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INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa associada com um
declinio cognitivo, motor e afetivo (Brem et al., 2023). A principal hipétese para a
patogénese da DA é a da cascata amiloide, que propde o acimulo de peptideos beta
amiloides (BA) leva a formacdo de placas no ambiente extracelular dos neuronios e
contribuem para eventos como neuroinflamacéo, excitotoxicidade, hiperfospliragdo da
proteina, tau e déficits de neurotransmissores (Lopez, Gonzélez, Léger, 2019). ABACE-
1 éa primeira enzima no processo de formagao dos peptideos A ¢ por isso tem sido alvo
validado na pesquisa e desenvolvimento de fArmacos para o tratamento de pacientes com
DA (Moussa-Pacha et al., 2020). Entretanto, a BACE-1 possui uma isoforma a BACE-2,
que cliva a Proteina Precursora Amiloide em local diferente da BACE-1 e ndo esta
relacionada com a DA (Wang et al., 2019). Por esse motivo, a busca por candidatos a
farmacos seletivos frentea BACE-1 é essencial para minimizar efeitos adversos graves.
Uma forma de alcancar isso é através de ferramentas computacionais capazes de priorizar
potenciais inibidores seletivos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo, identificar
0s requisitos estruturais e estéreo-eletrénicos para inibicdo seletiva da BACE-1 frente a
BACE-2.

MATERIAL E METODOS

Modelo farmacoforico

Um conjunto de 24 inibidores de BACE-2 (1C50<200nM) foram divididas em conjuntos
de treinamento (n=5) e teste (n=19). O conjunto de treinamento foi usado para criar
modelos farmacofdricos com o auxilio do médulo GALAHAD no SYBYL®-X 2.0. O
conjunto teste foi usado para validacdo dos modelos farmacoféricos, no qual o modelo
farmacoférico com melhores parametros estatisticos e internos e area sob a curva (AUC)
ROC > 0,70 foi usado para triagem virtual de moléculas remanescentes da filtragem por
modelo farmacoforico de BACE-1. Aquelas com QFIT no modelo de BACE-2 igual a
zero foram selecionados para etapa de acoplamento molecular

Acoplamento molecular
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A eficiéncia do acoplamento molecular frente a BACE-2 no GOLD v 4.2.1 foi avaliada
através do reacoplamento com o ligante cristalografico (PDB ID 7N4N). As funcdes de
pontuacdo que apresentaram RMSD < 2 A foram avaliadas com o auxilio do célculo da
AUC. A funcéo de pontuacdo que apresentou AUC > 0,7 foi selecionada. As moléculas
selecionadas na etapa anterior foram submetidas ao acoplamento molecular frente a
BACE-1 e BACE-2.

Priorizacdo de moléculas seletivas para simula¢des de Dinamica Molecular

Um conjunto de moléculas ativas e inativas frente a BACE-1 foram selecionadas e
submetidas ao acoplamento molecular. O maior valor de escore obtido no conjunto de
moléculas ativas frente a BACE-1 foi usado como ponto de corte para priorizacdo de
moléculas. Desse conjunto, a molécula com menor valor de escore frente a BACE-2 foi
selecionada.

Dinamica molecular

A molécula selecionada pela etapa anterior foi submetida a simula¢es de dindmica
molecular frente as enzimas BACE-1e BACE-2, ambas foram analisadas em suas formas
APO e complexo com o auxilio do GROMACS. ABACE-1 ja foi previamente submetida
a dindmica molecular em sua forma APO (do Bomfim et al., 2023).

Célculo da energia livre de ligacédo

O calculo daenergia livre de ligacdo foi usado para avaliacdo da afinidade de ligacédo da
molécula selecionada frente a BACE-2. A energia livre de ligacdo dos complexos foi
calculada utilizando o método Mechanics Poisson — Boltzmann surface area (MM/PBSA)
implementado na ferramenta g_mmpbsa.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

Modelos farmacofaéricos

Dos 10 modelos farmacoforicos construidos com o auxilio do médulo GALAHAD, o
modelo farmacoforico 1 que apresentou AUC >0,7 e maior soma dos parametros internos
(Sterics + Hbond + Mol_Qry) foi selecionado para triagem virtual dos bancos de
moléculas. Aquelas pontuadas com QFIT>0,0 (BACE-1)e QFIT=0,0 (BACE-2) foram
selecionadas para acoplamento molecular.

Figura 1 - Representacdo do modelo farmacoforico para inibidores de BACE-2. Esferas em ciano: centros
hidrofobicos; verde: pontosaceptoresde ligacdo de H; vermelho: centro carregado positivamente; magenta:
centro doador de ligacdo de H.



Acoplamento molecular

A avaliacdo da eficiéncia do acoplamento através do RMSD levou a selecdo das fungbes
de pontuacdo ChemPLP e GoldScore, que obtiveram RMSD de 0,86 e 0,38 A
respectivamente. Para distinguir entre as duas fungdes foi empregado o célculo da AUC
ROC, sendo selecionada a funcdo GoldScore que apresentou AUC > 0,7. Um conjunto
de 12.749 moléculas foi submetido ao acoplamento molecular para BACE-2 usando a
fungdo GoldScore e frente a BACE-1 usando a funcdo ASP previamente validada (do

Bomfim et al., 2023).

Utilizando a estratégia de priorizacdo, o maior valor de escore obtido pelo conjunto de
moléculas ativas frente a BACE-1 foide 47,96, esse valor foi usado como ponto de corte.
Das moléculas priorizadas, ZINC98228398, oriunda do banco Sigma Aldrich, apresentou
o menor valor de escore frente a BACE-2 e, portanto, foi selecionada para a dinamica

molecular
Dinamica Molecular

Para analise do comportamento da estrutura ao longo da simulacdo, primeiro foi
empregada a avaliacdo de desvio quadratico médio (RMSD) (Figura 2).
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Figura 2 — Valores de RMSD (A) para a cadeia principal (backbone) da BACE-2 e BACE-1 APO e

complexos ZINC98228398-BACE-2 e ZINC98228398-BACE-1.

A forma APO daBACE-2atinge a estabilidade por volta dos 15ns, sem grandes variagdes
a partir desse ponto. Em comparagdo, o complexo ZINC98228398-BACE-2 s6 atinge
estabilidade apds 60ns. Ja BACE-1 em sua forma APO atinge estabilidade por volta dos
25ns e o complexo ZINC98228398-BACE-1 por volta 35ns (do Bomfim et al., 2023).

Para os complexos BACE-1 e BACE-2 também foram avaliadas a presenca e
permanéncia das ligacbes de hidrogénio durante a fase produtiva de ambas DM. No
complexo BACE-2 mantiveram ligagdes de hidrogénio do ligante com Tyr30, Asn183 e
Glu351. Nenhum desses, foi descrito como importante para ligacdo ao sitio ativo da
BACE-2. No complexo de BACE-1 a molécula manteve ligacfes de hidrogénio com os

residuos localizados no sitio ativo da enzima (Butler et al., 2016)

Célculo da energia livre de ligacédo

O método MM/PBSA implementado na ferramenta g_mmpbsa, foi empregado no célculo
da energia livre de ligacdo do complexo ZINC98228398-BACE-2. O valor de energia
livre de ligagdo (AGbind) obtido para o complexo ZINC98228398 foide -5,13 Kcal/mol.
Esse valor quando comparado com outros inibidores potentes da BACE-2 (AZD3293
IC50 BACE-2 = 0,9 nM, AGbind = -44.15 + 0.20) (Li et al., 2021), demonstra uma




redugdo do AGyind , parametro que avalia a espontaneidade da formagdo do complexo. O
parametro que mais contribuiu para estabilidade do sistema foi a energia de van der Waals
(AEvdaw) com -17,53 kcal/mol. Ainda assim, quando comparado com uma molécula
potentepara a BACE-2 (DBO, IC50BACE-2=1100; AEvaw=-50.35) (Chen et al., 2019)
é um valor de baixa magnitude, o que pode demonstrar que ZINC98228398 ndo mantém
uma ligacdo espontanea com BACE-2 e por isso pode apresentar seletividade frente a
BACE-1.

CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho identificamos as caracteristicas estruturais, quimicas e estéreo-eletronicas
necessarias para inibicdo da BACE-2através daconstrucdo deum modelo farmacoforico.
Esse modelo farmacoforico foi empregado na triagem virtual de bancos de moléculas em
conjunto com o acoplamento molecular. Sendo selecionada ZINC98228398, que foi
submetida a DM e célculo de energia livre de ligacdo. Através da andlise de RSMD
observamos que o complexo BACE-2-ZINC98228398 se mostrou instavel pelos 60ns
iniciais da simulacdo. Além disso, mediante a analise de permanéncia das ligacdes de
hidrogénio, chegou-se a conclusdo de que ZINC98228398 ndo manteve ligacGes de
hidrogénio significativas com nenhum dos aminoécidos ja descritos na literatura como
importantes para inibi¢do frente a BACE-2. Por fim, o célculo de energia livre de ligacéo
de ZINC98228398 frente a BACE-2 demonstrou uma ligacdo néo téo favoravel quanto
um inibidor potente ja descrito na literatura, podendoindicar seletividade frente a BACE-
1.
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