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RESUMO

A Doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa progressiva que se caracteriza
pela deterioracdo cognitiva e da memoria. Este trabalho teve como objetivo avaliar, in
silico, a atividade antiacetilcolinesterase da benzofenona prenilada, composto presente na
prépolis vermelha, produzida por abelhas Apis mellifera. Foi realizado o docking
molecular através do software HEX 8.0.0. Foi realizada uma busca dos sitios de ligacdes
possiveis entre a benzofenona prenilada (ligante) e a enzima acetilcolinesterase
(receptor). O ligante teve afinidade com o receptor, pois foram observadas 6 ligagdes
quimicas, de até 3.1 angstrons, com o recrutamento de 4 residuos de aminoacidos
(His287, Glu292, Tyr341 e Gly342) e uma glicosilagdo do receptor presente na estrutura
tridimensional (n-acetil-glucosamina). Também se observa no sitio, a compatibilidade
espacial e estabilizacdo da enzima acetilcolinesterase a partir do encaixe do ligante e sua
consequente reducdo da flexibilidade. Dessa forma, pode-se concluir que a benzofenona
prenilada tem potencial antiacetilcolinesterase no estudo in silico, sendo capaz de agir
como adjuvante, reduzindo a degradacdo da acetilcolina, o que pode ser um fator
importante ao combate ou retardamento dos sintomas do mal de Alzheimer

Palavras-chave: propolis vermelha das abelhas Apis mellifera, benzofenona prenilada,
Alzheimer, docking molecular.

ABSTRACT

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disease characterized by cognitive
and memory deterioration. This work aimed to evaluate, in silico, the anti-
acetylcholinesterase activity of prenylated benzophenone, a compound present in red
propolis, produced by Apis mellifera bees. Molecular docking was performed using HEX
8.0.0 software. A search for possible binding sites between the prenylated benzophenone
(ligand) and the enzyme acetylcholinesterase (receptor) was performed. The ligand had
affinity for the receptor, as 6 chemical bonds were observed, up to 3.1 angstrons long,
with the recruitment of 4 amino acid residues (His287, Glu292, Tyr341 and Gly342) and
a glycosylation of the receptor present in the three-dimensional structure (n-acetyl-
glucosamine). Also observed in the site, the spatial compatibility and stabilization of the
acetylcholinesterase enzyme from the docking of the ligand and its consequent reduction
of flexibility. Thus, it can be concluded that the prenylated benzophenone has anti-
acetylcholinesterase potential in the in silico study, being able to act as an adjuvant,
reducing the degradation of acetylcholine, which may be an important factor in combating
or delaying the symptoms of Alzheimer's disease

Keywords: red propolis from Apis mellifera bees, prenylated benzophenone, Alzheimer's
disease, molecular docking.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é a principal doenca neurodegenerativa que
acomete individuos a partir dos 65 anos, ou precocemente entre 0os 30 e 50 anos. Em
pesquisa realizada entre os anos de 2010 a 2019, o SIM registrou 164.976 6bitos nas cinco
regides brasileiras. Onde, a regido Sudeste obteve 90.288 (54, 72%) de mortes por
Alzheimer, sendo o0 maior estado com namero de mortes (MATOS et al., 2019). Teixeira
et al., (2012) destaca que no estado do Rio de Janeiro, obteve um total de 2.992 ¢bitos,
com uma maior prevaléncia no sexo feminino (65%).

A DA ¢é caracterizados pela presenca de placas senis e emaranhados
neurofibrilares, causando perda progressiva e irreversivel da memoria e da capacidade
cognitiva, consequéncia do mau funcionamento de neurotransmissores, diminuicdo da
plasticidade sinaptica e morte celular neuronal. Estudos indicam que o excesso de radicais
livres pode estar vinculado ao surgimento da DA e de outras doencgas neurodegenerativas
e de doencas associadas ao estresse oxidative (FERREIRA et al., 1997). Na DA, o0s
farmacos inibidores da colinesterase promovem um alivio dos sintomas, durante um
periodo limitado de tempo. Objetificando o processo de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, foi avaliada a acdo da benzofenona prenilada, por meio do software:
HEX 8.0.0.

A prépolis vermelha é produzida pelas abelhas a partir do exsudato vermelho da
superficie dos buracos feitos pelos insetos no tronco de Dalbergia ecastophyllum (L)
Taub., popularmente conhecida como “rabo-de-bugio” (MENEZES, 2019). A
composicdo quimica da propolis pode variar de acordo com a origem boténica das plantas
visitadas pelas abelhas, em conjunto com secre¢Oes salivares das abelhas, cera e polen
(ARAUJO et al., 2016), os compostos como isoflavona e flavonoides, alcoois
triterpénicos, derivados de fenilpropeno chalconas e benzofenonas polipreniladas sdo
encontrados na propolis vermelha (TRUSHEVA et al.,2006), atribuindo a esse produto
propriedades biologicas que vem despertando o interesse nas pesquisas, com relagdo ao
combate e prevencdo de uma série de doencas. No presente estudo destacamos a
benzofenona prenilada, um composto fendlico, que de acordo com Castelo (2018) é
conhecida como uma substéncia rica em atividades biologicas.

A utilizacdo de produtos naturais na prevencao e combate de doengas € recorrente,
e teve inicio desde a antiguidade. Atualmente existem muitos estudos referentes a
utilizacdo de tais produtos naturais. A préopolis é considerada promissora em

caracteristicas quimicas e bioldgicas devido a composi¢éo quimica complexa e variavel,
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varias sdo as atividades bioldgicas relatadas na literatura, tais como antimicrobiana,
anticariogénica, citotoxica, anti-inflamatéria,imunomodulatoria, antioxidante e
antitumoral (CABRAL et al., 2009 ).

Tendo em vista seu elevado potencial farmacologico, foi realizada uma avaliagédo
in silico das interacbes biomoleculares entre a benzofenona prenilada (ligante) e a
acetilcolinesterase (receptor), visando o uso da propolis como alternativa de
complemento no tratamento do Alzheimer, a partir do uso de recursos tecnologicos e

simulagdes computacionais.

2 METODOLOGIA
2.1 OBTENCAO DAS ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS

A estrutura do receptor (acetilcolinesterase) foi obtida a partir de pesquisa no
banco de dados Protein Data Bank (PDB - https://www.rcsb.org/), onde foi possivel a
obten¢do do modelo tridimensional no formato “*.pdb”, identificado pelo codigo: 4EY4.
A estrutura tridimensional do receptor foi obtida por difracdo de raios-x com resolucao
de 2.16 angstrons (CHEUNG et al., 2012).

O ligante (benzofenona prenilada) teve sua estrutura tridimensional obtida a partir
de modelagem molecular com o software Chem3D e teve sua energia minimizada para
manter a estrutura mais estavel, onde foi gerado o modelo tridimensional no formato
“* pdb”.

2.2 DOCKING MOLECULAR

A interacdo entre a benzofenona prenilada e a acetilcolinesterase foi analisada in
silico por meio de simulacdo de docking molecular, que consiste na utilizacdo de um
algoritmo computacional com um software especifico para acoplamento de duas
moléculas, buscando formar uma complexacéo estavel. O docking foi realizado por meio
do software: HEX 8.0.0 (MACINDOE et al., 2008), que realiza os ajustes
automaticamente, buscando todos os sitios de ligacGes possiveis com base na energia de
associacdo entre a benzofenona prenilada (ligante) e a enzima ACETILC
acetilcolinesterase (receptor) em determinadas posi¢oes.

Os complexos obtidos foram analisados usando PyMol v1.4.7 (DELANO, 2010),
que permitiu uma investigacdo detalhada dos complexos formados: energia de
associacdo, ligacdo quimica, residuos de aminoécidos envolvidos e nuances

conformacionais.
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Os parametros usados dentro da interface do software para o processo de
adaptacao foram: “Tipo de correlacdo: somente forma”; “Dispositivo de Calculo - GPU
(unidades de processamento grafico)”; “Modo FFT - 3D”; “Dimensao da grade - 0,6”;
“Alcance do receptor — 180”; “Faixa do ligante - 180°”; “Faixa de tor¢ao - 360°” ¢ “faixa
de distancia — 40”.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 50.000 possibilidades de complexacao prospectadas pelo algoritmo do
software, os 10 clusters mais energéticos da benzofenona prenilada foram analisados.
Destes complexos, 5 ficaram sobrepostos no mesmo sitio, enquanto outros 5 clusters

ficaram em regides proximas, caracterizando alta especificidade (Figura 1).

Figura 1: Sobreposicéo dos 5 clusters mais energéticos no mesmo sitio de interacdo da enzima
acetilcolinesterase, o que evidencia a especificidade do ligante (benzofenona prenilada) por esta regido,
rica em estruturas alfa-hélices.

Em relacdo ao cluster mais energético e mais estavel, foram observadas 6 ligacdes
quimicas, de até 3.1 angstrons, com o recrutamento de 4 residuos de aminoéacidos
(His287, Glu292, Tyr341 e Gly342) e uma glicosilacdo do receptor presente na estrutura
tridimensional (n-acetil-glucosamina). Também se observa no sitio, a compatibilidade
espacial e estabilizacdo da enzima acetilcolinesterase a partir do encaixe do ligante e sua

consequente reducéo da flexibilidade (Figura 2).
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Figura 2: Sitio de ligagdo da benzofenona prenilada (azul) com a enzima acetilcolinesterase (lilas),
estabelecendo 5 ligagdes quimicas (3.1 a 4.6 angstroms) com 4 residuos de aminoacidos do receptor, além
de uma glicosilagdo (NAG), presente na estrutura tridimensional obtida por métodos cristalogréaficos.

Muitas extremidades reativas da benzofenona prenilada sofrem estabilizacéo
quimicas com ligac6es de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, o que pode explicar o
encaixe do ligante sem impedimentos estéricos nem bloqueios espaciais dos residuos do
“pocket” estrutural (Figura 5). A sua natureza bioldgica imersa em outros componentes
quimicos da prépolis vermelha (CASTELO, 2018), também sugere propriedades fisico-

quimicas favoraveis a complexagdo com receptores bioldgicos proteicos.
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Figure 3: Encaixe da benzofenona prenilada (azul) em um “pocket estrutural” do receptor
acetilcolinesterase (lils), livre de impedimentos estéricos.

Com base nos dados obtidos com o docking molecular da benzofenona prenilada,
foi observado que houve grande afinidade por uma regido proxima ao sitio catalitico, que
é descrito por alguns autores como a triade entre Ser200, His440 e Glu327 (DVIR et al,
2010), o que permite sugerir que a atividade da enzima pode variar a partir da sua
expressao (nativa, expressao heterologa e obtida por modelagem molecular), pois pode
modificar o sitio catalitico em relacdo ao seu enovelamento (CHEUNG, et al 2012).
Sabendo disso, € valido ressaltar que o ligante (benzofenona prenilada) teve afinidade por
uma regido rica em estruturas secundéarias alfa-hélice e livre de residuos capazes de
bloquear espacialmente a interacdo do ligante, o que proporciona estabilizacdo estrutural
e reducdo da flexibilidade do receptor.

Na anélise do cluster mais energético e mais estavel entre a benzofenona prenilada
e a acetilcolinesterase, as ligagdes quimicas, de até 3.1 angstrons e o recrutamento de 4
residuos de aminoacidos fortalecem a compatibilidade espacial, promovendo um encaixe
mais centralizado da benzofenona prenilada. Com isso, pode-se descrever que, um dos
fatores que colaborou com a formacao do complexo, é a presenca de uma glicosilacéo do
receptor (n-acetil-glucosamina) e sua posicdo no enovelamento tridimensional, que
favoreceu o reconhecimento das extremidades reativas da benzofenona prenilada e
promoveu um melhor ancoramento.

As evidéncias quimicas, espaciais e energéticas observadas na interagdo entre a
enzima acetilcolinesterase e a benzofenona prenilada (um dos compostos maioritarios da
propolis vermelha) sugere atividade biologica de inibicdo, e isso também se deve também

as propriedades fisico-quimicas do ligante.
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4 CONCLUSAO

Dessa forma, pode-se concluir que a benzofenona prenilada tem potencial
antiacetilcolinesterase no estudo in silico, sendo capaz de agir como adjuvante, reduzindo
a degradacdo da acetilcolina, o que pode ser um fator importante ao combate ou
retardamento dos sintomas do mal de Alzheimer. No entanto, existem poucos estudos in
silico e in vivo com a benzofenona prenilada como também com outros compostos
majoritarios da propolis vermelha, o que revela a necessidade de se intensificar mais

pesquisas abordando esta possivel ferramenta farmacologica.
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