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RESUMO

As monoaminooxidases (MAO) sdo enzimas que catalisam a desaminacao
oxidativa de neurotransmissores, como por exemplo, a serotonina e a dopamina,
bem como de monoaminas exdgenas. Existem duas isoformas da MAO, a MAO-A e
a MAO-B, sendo que ambas séo flavoenzimas, isto €, apresentam em sua estrutura
a coenzima FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo). Os inibidores da MAO podem
atuar no tratamento da depresséo, no alivio dos sintomas de pacientes com Doenca
de Parkinson e também tem acdo como agentes neuroprotetores. Assim, o estudo
de moléculas cuja interagdo com a MAO-A e MAO-B seja capaz de inibir suas
atividades cataliticas, bem como a avaliacdo da especificidade desta interacdo, é
bastante importante. A Quimica Computacional, através do estudo da interacéo
enzima-substrato, apresenta grande contribuicdo na area de planejamento racional
de farmacos.

Neste trabalho, foi realizado um estudo da interacdo da vitamina K3 -
menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) — com a MAO-A e com a MAO-B. As
estruturas cristalograficas com as coordenadas das duas enzimas, contendo FAD,
foram extraidas do PDB (Protein Data Bank) e a estrutura da menadiona foi
construida e otimizada com o programa Gaussian. Primeiramente, usando a
metodologia de Docking Molecular, através dos programas AutoDock e
AutoDockTools, foi realizado o docking cego (onde o grid abrange quase toda a
proteina) da menadiona com a MAO-A e MAO-B. Foram detectadas interacdes
significativas da menadiona com a regido do sitio ativo de ambas as enzimas, assim,
foi realizado docking fino, onde o grid foi restrito a regido do sitio ativo e adjacéncias.
Os resultados do docking fino mostraram que a interacdo mais favoravel da
menadiona com a MAO-A, e também com a MAO-B, ocorreu na regiao do sitio ativo.
A partir da estrutura do complexo do cluster de menor energia, obtido via Docking,
foram realizadas simulacées de Dinamica Molecular (DM), dos seguintes sistemas:
[MAO-B], [MAO-B + MENADIONA], [MAO-B + FAD], [MAO-B + FAD + MENADIONA]
e [MAO-A + FAD + MENADIONA].

Os resultados do Docking e da DM mostraram a importancia da coenzima
FAD no mecanismo de inibicdo, bem como as interagdes importantes do ligante
menadiona com residuos do sitio ativo de ambas as enzimas, em concordancia com
dados experimentais.

Palavras-chave: MAO, MAO-A, MAO-B, FAD, menadiona, sitio ativo,
Docking, Dinamica Molecular.
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1 INTRODUCAO

As proteinas e os acidos nucléicos, RNA e DNA, sédo as moléculas-chave nos
processos da vida, assim como os lipideos, componentes das membranas celulares.
Desta forma, entendemos sua importancia bioldgica, sendo que a alta complexidade
dessas moléculas motivou pesquisadores de diversas areas do conhecimento,
incluindo a Quimica, a analisar suas estruturas e também a estudar seus
mecanismos de acdo. Uma das funcbes mais importantes das proteinas, por
exemplo, € atuando como catalisadores de reacdes bioguimicas, onde sé&o
denominadas enzimas.!

A monoaminooxidase (MAO) € uma enzima que catalisa a desaminacao
oxidativa de monoaminas, sejam elas enddgenas, como 0S nheurotransmissores
serotonina, dopamina, epinefrina e norepinefrina, ou exdgenas, como a tiramina.
Além da importancia para o catabolismo dos neurotransmissores e metabolismo de
drogas associadas, como antidepressivos, por exemplo, a MAO também esta
relacionada a disturbios neurodegenerativos como Doenca de Parkinson e
Alzheimer.??**

Existem duas isoformas da MAO, a monoaminooxidase A (MAO-A) e a B
(MAO-B), cujas estruturas estéo relacionadas e ambas apresentam a coenzima FAD
(Flavina Adenina Dinucleotideo). As duas enzimas tém em comum cerca de 70%
dos seus aminoacidos embora sejam codificadas por genes diferentes e apresentem
especificidade de substrato e/ou inibidores.? Além disso, associam-se & superficie
externa das mitocondrias e estao distribuidas em proporcdes variadas nas células do
Sistema Nervoso Central (SNC) e dos tecidos periféricos. A MAO-A humana
localiza-se, preferencialmente, no figado e distribuida de maneira dispersa no
cérebro, além de estar presente também na placenta.® J4 a MAO-B humana localiza-
se especialmente nas plaquetas, linfocitos, figado e também concentrada em
algumas regibes especificas do cérebro.>®’

Os principais neurotransmissores que sao substratos da MAO e algumas de

suas funcdes estdo relacionados abaixo:®

e Epinefrina (adrenalina): tem acao sobre o coracdo e o musculo liso vascular,

sendo um poderoso estimulante cardiaco.



eNorepinefrina (noradrenalina): perifericamente, age especialmente na
constricdo dos vasos sanguineos, causando aumento da pressao arterial, e
no SNC apresenta acéo sobre a regulacdo das emocoes, estando relacionada
com manifestagcOes de agressividade e depresséo.

eDopamina: é o precursor metabdlico imediato da norepinefrina e epinefrina.
Além disso, € um neurotransmissor central, particularmente importante na
regulacdo do movimento.

e Serotonina: é regulador do musculo liso do sistema cardiovascular e do trato
gastrointestinal, além de neutrotransmissor do SNC com grande importancia

para a regulacéo da dor e do humor.

A MAO-A metaboliza principalmente a serotonina, a epinefrina e a
norepinefrina, jA a MAO-B tem como substratos preferenciais a pB-feniletilamina e a
benzilamina. A clorgilina € um inibidor especifico da MAO-A, enquanto a rasagilina e
selegilina (_-deprenyl) sdo inibidores seletivos da MAO-B. No cérebro, a MAO-B
humana € a responsavel pela maior parte do metabolismo oxidativo da dopamina.
Fenelzina e tranilcipromina inibem tanto a MAO-A quanto a MAO-B. >®#

Na prética, os inibidores seletivos da MAO-A apresentam melhores resultados
para tratamento de depressao (relacionada com déficit de serotonina) e como
agentes cardioprotetores, uma vez que a MAO-A esta associada com a degeneracéo
de células cardiacas. Ja os inibidores seletivos da MAO-B sdo mais usados para o
tratamento da Doenca de Parkinson em estagio inicial, permitindo um aumento nos
niveis de dopamina, bem como diminuicdo dos danos decorrentes do processo
oxidativo da mesma. Inibidores inespecificos podem causar efeitos indesejaveis,
devido ao fato de potencializar a acdo de outras monoaminas através da inibicdo do
metabolismo periférico. Um exemplo € a ocorréncia de crises hipertensivas em
pacientes sob tratamento com inibidores da MAO, decorrente da ingestdo de queijo,
cerveja ou vinho tinto, uma vez que esses alimentos contém grandes quantidades de
tiramina, convertida no organismo em norepinefrina, cujo metabolismo pode ficar
descontrolado.®*°

A formacdo de subprodutos téxicos no metabolismo oxidativo € um dos
fatores que pode levar a degradacédo neuronal, uma das possiveis causas para 0S

distarbios neurodegenerativos como Doencas de Parkinson e Alzheimer. Isso ocorre



devido ao fato do metabolismo oxidativo gerar compostos bastante reativos durante
0 processo, como, por exemplo, peroxido de hidrogénio ou radicais de oxigénio.
Esses produtos, se ndo forem devidamente convertidos, podem causar danos ao
DNA e as membranas celulares, com conseqiente morte neuronal. Esses processos
sdo denominados, muitas vezes, de estresse oxidativo.*®

Os maiores desafios para estudos experimentais s&do decorrentes da
dificuldade de obtencdo de MAO-A e MAO-B humanas purificadas, uma vez que elas
se localizam na membrana externa das mitocondrias e podem estar presente em
varios tecidos ao mesmo tempo, dificultando a separacdo entre elas. O
aprimoramento das técnicas experimentais para obtencdo das enzimas purificadas
permitiu um avango na determinagdo estrutural, sendo a primeira estrutura
cristalografica da MAO-B humana determinada por Binda et. al., em 2002,* e da
MAO-A humana, em 2005, por Colibus et. al.'* A analise estrutural de biomoléculas
€ importante para o esclarecimento dos seus mecanismos de acdo, bem como para
a descoberta de novas drogas, com grau de especificidade cada vez maior.

A MAO-B humana cristaliza como um homodimero, sendo que cada
mondmero apresenta 520 residuos de aminoacidos e tem o FAD em sua
estrutura.”'? J4 a MAO-A humana cristaliza como um mondmero.™* As estruturas,
representadas nas Figuras 1A e 1B, da MAO-A e MAO-B, respectivamente, podem

ser divididas em trés regides distintas e denominadas:**

edominio de ligacdo com FAD: compreende a sequéncia de residuos 13-88,
220-294 e 400-462 para MAO-A e 4-79, 211-285, 391-453 para MAO-B;

edominio de ligacdo com substrato/inibidor: residuos 89-219 e 295-399 para
MAO-A e 80-210, 286-390 e 454-488 para MAO-B

edominio de ligacdo com a membrana, ou C-terminal: compreende os residuos
463-506 para MAO-A e 489-500 para MAO-B.

A elucidacao estrutural da MAO-A e MAO-B humanas abre caminho para um
melhor entendimento dos mecanismos de acdo dessas enzimas, tanto do
metabolismo oxidativo, quanto dos processos inibitorios.*® Além disso, aprimora o
desenvolvimento de novas drogas, mais especificas e eficazes, com efeitos

colaterais minimizados, ndo somente para o tratamento e alivio sintomatico de



portadores de Doenca de Parkinson ou depressao, como também como agentes

2,6,9

neuroprotetores.

(A) (B)

Figura 1: (A) estrutura MAO-A, regido FAD em amarelo, do substrato/inibidor em vermelho e regido
de ligacdo com a membrana mitocondrial, ou C-terminal, em azul. O inibidor (harmina) é representado
em verde.” (B) estrutura da MAO-B, regido FAD em azul, do substrato/inibidor em vermelho e em
verde a regido C-terminal. O sitio de ligacdo com o inibidor (1,4-difenil-2-buteno, em preto) é
representado pela regido em ciano.’

No presente trabalho, o estudo da interagdo da menadiona (2-metil-1,4-
naftoquinona) com as MAO-A e MAO-B ¢é realizado através de metodologias
computacionais de Docking e Dinamica Molecular (DM). Estes estudos fornecem,
portanto, informacdes que podem ser utilizadas no desenho racional de novos
farmacos inibidores das monoaminooxidases.

A menadiona, conhecida como vitamina K3, é um composto sintético derivado
da 1,4-naftoquinona, que apresenta atividade biologica e € precursor de outras

formas da vitamina K.° A estrutura da menadiona é apresentada na Figura 2.

(o]

Figura 2: estrutura da menadiona (2-metil1,4-naftoquinona).’
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a interacdo do ligante menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) com as
duas isoformas da enzima monoaminooxidase (MAO), a MAO-A e a MAO-B, através
das metodologias computacionais de Docking e Simulagdo por Dinamica Molecular
(DM).

Objetivos Especificos

Investigar quais residuos de aminoacidos da MAO interagem com a
menadiona.

Comparar a estabilidade dos sistemas: [MAO-B], [MAO-B + FAD], [MAO-B +
MENADIONA] e [MAO-B + FAD + MENADIONA].

Verificar a especificidade da interagcdo da menadiona com a MAO-A e com a
MAO-B.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serdo abordados alguns temas cujos conteldos sé&o
importantes para um melhor entendimento do presente trabalho, tais como estrutura
das proteinas em geral, enzimas e substratos, planejamento de farmacos e alguns

conceitos basicos das metodologias de Docking e Dindmica Molecular.

3.1 PROTEINAS — CONSIDERACOES GERAIS

Quase todos 0s processos que sustentam os organismos vivos sao realizados
por proteinas. As proteinas sao constituidas a partir de um conjunto de 19
o-aminoacidos, que apresentam um grupo amino primario e um grupo carboxila
ligados ao mesmo atomo de carbono (Figura 3A), mais a prolina, que apresenta um
grupo amino secundario. Na faixa de pH fisioldgico (usualmente pH igual a 7,4), os
grupos carboxila e amino dos aminoacidos encontram-se na forma ionizada (Figura
3B), também chamada de forma zwitteribnica, ou ion dipolar, pois apresentam
grupos com cargas elétricas opostas na mesma molécula. Sendo assim, 0s

aminoAcidos podem atuar como base ou como &cido.*

R R
| |
H,N— C_, —COOH H,N*— C, —COO"
| |
H ) H ®)

Figura 3: (A) formula geral para a-aminoacidos. (B) forma zwitteridbnica em pH fisiol6gico.

Os 20 aminoacidos “padrao” apresentam diferencas nas cadeias laterais (R),
podendo ser apolar, polar sem carga ou polar com carga. A grande variacdo de
algumas propriedades fisico-quimicas entre esses aminoacidos pode ser uma das
explicacBes para a versatilidade das proteinas.* Os aminoacidos também podem
ser classificados de acordo com a afinidade entre sua cadeia lateral e a agua, ou

seja, sdo hidrofébicos ou hidrofilicos de acordo com propriedades da cadeia lateral.
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Esta afinidade € uma propriedade muito importante para a estrutura tridimensional
das proteinas.

O atomo de carbono-a dos 20 aminoacidos “padrao”, com excegéo da glicina,
€ assimétrico (quiral), ou seja, apresenta quatro substituintes diferentes, que podem
ocupar posicdes espaciais distintas. Isso gera moléculas que sao imagem especular
uma da outra, denominadas de estereoisdbmeros. Essas moléculas que apresentam
um centro quiral possuem a propriedade de desviar a luz polarizada, ou seja, sao
opticamente ativas. Em geral, as biomoléculas com centro quiral ocorrem na
natureza em uma Unica configuracdo, sendo o0s aminoacidos das proteinas
designados por L-aminoécidos.™**°

A condensacdo de dois ou mais a-aminoacidos, por meio da eliminacdo de
moléculas de agua e formacéo de uma ligacdo entre o grupo carboxilico de um com
0 grupo amino de outro, resulta em um polimero que apresenta desde poucos
residuos de aminoacidos, chamados de dipeptideos, tripeptideos, etc, até milhares
de residuos, designados como polipeptideo. Esta ligacdo entre o carbono a-
carboxilico de um aminoacido e o nitrogénio do grupo a-amino de outro é chamada
de ligacdo peptidica.*

As proteinas sdo moléculas que apresentam uma ou mais cadeias
polipeptidicas, isto é, sdo compostas por cadeias que variam de 40 a 33.000
residuos de aminoacidos, no entanto, a maioria apresenta menos de 1.500
residuos.**

A organizacdo estrutural de uma proteina, Figura 4, pode ser descrita em
quatro niveis:***°

|. Estrutura primaria — sequéncia de aminoacidos, conjunto de ligacées quimicas
primarias;
[I. Estrutura secundaria — arranjo espacial do esqueleto do polipeptideo, padrées
regulares dos dobramentos, atribuicdo de hélices, folhas e voltas, de acordo com
0 padréo de ligacdes de hidrogénio da cadeia principal;
[ll. Estrutura terciaria — conformacao tridimensional, dobramento dos elementos de
sua estrutura secundaria, agrupamentos e interacdes das hélices, folhas p e
alcas, que se associam através de interacbes nao-covalentes, ou pontes

dissulfeto (em alguns casos), formando subunidades ou monémeros;
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IV. Estrutura quaternaria — arranjo espacial das proteinas compostas por mais de

uma subunidade.

folha 8

Figura 4: estruturas de uma proteina — a) primaria, residuos de aminoécidos; b) secundaria,

hélice e folha; c) terciaria, cadeia protéica completa; d) quaternaria, varias cadeias formando um
s A 17

oligbmero.

O arranjo espacial que determina a estrutura secundaria de uma proteina

apresenta basicamente trés estruturas:**

e Hélices — é caracterizado pela torcdo regular da cadeia polipeptidica, que se
mantém unida por ligacbes de hidrogénio; a a-hélice € um tipo de estrutura
helicoidal particularmente rigido;

e Folhas-p — estrutura secundaria de uma proteina em que as ligacbes de
hidrogénio ocorrem entre cadeias polipeptidicas vizinhas.

e Estruturas nao-repetitivas — sado estruturas irregulares, que geralmente
aparecem na superficie das proteinas e podem conectar outras estruturas
secundarias, sendo designadas como alcas ou voltas reversas, também
chamadas de curvaturas . As curvaturas-B sdo elementos da estrutura
secundaria, em geral com uma sequéncia de quatro residuos, que mudam a
direcdo de uma cadeia (folha-) em 180°, algumas vezes chamada também de
“‘grampo”. Esses segmentos podem ter um papel importante no mecanismo de

interacdo de uma proteina com uma molécula especifica.

Na Tabela 1, estdo listados os 20 aminoacidos “padrdo”, com suas
abreviacOes de trés letras e de uma letra, além da representagdo de suas estruturas,

com a cadeia lateral predominante em pH fisiol4gico destacada.™



Tabela 1: 20 aminoacidos “padrao”, abreviaturas e estruturas.
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Para a compreensédo do mecanismo molecular e elucidacdo da estrutura de
uma proteina € necessario o conhecimento da sua sequéncia de aminoacidos. Em
1953, Frederick Sanger realizou a primeira determinagcao da sequéncia completa de
aminoacidos de uma proteina, a do hormbnio polipeptidico insulina bovina, que
contém 51 residuos.'® Em 1976 havia no Protein Data Bank (PDB) 13 estruturas™® de
proteinas definidas. Hoje, séo conhecidas 70.218 estruturas™® de proteinas (incluindo
aquelas repetidas ou de mutantes pontuais), de acordo com dados do PDB de
setembro de 2011, sendo que a maioria foi determinada por cristalografia por
Difracdo de Raios X (DRX) ou por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

As proteinas tém um papel fundamental nos processos biolégicos, onde
desempenham inumeras funcgbes, entre elas: catalise, regulacdo, transporte e
armazenagem, estruturais, reconhecimento.*®

A funcdo desempenhada por uma dada proteina € determinada, em geral,
pelas caracteristicas do modo de ligacéo entre essa proteina e seu substrato, isto é
a molécula a qual sofre a acdo da proteina. Apesar de uma proteina ser composta,
em geral, por inUmeros residuos de aminoacidos, em muitos casos uma pequena
porcdo desta estrutura, o sitio ativo, € 0 responsavel pelas suas principais

propriedades.

3.2 ENZIMAS E SUBSTRATOS

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores das reacfes
bioquimicas, promovendo um aumento consideravel de suas velocidades. Elas
atuam sobre um Unico substrato, ou sobre um pequeno numero de substratos
relacionados. O conhecimento das estruturas tridimensionais das proteinas é
importante para entender o modo de ligacao enzima-substrato e também o processo
catalitico em si.*

Muitas hipoteses foram propostas para explicar como as enzimas catalisam
as reacfes. Contudo, uma caracteristica comum é a de que a reacao catalisada por
uma enzima € iniciada pela formac¢do de um complexo enzima-substrato, a partir da
gual a catalise ocorre. Os modelos usados para descrever interacdes entre enzimas
e seus substratos podem ser estendidos a outros sistemas biolégicos, denominados

genericamente de receptor-ligante. Assim, podemos definir receptor como o
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componente do organismo com o qual uma dada substancia (endégena ou exdgena)
interage. Dentre os receptores farmacologicos, as proteinas/enzimas e os &cidos
nucléicos sdo os grupos mais importantes.®?°

Em 1894, Emil Fischer propds um modelo, conhecido como chave-
fechadura®® em que a alta especificidade de uma enzima (fechadura) com seu
substrato (chave) é devido a fatores geométricos complementares. O modelo chave-
fechadura apresenta algumas falhas, especialmente porque n&o considera a
flexibilidade dos sistemas bioldgicos. Com isso, um modelo mais aprimorado, a
hipétese do encaixe induzido, foi proposto inicialmente por Koshland®. Neste
modelo, o receptor na auséncia do substrato apresenta uma estrutura
conformacional, a qual sofre modificacdes induzidas pela interagdo com o ligante,
com a finalidade de aumentar a afinidade entre receptor-substrato. Em geral, esta
mudanca conformacional ocorre em um sitio especifico do receptor, que recebe o
substrato, porém, outras regides também podem sofrer mudanca estrutural
influenciadas por esta interacdo receptor-ligante, regulacdo chamada de efeito
alostérico.**?!

A interacdo de um substrato com seu receptor ocorre atraves de forcas néo-
covalentes, entre elas, interacbes eletrostaticas, hidrofébicas e ligacbes de
hidrogénio, da mesma forma que essas forcas mantém a conformacéao estrutural de
uma proteina.**#
> interacoes eletrostaticas

o forcas ibnicas — essas interacdes, chamadas de par i6nico ou ponte salina,
ocorrem entre grupos idnicos de cargas opostas e sdo bastante fortes, porém,
nao estabilizam o sistema, uma vez que em solu¢des aquosas, esses ions estao
altamente solvatados.

o forcas de van der Waals (VDW) — interacOes dipolo-dipolo, permanentes ou
induzidos.

=dipolo-dipolo: ocorre por exemplo entre os grupo carbonila e amida da

cadeia peptidica, influenciando o dobramento de uma proteina, e pode ser
de atracdo como também de repulséo.

= dipolo-dipolo induzido: mais fracas que as primeiras, mas sdo sempre forcas

atrativas.

sdipolo induzido-dipolo induzido: chamadas de forcas de dispersdo de

London, resultando em interacdo atrativa também. Embora fracas, essas
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forcas de dispersdo no interior de uma proteina (cuja estrutura, em geral
bastante empacotada e, por isso, promove muitos contatos interatdmicos)
sdo muito importantes, seja na determinacdo conformacional da proteina ou
mesmo na sua interacdo com um substrato.
> ligacOes de hidrogénio — embora também de natureza eletrostética, as ligagbes de
hidrogénio apresentam um carater covalente maior que as forcas de van der
VDW. E indiscutivel a importancia das ligacdes de hidrogénio e detalhes sobre
sua natureza podem ser encontrados em publicacdes atuais, como em ARUNAN
et. al.??3
> forcas hidrofébicas — substancias apolares tendem a se organizar de maneira a
minimizar sua interagdo com a agua, por exemplo, através da formacdo de
micelas. Neste arranjo estrutural ocorre liberacdo de agua de solvatacdo e
consequente aumento de entropia. As proteinas nativas apresentam uma
estrutura do tipo micela intramolecular, com regibes predominantemente
hidrofilicas e outras hidrofébicas, de modo que este tipo de interacdo tende a ser
importante na sua estrutura conformacional, determinando seu padrdo de

dobramento, por exemplo.

3.3 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

O avanco na resolucédo de estruturas de macromoléculas biologicas atraves
de Difracdo de Raios-X (DRX) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permitiu o
surgimento de um novo processo para a predicdo de novas drogas, conhecido como
desenho racional de drogas ou planejamento racional de farmacos.**

Uma das etapas deste processo € a investigacdo da relacdo entre a estrutura
de um possivel farmaco (composto natural ou sintético) e sua atividade biologica,
seguido do estudo de sua interagcdo com diversos receptores, incluindo enzimas,
membranas e DNA. Uma das maneiras de observar mudancas conformacionais
devido ao encaixe induzido em receptores biolégicos € através da comparacéo entre
estruturas cristalograficas de um determinado receptor com diversos ligantes
diferentes. Porém, a obtencdo dos receptores purificados, bem como sua

cristalizacdo com os ligantes nem sempre é uma tarefa facil. %



18

A primeira dificuldade na descoberta de uma nova droga € a identificacdo do
composto ‘lider’, ou seja, um composto cuja estrutura possa apresentar potencial
interacdo bioldgica. Esta busca € realizada com base na semelhanga estrutural do
composto alvo com outras substéncias de atividade farmacolOgica previamente
conhecida. Isto €, sobre o esqueleto molecular de um determinado composto, €
construida uma nova molécula.?>?* Muitas moléculas que agem sobre receptores
biolégicos sao derivadas de substancias quimicas originarias de espécies vegetais,
incluindo alguns farmacos prescritos para o tratamento do cancer.® Neste contexto, a
Quimica Medicinal, através de metodologias computacionais, entre outras, contribui

muito para o desenvolvimento de novos farmacos.??>%

3.4 QUIMICA TEORICA E QUIMICA COMPUTACIONAL

O emprego de ferramentas computacionais ocorre em diversas areas do
Conhecimento, inclusive naquelas que sao essencialmente experimentais, como a
Quimica, por exemplo. E possivel diferenciar a Quimica Tebrica, que baseia-se
especialmente no desenvolvimento de metodologias matematicas ou modelos fisicos
gue descrevam propriedades quimicas, da Quimica Computacional, que emprega os
métodos computacionais disponiveis nos estudos dos sistemas quimicos. Porém,
aqui, ambas as terminologias serao tratadas como sinénimos.

Diversas metodologias foram desenvolvidas a fim de entender sistemas
guimicos, sendo que no presente trabalho serdo abordadas duas delas, o Docking
Molecular e a simulacdo por Dindmica Molecular (DM). Essas duas metodologias
sdo amplamente usadas para estudos de sistemas bioquimicos, tais como avaliacao
conformacional de macromoléculas de interesse bioldgico e andlise da interacéo
enzima-substrato, bem como outras biomoléculas e substratos especificos. Como o
Docking, em geral, ndo considera a flexibilidade da macromolécula, sua combinacao
com simulacdes por DM permite um estudo dinamico, com avaliagcdo do sistema

através da evolucao temporal.
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3.4.1 Docking Molecular

Docking Molecular € um método computacional que “encaixa” um ligante,
geralmente pequeno, em um alvo macromolecular, como uma proteina, por exemplo.
Além disso, avalia a intensidade da interacéo entre eles. Essa metodologia tem um
papel importante no planejamento de farmacos.??

Para o Docking, sdo necesséarios dois principios basicos: um método de
busca para o espaco conformacional disponivel e um método para avaliar a energia
de cada conformacdo. Assim, um programa de docking € composto, basicamente,
por um algoritmo de busca e por uma funcdo de escore. Dentre os algoritmos de
busca, os métodos estocasticos sdo bastante usados nos programas de docking.
Eles realizam alteracdes aleatdrias, as quais sdo aceitas ou nao, de acordo com a
avaliacdo realizada em cada etapa pelas funcbes de escore. Os algoritmos
genéticos s&o exemplos de algoritmos estocasticos.?

Os algoritmos genéticos sdo baseados na evolugdo natural das espécies,
onde cada individuo representa uma determinada posi¢cdo do ligante e a solugéo
adaptativa corresponde a melhor conformacao ligante-receptor. Inicialmente é
gerada uma populacédo de ligantes posicionados aleatoriamente no espaco, apos é
realizada uma estimativa da energia de interacdo entre um individuo com o receptor,
desta analise séo selecionados os progenitores, isto €, aqueles cujas interacdes séo
as melhores. Esses progenitores sofrerdo mutacdo ou crossing-over, a partir da
aplicacdo dos operadores genéticos. Se a interacdo deste novo individuo com o
receptor for melhor do que aquela do seu progenitor, ele sera selecionado para
substituir os individuos da geracdo anterior cujas interacfes sejam menos
favoraveis. Esse processo € realizado sucessivamente até chegar ao numero
maximo de geracdes ou avaliacbes de energia, definidos previamente.?

O algoritmo de busca, ‘varre’ o espaco de fases em busca das possiveis
conformacdes entre o ligante e a macromolécula, sendo que os resultados sao
avaliados pela funcdo de escore, que pontua cada modo de ligacado (conformacéo),
da melhor interacdo a pior, ordenando-as em um ranking. Essa metodologia permite
identificar as melhores conformacgBes do ligante em relagdo a macromolécula, as
guais podem apresentar potencial atividade biologica, e assim, o composto podera

ser um alvo para o planejamento de um novo farmaco.?®
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Em geral, os programas de docking consideram a macromolécula rigida
(alguns levam em conta a flexibilidade de alguns residuos escolhidos previamente),
sendo assim, 0 uso das metodologias de simulagédo por DM combinada com docking
permite uma melhor avaliagdo da flexibilidade da macromolécula, o que pode ser
fundamental para entender mudancas conformacionais de enzimas quando ligadas a

substratos ou inibidores.

3.4.2 Dinamica Molecular

O comportamento de um dado sistema pode ser estudado a partir da analise
do comportamento das particulas que o compdem, sendo a simulagéo por Dinamica
Molecular (DM) uma importante ferramenta computacional que permite este
estudo.?

A simulagcéo por DM resolve a equacdo do movimento de Newton, para N
atomos interagindo. A configuracao inicial de um sistema deve ser pré-determinada,
0 movimento das particulas é entdo descrito atraves de interacdes, de acordo com a
Mecanica Classica, onde sao calculadas as trajetorias — posi¢cdes e velocidades — de
todas as particulas sob a influéncia de potenciais intra e intermoleculares, cujas
equacodes devem ser conhecidas.

Programas computacionais que realizam simulacdes por DM resolvem as
equacdes do movimento simultaneamente em passos de tempo pequenos, durante
um tempo pré-determinado, sendo as coordenadas escritas em um arquivo de saida
a intervalos regulares. As coordenadas em funcao do tempo representam a trajetoria
do sistema. Através das médias das trajetorias, muitas propriedades macroscopicas
podem ser extraidas. A partir da evolucdo temporal do sistema é possivel a
determinacdo de algumas propriedades macroscoépicas, através de principios da
Mecanica Estatistica.”?° Essas propriedades s&o determinadas a partir de médias
temporais sobre um intervalo de tempo suficientemente longo na escala atdmica, o
que corresponde a cerca de 10 a 10® segundos de tempo real. Os processos
dindmicos e a convergéncia das propriedades de interesse determinam o tempo total
de uma simulacdo.?

O uso da equacdo do movimento de Newton implica no uso da Mecéanica

Classica para descrever os movimentos atdmicos. A fim de minimizar equivocos
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decorrentes desta abordagem, algumas aproximagcdes podem ser feitas, tais como:
manter os comprimentos das ligacdes fixos ao longo da simulacdo e desconsiderar
0Ss movimentos eletrbnicos, uma vez que estes sdo ajustados instantaneamente
devido ao fato de serem muito mais rapidos do que os dos nucleos (aproximacao
Born-Oppenheimer).*

Através de simulacfes por DM, processos que ocorrem a energias da ordem
de kgT (kg = constante de Boltzmann e T = temperatura em Kelvin, numa faixa de
100 a 800 K) como interacbes entre atomos, moléculas ou ions e mudancas
conformacionais podem ser bem compreendidos. A temperatura ambiente, kgT €
aproximadamente igual a 200 cm™, portanto, processos que ocorram a frequéncias
maiores, como, por exemplo, reacdes quimicas ou transicdes eletronicas, néo
podem ser descritos por DM convencional. Os potenciais de interagdo molecular
utilizados nas simulagbes por DM convencionais, embora essencialmente classicos,
sdo, em geral, derivados de aproximacdes de potenciais quanticos. Hoje existem
alguns métodos hibridos, que combinam comportamento quantico e classico, porém
no presente trabalho a abordagem sera essencialmente classica, isto é, ndo seréao
consideradas quebras de ligacOes, interacbes entre orbitais ou efeitos de
deslocalizacéo eletronica.

Umas das vantagens das simulacdes por DM é que diversos sistemas podem
ser estudados, desde os mais simples, como gases ou liquidos puros ou em
misturas homogéneas, até sistemas mais complexos, como biomembranas e
proteinas. Além disso, resultados de DM mostraram-se coerentes com dados obtidos
experimentalmente.®

A realizacdo de uma simulacdo por DM envolve algumas etapas

essenciais;?%3!

inicializacdo — determinacdo da configuracdo inicial do sistema. Em geral, as
moléculas que compdem o sistema a ser simulado séo inseridas em uma caixa de
simulacdo, que pode ser cubica ou com outra geometria. Sado aplicadas as
condicBes periddicas de contorno, bem como a convencdo da imagem minima ou
raio de corte esférico. As coordenadas iniciais das moléculas na caixa devem ser
organizadas de modo a evitar sobreposicdes. Para simulacdo de sistemas
biolégicos, a configuracdo inicial da macromolécula é obtida, normalmente, a partir

de banco de dados de estruturas (PDB), sendo as moléculas de solvente e contra-
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ions adicionadas posteriormente a caixa de simulacdo. Nesta etapa também pode
ser efetuada uma minimizacdo da energia do sistema, através da reorganizacao das
moléculas dentro da caixa. Além disso, as velocidades iniciais das particulas devem
ser especificadas, bem como a definicdo do ensemble a ser utilizado.

calculo das forcas — parte da DM que mais consome tempo. Deve ser

determinada a distancia de cada a4tomo i a um vizinho j, bem como o raio de corte
para as interacGes intermoleculares, se duas particulas estdo préximas o suficiente
para interagir, sdo computadas as forcas resultantes sobre cada uma.

Integracdo das equacdes de movimento — € o calculo das novas posicdes e

velocidades, ou seja, a atualizacdo da trajetéria. Esta etapa e realizada por
algoritmos integradores, sendo que um dos melhores e mais simples é o algoritmo
de Verlet.

Amostragem — a cada numero de etapas e passos de integracao (por exemplo,
10° etapas e At de 10™"°s) predeterminados, sdo gravadas as trajetérias para o
célculo das propriedades de interesse, que devem ser expressas em funcédo das

posicoes e velocidades atdmicas.

Campo de Forca

Uma das prioridades de uma simulacdo DM é a escolha adequada do campo
de forca a ser utlizado, uma vez que o0s potenciais de interacdo inter e
intramoleculares determinardo as trajetérias ao longo do tempo, a partir do calculo
das forcas que atuam em cada molécula. Denomina-se Campo de For¢ca como
sendo o conjunto de todos os parametros que descrevem as interacdes intra e
intermoleculares.®

Diversos campos de forca foram desenvolvidos por varios grupos de
pesquisa, com aplicabilidade variada, dentre eles, destacam-se AMBER®
CHARMM?*}, GROMOS** e OPLS®* que apresentam uma boa parametrizacédo para
utilizacdo em simulacfes por DM para biomoléculas em geral.

Em geral, os campos de forca mais simples consideram os atomos como
pontos de massa que se movem, e estes podem ser descritos explicitamente (all-
atom) ou agrupados (united atom), onde um grupo CHgs, por exemplo, é considerado

um Unico sitio na molécula.®®
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A construcado de um campo de forca é feita a partir de dois componentes: o
conjunto de equacdes (ou funcbes potenciais) e os parametros usados nestas
equacoes. Essas equacdes podem ser divididas em potenciais ligados e potenciais
nao-ligados.

Os potenciais ligados, ou interagcdes intramoleculares, descrevem as
deformagBes moleculares, tais como: estiramento da ligacdo quimica (interacdo
entre dois atomos), deformacéo angular da ligacao (trés atomos), torcdo de angulos
diedros proprios e diedros improprios (quatro &tomos), sendo os ultimos devido as
interacBes por deformacdo fora do plano ou a conversdo de um isémero na sua
imagem especular.®®*® Os termos de estiramento entre dois 4tomos i e j ligados
covalentemente, e de deformacdo angular entre trés atomos i, j e k sdo descritos,
normalmente, por potenciais harménicos. O potencial de tor¢do de diedros proprios
(ou diedral) € dado por uma funcado periddica e € continuo no intervalo de torcao de
0 a 2n. Alguns campos de forca usam potenciais harménicos para descrever os
diedros improprios.

Os potenciais nado-ligados, ou interacdes intermoleculares, representam as
interacdes dispersivas e eletrostaticas. Eles sdo calculados, geralmente, através da
soma das interacdes entre cada par de atomos (ou grupos de atomos) de cada uma
das moléculas e apresentam termos de repulsdo, dispersdo e de interacao
eletrostatica. Um modelo tipico para o calculo das interacbes intermoleculares é
dado pelo potencial de Lennard-Jones (LJ) somado com o potencial de Coulomb.?°

A definicho dos atomos ligados sobre os quais serdo calculados os
respectivos potenciais é feita previamente através dos arquivos de topologia. Os
potenciais ndo-ligados sdo computados em relacdo aos atomos nédo-ligados dentro

de um determinado raio, o raio de corte, o qual delimita a acao destes potenciais.

Interacdes de longo alcance

As interacdes de longo alcance (eletrostaticas), que decaem lentamente com
a distancia, podem ser substituidas por uma forca efetiva, obtida por métodos de
soma infinita, como por exemplo, soma de Ewald e variantes. Uma das variantes da
soma de Ewald € o método PME (do inglés, Particle Mesh Ewald), que apresenta

boa eficiéncia em termos de preciséo e velocidade de processamento.?
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Condicoes Periodicas de Contorno

Para minimizar os efeitos de superficie, decorrentes do fato de que o do
sistema a ser simulado é muito menor que o sistema real, sdo empregadas
condicdes periddicas de contorno, cujo principio é dado pela eliminacdo das
fronteiras, através da replicacdo do sistema nas trés dimensées.®’ A caixa de
simulagéo, que pode ser cubica ou ndo, é replicada inUmeras vezes, criando uma
rede periddica, de modo que o sistema tende ao limite termodinamico, isto é, o
namero de moléculas (N) e o volume (V) tendem a infinito, mas a razdo N/V deve ser
constante. As coordenadas das particulas na caixa podem ser expressas no sistema
de coordenadas cartesiano. Para muitos sistemas, especialmente proteinas em
solvente, a melhor célula unitaria é aquela com o menor volume, porém, a distancia
entre qualquer atomo da proteina e qualquer atomo da vizinhanca deve estar dentro
de um valor minimo estabelecido. Assim, a interacdo entre imagens € minimizada,
bem como o custo computacional.®

Associada as condicbes periddicas de contorno, utiliza-se a convencao da
imagem minima, na qual, considerando-se os termos das interacbes de curto
alcance, uma determinada particula pode interagir com uma Unica imagem (a mais
préxima). Os potenciais de curto alcance, como Lennard-Jones, tendem a zero a
partir de uma determinada distancia, por isso, define-se um raio de corte, a partir do
gual esta interacdo € considerada nula, porém, as interacfes de longo alcance
devem ser consideradas.?’ Devido a convencéo da imagem minima, o raio de corte

n&o pode ser maior que a metade da caixa de simulac&do.?**

Ensemble

Segundo Martinez et. al., “ensemble é um grande conjunto de réplicas de um
sistema de interesse que diferem entre si nas atribuicbes das coordenadas e do
movimento as particulas”.?

A escolha do ensemble a ser usado em uma simulacdo DM depende dos
fendbmenos que se deseja estudar, ou seja, dependendo da fungéo termodinamica a
ser calculada, certos parametros macroscopicos sao mantidos constantes ao longo

da simulacéo.
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No ensemble microcanénico (NVE), o numero de particulas (N), o volume (V)
e a energia total do sistema (E) sdo conservados ao longo da simulagcdo. Ja no
ensemble candnico (NVT), ao invés da energia total do sistema, a temperatura é
mantida constante, assim como N e V. O ensemble isobarico-isotérmico (NPT), onde
N, T e a pressao (P) sdo mantidos constantes ao longo da simulacdo, é bastante
usado para sistemas biolGgicos, visto que 0S processos reais geralmente ocorrem a

P e T constantes.?®

Termostato e Barostato

O ensemble escolhido para as simulagfes realizadas no presente trabalho foi
o NPT. Neste ensemble, a pressdo (P) e a temperatura (T) séo controladas através
do acoplamento de um barostato e de um termostato, enquanto o volume do sistema
flutua.”

Uma das maneiras de manter a temperatura fixa € multiplicar as velocidades
instantaneas por um coeficiente fazendo a temperatura instantanea [T(t)] convergir
progressivamente para a temperatura desejada [Trxa] @0 longo da simulacdo. O
termostato de Berendsen®® é um exemplo de termostato de escalonamento das
velocidades com acoplamento fraco, cuja taxa de escalonamento é controlada, ou
seja, o desvio de T(t) em direc&o a Trx € lentamente corrigido.*°

De forma similar ao controle de temperatura descrito acima, a pressao no
ensemble NPT também pode ser controlada, escalonando as dimensdes da caixa de

simulacao, alterando seu volume de maneira controlada.
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4 METODOLOGIA

O estudo da interagdo da menadiona com as monoaminooxidases MAO-A e
MAO-B, objetivo deste trabalho, foi realizado através das metodologias
computacionais de Docking e Simulacdo por Dinamica Molecular (DM), cujos
fundamentos foram descritos no capitulo 3. A sisteméatica empregada compreendeu
as etapas de obtencdo das estruturas das enzimas a partir de banco de dados,
experimentos de docking, simulacdo DM, analise dos resultados, sendo todas elas
realizadas no Laboratoério do Grupo Quimica Teérica da UFRGS.

4.1 BANCO DE DADOS

As coordenadas atomicas da maioria das estruturas das macromoléculas
biolégicas conhecidas estdo arquivadas em bancos de dados,'* que também s&o
responsaveis pela distribuicdo desses conjuntos de coordenadas. O principal banco
de dados é o Protein Data Bank (PDB)'°, gerenciado pela organizacdo norte-
americana Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB).

Com o objetivo de unificar o arquivamento e a distribuicdo de estruturas
macromoleculares biologicas, existe hoje uma colaboracdo, denominada Worldwide
Protein Data Bank (wwPDB), entre trés bancos de dados: Protein Data Bank dos
EUA, da Europa e do Japéo.

No PDB'® cada estrutura determinada recebe um identificador de quatro
digitos, o PDB ID, sendo que o arquivo PDB contém diversas informacdes, tais
como, identificacdo da proteina e a qual espécie ela pertence, quem determinou a
estrutura, referéncias para publicacdes, detalhes experimentais, sequéncia de
aminoacidos, moléculas adicionais que aparecem na estrutura, incluindo cofatores,
inibidores e solvente e coordenadas atémicas.®

As estruturas da MAO-A e da MAO-B usadas no presente trabalho foram
obtidas a partir de estruturas cristalograficas extraidas do PDB, cédigo (PDB ID)
275X e 2Z5Y para MAO-A e 2XFU, 2VRL e 3PO7 para MAO-B.
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4.2 DOCKING MOLECULAR

Os programas usados para a realizacado dos dockings foi o AutoDock 4.0 e o
AutoDockTools 1.5.4 (ADT).*** Usando o ADT, foram retiradas as aguas de
hidratacédo e ligantes presentes nas estruturas da MAO-A (PDB ID 2Z5X e 2Z5Y) e
MAO-B (2VRL e 3PO7), bem como foi selecionada somente a cadeia A de ambas as
enzimas. A coenzima FAD, presente em todas as estruturas cristalogréficas foi
mantida. A estrutura do ligante menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) foi construida e
otimizada com os programas GaussView** e Gaussian 98%, sendo as cargas
adicionadas pelo programa Babel®.

Primeiramente, foi realizado docking cego, onde o tamanho da caixa do grid
compreendeu quase toda a enzima. ApoOs, para avaliar a interacdo do ligante
diretamente no sitio ativo da enzima, foi realizado docking fino, com gridbox menor,
limitando-se a uma regido em torno do sitio ativo. Os mapas de afinidade entre os
atomos do ligante e da enzima foram gerados com o modulo AutoGrid 4.0. O
algoritmo de busca global escolhido foi o LGA (do inglés, Lamarckian Genetic
Algorithm) e os parametro usados, tanto para docking cego quanto fino, estdo
listados abaixo. Parametros cujas descri¢cdes ndo estao citadas foram mantidos com
os valores padrao do programa.

« Adicdo de hidrogénios polares e cargas de Gasteiger-Marsili**
e Malha de afinidade — resolucao de 0,375 A, centrada na macromolécula.
¢ 80x120x80 pontos para docking cego
e 70x40x70 pontos para docking fino MAO-A
e Offsetx=-5,y=2ez=2
e 70x60x70 pontos para docking fino MAO-B
e Offsetx=-5,y=2ez=2
e Algoritmo genético lamarckiano
¢ 100 corridas
e Populacéao inicial de 50 individuos
¢50.000.000 avaliacdes de energia

e Passo translacional de 0,2 Ae passos orientacional e torsional de 5°
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As conformagdes com diferencas em RMSD menores que 2,0 A foram
agrupadas, pelo proprio programa, em um mesmo conjunto, cluster, representado

pela conformacéo de energia mais favoravel.

4.3 DINAMICA MOLECULAR

O primeiro sistema submetido a simulacdo foi da MAO-B (PDB ID 2XFU,
somente cadeia A, sem FAD) com a menadiona, denominado [MAO-B +
MENADIONA]. Foi realizada também simulacdo por DM da MAO-B, mesmo PBD ID,
sem a menadiona, sistema [MAO-B].

Devido ao fato da MAO ser uma flavoenzima, uma nova simulagdo foi
realizada, desta vez com o cofator FAD na estrutura MAO-B, PDB ID 2VRL. A
estrutura escolhida como ponto de partida foi a obtida do cluster 1 do docking fino, e
o sistema denominado [MAO-B + FAD + MENADIONA]. A escolha foi feita devido ao
fato das interacbes da MAO-B com a menadiona no cluster 1 eram as mais
favoraveis e estavam situadas na regido do sitio ativo, a qual é bem definida para a
MAO-B. Também foi realizada simulacdo de outro sistema, [MAO-B + FAD], com
objetivo de avaliar o comportamento da enzima na sua forma bioldgica livre, sem a
interferéncia de substratos e/ou inibidores e com o cofator presente. Para as
simulacdes de DM, a topologia do FAD teve que ser modificada, sendo incluidas
cargas de acordo com dados da literatura.*

A fim de verificar a interacdo da menadiona com a MAO-A (PDB ID 2X5Y), foi
realizada também uma simulacdo por DM do sistema [MAO-A + FAD +
MENADIONA], o qual foi obtido a partir do cluster 1 do docking fino, escolha
justificada pelos motivos explicitados acima.

O programa usado em todas as simulacées foi 0 GROMACS* e o campo de
forca escolhido foi 0 GROMOS 53A6.%” Este campo de forca foi desenvolvido na
Universidade de Groningen e € aplicado basicamente para macromoléculas
bioldgicas.

Os arquivos de entrada, incluindo a topologia do sistema, foram obtidos a
partir da estrutura obtida pelo docking através de programas do pacote GROMACS.
O sistema foi centrado numa caixa cubica, com as faces a pelo menos 1 nm da

enzima. A caixa foi preenchida com moléculas de agua do tipo SPC (Simple Point
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Charge)®, cerca de 36.000 moléculas para os sistemas com a MAO-B e 61.936
moléculas de agua para o sistema [MAO-A + FAD + MENADIONA]. Os sistemas
entdo foram submetidos & minimizacéo de energia (método Steepest Descent®).O
proximo passo foi a insercéo de eletrolitos, cerca de 100 fons Na* e 100 CI', a fim de
aproximar o0s sistemas as condi¢cdes fisiolégicas. Novamente foi realizada
minimizagéo de energia.

Inicialmente, foi realizada uma simulagdo com restricdo de posicles, isto €,
somente as moléculas do solvente tinham liberdade de movimento. Foram
realizados 10.000 passos, com 1 fs cada, totalizando 10 ps de simulagéo. Esta etapa
promove a relaxacao das interacdes desfavoraveis entre soluto-solvente.

A sequir, foi realizada a simulagdo DM propriamente dita, onde todos os graus
de liberdade sdo amostrados. As simulagdes tiveram duracéo total de 25 ns cada, o
gue correspondente a cerca de 18 dias de tempo real para os sistemas com a MAO-
B e em torno de 30 dias para o sistema [MAO-A+FAD+MENADIONA]. Todos os
célculos foram realizados em computador QUAD CORE, processador AMD
Phenom™ Il X4 810. O passo de integracéo foi de 2 fs para cada um dos sistemas e
as trajetorias foram salvas a cada 1 ps. Os parametros abaixo relacionados foram
comuns a todas as simulacgdes:

» Raio de corte de 1,4 nm para interacdes do tipo LJ e 1 nm para as do tipo
Coulomb

> Correcdo das interacdes eletrostaticas de longo alcance pelo método PME*.

> Temperatura de 300 K mantida com termostato de Berendsen®®

> Pressdo de 1 atm mantida com barostato de Parrinello-Rahman®°

4.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados do docking foram obtidos a partir de analises de cada um dos
clusters gerados pelo AutoDock, realizadas com auxilio do programa ADT, as quais
incluiram energia e modo de interacdo enzima-ligante.

A partir das trajetorias obtidas ao término 25 ns de simulagéo, foram realizadas
as seguintes analises, através de modulos do pacote GROMACS: evolucdo da
estrutura média (RMSD), mobilidade relativa de segmentos (RMSF), analise do

padrdo de estrutura secundaria (DSSP)*, ligacdes de hidrogénio intermolecular,
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distancia entre residuos da enzima, ligante (menadiona) e cofator (FAD) e diedros do

residuo ILE199. Os graficos e figuras contidos neste trabalho foram gerados pelos

52
|

programas Rasmol*? e xmgrace™.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com a metodologia citada no capitulo anterior, foram realizados
docking cego e fino para ambas as enzimas, MAO-A, estruturas PDB ID 2Z5X e
2Z5Y e MAO-B 2VRL e 3PO7. Os dados obtidos para as duas estruturas
cristalogréficas da MAO-A, assim como para as duas da MAO-B foram equivalentes,
sendo assim, serdo apresentados no presente trabalho somente os resultados de
docking do PDB ID 2Z5Y para a MAO-A e PDB ID 2VRL para MAO-B. Além disso,
estas estruturas foram usadas como ponto de partida para as simulacdes de DM.

As conformagbes enzima-ligante resultantes no docking séo avaliadas de
acordo com similaridade geométrica (rms de 2,0 A) e de energia, e sdo agrupadas
em clusters, sendo que o cluster 1 € aquele que apresenta a conformacdo mais
favoravel, ou seja a energia mais negativa. Os resultados do docking cego e fino
para a MAO-A e MAO-B estéao listados nas Tabelas 2, 3, 4 e 5.

As interacOes entre a menadiona e residuos da MAO das conformacdes cuja
localizacdo € na superficie ndo foram analisadas, uma vez que dados experimentais
de DRX mostraram que varios ligantes estavam posicionados na regido do sitio ativo
nas estruturas cristalogréaficas da MAO inibida.>* No entanto, as interaces do tipo
ligacéo de hidrogénio (destacadas pelo sobrescrito HB) estéo listadas, para todas as
conformacdes. Para as conformacdes de localizacdo interna ou no sitio ativo, estédo
listadas todas as interacdes, marcadas com (HB) aquelas do tipo ligacdo de
hidrogénio, sendo as demais do tipo van der Waals.

A partir de estruturas cristalograficas das enzimas MAO-A e MAO-B, descritas
na literatura, foram determinados os residuos de aminoacidos que fazem parte do
sitio ativo dessas enzimas, sendo que desses 20 residuos, 7 séo diferentes para

MAO-A e MAO-B (em negrito na relacéo abaixo).™

e MAO-A: TYRG69, GLN74, VAL91, VAL93, LEU97, ILE180, ASN181, ILE207,
PHE208, SER209, VAL210, GLU216, CYS323, ILE325, ILE335, LEU337,
MET350, PHE352, TYR407 e TYR444.

e MAO-B: TYR60, GLN65, VAL82, GLU84, LEU8S, LEU171, CYS172, ILE198,
ILE199, SER200, THR201, GLU207, THR314, ILE316, TYR326, LEU328,
MET341, PHE343, TYR398 e TYR435.
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Alguns clusters apresentaram interacdes do ligante com as enzimas
localizadas numa regido interna das mesmas, cujos residuos também sao
considerados do sitio ativo, porém, no presente trabalho, para os resultados de
docking, a denominacao de sitio ativo sera atribuida a regido onde houver interacao
também com o cofator FAD, além daquelas com os residuos especificos da MAO-A
ou MAO-B.

Tabela 2: Resultados do Docking cego da menadiona com a MAO-A.

Cluster Populagdo Energia Localizagdo Interagdes
(%) (kcal/mol)
1 2 -5,94 Superficie LYS102¢®, GLU329"®

Sitio Ativo  FAD"®, TYR69, ASN181, GLN215, LEU337,

2 5 -5,43 PHE352, TYR407, TYR444

3 43 -5,35 Superficie ARG356"®

4 1 -5,19 Superficie ARG76"®, GLU475M®

5 -5,18 Superficie ASP328*®)

6 -5,14 Superficie ASP328(®

- 1 508 interno |LE180, ASN181, PHE208, GLN215,

’ CYS323, ILE335, LEU337, PHE352

9 -5,08 Superficie ARG206""®

9 4 -4,98 Superficie LYS199*®

10 16 -4,90 Superficie ARG206"®

11 1 -4,67 Superficie LYS199"®

12 1 -4,52 Superficie ARG217"®)

13 10 -4,43 Superficie ***

14 1 -4,35 Superficie HIS187"®

15 2 -4,10 Superficie THR88"® ARG217"®

16 1 -4,01 Superficie ***

*** sem interagdo do tipo HB.

A localizac&o do ligante no cluster 1 (o de menor energia) obtido no docking
cego (Tabelas 2 e 3), foi na superficie para ambas as enzimas, porém, houve uma
pequena diferenca de energia, -6,00 kcal/mol para MAO-B e -5,94 kcal/mol para a
MAO-A. Comparando-se os clusters onde a interacdo foi na regido do sitio ativo, a
diferenca de energia foi maior, sendo a interacdo da menadiona com a MAO-B a
mais favoravel, com -5,83 kcal/mol (cluster 3) e -5,54 kcal/mol (cluster 4) contra
-5,43 kcal/mol para a MAO-A (cluster 2).
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Tabela 3: Resultados do Docking cego da menadiona com a MAO-B.

Cluster Populagdo Energia Localizagdo Interagdes
(%) (kcal/mol)

1 22 -6,00 Superficie LYS136"® ARG415"®

2 6 -5,84 Superficie LYS136""® ARG412"®)

3 5 583 Sitio Ativo  FAD, LEU171, CYS172, TYR188, TYR398,
’ GLY434, TYR435

4 3 554 Sitio Ativo  FAD™®  TYR60, GLN206, TYR326, TYR398,
' TYR435

5 10 -5,29 Superficie LYS81"® GLU84H®

6 29 -4,77 Superficie LYS271"®)

7 -4,72 Superficie  ***

8 2 -3,64 Superficie ARG67"®

9 -3,64 Superficie ARG67M® THR430"®

10 -3,56 Superficie ARG67"®

11 11 -3,40 Superficie LEU291"®

12 6 -3,38 Superficie ARG100""®

13 3 -3,03 Superficie LEU291"®

*** sem interacao do tipo HB.

Os resultados do docking fino, Tabelas 4 e 5, mostraram que as interacfes

mais favoraveis entre a menadiona com MAO-A e com a MAO-B foram as situadas

na regido do sitio ativo. Novamente a interagcdo da menadiona com a MAO-B (-5,80

kcal/mol) foi mais forte do que para MAO-A (-5,40 kcal/mol) .

Tabela 4: Resultados do Docking fino da menadiona com a MAO-A.

Cluster Populacdo Energia Localizacdo Interacdes
(%) (kcal/mol)
o FAD™® TYR69, GLN215, LEU337, PHE352,

1 61 -5,40 Sitio Ativo TYR407, TYR444

5 34 514 Interno ILE180, ASN181, ILE207, PHE208, GLN215,
’ ILE335, LEU337, MET350, PHE352

3 3 506 Interno ILE180, PHE208, GLN215, ILE335, LEU337,
’ MET350, PHE352

4 1 -4,19 Superficie ***

5 1 -3,13 Superficie ***

*** sem interagdo do tipo HB.
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Resultados de docking, reportados na literatura, realizado com a MAO-B e a
rasagilina (um inibidor seletivo da MAO-B ja aprovado para tratamento de Doenca de
Parkinson)®*, foram anéalogos aos obtidos no presente trabalho, onde foi constatada
também a interacdo do ligante na regido do sitio ativo da enzima, com energia de
-8,24 kcal/mol.>

Tabela 5: Resultados do Docking fino da menadiona com a MAO-B.

Cluster Populagdo Energia Localizagdo Interagdes
(%) (kcal/mol)

Sitio Ativo  FAD, LEU171, CYS172, TYR188, TYR398,

1 44 -.80 GLY434, TYR435
5 5 554 SiioAtvo  FAD"™, GLN206, TYR326, PHE343,
’ TYR398, TYR435
3 -4,35 Interno  PHE168, LEU171, CYS172, ILE199, TYR326
4 6 -4,17 Superficie HIS347"®) Lys348H®)
5 30 -2,91 Superficie SER293"® ARG350"®
6 5 -2,87 Superficie LEU291"®
7 -2,87 Superficie LEU291"®
8 4 -2,52 Superficie TYR401*®

A metodologia de docking, usualmente, ndo considera a flexibilidade da
macromolécula. O objetivo principal desta técnica no presente trabalho foi verificar
as melhores conformacfes entre MAO-menadiona, para posterior simulacédo por DM,
onde podem ser amostrados explicitamente todos os graus de liberdade do sistema.
Além disso, o conhecimento prévio da interacdo da menadiona com alguns residuos
especificos da MAO serve como ponto de partida para analises posteriores que
foram realizadas a partir dos resultados da DM.

A Figura 4 mostra as estruturas da MAO-A e MAO-B, complexadas com o
ligante menadiona, na conformacdo mais favoravel do docking fino. Essas estruturas
foram usadas como ponto de partida para as simulacdes de DM, cujos resultados
serdo abordados mais adiante.

Os residuos em vermelho mostrados na Figura 4 formam o chamado
sanduiche aromatico, residuos TYR407 e TYR444, para MAO-A, e TYR398 e
TYRA435, para MAO-B.? Esses residuos, juntamente com o FAD formam a chamada

“gaiola aromética” no sitio ativo de ambas as enzimas. Esta regido hidrofilica® é
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importante no reconhecimento do grupo amino dos substratos da MAO,

consequentemente para 0S processos enzimaticos ou inibitérios.***

f

Figura 5: Estruturas da MAO-A (superior) e da MAO-B (inferior) com a menadiona (em ciano), obtida
no docking fino, cluster 1. Em verde, o loop do sitio ativo, em azul o residuo PHE208 para MAO-A e
ILE199 para MAO-B, em vermelho, TYR407 e TYR444 para MAO-A e TYR398 e TYR435 para MAO-
B e em amarelo o FAD.
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O loop do sitio ativo (em verde na Figura 5) € considerada a regido de entrada
para o sitio ativo, e compreende os residuos de 210-216 (VAL210, THR211,
ASN212, GLY213, GLY214,GLN215 E GLU216) para MAO-A e 99-112 (PHE99,
ARG100, GLY101, PRO102, PHE103, PRO104, PRO105, VAL106, TRP107,
ASN108, PRO109, ILE110, THR111 e TYR112) na MAO-B.*!* Os residuos situados
do lado oposto ao FAD no sitio ativo (em azul na Figura 5) sdo considerados como
0s responsaveis pelo reconhecimento dos substratos no sitio ativo, e ndo séo
analogos para MAO-A, residuo PHE208, e MAO-B, residuo ILE199. Além disso,
outros residuos importantes no reconhecimento dos substratos no sitio ativo ndo séo
correspondentes para MAO-A (ILE335) e MAO-B (TYR326) o que pode explicar a
especificidade de substratos e inibidores.>*"*3

A evolucdo da estrutura média para os sistemas foi analisada através do
desvio médio quadratico RMSD (do inglés Root Mean Square Deviation) das
posicdes atbmicas, em relacdo a uma estrutura de referéncia.

Para MAO-A foram realizados 10 ns de simulacdo, e vemos que o0 RMSD

ainda ndo convergiu neste intervalo de tempo.

RMSD
C-alpha after Isq fit to C-alpha

Off———+— &

1 I 1 | 1 | 1 | L
0 2000 4000 6000 8000 10000
Time (ps)

Figura 6: RMSD Ca para o sistema [MAO-A + FAD + MENADIONA]
em comparagédo com [MAO-B + FAD + MENADIONA] .

Comparando-se os RMSD para MAO-A e MAO-B, Figura 6, ambas no sistema
[MAO+FAD+LIGANTE], vemos que o comportamento da MAO-B é mais estavel.
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RMSD

C-alpha after Isq fit to C-alpha
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Figura 7: RMSD para os sistemas [MAO-B], [MAO-B + MENADIONA] e
[MAO-B + FAD + MENADIONA].

Através da Figura 7 vemos que o0 RMSD apresenta convergéncia para
os sistemas [MAO-B] e [MAO-B + FAD + LIG] apenas apés 20 ns, com valores em
torno de 0,33 nm e 0,35 nm, respectivamente. Nota-se também que o
comportamento para dos dois sistemas € muito similar a partir de 10 ns. Ja para o
sistema [MAO-B + LIG], a oscilagdo do RMSD ainda é visivel, mesmo apoés 25 ns.

Com isso, € reforcada a idéia de que o cofator FAD € importante nos processos

enzimaticos da MAO.

RMSD
C-alpha after Isq fit to C-alpha
T ! I
i

0,4

&
3%}

RMSD (nm)
o
[

= MAO-B + FAD + LIG
= MAO-B + FAD
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—
T

L | |
% 5000 10000 15000
Time (ps)

Figura 8: RMSD para o sistemas [MAO-B + FAD].
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O sistema [MAO-B + FAD] foi simulado durante 15 ns, e o RMSD mostrado na
Figura 8 apresenta uma boa convergéncia apdés 10 ns de simulacdo, ao contrario
dos sistemas mencionados acima.

A analise da estrutura secundaria para MAO-B, sistema [MAO-B + FAD +
MENADIONA], demonstrou que houve pouca alteracdo ao longo de 25 ns de
simulagdo (Figura 9). As alteragcdes mais significativas ocorreram na regido C-
terminal como era esperado, ocorrendo mudanca conformacional apés 1 ns de
simulacdo, com a perda da estrutura de a-hélice. Porém, outra alteracéo também foi

verificada, na regiao do residuo ILE199.

Lavip
L R NS0 TN AP L USRI LR P LI L L L LS S R s
.

Residue

100 B S e e 4~ AT e T e s e

S L

Time (ns)
[]) ol [ B-Shest [l -ridge [ Bend [ T J Al [ S Helx ) el

Figura 9: estrutura secundaria da MAO-B, residuos em func¢é&o do tempo.

Através das analises da mobilidade relativa (RMSF) de alguns residuos do
sitio ativo dos sistemas com a MAO-B, vemos que 0s quatro sistemas estudados
apresentam algumas diferencas entre eles (Figura 10). Os residuos que foram
considerados como do sitio ativo nas simulagées de DM foram os seguintes: TYR60,
LEU171, CYS172, ILE198, ILE199, GLU206, TYR326, PHE343, TYR398 e TYR435.
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A partir das Figuras 10A e 10B, constata-se que os sistemas [MAO-B] e [MAO-B +
MENADIONA] apresentaram o residuo TYR435 como o de maior mobilidade. Para
os sistemas com a presenca do FAD, [MAO-B + FAD], Figura 10C, e [MAO-B + FAD
+ MENADIONA], Figura 10D, o residuo ILE199 apresentou a maior mobilidade.

T T ¥ T T
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FIGURA 10: comparac¢do do RMSF dos residuos do sitio ativo para os sistemas: (A) — [MAO-B],
(B) — [MAO-B + MENADIONA], (C) — [MAO-B + FAD] (D) — [MAO-B + FAD + MENADIONA]

O sitio da MAO-B é dividido em duas cavidades, a de entrada e do
substrato.'? Essas duas cavidades podem estar fundidas, formando uma s6. Este
processo de fusdo das duas cavidades ocorre devido a uma mudanca
conformacional do residuo ILE199, cuja mobilidade, mostrada na Figura 10D, é
guase duas vezes maior que a de outros residuos do sitio ativo da MAO-B para o
sistema [MAO-B+FAD+LIG].}*>*

Com o objetivo de verificar a mudanca conformacional da ILE99, foi

monitorado o angulo diedro 1, representado na Figura 11, em funcdo do tempo. A
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Figura 12 mostra os valores do diedro 1 em funcdo do tempo, e a esquerda do
gréfico, a distribuicdo para cada um.

Figura 11: representagdo do diedro 1, formado pelos carbonos 1, 2, 3 e 4, do residuo ILE199.

Avaliando-se o diedro 1 da ILE199, através da Figura 12, podemos notar uma

diferenca significativa na distribui¢cdo, em fungéo do sistema estudado.

Diedro ILE199

180

[MAO-B+FAD+MENADIONA]
[MAO-B]
[MAO-B+FAD]
[MAO-B+MENADIONA]

o
Angle (degrees)

-60
-120
{1 Caf i 7 % (B e _180
0 5000 10000 15000 20000 25000
Time (ps)

Figura 12: valores do diedro 1 da ILE199 em funcéo do tempo e distribuicdo das conformacdes.

Como ja foi mencionado, a MAO € uma flavoenzima, ou seja, depende do
cofator FAD para desempenhar suas funcdes.>*° A importancia do FAD na estrutura

da MAO foi verificada nos resultados do docking, e além disso, observando a Figura
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13, fica evidente que o sistema [MAO-B + FAD + MENADIONA|] apresenta menor
flutuagc&o ao longo dos 25 ns de simulagdo do que o sistema sem o FAD, ou seja 0
cofator estabiliza o complexo formado pela enzima com o ligante. Também podemos

verificar que a menadiona, apds 5 ns de simulacéo, se afastou do residuo TYR398,
permanecendo estavel pelo restante do tempo.

1 ' ' ' T ; T '

= MAO-B + FAD + MENADIONA
= MAO-B + MENADIONA
09+

Distance (nm)
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1 T | T | T I T | T
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09} — MAO-B + MENADIONA |

Distance (nm)
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FIGURA 13: distancia do ligante menadiona aos residuos do “sanduiche aromatico”, TYR435 (A) e
TYR398 (B).
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As Figuras 14A e 14B, que mostram as distancias do ligante aos residuos
TYR60 e ILE199, respectivamente, também mostram a flutuacdo maior para o
sistema [MAO-B + MENADIONA].

1,2 — MAO-B+FAD+LIG
— MAO-B+LIG
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FIGURA 14: distancia do ligante menadiona ao residuos TYR60 (A) e ILE199 (B).

Outras distancias entre o ligante e alguns residuos da MAO-B foram
monitorados, sendo os valores dessas distancias listados na Tabela 6. Como ja foi

constatado através das Figuras 13 e 14, a variacdo nas distancias entre o ligante e
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residuos da MAO-B foi mais significativa para o sistema sem o FAD, ou seja, além

de importante para o reconhecimento dos substratos da MAO, o FAD estabiliza o

complexo formado entre enzima-inibidor.

TABELA 6: distancias (nm) entre o ligante e alguns residuos importantes da MAO-B.

MAO-B + LIGANTE

MAO-B + FAD + LIGANTE

inicial final variacdo  inicial final variacao’
TYR398 0,53 0,48 0,05 0,62 0,72 0,10
TYR435 0,65 0,72 0,07 0,47 0,49 0,02
TYR 60 0,66 0,75 0,09 0,92 0,94 0,02
PHE 343 0,83 0,80 0,03 1,01 1,01 0,00
GLN 206 1,01 0,93 0,08 0,79 0,80 0,01
LEU171 1,05 1,07 0,02 0,60 0,57 0,03
CyS172 1,18 1,17 0,01 0,52 0,52 0,00
TYR326 1,24 1,13 0,11 1,05 0,98 0,07
ILE 198 1,41 1,35 0,06 0,63 0,65 0,02
ILE 199 1,66 1,61 0,05 0,96 0,94 0,02
PHE 99 2,61 2,60 0,01 1,96 1,99 0,03
TYR 112 3,33 3,14 0,19 2,64 2,73 0,09
*em modulo

A Figura 15 mostra o monitoramento da distancia entre o residuo ILE199 e o
FAD para os sistemas [MAO-B + FAD + MENADIONA] e [MAO-B + FAD].

2,6

Distance (nm)

= MAO-B + FAD

= MAO-B + FAD + LIG

5000

Time (ps)

1
10000

15000

FIGURA 15: distancia do entre o residuo ILE199 e o FAD.
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Na Figura 15, vemos que a distancia entre o FAD e o residuo ILE199 é quase
igual para ambos os sistemas, porém, no sistema [MAO-B + FAD + MENADIONA] a
flutuacdo € um pouco menor do que no sistema [MAO-B + FAD]. Comparando-se
com a Figura 10, no qual a mobilidade da ILE199 foi maior para estes sistemas,
podemos inferir que esta € apenas uma mobilidade torcional, e ndo um
deslocamento no espago.

Na Figura 16, podemos ver claramente que a presenca do ligante no sitio
ativo da MAO-B, no sistema com o FAD, provoca um afastamento dos residuos do

“sanduiche aromatico”.

T T T T T
MAO-B + FAD + LIG| -
MAO-B
MAO-B + LIG =
MAO-B + FAD

19~

Distance (nm)

|
10000 15000

|
0 5000

Time (ps)

FIGURA 16: distancia entre os residuos TYR398 e TYR435 para os quatro sistemas estudados com
a MAO-B: [MAO-B] em preto, [MAO-B+LIG] em verde, [MAO-B +FAD] em vermelho e [MAO-B + FAD
+ MENADIONA] em roxo.

Além disso, o sistema [MAO-B + FAD + MENADIONA] é o que apresenta a
menor flutuacdo, corroborando a hipdétese de estabilizacdo do sistema enzima-

ligante através da presenca da coenzima FAD.
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Figura 17: ligagbes de hidrogénio (HB) do ligante menadiona com a MAO-B, sistema [MAO-B + FAD
+ MENADIONA] (A) nimero de HB total do ligante com a enzima; (B) niumero de HB do ligante com o
residuo TYR398 e (C) niumero de HB do ligante com o residuo TYR435.

A partir da Figura 17A, podemos notar que o numero de ligacbes de
hidrogénio (HB) intermoleculares entre o ligante menadiona e a MAO-B, para o
sistema [MAO-B + FAD + MENADIONA], varia de zero a dois, sendo que nha maior
parte do tempo de simulacdo observa-se uma HB. Foram analisados os residuos do
sitio ativo, uma vez que através das analises descritas acima, observou-se que 0
ligante ndo se afastou desta regido da enzima. Foi constatado, através das Figuras
17B e 17C, que as HB ocorreram com os residuos do sanduiche aromatico, TYR398
e TYRA435, salientando a importancia desta regido para as interacfes enzima-

inibidor.
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Jé para o sistema [MAO-B + MENADIONA], o numero de HB varia de zero a
trés, oscilando na maior parte do tempo entre zero e um, Figura 18A. Novamente,
foram analisados os residuos do sitio ativo, porém, foi constato HB do ligante com o
residuo TYRG60, Figura 18B, em poucos instantes da simulacao (entre 2,3 a 3,5ns e
entre 12,7 e 13 ns) e também com o residuo TYR398, em um Unico instante 15,4 ns.
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Figura 18: ligacBes de hidrogénio (HB) do ligante menadiona com a MAO-B, sistema [MAO-B +
MENADIONA] (A) niumero de HB total do ligante com a enzima; (B) nimero de HB do ligante com o
residuo TYR60

As figuras a seguir apresentam estruturas da MAO-B com a menadiona
obtidas a partir dos resultados da DM, ap6s 1 ns, Figura 19 e ao término da
simulacdo, apos 25 ns, Figura 20. Para todas elas, o ligante menadiona esta
destacado em ciano, em azul o residuo ILE199, em vermelho os residuos do
sanduiche aromatico (TYR398 e TYR435) e em amarelo o FAD.
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Figura 19: Estruturas da MAO-B complexada com a menadiona, ap6s 1 ns de simulagdo por DM.

Em amarelo, o FAD, em vermelho residuos TYR398 e TYR435, em azul residuo ILE199 e em ciano
a menadiona.
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I

Figura 20: Estruturas da MAO-B complexada com a menadiona, apés 25 ns de simulagdo por DM.
Em amarelo, o FAD, em vermelho residuos TYR398 e TYR435, em azul residuo ILE199 e em ciano
a menadiona.

Conforme verificado na analise da estrutura secundaria (Figura 9), a regido C-
terminal perde a estrutura de hélice, fato que é visualizado nas imagens da Figura
20. Também podemos ver que o residuo TYR398, em vermelho a esquerda do
ligante menadiona (em ciano), altera sua posicdo em relagdo as coordenadas
iniciais. Entretanto, pode-se dizer que o sistema [MAO-B + FAD + MENADIONA]
apresentou uma estabilidade relativa, uma vez que o ligante permaneceu durante

todo o tempo de simulacdo dentro da regido do sitio ativo da MAO-B.
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CONCLUSOES

As monoaminooxidases A e B, MAO-A e MAO-B, apresentam um sitio ativo
(determinado experimentalmente!) bastante definido, como foi constatado nos
resultados obtidos via Docking. Foram observadas interacdes significativas do
ligante menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) com as enzimas MAO-A e MAO-B na
regido especifica do sitio ativo. Os residuos do sanduiche aromético, TYR407 e
TYR444 para a MAO-A e TYR398 e TYR435 para MAO-B, juntamente com a
coenzima FAD representam uma importante regido de interacdo dessas enzimas
com seus inibidores, formando a chamada gaiola aromatica.”

O sitio ativo da MAO-B é dividido em duas cavidades, a de entrada e do
substrato, e o residuo ILE199 é considerado o “portdo” de entrada para a cavidade
do substrato. Mudancas conformacionais deste residuo podem levar a fusdo das
duas cavidades.’

A importancia do FAD no processo de inibicdo foi verificada através da
comparacao entre os sistemas [MAO-B + FAD] e [MAO-B + FAD + MENADIONA]
submetidos a simulacdo por Dinamica Molecular. Os resultados obtidos mostraram
gue a presenca do FAD estabiliza o sistema enzima-inibidor.

A diferenca na energia de interacdo, obtida a partir dos resultados do Docking
Fino, entre a menadiona e a MAO-A e a MAO-B, -5,40 kcal/mol e -5,80 kcal/mol,
respectivamente, sugere que este ligante pode ser um provavel inibidor seletivo da
MAO-B. Isto esta de acordo com resultados experimentais, que mostraram que o
“‘esqueleto” 1,4-naftoquinona pode ser um alvo para o desenvolvimento de novos
inibidores especificos da MAO-B.°

O estudo das interacbes entre enzimas e inibidores/substratos é muito
importante para o desenvolvimento racional de farmacos, sendo as metodologias
computacionais de Docking e Dinamica Molecular ferramentas importantes para a

compreensao destas interacoes.
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