em relagdo a interagdo entre o pesticida PROP2 com a proteina HsSAChE, foram
selecionados os aminodacidos Tyr72, Asp74, Leu76, Leu289, Ser293, Val294 e os residuos da
triade catalitica da enzima (Ser203, His447 e Glu334). Foram geradas imagens a cada 10 ns de
simulagéo que estdo representadas na figura 35.

Figura 35: Imagens geradas a cada 10 ns de simulagéo por DM para o complexo PROP2 -
HssAChE.
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Em relacdo aos aminoacidos da triade catalitica, o primeiro gréfico da figura 36 mostra
a variagdo das distancias pelo numero de quadros. A Ser203 apresenta variagdo de distancia
em relacio ao pesticida PROP2 de 9,70 a 10,94 A, a His447 varia de 9,20 a 8,66 A e 0 Glu334
varia de 12,80 a 8,14 A. Dessa maneira, ocorre uma aproximagio em relagio aos residuos
His447 e Glu 334 e um afastamento em relacdo ao residuo Ser203. As distancias finais,
entretanto, sdo distancias altas, ndo ocorrendo interagdes por contatos polares com esses
aminocidos.

O segundo gréafico da figura 36 mostra as distancias de ligacao entre os aminoacidos da
proteina HsSAChE e o ligante PROP2. Em relacao as distancias observadas, ocorre variacao
de 6,92 A a 12,05 A para Tyr72, 6,78 A a 9,70 A para Asp74, 8,13 A a 9,30 A para Leu76,
3,37 A a 2,97 A para a Leu289, uma segunda interacdo variando entre 2,43 A a 2,44 A para a
Leu289, 4,99 A a 2,49 A paraa Ser293 e 5,93 A a 2,54 A para Val294. Dessa maneira, verifica-
se que o ligante se aproxima dos aminoacidos Ser293 e Val294 ao longo da simulacéo.

As interagdes mais importantes observadas em relagdo a esses aminoacidos sdo com a
Leu289, Ser293 e Val294, ocorrendo nesses casos interacdes por ligacdo hidrogénio com o
pesticida PROP2.



Figura 36: A esquerda, distancia entre o pesticida PROP2 e os aminoacidos Ser203, His447 e
Glu334 da enzima HssAChE pelo numero de quadros de dindmica molecular. A direita,
distancia entre o pesticida PROP2 e os aminoacidos Tyr72, Asp74, Leu76, Leu289, Ser293,
Val294 da enzima HssAChE pelo nimero de quadros de dindmica molecular.
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No altimo quadro da simulacgdo, foi selecionado o0 aminoacido que apresentou distancia
de até 2,1 A em relagdo ao ligante, sendo encontrado o residuo Phe295. Na sequéncia, foi
realizada a medida de distancia entre o hidrogénio da parte amino desse residuo com o oxigénio
do anel de cinco membros do ligante e foram geradas imagens com os valores dessas distancias
nos tempos de simulacdo iguais a zero ns, 25 ns e 50 ns, como pode ser observado na figura

37.

Figura 37: Enzima HsSAChE em superficie de contato na cor rosa. Em destaque amino&cido
Phe295 gue realiza um  contato polar  com o ligante ~ PROP2.
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A distancia observada entre 0 aminoacido Phe295 e o ligante PROP2 no inicio da
simulacdo foi de 1,89 A e ao final da simulacéo foi de 2,09 A, demonstrando que este é um

importante aminoécido no que diz respeito a estabilizacao do ligante junto a proteina.

Figura 38: Distancia entre o pesticida PROP2 e o aminoacido Phe295.
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5.6.1.6 LigacOes Hidrogénio

LigacOes hidrogénio sdo uma classe de interacdo ndo covalente e tém um papel
importante na afinidade do ligante pelo sitio de ligacdo. Esse tipo de interacdo apresenta um
papel de efeito estabilizador no ligante (GUIZADO, 2008). Dessa maneira, 0 nimero médio
de interacbes por ligacdo hidrogénio que ocorrem durante a simulacdo por DM é uma
importante ferramenta para a analise de estabilidade dos complexos simulados.

Foram gerados graficos com os nimeros médios de ligaces hidrogénio para os
complexos Paraoxon-HsSAChE, Paraoxon-AaAChE, PM22-HssAChE, PM22-AaAChE,
PROP2-HssAChE e PROP2-AaAChE, conforme observado na figura 39.

Figura 39: Ligacdes hidrogénio observadas nos complexos simulados para a primeira etapa de
dindmica molecular.
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O namero de ligagdes hidrogénio formados durante as simula¢des por DM mostraram
que as interagdes entre os ligantes PM22 e o PROP2 com a enzima AaAChE apresentaram

nlimeros iguais ou menores nas quantidades de ligacBes hidrogénio quando comparados com

os complexos formados com a enzima HssAChE. Entretanto, ao observar os aminoacidos da

enzima do mosquito Aedes aegypti, nota-se que as mutagdes presentes na regido da entrada do
sitio ativo interagem por ligagdes hidrogénio com os ligantes PM22 e PROP2. A figura 40

apresenta os aminodcidos que com maior frequéncia interagem por ligacdes hidrogénio nos

complexos formados.

Figura 40: Aminoacidos que mais interagiram por contatos polares nos complexos da primeira

etapa de dinamica molecular.



PM22-AaAChE

Em destaque, no complexo PM22-AaAChE estdo os aminoécidos Glu97, Tyrl01 e
Tyr344. Este (ltimo, apresentou distancia de ligagdo de 2,91 A ao final da dinamica molecular.



Ja o complexo PROP2-AaAChE apresenta em destaque os aminoacidos Glu97, Tyr99, Tyr101
e Glu100. Este ultimo apresenta distancia de 1,82 A do ligante ao final da simulacéo por DM.

O complexo PM22-HssAChE apresenta em destaque os aminoacidos Tyr72, Leu76 e
Thr83. Este Gltimo com distancia de interacdo de 2,1 A ao final da DM. J4 0 complexo PROP2-
HssAChE, os aminoacidos em destaque sdo a Leu289, Ser293, Val294 e Phe295. Ao final da
DM, o aminoacido Phe295 foi 0 que apresentou menor distancia de interacdo com o ligante,
sendo 2,1 A.

Na figura 40, o complexo Paraoxon-AaAChE apresenta em destaque os aminoacidos
Tyr394, His501, Glu257, Glyl74 e Tyrl0l. Estes aminoacidos apresentaram distancia de
ligacdo igual ou inferior a 2,8 A em relaco ao paraoxon ao final da simulagéo por dinamica
molecular. J& o complexo Paraoxon-HssAChE apresenta em destaque os aminoacidos Trp439
e His447, que foram os dois amino&cidos que apresentaram menor distancia de interacdo com
o ligante ao final da simulac&o por DM (2,05 A e 2,34 A, respectivamente). Esses aminoacidos
estdo localizados na regido do pogo do sitio ativo, sendo a histidina pertencente a triade
catalitica da enzima HssAChE.

Como parametro para observar se ocorre o impedimento estérico da entrada do sitio
ativo, foram selecionados dois aminoacidos que pertencem a entrada da cavidade do sitio ativo
da enzima HssAChE, que sdo a tirosina 124 (Tyr124) e a tirosina 337 (Tyr337) (ALMEIDA,
2014). Por homologia, sabe-se que esses aminoacidos para a enzima AaAChE sdo a Met176 e
Tyr390. Assim, foram geradas imagens de quadros da simulacdo por DM a fim de observar se
ocorre ou ndo o impedimento estérico da entrada do sitio ativo das enzimas AChEs.

A figura 41 apresenta a sequéncia de quadros de simulacdo entre o ligante Paraoxon e
as proteinas HsSAChE e AaAChE.

Figura 41: Quadros de simulacdo por DM das proteinas AaAChE (amarelo) e HsSSAChE (rosa)
complexadas com ligante paraoxon (representacdo licorice). Em destaque, 0os aminoacidos
Met176 e Tyr390 (azul) e Tyr124 e Tyr337 (amarelo).
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Nota-se que em relagdo a proteina humana, o paraoxon encontra-se na regiao do pogo
do sitio ativo, uma vez que o ligante ja ultrapassou a regido em que os aminoacidos Tyrl24 e
Tyr337 estdo localizados.

Da mesma maneira, 0 paraoxon encontra-se no sitio ativo da proteina AaAChE, uma
vez que ultrapassou a regido em que os aminoacidos Met176 e Tyr390 estdo localizados.

A figura 42 apresenta uma sequéncia de quadros da simulacdo por DM, onde pode-se
observar a movimentagdo dos ligantes. Em amarelo, esta representado a proteina AaAChE e
em rosa, a proteina HssAChE, ambas com o ligante PM22.

Figura 42: Quadros de simulacdo por DM das proteinas AAAChE (amarelo) e HsSAChE (rosa)
complexadas com ligante PM22 (representacdo licorice). Em destaque, os aminoacidos Met176
e Tyr390 (azul) e Tyr124 e Tyr337 (amarelo).



ssssssne

\,ﬁ oy ’»
. :&;ﬂf»} 7

(L

»
rad

\’ =
€ -« ‘
"‘.’1'?' £

oA L -

A figura 42 mostra que ambas as proteinas, ao final da simulacdo por DM, apresentam
o ligante PM22 posicionado na regido da entrada do sitio ativo, uma vez que 0s aminoacidos
Met176 e Tyr390 da AaAChE e Tyr124 e Tyr337 da HssAChE encontram-se obstruidos pelo
ligante.

A figura 43 apresenta uma sequéncia de quadros da simulacdo por DM das proteinas

AaAChE (em amarelo) e a proteina HsSAChE (em rosa), ambas com o ligante PROP2.

Figura 43: Quadros de simulacdo por DM das proteinas AAAChE (amarelo) e HsSAChE (rosa)
complexadas com ligante PROP2 (representacdo licorice). Em destaque, 0os aminoacidos
Met176 e Tyr390 (azul) e Tyr124 e Tyr337 (amarelo).
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Em relagdo ao complexo PROP2-AaAChE, observa-se que ao final da simulagdo por
DM, o ligante PROP2 se posicionou de maneira a impedir 0 acesso aos aminoacidos Met176 e
Tyr390 da proteina do mosquito.

Ja em relagdo ao complexo PROP2-HssAChE, no primeiro quadro de simulacdo (que
representa um tempo de simulacdo igual a 0 ns), ocorre a obstrucéo da cavidade do sitio ativo
da enzima. Nos quadros 2 e 3, que representam respectivamente tempo de simulacdo igual a
25 ns e 50 ns, ocorre um deslocamento do ligante de maneira que os aminoacidos Tyr337 e
Tyrl24 passam a ficar expostos, indicando que a entrada do sitio ativo da enzima HsSAChE
encontra-se desobstruida.

Ao correlacionar essas informagGes com os resultados observados das ligacGes
hidrogénio, pode-se dizer que as interagcdes formadas entre a molécula da PROP2 e a proteina
humana melhoram a estabilizacdo do ligante em uma regido que ndo causa impedimento
estérico na regido da entrada do sitio ativo. Da mesma maneira, as interacfes observadas no
complexo PROP2-AaAChE contribuem para que o ligante se estabilize na regido da entrada do

sitio ativo da enzima do mosquito.



5.6.1.7 MM-PBSA

O método MM-PBSA ¢é uma funcdo scoring da quimica computacional utilizada para
predizer a energia livre de ligacdo no estudo de proteinas ligantes. (Oda et al., 2006 apud
MIGOTT, 2016) Esse método é baseado no modelo de campos de forca, onde sdo utilizados
calculos de mecénica cléssica para estimar as afinidades pela somatoria das forcgas
intermoleculares e interacdes eletrostaticas que ocorrem entre todos os &tomos do complexo.
(MIGOTTI, 2016)

A seguinte equacdo é utilizada:

A Gbind,solvO =A Gbind,vacuumo +4 Gsolv,complexo -A Gsolv,ligando -A Gsolv,receptoro

onde AGpina,sovo € @ energia livre de ligacdo do complexo em meio solvatado, AGpind vacuumo €
a energia livre de ligacdo do complexo no vacuo, AGsow,complexo € @ energia livre de solvatacdo
do complexo, AGsow,iigando € @ energia livre de solvatagéo do ligante e AGsoiv,receptoro € @ €nergia
livre de solvatacdo do receptor. (Cavalheiro, 2015)

As energias de interacdo entre o pesticida PM22 e as proteinas HssAChE e AaAChE,
mostram que ocorre uma maior estabilidade do complexo formado com a proteina de mosquito
do que com a proteina humana, tendo sido o melhor resultado reportado neste trabalho.

Observa-se uma variagdo de -726kJ.mol* a -789kJ.mol? para 0 PM22-AaAChE, uma
variagdo de -416kJ.mol™ a -493kJ.mol* para 0 PM22-HssAChE, -137kJ.mol* a -156kJ.mol*
para 0 PROP2-AaAChE, -121kJ.mol* a -96kJ.mol™* para o complexo PROP2-HssAChE, o
complexo Paraoxon-HssAChE apresenta variacdo de -333,19 kJ.mol™* a -398,501 kJ.molte o
complexo Paraoxon-AaAChE apresenta variacio de energia livre de -618,41 kJ.mol* a-610,77
kJ.mol* conforme observado na figura 44.

Chama-se atencdo para os valores observados para a energia livre de Gibbs do
complexo PM22-AaAChE, onde a formacao deste complexo é muito mais favoravel quando

comparado ao complexo do mesmo ligante com a proteina humana.

Figura 44: Energia livre de Gibbs estimada pelo método MM-PBSA para os complexos da
primeira etapa.
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Foram selecionados 0s aminoacidos da regido do sitio ativo das enzimas AaAChE e

HssAChE e posteriormente foram selecionados os que apresentaram contribuigdo menor ou

igual a -1kJ.mol. Apds essa selecéo, foi gerada a tabela 19, conforme observado a seguir.

Tabela 19: Contribuicdo total de energia por residuo do sitio ativo para 0os complexos
simulados por DM - Etapal.

Ligante

Energia de ligacao
média obtida pelo
método MM-
PBSA (kJ.mol?)

Contribuicéo total de energia por residuo do sitio
ativo (kJ.mol?)




PM22
AaAChE

-775,1

Glu97(-26,81120+0,20990), Tyr99(-1,22910+0,18290),
Tyr101 (-1,46080+0,13150), Glu108(-21,60590+0,19860),
Trp111(-8,51680+0,18880), Asn112(-1,62520+0,03450),
Gly174(-1,41650+0,07680), Leu182(-2,28220+0,11870),
Glu257(-1,45020+1,05580), Trp341(-7,3840020,17610),
Tyr344(-6,36120+0,14530), Leu348(-1,06560+0,08200),
Phe350(-2,65880:+0,06330), Glu387(-9,68360+0,41580),
Tyr390(-3,41530+0,17540), Phe391(-4,4788020,09160),
Tyr394(-6,00100+0,16690), Asp395(-30,895200,42670),
Asp503(-17,59330+0,20870), Glu504(-11,03460+0,17380)

PM22
HssAChE

-468,52

GIn71(-1,1821+0,0611), Tyr72(-3,8413+0,1535), Asp74(-
29,459+0,4205), Leu76(-5,4315+0,1844), Thr83(-
5,4145+0,2067), Trp86(-9,1185:+0,2205), Gly121(-
1,1405+0,0705), Tyr124(-1,846+0,1172), Glu202(-

21,5139+0,7019), Trp286(-6,6546+0,1911), Phe297(-
1,1677+0,0684), Glu334(-19,1737+0,3171), Tyr337(-
8,0486:+0,1603), Phe338(-5,6979+0,096), Tyr341(-
5,7088+0,224), Gly342(-1,7453+0,0726), His447(-
3,1332+0,0957), Tyr449(-1,17720,0976), Glu450(-
19,2574+0,3123).

PROP2
AaAChE

-152,63

Tyr99(-5,9471+0,1071), Tyr101(-10,084+0,2055),
Glu108(-4,586+0,082), Trp341(-13,0376+0,1472), Tyr344(-
1,9851+0,0972), Tyr394(-3,7397+0,1416), Asp395(-
7,7222+0,1995).

PROP2
HssAChE

-127,80

Leu76(-1,719+0,0863), Trp286(-10,766+0,1313), VVal294(-
6,551620,1612), Phe295(-2,9053+0,1452), Phe297(-
4,4218+0,083), Tyr337(-2,2268+0,1082), Phe338(-

3,8529+0,0978), Tyr341(-11,6002:0,1918).

Paraoxon
AaAChE

-606,87

Ser258 (-1,2404+0,0427), Gly502(-1,582+0,0671), Tyr99(-
2,877920,1362), Gly174(-3,094+0,0945), Tyr394(-
3,1595+0,1011), His501(-3,7863 + 0,1207), Tyr390(-
4,8347+0,104), Phe391(-7,535420,1125), Trpl11(-
8,0327+0,2336), Glu257(-12,4351+0,6376), Glu387(-
17,3558+0,0949), Glu504 (-18,2995+0,1417), Glu97(-
19,3071+0,0706), Asp503(-19,3771+0,1585), Asp395(-
19,5986+0,1049), Glu108(-26,2384+0,2046).

Paraoxon
HssAChE

-367,79

Gly448( -1,1387+0,0765), Thr83(-1,1503+ 0,0991), Tyr72(-
1,1923 +0,0608), Gly120(-1,4947 0,133), Ala127(-
1,5809+ 0,0311), GIn71(-1,8113 0,0719), Gly121(-1,9095
+0,0884), Trp439(-2,4824 +0,1228), His447(-2,7133
+0,1432), Tyr337(-4,9005+ 0,1147), Tyr449(-4,9183
+0,1583), Trp86(-13,2026+ 0,1513), Glu202(-16,7658
0,5605), Glu450(-21,1214+ 0,174), Glu334(-23,8732+
0,1448), Asp74(-26,9378+0,3137).




Em negrito, estdo selecionados os aminoacidos mutantes da regido da entrada do sitio
ativo das enzimas acetilcolinesterase humana e de mosquito. Dessa maneira, nota-se que as
propostas PM22 e PROP2 apresentaram intera¢do com esses aminoacidos.

A figura 45, mostra em destaque os dez aminodcidos que mais contribuem
energeticamente falando para a energia livre, de acordo com os resultados obtidos pelo método
MM-PBSA.

Para o complexo PM22-AaAChE, os aminoacidos que mais contribuiram
energeticamente para o calculo de energia livre, foram Asp395, Glu97, Glul100, Asp308,
Asp398, Asp309, Glul08, Glu4l5, Glul09 e Glu401, respectivamente. A contribuicdo
energética desses residuos representou 29,97% da energia livre total média calculada para este
complexo.

O complexo PM22-HssAChE apresentou maior contribui¢do energética por parte dos
aminoacidos Asp74, Glu285, Glu202, Glu84, Glu450, Glu334, Glu292, Asp333, Glu452 e
Glu8l, respectivamente. A contribui¢do destes dez aminoacidos representou 43,77% do total
da energia livre média calculada.

Para o complexo PROP2-AaAChE, os aminoécidos que mais contribuiram foram
Trp341, Glul00, Tyrl01, Glu97, Asp395, Tyr99, Val338, Glul08, Asp309 e Asn342, que
representa um total de 48,88% da média da energia livre total para este complexo.

Para 0 complexo PROP2-HssAChE, os aminoacidos que mais contribuiram foram
Tyr341, Trp286, Val294, Phe297, Phe338, GIn291, Leu289, Phe295, Pro290 e Tyr337,
respectivamente. Estes aminoacidos apresentam uma contribuicdo de 40,33% no total da
energia livre média para este complexo.

Em relacdo ao complexo Paraoxon-AaAChE, os aminoacidos que mais contribuem para
a energia livre média sédo Glu108, Asp395, Asp503, Glu97, Glu109, Glu504, Glu100, Glu387,
Glu506 e Aspl183, respectivamente. A porcentagem de contribuicdo desses residuos foi de
31,45% do total da energia livre média para este complexo.

Para o complexo Paraoxon-HssAChE, os dez aminoécidos que apresentaram maior
contribuicéo no total da energia livre foram Asp74, Glu334, Glu84, Glu450, Glu285, Glu8l,
Glu4d52, Asp131, Glu292 e Glu202, respectivamente. Estes residuos apresentaram contribuicdo

de 55,41% no total da energia livre média.



Figura 45: Dez aminoacidos com maior contribuicdo para energia livre, segundo o método
MM-PBSA, primeira etapa de simulag¢Ges por dindmica molecular.




5.6.2 Resultados de DM advindos dos sistemas da segunda etapa de Docagem Molecular

5.6.2.1 Energia Total

A figura 46 mostra o gréfico de energia total ao longo do tempo de simulagdo, onde
estdo representados os resultados obtidos nos sistemas PROP2-Aa, PROP2-Hss, PROP3-Aa,
PROP3-Hss, Paraoxon-Aa-Etapa2 e Paraoxon-Hss-Etapa?2.

Figura 46: Energia total dos sistemas simulados por dinamica molecular a partir dos dois
melhores resultados de pesticidas selecionados na segunda etapa de docagem molecular.
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Para os resultados gerados a partir da segunda etapa de docagem, foram observadas
variagdes médias de (-1200687,732 + 0,454) kJ/mol para o sistema PROP2-Aa, para o sistema
PROP2-Hss (-1146645,539 *+ 0,425) kJ/mol, para o sistema PROP3-Aa (-1200753,436 *
0,443) kJ/mol, para o sistema PROP3-Hss (-1147215,485 + 0,422) kJ/mol, para o sistema
Paraoxon-HssAChE-Etapa2 (-911347,3752+0,5072) e para o sistema Paraoxon-AaAChE-
Etapa2 (-958335,6008 * 0,5549).



5.6.2.1 RMSD

De maneira geral, o rmsd das estruturas calculadas apresentaram um comportamento
estavel durante as simulacfes, com a proteina nao ultrapassando o valor maximo de 0,656 nm
para o sistema do grid menor, conforme observado na figura 47.

A variacdo média do complexo Paraoxon-HssAChE-Etapa2 foi de (0,2219 *
0,00001183), ja a variacdo que o complexo Paraoxon-AaAChE-Etapa2 apresentou foi de
(0,4186+ 0,00002382). O complexo PROP2-Aa apresentou variacao de (0,4831 + 0,0017) nm.
J& 0 complexo PROP2-Hss variou em média (0,2438 £ 0,0010) nm. Em relagdo ao complexo
PROP3-Aa, foi observado uma variacdo média de (0,4235 + 0,0016) nm e o complexo PROP3-
Hss apresentou variacdo media de (0,2548 + 0,0005) nm.

Figura 47: RMSD comparativo entre os complexos da segunda etapa de DM no tempo de 0 a
50 ns de simulacdo.

— Paraoxon-HssAChE-Etapa2

RMSD — Paraoxon-AaAChE-Etapa2
PROP2-HssAChE-Etapa2

— PROP2-AaAChE-Efapa2
PROP3-HssAChE

MM N Wwwww i

W IWWMW W‘“‘WW\M‘*‘*W

0.7m

= =
-l:- th

RMSD (nm)
S
L]

0 F

0.1 _

ot | | | | il
0 10 20 30 40 50

Tempo (ns)



Figura 48: RMSD dos ligantes no tempo de 0 a 50 ns de simulacéo.
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A figura 48 apresenta um grafico de RMSD dos ligantes versus o tempo de simulacéo,

onde foram observadas variagdes médias de (0,2243 + 0,0004) nm em “PROP2-AaAChE”,
(0,1522 + 0,0008) nm em “PROP2-HsSAChE”, (0,1618 = 0,0007) nm em “PROP3-AaAChE”,
(0,2469 £+ 0,0006) nm em “PROP3-HsSAChE”, (0,1526 + 0,00001038)nm em Paraoxon-

HssAChE e (0,0953 + 0,000006652)nm em Paraoxon-AaAChE.

Ao observar os ligantes de maneira isolada, podemos perceber que ocorrem algumas
variagOes acentuadas na proposta PROP2-Aa. No tempo de simulagédo igual a 5 ns, ocorre uma

variagdo acentuada de RMSD, que corresponde a um movimento do ligante, conforme

observado na figura 49.

Figura 49: Movimento observado nos quadros de simulacéo 20 a 25 do PROP2-AaAChE.



Entre 30 e 40 ns de simulacdo, ocorre uma segunda flutuacdo importante, que
demonstra outro movimento de rotacdo do ligante. Pode-se observar na figura 50 os quadros
150, 160, 170, 180, 190 e 200 da simulagéo, que correspondem aos tempos 30, 32, 34, 36, 38
e 40 ns. Essas varia¢des na conformacao dos ligantes geram picos no grafico de RMSD.

Figura 50: Movimento observado nos quadros de simulacdo 150 a 200 do PROP2-AaAChE.
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Em relacdo a proposta PROP2-HssAChE, observa-se picos importantes no grafico de
RMSD do ligante nos tempos de simulacédo igual a 6,36 ns, 0 RMSD observado e de 0,229 nm.
Essa variacdo corresponde a um movimento do ligante, onde ocorre uma deformacéo grande
em relacdo a posi¢do inicial, como mostrado na figura 51.

Uma segunda alteracdo na conformagdo também é observada no tempo de simulagéo
igual a 7,84 ns, com RMSD de 0,267 nm. A sequéncia de quadros com esse movimento pode

ser observada na figura 52.

Figura 51: Movimento observado no tempo de simulagéo igual a 6,36 ns a 6,40 ns do PROP2-
HssAChE.
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Figura 52: Movimento observado no tempo de simulagéo igual a 7,84 ns a 9,42 ns do PROP2-
HssAChE.
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No tempo de simulacdo igual a 40,62 ns foi observado 0 maior RMSD para o ligante
PROP3-AaAChE, com um valor de 0,317 nm. A figura 51 mostra a variacdo da posi¢do do
ligante nesse tempo de simulagéo.

Em relacdo ao ligante PROP3-HssAChE, foi observado um pico importante no gréafico
de RMSD no inicio da simulagdo. A figura 52 mostra a posicdo do ligante nos tempos de
simulacéo iguais a 1,6 ns A 2,2 ns.

Figura 53: Movimento observado no tempo de simulagéo igual a 7,84 ns a 9,42 ns do PROP3-
AaAChE.
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Figura 54: Movimento observado no tempo de simulacdo igual a 1,6 ns a 2,2 ns do PROP3-
HssAChE.

5.6.2.3 RMSF

A figura 55 mostra os graficos de RMSF dos sistemas Paraoxon-HssAChE, Paraoxon-
AaAChE, PROP2-HssAChE, PROP2-AaAChE, PROP3-HssAChE e PROP3-AaAChE.

Os amino&cidos que apresentam maior flutuacdo no complexo PROP2-AaAChE sao
Lys131, Argl33, Hisl36, Gly137, Argl38, Gly139, Leuld0, Asnl4l, Pheld2, Gly143,
Asnl44, Asnl45, Aspld6, Tyrld7, Phel4d8, GInl49, Aspl50, Aspl51, Aspl52, Asplb53,
Phel54, GIn155, Argl56, GIn157, GIn159, Serl60, Lys161, Glu568, Asp569, Leu571,
Arg572, Trp598 e Ser599.

Em relacdo ao complexo PROP2-HssAChE os aminoacidos que apresentaram RMSF
maior do que 0,4 nm foram Asp5, Thr75, Leu76, Tyr77, Pro259, Gly260, Gly261, Thr262,
Trp385, Arg493, Lys496, GIn527, Phe531, Asn533, Pro537, Leu540, Ser541, Ala542.

Os aminoécidos que apresentam maior flutuacdo no complexo PROP3-AaAChE foram
Arg133, Hisl136, Gly137, Argl38, Gly139, Leuld0, Asnl4l, Phel4d2, Glyl43, Asnl44,
Asnl45, Aspl46, Tyrld7, Pheld8, GInl149, Aspl50, Aspl51, Aspl52, Phel54, GInl55,
Arg156, GIn157, Trp598 e Ser599.

Os aminoacidos que apresentaram RMSF maior do que 0,4 nm para o complexo
PROP3-HssAChE foram Asp5, Trp385, Ser541 e Ala542.



Figura 55: RMSF dos sistemas Paraoxon-HssAChE, Paraoxon-AaAChE, PROP2-HssAChE,
PROP2-AaAChE, PROP3-HssAChE e PROP3-AaAChE.
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Os aminoacidos que apresentaram valores de RMSF superiores a 0,4 nm foram residuos
localizados em regides da cadeia lateral das enzimas, e por serem regides acessiveis ao solvente
apresentam maior flexibilidade.

As figuras 56 e 57 mostram as enzimas AaAChE e HssAChE com os aminoacidos

descritos em destaque na representacao sticks.

Figura 56: Em ciano AaAChE e em verde HsSAChE. Aminoécidos com RMSF maior do que
0,4 nm em representacao de sticks. Resultados para as proteinas complexadas com o pesticida
PROP2.



Figura 57: Em ciano AaAChE e em verde HssAChE. Aminoacidos com RMSF maior do que
0,4 nm em representacdo de sticks. Resultados para as proteinas complexadas com o pesticida
PROPS3.

5.6.2.4 Raio de Giro

A figura 58 mostra um grafico de Raio de giro das propostas PROP2-AaAChE,
PROP2-HssAChE, PROP3-AaAChE e PROP3-HssAChE.

Figura 58: Raio de giro das propostas Paraoxon, PROP2 e PROP3 com as enzimas AaAChE
e HssAChE.
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O sistema PROP2-AaAChE inicia a simulagdo com um valor de raio de giro de 2,36
nm e finaliza em 2,43 nm, apresentando um valor médio de (2,46 + 0,00000733) nm, o sistema
PROP2-HssAChE apresenta raio de giro igual a 2,28 no inicio da simulacdo por DM e finaliza
em 2,35 nm, apresentando média de (2,33 + 0,00000420) nm. O sistema PROP3-AaAChE
apresentou raio de giro igual a 2,36 no inicio da simulacédo e 2,45 no final da simulagdo, com
valor medio de (2,45 + 0,00000584) nm. J& o sistema PROP3-HssAChE apresentou media de
(2,34 £ 0,00000312) nm, tendo como valor de Rg inicial de 2,28 nm e ao final da simulacéo

um valor de 2,34 nm.

5.6.2.5 Distancia entre os centros de Massas

A tabela 20 apresenta os valores de distancia média entre o0s centros de massas dos

ligantes e das proteinas em estudo nesta etapa.

Tabela 20: Distancia entre os centros de massas das enzimas AaAChE e HssAChE com os
ligantes PROP2 e PROP3.



Ligante - Proteina E]i;;g;;i(?]rr:)édia entre centros de (I?]ﬁ\;io da média das distancias
PROP2-AaAChE-Etapa2 1,99E-01 0,0003
PROP2-HssAChE-Etapa2 1,96E-01 0,0004
PROP3-AaAChE 1,61E-01 0,0002
PROP3-HssAChE 1,62E-01 0,0002
Paraoxon-AaAChE 2,15E-01 0,000004
Paraoxon-HssAChE 2,05E-01 0,000008

Esses valores médios mostram que os ligantes apresentaram médias entre 0,215 e 0,161
nm de distancia da proteina, indicando que os mesmos permanecem aderidos a superficie da
proteina durante toda a simulacdo por DM.

A fim de observar o comportamento de cada um dos ligantes, foram selecionados 0s
aminoacidos mutantes da regido da entrada do sitio ativo das proteinas AaAChE e HssAChE e
foram geradas figuras que relacionam a posicéo dos ligantes com o tempo de simulacéo. Foram
geradas imagens a cada 10 nanosegundos de simulacdo, com inicio no tempo igual a zero
nanosegundos, apresentando um total de seis frames para cada um dos ligantes.

No tempo de simulagdo igual a 50 nanosegundos, foram selecionados aminoacidos que
apresentaram distancia de até 2,1 angstroms de distancia do ligante, a fim de que fossem
geradas graficos de distancia por nimero de quadros da simulacdo, possibilitando observar a
reacomodac&o do ligante em relacdo a esses aminoécidos, conforme realizado na etapa anterior.

Em relacdo ao complexo PROP2-AaAChE, o amino&cido Tyr394 apresentou no ultimo
quadro menor distancia de interacdo com o ligante PROP2, dessa maneira, esse residuo
contribuiu para a estabilizacdo do complexo PROP2-AaAChE. A distancia do residuo Tyr394
inicial em relagéo ao ligante foi de 3,91 A e ao final da simulagéo passou para 2,75 A.

O grafico da figura 59 mostra a distancia de interacao pelo nimero de quadros da simulacéo.



Figura 59: Distancia de interacdo entre o aminoacido Tyr394 pelo nimero de quadros da
simulacéo.
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Conhecendo os aminoacidos do sitio ativo da HssAChE, por comparacdo foram
selecionados os aminoacidos Met176 e Tyr390 para observar se ocorre o impedimento estérico
da entrada do sitio ativo (ALMEIDA, 2014). Esses aminoacidos estdo representados em rosa,
enquanto a proteina esta representada em coloracdo bronze. Nos quadros de simulagdo iguais
a 0 ns, 25 ns e 50 ns, o ligante permanece obstruindo a entrada do sitio, como verificado na
figura 60.

Figura 60: Quadros de simulacdo por DM do complexo PROP2-AaAChE. Representacdo em
superficie molecular da enzima AaAChE (coloracgdo bronze) e aminoacidos MET176 e Tyr390
coloracdo rosa
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Na sequéncia, foram selecionados quadros de simulacdo a cada 10 ns de simulacdo,
com os aminoacidos Glu97, Tyr99, Tyr101, Tyr344, Gly346 e 1le347 selecionados em verde,

os residuos da triade catalitica em laranja e foi gerada a imagem da figura 61.

Figura61: Imagens geradas a cada 10 ns de simulacdo por DM do complexo PROP2-AaAChE.
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Foram medidas as distancias de interacdo entre esses aminoacidos e o ligante ao longo
da simulagéo, sendo gerados os gréficos da figura 62.

Para 0 aminoécido Ser258, as distancias variaram de 9,95 A no inicio da simulagéo a
11,34 A ao final, para o Glu387, variacio observada foi de 10,62 A a 11,01 A e paraa His501,
observou-se uma variagdo de 13,44 A a 13,14 A.

No segundo grafico da figura 58, observou-se uma variaco de 7,59 A a 4,35 A para o
aminoécido Glu97, paraa Tyr99 a variacio foi de 3,14 A a 4,33 A, para a Tyr101, a distancia
variou de 2,64 A a 3,67 A, para a Tyr344, a distancia variou de 4,22 A a 3,10 A, para a Gly346
variou de 8,90 A a 6,94 A e paraa lle, a variacio observada foi de 8,61 A a 9,16 A.

Figura 62: Distancias de interacdo entre o pesticida PROP2 e os residuos da triade catalitica
(esquerda) e aminoacidos mutantes da entrada do sitio ativo (direita) da enzima AaAChE.
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Em relacdo a interacdo entre o pesticida PROP2 com a proteina HsSAChE da segunda
etapa, foram selecionados os aminoacidos Tyr72, Asp74, Leu76, Leu289, Ser293, Val294 e os
residuos da triade catalitica da enzima (Ser203, His447 e Glu334). Foram geradas imagens a

cada 10 ns de simulagdo que estdo representadas na figura 63.

Figura 63: Imagens a cada 10 ns de simulacdo para o complexo PROP2-HssAChE.
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As distancias de interacdo foram medidas ao longo dos quadros de simulagao e foram
obtidos os gréficos da figura 64.

Figura 64: Distancias de interacdo entre o pesticida PROP2 e os residuos da triade catalitica
(esquerda) e aminoacidos mutantes da entrada do sitio ativo (direita) da enzima HssAChE.
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A variacio da distancia para o aminoacido Ser203 foi de 9,34 A a 10,90 A, para o
Glu334, foi de 8,67 A a 10,04 A e para a His447 foi de 9,02 A a 10,09 A.

Em relacdo aos aminoacidos mutantes da entrada do sitio da enzima HsSAChE, foi
observada uma variacéo da distancia para a Tyr72 de 6,06 A a 3,86 A, para a Asp74 foi de 5,49
A a245 A paraa Leu76 foi de 7,21 A a 8,67 A, para a Leu289 variou de 2,90 A a 2,82 A,
para a Ser293 variou de 2,10 A a 2,44 A e para o aminoécido Val294 a distancia variou de 2,63

Aas5,68A.



Além de Ser293, foram identificados outros dois aminoacidos que apresentaram
distancia inferior a 2,1 A de distancia do ligante ao final da simulacdo por DM. Foram eles a
Tyr341 e o Trp286, que interagiram com distancia de 3,17 A e 2,98 A, respectivamente.

Em relacdo a interacdo entre o pesticida PROP3 com a proteina AaAChE da segunda
etapa, foram selecionados os aminoacidos da triade catalitica da enzima e os aminoacidos
mutantes, Glu97, Tyr99, Tyr101, Tyr344, Gly346 e lle347 . Foram geradas imagens a cada 10
ns de simulagéo que estdo representadas na figura 65.

Os gréficos das distancias ao longo dos quadros de simulacéo para este complexo estéo

representados na figura 66.

Figura 65: Imagens geradas a cada 10 ns de simulacdo por DM do complexo PROP3-AaAChE.
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Figura 66: Distancias de interacdo entre o pesticida PROP3 e o0s residuos da triade catalitica
(esquerda) e aminoacidos mutantes da entrada do sitio ativo (direita) da enzima AaAChE.
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As distancias observadas entre os aminoacidos da triade catalitica da enzima AaAChE
e do ligante PROP3 foram de 9,35 A para 11,50 A para a Ser258, de 8,18 A a 11,81 A para o
Glu387 e de 9,83 A para 7,64 A para a His501.

No segundo grafico da figura 66, as distancias iniciais e finais para o0 aminoacido Glu97
vai de 3,71 A a 1,54 A, uma segunda interacéo entre o ligante e 0 aminoéacido Glu97* varia de
1,83 A para 1,72 A, a Tyr99 apresenta variagio de distancia de 2,72 A a 2,67 A, a Tyr101 vai
de 4,70 A a 3,98 A, a Tyr344 vai de 3,14 A a 3,96 A, a Gly346 vai de 587 A a9,36 Aea
lle347 vai de 11,85A a 12,78 A.

Em relacdo a interacdo entre o pesticida PROP3 com a proteina HssSAChE da segunda
etapa, as figuras 67 e 68 apresentam a regido da entrada do sitio ativo com os aminoacidos
Tyr337 e Tyr 124 selecionados, quadros de simulacéo a cada 10 ns de simulacdo e graficos de

distancia por nimero de quadros de simulacéo, respectivamente.

Figura 67: Quadros de simulacdo por DM do complexo PROP3-Hss. Representacdo em
superficie molecular da enzima HssAChE (coloracao rosa) e aminoacidos Tyrl24 e Tyr337
(coloracéo amarelo), em representacéo de licorice ligante PROP3.
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A partir da figura 67, pode-se observar que no inicio da simulacédo, o ligante PROP3

encontrava-se na regido da entrada do sitio ativo da enzima HssAChE. Entretanto, na sequéncia
de quadros representando os tempos de simulag ao iguais a 25 ns e 50 ns, o ligante PROP3 néo
estd na regido da entrada do sitio ativo da proteina, dessa maneira, 0 acesso ao po¢o do sitio

ativo encontra-se desobstruido ao final da simulacdo por DM.

Figura 68: Imagens a cada 10 ns de simulagdo para o complexo PROP3-HssAChE.
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A partir da figura 68, observa-se que o ligante PROP3 se movimenta para fora da regido
da entrada do sitio ativo da enzima a partir dos primeiros 10 ns de simulacéo, estabilizando-se



na regido da enzima proximo ao aminoacido Asp349, que de uma distancia inicial de 22,09 A
para uma distancia de 1,60 A do ligante ao final da simulagéo.

A figura 69 mostra as distancias de interacdo entre os aminoacidos da triade catalitica
da enzima HssAChE e os aminoacidos da entrada do sitio ativo com o ligante PROP3.

Figura 69: Distancias de interacao entre o pesticida PROP3 e os residuos da triade catalitica
(esquerda) e aminoacidos mutantes da entrada do sitio ativo (direita) da enzima HssAChE.
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Em relacdo as distancias observadas na figura 69, o aminoacido Ser203 varia de uma
distancia inicial de 19,54 A para uma distancia final de 15,73 A, o aminoacido Glu334 varia
de 19,93 A a 13,96 A e a His447 varia de 17,16 A a 11,65 A.

Em relagdo aos residuos mutantes da entrada do sitio ativo da enzima HssAChE, o
aminodacido Tyr72 varia de 4,60 A a 13,15 A, 0 Asp74 variade 2,70 A a 9,31 A, a Leu76 varia
de 5,49 A a 4,83 A, a Leu289 varia de 14,21 A a 14,68 A, a Ser293 varia de uma distancia
igual a 11,99 A a 10,63 A e a VVal294 varia de uma distancia igual a 8,64 A a 14,24 A.

5.6.2.6 LigacOes Hidrogénio

A figura 70 mostra a média de interagcdes por ligaces hidrogénio que ocorrem nos
complexos da segunda etapa de dindmica molecular.



Figura 70: Média de ligac6es hidrogénio observadas nos complexos simulados para a segunda

etapa

de dindmica molecular.
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O ndmero de ligagbes hidrogénio formados durante as simulacGes por DM dos

complexos com a enzima AaAChE apresentaram nUmeros iguais ou menores quando

comparados com os complexos formados com a enzima HsSSAChE.

Os aminoacidos mutantes da regido da entrada do sitio ativo da enzima do mosquito

Aedes aegypti interagiram por contato polar com os ligantes PROP2 e PROP3, conforme

observado na figura 71.

Figura 71: Aminoacidos que mais interagiram por contatos polares nos complexos da segunda
etapa de dindmica molecular.
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Em destaque, no complexo PROP2-AaAChE estdo os aminoacidos Tyr99, Tyrl101,
Tyr344 e Tyr 394. Em destaque no complexo PROP2-HssAChE, estdo os aminoacidos Asp74,
Leu289, Ser293, Val294, Trp286 e Tyr341.

Para 0 complexo PROP3-AaAChE, estdo destacados em magenta os aminoacidos
Tyr99, Tyr344 e Glu97, sendo que ao final da simulacdo por DM a Glu97 apresenta distancia
do ligante de 1,54 A. Ja em relacdo ao complexo PROP3-HssAChE, os aminoacidos que
interagem por contato polar com o ligante sdo Asp74 e Asp349. Este altimo com distancia de
interacdo de 1,6 A ao final da simulagéo.

O complexo Paraoxon-AaAChE apresenta em destaque os aminoacidos Glu387,
Phe350, Tyr394, Gly174, Ala259 e His501 que foram aminoacidos que interagem por ligacGes
hidrogénio com o paraoxon. Ao final da simulacdo por DM, os aminoacidos que apresentaram
menor distancia em relacdo ao ligante foram o Glu387 e a Tyr394 com 2,47 A e 2,45 A,
respectivamente. J& o complexo Paraoxon-HssAChE apresenta em destaque 0os aminoacidos
Thr83, Tyr77, Thr75, Leu76 e His447, que foram os residuos que interagem por ligacdes
hidrogénio com distancia igual ou inferior a 2,5 A durante a simulag&o por DM.

Nota-se que as propostas PROP2 e PROP3 interagem por ligacdo hidrogénio com 0s
aminoacidos mutantes da regido da entrada do sitio ativo da enzima AaAChE. Ainda, em
relacdo a proposta3, observou-se que ao final da dindmica molecular, o ligante encontrava-se
em uma regido afastada da entrada do sitio ativo, indicando que ndo ocorreu a inibicdo da
enzima HssAChE.

As figuras 72, 73 e 74 apresentam uma sequéncia de quadros da simulacdo por DM,
onde pode-se observar a movimentacao dos ligantes. Em amarelo, esta representada a proteina
AaAChE e em rosa, a proteina HssAChE. Em destaque os aminoacidos localizados na regido
da entrada do sitio ativo das enzimas, a fim de observar se houve impedimento estérico das

proteinas.



Figura 72: Quadros de simulacdo por DM das proteinas AaAChE (amarelo) e HsSSAChE (rosa)
complexadas com ligante paraoxon. Em destaque, 0os aminoacidos Met176 e Tyr390 (azul) e

Figura 73: Quadros de simulagdo por DM das proteinas AaAChE (amarelo) e HSSAChE (rosa)
complexadas com ligante PROP2-Etapa2. Em destaque, os aminoacidos Metl176 e Tyr390




A partir da analise das figuras 72 e 73, percebe-se que em ambos os complexos
Paraoxon-AaAChE, Paraoxon-HssAChE, PROP2-AaAChE e PROP2-HssAChE, a regido da

entrada do sitio ativo das proteinas permanecem impedidas estericamente.

Figura 74: Quadros de simulacdo por DM das proteinas AaAChE (amarelo) e HsSSAChE (rosa)
complexadas com ligante PROP3 (representacdo licorice). Em destaque, 0os aminoacidos
Met176 e Tyr390 (azul) e Tyr124 e Tyr337 (amarelo).
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Em relagdo ao complexo PROP3-AaAChE, o ligante permanece na regido da entrada
do sitio ativo, de maneira que obstrui os aminoacidos Met176 e Tyr390. Esse impedimento é
estabilizado por contatos polares que se formam com aminoacidos desta regido como Tyr99,
Tyr344 e Glu97.

Pode-se observar que no inicio da simulacdo do complexo PROP3-HssAChE, o ligante
encontrava-se na regido da entrada do sitio ativo. Na sequéncia de quadros, o ligante se
locomove para uma regido mais afastada, desobstruindo a entrada do sitio ativo. Pode-se
observar este fato a partir dos aminoacidos indicados em amarelo (Tyr124 e Tyr337), que
encontram-se desimpedidos estericamente ao final da simulacdo por DM. Além disso, o
aminoacido Asp349 possui papel importante na estabilizacdo do ligante em regido afastada da

entrada do sitio ativo, interagindo a uma distancia de 1,6 A com o ligante ao final da simulago.



5.6.2.8 MM-PBSA

As energias de interacao entre o pesticida PROP2 e as proteinas HssSAChE e AaAChE,
mostram que ocorre uma maior estabilidade do complexo formado com a proteina do mosquito
do que com a proteina humana.

Observa-se uma variacao de energias do inicio da simulagdo ao final de -114 k.J.mol
a -144 k.J.mol? para o PROP2-AaAChE, uma variacio de -99 k.J.mol*a -109 k.J.mol* para
0 PROP2-HssAChE, -122 k.J.mol* a -150 k.J.mol* para 0 PROP3-AaAChE e -113 k.J.mol* a
-108 k.J.mol™! para o complexo PROP3-HssAChE, conforme observado na figura 75.

Figura 75: Energia livre de Gibbs estimada pelo método MM-PBSA para os complexos da
segunda etapa.
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Os valores médios da Energia livre de Gibbs para os complexos da segunda etapa foram
(-114,04 + 0,090127) kJ.mol? para 0o complexo PROP2-AaAChE, (-109,56 + 0,078164)
kJ.mol* para o complexo PROP2-HssAChE, (-163,250 + 0,091) k.J.mol* para o complexo
PROP3-AaAChE, (-110,350 + 0,139) kJ.mol*para o complexo PROP3-HssAChE, (-624,27 +

0,586) para o complexo Paraoxon-AaAChE e para o complexo Paraoxon-HssAChE, ( -



362,45+0,404).
A tabela 21 apresenta os aminoacidos do sitio ativo das enzimas AaAChE e HssAChE
que contribuem com energia de interacdo menor ou igual a -1,0 kJ/mol para a energia livre de

ligacéo.

Tabela 21: Contribuicdo total de energia por residuo do sitio ativo para os complexos
simulados por DM - Etapa 2.

Ligante Energia de ligacao Contribuicdo total de energia por residuo do
média obtida pelo sitio ativo (kJ.mol?)
método MM-PBSA
(kJ.mol ™)

Glu257 (-1,0126+0,0565), Glu387 (-1,0718+0,0397),
Met176 (-1,2368+0,0568), Glu108 (-2,2126+0,1383),

PROP? Asp395 (-2,5096+0,4104), Tyr344( -2,5937+0,1965),
AaACHE -144,04 Phe391 (-2,9375+0,1255), Trp111 (-3,1572+0,0837),
Tyr394 (-3,1663+0,1521), Glu97 (-8,4976+0,2854),

Tyr99 (-9,818+0,1842), Tyr101 (-9,8735+0,2493),
Trp341(-12,5078+0,1942)

Val294 (-1,072+0,0783), Phe297 (-1,5978+0,063),
PROP2 109.56 Phe338 (-2,264+0,0885), Leu289 (-2,7351+0,0863),

HssAChE Y9 Leu76 (-2,74930,1999), Tyr72 (-4,9987+0,1786),

Tyr341 (-9,3556+0,1553), Trp286 (-15,613+0,1849).

Gly346 (-1,139+0,0577), Phe350 (-1,1688+0,0459),
Asp503 (-1,5546+0,0261), Glu504 (-1,568+0,0297),
GIu97 (-1,8521+0,3807), Asp395 (-2,0903+0,6266),
PROP3 163.25 Glu257 (-2,1072+0,0817), Glu387 (-2,1146+0,0436),
AaAChE -3, Tyr390 (-4,9791+0,1397), Glu108 (-5,8036+0,1036),
Phe391 (-5,9501+0,1149), Tyr101 (-6,6793+0,2192),
Tyr394 (-7,1387+0,1868), Tyr99 (-8,3989+0,1786),
Tyr344 (-9,9473+0,1761), Trp341 (-13,083610,1259).

PROP3 Trp439 (-2,1526+0,118), Gly342 (-2,7797+0,1108),
HssAChE -110,35 Tyr341 (-4,0093+0,1465), Leu76 (-7,8801+0,204).

Gly346(-1,1985+0,0355), Tyr99(-1,4321+0,0823),
Tyr344(-1,5634+0,0854), His501(-2,9707+0,141),
Trp291(-3,1875+0,0817), Phe350(-3,5914+0,1065),
Paraoxon 624.27 Tyr394(-3,6655+0,1098), Phe391(-6,7757+0,1381),
AaAChE ’ Trp111(-7,6886+0,1457), Glu97(-14,1383+0,0494),
Asp503(-18,1638+0,0977), Asp395(-19,921+0,0876),
Glu108(-20,841+0,1026), Glu504(-21,0379+0,1343),
Glu257(-23,0054+0,3744), Glu387(-29,5049+0,3366).

Tyr337(-1,496+0,0813), Phe338(-1,7405:0,0494),
His447(-1,9636+0,0588), Leu289(-1,977+0,1175),
Paraoxon 36245 Trp286(-3,6456+0,2381), Leu76(-4,3901+0,2014),
HssAChE ’ Tyr341(-6,8707+0,2082), Glu450(-14,1711 +0,0909),
Asp74(-17,3001%0,7377), Glu334(-17,9215+0,1368),
Glu202(-22,5974+0,2853).

Para o complexo PROP2-AaAChE, os dez aminoacidos que mais contribuiram para a



energia livre foram Trp341, Tyrl01, Tyr99, Glu97, Glul00, Tyr394, Trp111, Phe391, Glu109
e Tyr344, respectivamente. Esses aminoacidos contribuem com 43,69% do total calculado.

Para o complexo PROP2-HssAChE, os dez amino&cidos que mais contribuiram para o
célculo da energia livre média foram, respectivamente, Trp286, Tyr341, Tyr72, GIn291,
Leu76, Leu289, Glu292, Phe338, His287 e Pro290, o que representa 44,26% do total da energia
livre média calculada para este complexo.

Para o complexo PROP3-AaAChE, os dez aminoacidos que apresentaram maior
contribuicdo de energia livre por residuo foram Trp341, Tyr344, Tyr99, Tyr394, Tyrl101,
Phe391, Glul108, Tyr390, Asp309 e Asn342, respectivamente. A porcentagem de contribuicao
desses aminoacidos foi de 42,94%.

Para o complexo PROP3-HssAChE, os dez aminoacidos que apresentaram maior
contribuicdo de energia livre média foram Tyr77, Leu76, Pro344, Tyr341, Val340, Phe80,
Gly342, Trp439, Ser347 e Glu81, respectivamente, que representam 38,73% do total da energia
livre média calculada.

Para o complexo Paraoxon-AaAChE, os dez aminoécidos que apresentaram maior
contribuicdo de energia livre por residuo foram Glu387, Glu257, Glu504, Glu108, Asp395,
Asp503, Glu506, Asp386, Asp458 e Glul00, respectivamente. A porcentagem de contribuicédo
desses aminoacidos foi de 31,86% do total de energia livre para este complexo.

Para o complexo Paraoxon-HssAChE, os dez aminoacidos que apresentaram maior
contribuicdo de energia livre por residuo foram Glu202, Glu285, Glu8l, Glu292, Glu334,
Glu84, Asp349, Asp74, Glu452 e Glu243, respectivamente. A porcentagem de contribuicéo
desses aminoacidos foi de 51,82% do total de energia livre para este complexo.

A figura 73 apresenta graficamente os dez aminoécidos que mais contribuiram para o
total de energia livre de cada um dos complexos simulados na segunda etapa de dindmica
molecular.

Nota-se que as propostas PROP2 e PROP3 apresentaram interagcdes fortes com 0s
aminoacidos mutantes da regido da entrada do sitio ativo da proteina AaAChE. Ainda, a
proposta 3 interagiu mais fortemente com aminoacidos mais afastados da regido da entrada do
sitio ativo da HssAChE, conforme observado na figura 76.

Figura 76: Dez aminoécidos com maior contribui¢do para energia livre, segundo o método
MM-PBSA, segunda etapa de simulag6es por dindmica molecular.
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6 CONCLUSOES



Na primeira etapa deste trabalho foi feita a modelagem por homologia utilizando o
servidor Swiss Model Server do modelo tridimensional da acetilcolinesterase de Drosophila
melanogaster (codigo 1Q09) com a sequéncia priméria da acetilcolinesterase do mosquito
aedes aegypti encontrado no servidor uniprot.org pelo cddigo Q9TX11. Foi entdo construido e
validado o modelo da acetilcolinesterase do mosquito Aedes aegypti, obtendo 96,9% dos
residuos em regiGes mais permitidas.

Na sequéncia, foi realizada a modelagem comparativa entre as enzimas AaAChE e
HssAChE, apresentando RMSD de 1,12 Angstrons. A determinacdo dos residuos do sitio ativo
da AaAChE foi realizada, obtendo-se 65,79% de identidade sequencial.

A modelagem comparativa entre as enzimas AaAChE e AgAChE os aminoéacidos da
regido do sitio ativo destas enzimas apresentaram identidade sequencial de 71,06%, logo foram
observadas 28,94% de mutacdes nesta regido. Isso implica dizer que os pesticidas planejados
para a enzima AgAChE ndo necessariamente apresentara seletividade a enzima AaAChE.

A partir dos parametros selecionados para verificar os melhores resultados de docagem
molecular simulados neste trabalho, foram selecionados os resultados PROP2 e PM22 na
primeira etapa e PROP2 e PROP3 para a segunda etapa.

Os parametros utilizados para verificar a estabilidade dos complexos simulados por
dindmica molecular (energia total, RMSD, RMSF e Raio de Giro), demonstraram que todos 0s
sistemas apresentaram boa estabilidade durante os 50 ns de simulag&o.

A partir dos resultados de simulacdo por dindmica molecular, os pesticidas PM22,
PROP2 e PROP3 apresentaram melhores resultados de interacdo (energia livre de Gibbs,
ligacGes hidrogénio e distancia média entre os centros de massas) com a enzima AaAChE do
que com a enzima HssAChE.

Os resultados obtidos de energia livre da primeira etapa de simulagdo por DM
mostraram que 0s complexos apresentaram a seguinte ordem energética: PM22-HssAChE <
Paraoxon-HsSSAChE < PROP2-HssAChE e PM22-AaAChE < Paraoxon-AaAChE < PROP2-
AaAChE. Os resultados obtidos de energia livre da segunda etapa de simulagcdo por DM
mostraram que 0s complexos apresentaram a sSeguinte ordem energetica: Paraoxon-
HssAChE<PROP3-HssAChE<PROP2-HssAChE, de maneira que as propostas PROP2 e
PROP3 apresentaram energia de interacdo com a acetilcolinesterase humana maior do que a
energia observada para o complexo formado com 0 paraoxon, 0 que sugere uma menor
toxicidade quando comparados com o pesticida organofosforado. Em relacdo a ordem
energética observada para os complexos formados com a AaAAChE, observou-se que Paraoxon-
AaAChE < PROP3-AaAChE < PROP2-AaAChE.



Em relacéo ao parametro de energia livre calculado pelo método MM-PBSA, o melhor
resultado reportado foi do pesticida PM22 que apresentou média da energia livre de Gibbs de
-775,1 kJ.mol-1 para o complexo formado com a enzima AaAChE e média da energia livre de
Gibbs de -468,52 kJ.mol-1 para o complexo formado com a enzima HssAChE.

Quando observados os aminoacidos que apresentaram maior contribuicdo energética
para o calculo de energia livre total, a proposta 3 (PROP3), foi o ligante que apresentou melhor
resultado, quando comparado as interacdes observadas com o ligante paraoxon. Quando este
ligante interage com a proteina AaAChE apresenta interagdo com aminoécidos da regido da
entrada do sitio ativo, impedindo estericamente esta regido e quando interage com a enzima
HssAChE, se desloca para uma regido fora da entrada do sitio ativo.

Como continuidade deste trabalho, sdo sugeridos estudo de rotas sintéticas para o0s
pesticidas PM22, PROP2 e PROP3 para posterior avaliacdo experimental dessas propostas,
como estudo de toxicidade e avaliacdo da atividade enzimatica das acetilcolinesterases humana

e do mosquito Aedes aegypti por tempo de exposicao a esses compostos.
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