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RESUMO

A monoaminoxidase (MAO) € uma enzima importante, que pode atuar como
alvo terapéutico. Inibidores da MAO-A apresentam atividade no tratamento de
distarbios de humor, enquanto os inibidores seletivos da MAO-B tem uso,
especialmente, no tratamento da Doenca de Parkinson. O conhecimento das
interacbes ENZIMA-INIBIDOR € importante no planejamento de farmacos. Nesse
contexto, foram realizados estudos das enzimas MAO-A e MAO-B com diferentes
ligantes, através da combinacdo das metodologias de docking, Dinamica Molecular e
Ensemble Docking. Foram escolhidos os ligantes derivados da 1,4-naftoquinona
(1,4-NQ), lapachol, menadiona, norlapachol, A2, B2 e C2, os inibidores comerciais
clorgilina (MAO-A) e selegilina (MAO-B) e os substratos naturais serotonina (MAO-A)
e dopamina (MAO-B). Os resultados do docking mostraram interacdo de todos os
ligantes com algum dos residuos da "gaiola aromética" (FAD, Tyr407/Tyr444 para
MAO-A, Tyr398/Tyr435 para MAO-B), uma importante regido catalitica da MAO.
Além disso, a seletividade observada experimentalmente da menadiona com a
MAO-B também foi observada no docking. Através da DM, foi possivel observar
algumas diferencas conformacionais entre as estruturas da MAO-A e MAO-B, que
podem explicar a seletividade entre as duas isoformas, como por exemplo,
distancias entre residuos do sitio ativo e ligacdes de hidrogénio. A partir do
Ensemble Docking, foi verificado que a conformacdo do receptor influencia
significativamente o escore das interacdbes ENZIMA+LIGANTE para ligantes

volumosos.

Palavras-chave: MAO-A, MAO-B, FAD, docking, Dinamica Molecular e Ensemble
Docking.



ABSTRACT

Monoamine oxidase (MAO) is an important enzyme that acts as therapeutic
target. MAO-A inhibitors show pharmacological activity in the treatment of mood
disorders, whereas MAO-B inhibitors are used especially in treatment of Parkinson's
Disease. Knowledge of enzyme-inhibitor interactions is important in drug design.
Therefore, studies of MAO-A and MAO-B enzymes with different ligands were
performed by combining docking, Molecular Dynamics and Ensemble Docking
methodologies. Ligands derived from 1,4-naphthoquinone, lapachol, menadione, nor-
lapachol, A2, B2, C2, commercial inhibitors clorgyline (MAO-A) and selegiline (MAO-
B) and the natural substrates serotonin (MAO-A) and dopamine (MAO-B) were
chosen. The docking results shows interactions of all ligands with some residue of
the "aromatic cage” (FAD cofactor, Tyr4d07/Tyr444 for MAO-A and Tyr398/Tyr435 for
MAO-B), an important catalytic region of MAO. Furthermore, the experimentally
observed selectivity of menadione with MAO-B was also observed by Docking. In
Molecular Dynamics results, conformational differences were observed between
MAO-A and MAO-B structures, which could explain the selectivity observed between
isoforms, e.g. distances between residues of the active site and hydrogen bonds.
Ensemble Docking results shows that the conformation of the receptor significantly

influence the score of ENZYME+LIGAND interactions for bulky ligands.

Keywords: MAO-A, MAO-B, FAD, docking, Molecular Dynamics and Ensemble
Docking.



1 INTRODUCAO

A induastria farmacéutica, bastante inovadora, requer altos investimentos em
pesquisa e desenvolvimento na busca por novos farmacos. Ao mesmo tempo, este
setor € um dos mais rentaveis, tanto a nivel nacional, quanto mundial,
consequentemente, bastante competitivo. A construcdo do conhecimento cientifico,
desenvolvido especialmente na academia, atrelada a busca por inovacdes
terapéuticas, foco da industria farmacéutica, faz com que a parceira entre industria e
academia seja cada vez maior. *

Atualmente, a identificacdo de novas drogas € auxiliada por métodos in silico,
isto €, por computador. 3 A Quimica Computacional, associada ao desenvolvimento
dos computadores a partir da década de 50, é uma ferramenta que pode ser usada
na interpretacdo e previsao de estruturas moleculares e suas propriedades, mesmo
de espécies que ainda ndo foram sintetizadas, isto é, sdo apenas “virtuais”. O
constante aumento da capacidade computacional, juntamente com o aprimoramento
de softwares especificos, faz com que os métodos in silico sejam ferramentas cada
vez mais importantes no planejamento de farmacos. *

Dentre essas metodologias estdo o docking® e a simulagdo por Dinamica
Molecular (DM), sendo que uma das estratégias dessas metodologias € o estudo
das interacGes de diversos ligantes, ou drogas em potencial, com um determinado
alvo macromolecular, também denominado de receptor. A combinacdo dessas
metodologias permite uma andlise estética (rigida) e também dindmica da interacéo
receptor-ligante, avaliando ndo sO aspectos energéticos, mas sobretudo,
informacdes estruturais. >% "8

A busca por “novos” farmacos pode ser realizada através da construgcao de
uma espécie nova, que atue sobre um determinado alvo ja conhecido, mas também
pode ser através do uso de moléculas ja existentes, que possam ter agdo sobre um
alvo ainda ndo explorado. Um exemplo disso € a investiga¢do do uso da pioglitazona
(Actos®), que é um farmaco originalmente antidiabetes, mas também apresentou

acdo como inibidor da monoaminoxidase. °

% O termo docking, cujo correspondente em portugués ainda ndo é consensual (docagem ou
ancoragem), serd mantido, no presente trabalho, devido ao seu uso estar bastante difundido,
inclusive em obras de referéncia 3, além do termo estar associado com a metodologia de Ensemble
Docking.



As enzimas sao catalisadores bioldgicos que atuam em praticamente todas as
reacfes bioquimicas responsaveis pela vida. A atividade enzimatica pode ser
controlada, tanto através da disponibilidade da enzima (balanco entre sintese e
degradacdo), quanto através de mudancas estruturais, ou conformacionais, que
podem ser induzidas quando complexadas com outras moléculas (ligantes). Isso faz
com que as enzimas sejam importantes alvos farmacéuticos, sendo que muitas
drogas sdo inibidores enzimaticos. *** Um exemplo bastante importante sdo os
estudos com as enzimas relacionadas com o virus causador da AIDS, como a HIV
protease, em que metodologias computacionais auxiliaram na otimizacdo de
farmacos com atividade inibitéria. *'"*® Os estudos experimentais requerem a
obtencéo das enzimas isoladas e purificadas, o que nem sempre é possivel. Ja para
os estudos in silico sao utilizadas, geralmente, estruturas depositadas em bancos de
dados, como o PDB, (do inglés Protein Data Bank), por exemplo. Atualmente, no
PDB estdo depositadas 89969 estruturas de proteinas, a maioria (89,2%)
determinada por difracéo de raios X.* Nesse contexto, o planejamento de farmacos
assistido por computador é uma ferramenta que pode beneficiar a busca por
inovacdes terapéuticas, reduzindo tempo e custos. 2

A importancia biolégica das monoaminoxidases faz com que também sejam
importantes alvos terapéuticos. As monoaminoxidases A (MAO-A) e B (MAO-B) séo
enzimas que catalisam a desaminacdo oxidativa de monoaminas enddégenas, como
alguns neurotransmissores, ou exdgenas, como a tiramina. > Ambas s&o
flavoenzimas, isto é, tem o cofator FAD em suas estruturas.

Essas enzimas apresentam especificidade de substratos, assim, os inibidores
seletivos da MAO-A sdo associados, geralmente, ao tratamento de distirbios de
humor (associados com a serotonina), enquanto os inibidores seletivos da MAO-B
tem papel importante na Doenca de Parkinson (associada com a dopamina). Além
disso, devido & associacdo com 0 processo de stress oxidativo, seus inibidores
também podem estar relacionados com possiveis efeitos neuroprotetores. " O
papel da MAO em disturbios neurodegenerativos, especialmente relacionados com o
envelhecimento, renovou o interesse dessas enzimas como alvo para agentes
neuroprotetores. '® O tratamento da Doenca de Parkinson envolve, em geral,
reposicdo de dopamina através de seu precursor L-dopa, cujo efeito pode ser
potencializado pela administracdo conjunta de inibidores seletivos da MAO-B. Assim,



apesar dos avancos ja verificados no desenvolvimento de inibidores da MAO, o
planejamento de novas drogas pode contribuir de forma significativa no aumento da
qualidade de vida nos pacientes com Doenca de Parkinson.

O estudo dessas enzimas, assim como das suas interacbes com moléculas com
potencial atividade inibitoria € importante, especialmente na busca de inibidores com
alta seletividade e menores efeitos colaterais. Varios estudos relacionados a
inibidores da MAO tem sido realizados. ®*°?° Entre eles, resultados obtidos por
Follmer e colaboradores, ?* mostraram que a menadiona ou vitamina K3 (2-metil-1,4-
naftoquinona) age como um inibidor seletivo da MAO-B, com seletividade de cerca
de 60 vezes maior para MAO-B do que para a MAO-A. Este valor € comparavel a
seletividade da rasagilina, um inibidor seletivo da MAO-B usado clinicamente para
Doenca de Parkinson. Além disso, a menadiona age como inibidor reversivel da
MAO-B, ao contrario da rasagilina e selegilina, que s&o inibidores irreversiveis. *°
Esses resultados sugerem que a estrutura 1,4-naftoquinona, Figura 1, presente na
menadiona, pode ser usada como "esqueleto” para o desenvolvimento de novos

inibidores seletivos da MAO-B.

(@) F\)1 = CH3
R, = OH

R1 R, = NH(CH,),N(CH,®)(CH,),NH,

r2 Ry=H
R, = CH=C(CHj3),
R, = CH,CH=C(CHj),

Figura 1: "Esqueleto” 1,4-naftoquinona

O conhecimento das intera¢cdes enzima-inibidor é importante no planejamento
de farmacos, sendo assim, no presente trabalho serdo realizados estudos das
enzimas MAO-A e MAO-B com diferentes ligantes, através da combinacdo das
metodologias de docking, Dinadmica Molecular e Ensemble Docking. Foram
selecionados os ligantes derivados da 1,4-naftoquinona (1,4-NQ) lapachoal,
menadiona, norlapachol, e seus respectivos derivados com grupo benzil-
espermidina na posicdo R1, mostrada na Figura 1, denominados A2, B2 e C2.
Também foram selecionados os inibidores comerciais da MAO-A e da MAO-B,

clorgilina e selegilina, respectivamente, assim como 0s substratos naturais
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serotonina (MAO-A) e dopamina (MAO-B). Suas estruturas, construidas

MarvinSketch, ?* séo mostradas na Figura 2.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivos Gerais

Estudar a MAO-A e a MAO-B humanas e suas interacdes com diferentes
ligantes — substratos ou inibidores, através de metodologias computacionais de

docking, Dinamica Molecular classica e Ensemble Docking.

1.1.2 Objetivos Especificos

¢ Analisar o modo e a intensidade das interacdes dos diferentes ligantes com

cada uma das enzimas;

e Identificar residuos da MAO-A e MAO-B que sejam importantes nas

interacBes com os diferentes ligantes;
e Comparar as intera¢des das enzimas com substratos e inibidores;

e Analisar propriedades dos sistemas, como distancias, mobilidade relativa de

residuos, ligacdes de hidrogénio, em funcdo do tempo;

e Avaliar aspectos estruturais de cada uma das enzimas, comparando

diferencas entre a MAO-A e MAO-B, especialmente na regido do sitio ativo;

e Avaliar a influéncia da conformacdo do receptor na intensidade das

interagOes E+L.



2 MONOAMINOXIDASES

2.1 IMPORTANCIA BIOLOGICA

A monoaminoxidase (MAO) é uma enzima que catalisa a desaminacdo
oxidativa de monoaminas enddgenas, como 0s nheurotransmissores adrenalina,
noradrenalina, dopamina e serotonina, além de monoaminas exdgenas, como por
exemplo, a tiramina. *°

A MAO apresenta duas isoformas, a monoaminoxidase A (MAO-A) e a
monoaminoxidase B (MAO-B). Ambas séo flavoenzimas, isto € apresentam em sua
estrutura o cofator FAD (flavina adenina dinucleotideo), **° Além disso, estdo
associadas a membrana mitocondrial externa de células distribuidas em todo o
Sistema Nervoso Central (SNC), além de outros 6rgaos e tecidos, como o figado,
intestino, pulmdes, placenta e plaquetas. No entanto, a propor¢cao na distribuicdo de
MAO-A e MAO-B néo é igual em todos os tecidos do corpo humano, sendo que a
MAO-A é mais abundante, em humanos. **1723

O aumento anormal da expressdo, ou da atividade, da MAO pode estar
associado com a formacao indireta, no SNC, de radicais livres citotoxicos, processo

muitas vezes denominado de stress oxidativo, %2

gue estd associado com
distirbios neurodegenerativos, como Doencas de Parkinson, Alzheimer e
Huntington. 2*** Pacientes com Doenca de Alzheimer apresentaram niveis elevados
de MAO-B, assim como a populagdo mais idosa, na qual foi constatado um aumento
da expressdo da MAO (MAO-A e MAO-B) em cerca de trés vezes. * Assim, a MAO
pode ser um alvo para drogas com atividade neuroprotetora. 2

Apesar de serem codificadas por diferentes genes, a MAO-A e MAO-B
compartiiham cerca de 70% de identidade na sequéncia de aminoacidos. No
entanto, exibem diferentes especificidades de substrato e inibidores, o que pode ser
explicado por diferengas estruturais na regido da cavidade do sitio ativo das duas

enzimas, como por exemplo, diferentes aminoacidos em posi¢des equivalentes. 25

2.2 ASPECTOS ESTRUTURAIS

O conhecimento da estrutura tridimensional de uma proteina € fundamental

para o entendimento de sua funcéo biolégica. O estudo da interacdo da MAO-A ou
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MAO-B com possiveis inibidores, ou mesmo das enzimas com seus substratos,
requer a andlise dos aspectos estruturais envolvidos nesses processos. A primeira
estrutura cristalina da MAO-B humana (PDB-ID 1GOS) foi determinada por Binda e
colaboradores, em 2002, ® enquanto a da MAO-A humana (PDB-ID 2BXR) foi
elucidada por De Colibus e colaboradores, em 2005. ?’

A sequéncia de aminodcidos de uma proteina pode ser dada através de um
arquivo simples, em formato FASTA, com os residuos listados na forma abreviada
de uma letra. Na Figura 3, aparece a sequéncia de aminoacidos da MAO-A, codigo

PDB-ID 2BXR, ?’ cuja estrutura apresenta um total de 527 residuos.

>2BXR:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

YKVNVSERLVQYVKGKTYPFRGAFPPVWNPIAYLDY
NNLWRTIDNMGKEIPTDAPWEAQHADKWDKMTMKELIDKICWTKTARRFAYLEFVNINVTSEP
HEVSALWFLWYVKQCGGTTRIFSVTNGGQERKF

IQRLPMGAVIKCMMYY
KEAFWKKKDYCGCMIIEDEDAPISITLDDTKPDGSLPAIMGFILARKADRLAKLHKEIRKKK
ICELYAKVLGSQEALHPVHYEEKNWCE

LGKVTEKDIWVQEPESKDVPAVEITHTFWERNLP
SVSGLLKIIGFSTSVTALGFVLYKYKLLPRS

Figura 3: Arquivo FASTA da enzima MAO-A, PDB-ID 2BXR, cadeia A, dominio de ligagdo com o FAD
(laranja), dominio de ligagdo com substrato (verde) e dominio de ligagdo com a membrana (azul).

A sequéncia de aminoacidos da enzima MAO-B, PDB-ID 1GOS, % contendo

um total de 520 residuos, é mostrada na Figura 4.

>1GOS:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

YKVNEVERLIHHVKGKSYPFRGPFPPVWNPITYLDHNNFWRTMDD
MGREIPSDAPWKAPLAEEWDNMTMKELLDKLCWTESAKQLATLFVNLCVTAETHEVSALWFL
WYVKQCGGTTRIISTTNGGQERKF

ITRVPLGSVIKCIVYYKEPFWRKKD
YCGTMIIDGEEAPVAYTLDDTKPEGNYAAIMGFILAHKARKLARLTKEERLKKLCELYAKVL
GSLEALEPVHYEEKNWCE

MGKIPEDEIWQSEPESVDVPAQPITTTFLERHLPSVPGLLRLI
GLTTIFSATALGFLAHKRGLLVRV

Figura 4: Arquivo FASTA da enzima MAO-B, PDB-ID 1GOS, cadeia A, dominio de ligagdo com o FAD
(laranja), dominio de ligagdo com substrato (verde) e dominio de ligagdo com a membrana (azul).




O alinhamento das sequéncias de aminoacidos da MAO-A e MAO-B %%

permite verificar a similiaridade entre as duas enzimas, Figura 5.

73.2% 1identity in 514 residues overlap; Score: 2057.0; Gap frequency: 0.4%

MAO-A, 15 DVVVIGGGISGLSAAKLLTEYGVSVLVLEARDRVGGRTYTIRNEHVDYVDVGGAYVGPTQ
MAO-B, 6 DVVVVGGGISGMAAAKLLHDSGLNVVVLEARDRVGGRTYTLRNQKVKYVDLGGSYVGPTQ
I EEE RS EEE R SRR R + RS S SEEEEE S S RN R BRI NE SN E RS S
MAO-A, 75 NRILRLSKELGIETYKVNVSERLVQYVKGKTYPFRGAFPPVANPTAYLDYNNLWRT IDNM
MAO-B, 66 NRILRLAKELGLETYKVNEVERLIHHVKGKSYPFRGPFPPVWNPITYLDHNNFARTMDDM
IS NS EE SRR R R R I EEEEE S NE S R R N
MAO-A, 135 GKEIPTDAPNEAQHADKWDKMTMKELIDKICNTKTARRFAYLFVNINVTSEPHEVSALWF
MAO-B, 126 GREIPSDAPNKAPLAEENDNMTMKELLDKLCWTESAKQLATLFVNLCVTAETHEVSALWF
LSS E R +  ENEEEEE S S S + LRSS SR NSRS S
MAO- A, 195 LWYVKQCGGTTRIFSVTNGGQERKFVGGSGQVSERIMDLLGDQVKLNHPVTHVDQSSDNI
MAO-B, 186 LWYVKQCGGTTRIISTTNGGQERKFVGGSGQVSERIMDLLGDRVKLERPVIYIDQTRENV
R RS R RS N N S S R R R SRR RS S S S EE R SR RS R N R S i ¥ +
MAO- A, 255 TIETLNHEHYECKYVINAIPPTLTAKIHFRPELPAERNQLIQRLPMGAVIKCMMYYKEAF
MAO-B, 246 LVETLNHEMYEAKYVISAIPPTLGMKIHFNPPLPMMRNQMITRVPLGSVIKCIVYYKEPF
I EES S NSNS E R R kokkk Xk kX Kk Kk Kk Kk Xk kKX LR RS
MAO-A, 315 WKKKDYCGCMIIEDEDAPISITLDDTKPDGSLPAIMGFILARKADRLAKLHKEIRKKKIC
MAO-B, 306 WRKKDYCGTMIIDGEEAPVAYTLDDTKPEGNYAAIMGFILAHKARKLARLTKEERLKKLC
LRSS RS R L ¥ ok kokkkkk Xk  EEEEE L L kk Kk Kk Xk kk X
MAO-A, 375 ELYAKVLGSQEALHPVHYEEKNNCEEQYSGGCYTAYFPPGIMTQYGRVIRQPVGRIFFAG
MAO-B, 366 ELYAKVLGSLEALEPVHYEEKNNCEEQYSGGCYTTYFPPGILTQYGRVLRQPVDRIYFAG
EEE SRS R N R SRR RS SRR RS SSEE NE S S E R EE S E R SR E R R N R
MAO- A, 435 TETATKWSGYMEGAVEAGERAAREVLNGLGKVTEKDIWVQEPESKDVPAVEITHTRNERN
MAO-B, 426 TETATHNSGYMEGAVEAGERAAREILHAMGKIPEDEIWQSEPESVDVPAQPITTTFLERH
SRS NE SRR RS R R R R I LR + e Rk kkkH LR I S
MAO- A, 495 LPSVSGLLKIIGFST- - SVTALGFVLYKYKLLPR
MAO-B, 486 LPSVPGLLRLIGLTTIFSATALGFLAHKRGLLVR

LB R R R LR + LEE SR 22 + kX

Figura 5: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da MAO-A e MAO-B, residuos marcados com
* sdo iguais para ambas as enzimas e em branco séo diferentes.

Apesar do alto grau de conservacao na sequéncia de aminoacidos entre as
enzimas, elas apresentam diferencas em suas estruturas quaternérias. *° A MAO-A
humana cristaliza como um monémero, 2’ enquanto a MAO-B humana cristaliza na
forma dimérica, com 520 residuos cada cadeia, > como mostrado na Figura 6. 3 A
relacdo desta diferenca estrutural com os processos biologicos e a especificidade de
substratos ainda deve ser investigada. *



Figura 6: Estrutura cristalografica da MAO-A e da MAO-B.

Esse conhecimento estrutural, a partir da resolucdo das estruturas
cristalogréficas da MAO-A e MAO-B humanas, permitiu uma comparagdo mais
detalhada entre as duas isoformas. Com isso, surgiram novas informacdes sobre os
mecanismos de interacdo dessas enzimas com substratos e inibidores, importantes
para o planejamento de novos farmacos, com acdo mais seletiva. > Além disso, a
disponibilidade dessas estruturas contribui para os estudos in silico desses sistemas,
gue podem auxiliar os estudos in vitro realizados com fontes ndo-humanas, visto que
MAO humana apresenta algumas diferencas estruturais com relacdo a MAO de
outros organismos. 2’

De acordo com resultados experimentais, a MAO-A ?’ e a MAO-B *? apresentam
trés grandes regides, cuja sequéncia de residuos esta listada na Tabela I. Nas
Figura 7Figura 8, a regido de ligacdo com a membrana, hélice C-terminal, é
destacada pela elipse azul, o dominio de ligacdo com o cofator FAD, elipse em
laranja e o dominio de ligagdo com o substrato, elipse em verde. Na estrutura da

MAO-B, somente a cadeia A esta mostrada para melhor comparacdo com a MAO-A.



Tabela I: Sequéncia de residuos que fazem parte dos dominios do FAD, substrato e C-terminal.

MAO-A MAO-B
RESIDUOS DOMINIO |RESIDUOS DOMINIO
1-88 FAD 1-79 FAD
89-219  SUBSTRATO | 80-210 SUBSTRATO
220-294 FAD 211-285 FAD
295-399 SUBSTRATO | 286-390 SUBSTRATO
400-462 FAD 391-453 FAD
463-497 C-terminal 454-488 SUBSTRATO
498-527 C-terminal 489-520 C-terminal

Além das macrorregi6es mostradas nas Figura 7Figura 8, ambas as enzimas

apresentam a alca em verde, residuos 108-118 para MAO-A ?° e 99-112 para MAO-

B, * localizada na entrada da cavidade do sitio ativo. J& a alca em preto, residuos
210-216 para MAO-A e 201-207 para MAO-B, esta localizada mais proximo da

cavidade do sitio ativo. %’
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Figura 7: Estrutura da MAO-A, com zoom no sitio ativo, dominio de ligagdo com o FAD (laranja),
dominio de ligacdo com substrato (verde) e dominio de ligacdo com a membrana (azul).
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Figura 8: Estrutura da MAO-B, com zoom no sitio ativo, dominio de ligagdo com o FAD (laranja),
dominio de ligacéo com substrato (verde) e dominio de ligacdo com a membrana (azul).

12



2.2.1 Cofator FAD

Muitas reacdes enzimaticas ocorrem com a presenca de cofatores, que sao
moléculas que auxiliam nos processos enzimaticos, normalmente ions metalicos, ou
pequenas moléculas organicas. *°

A MAO é uma flavoenzima, isto €, realiza sua fungdo enzimatica com auxilio do
cofator Flavina Adenina Dinucleotideo ou FAD, cuja estrutura completa é mostrada

na Figura 9. 3%

//k
Z7
L LK
A (0]

Riboflavin

I FMN

l FAD

Figura 9: Estrutura completa do cofator FAD, retirada de De Colibus e colaboradores. 30

Genericamente, o termo flavina pode ser definido como sinénimo do heterociclo
isoaloxazina, mostrado na Figura 10. ' O FAD é um grupo prostético, que pode
estar ligado de forma covalente a apoproteina, através de residuos histidina, cisteina
ou tirosina. ** Normalmente, as aminoxidases apresentam o dominio de ligacdo com
o FAD na porcdo N-terminal, além de estarem ligadas a enzima através de uma
ligacdo histidil ou cisteinil na posicao C8a do FAD, Figura 10. % Na MAO, este
cofator esta ligado covalentemente através de um residuo cisteina, Cys406 na MAO-
A e Cys397 na MAO-B. 3%%
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Figura 10: Estrutura do anel isoaloxazina do FAD, retirada de Edmondson e colaboradores. *’

O sistema isoaloxazina do cofator FAD é um dos mais versateis sistemas redox
entre os cofatores, envolvendo processos com transferéncia de um ou dois elétrons,
apresentando trés estados de oxidacdo diferentes, a forma oxidada, em que é
denominada somente FAD, a forma reduzida por 2 elétrons, ou FADH2, Figura 11, e
também uma forma reduzida por 1 elétron, originando um radical estavel, FADH".

Essa variedade de estados faz com que essas enzimas sejam responsaveis por uma

diversidade de reacdes associadas com diferentes processos biolégicos. 1938
ENZIMA - ENZIMA R H
| | |
N N (0] N N (0]
“Y [ Y
2 NH NH
N
|
0 0
(@) (b)

Figura 11: Estrutura do anel flavina do FAD, forma oxidada (a) e forma reduzida (b).

Os processos bioldgicos redox envolvendo o FAD podem gerar espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species), entre as quais, espécies
radicais (superéxidos, O,’, e radical hidroxila, OH") e n&o-radicais (peréxido de
hidrogénio e 0z6nio). 33* As ROS s&o bastante estudadas devido & sua associacdo
com envelhecimento, natural ou precoce, bem como com condi¢bes patoldgicas,
como cancer e neurodegeneracdo. Na MAO, em geral, a reacdo do FAD na forma
reduzida (FADH,) com O, envolve a formacédo de H,0,. **3* Em condi¢des normais,
esses compostos sdo devidamente degradados, mas em condi¢cdes patologicas
podem causar danos ao DNA e membranas celulares, levando a morte neuronal,

num processo denominado de stress oxidativo. "%
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Devido as suas caracteristicas redox, as oxidases, incluindo a MAO, podem
também ser importantes para uso industrial como biosenssores ou biocatalisadores

para a quimica fina. >

222 Sitio Ativo

A resolucdo das estruturas cristalograficas da MAO-A e da MAO-B, permitiu a
descricdo dos residuos de aminoacidos que fazem parte do sitio ativo dessas
enzimas, sendo que dos 20 residuos, 7 sdo aminoacidos diferentes entre a MAO-A e

a MAO-B, sendo destacados em negrito na Tabela II. %

Tabela II: Residuos do sitio ativo da MAO-A e da MAO-B’

MAO-A MAO-B
Tyr69 Tyr60
GIn74 GIn65
Val9l Val82
Val93 Glug4
Leu97 Leu88
lle180 Leul7l

Asnl181 Cys172
lle207 lle198

Phe208 1e199

Ser209 Ser200

Val210 Thr201

Glu216 Glu207

Cys323 Thr314
lle325 lle316
lle335 Tyr326

Leu337 Leu328

Met350 Met341

Phe352 Phe343

Tyrd07 Tyr398

Tyrd44 Tyr435

"adaptada da referéncia 27.
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Dentre os residuos do sitio ativo das enzimas, os residuos Tyr407 e Tyr444,
na isoforma MAO-A e Tyr398 e Tyr435 na MAO-B fazem parte do chamado
"sanduiche aromatico" do sitio ativo, *° uma regi&io importante no reconhecimento
dos substratos, consequentemente, na interagdo com possiveis inibidores.
Juntamente com o cofator FAD, esses residuos formam a “gaiola aromatica”,

mostrada na Figura 12. 24130

(@) (b)

Figura 12: “Gaiola aromatica” do sitio ativo, (a) MAO-A e (b) MAO-B.

Tanto a MAO-A quanto a MAO-B, apresentam a regido do sitio ativo com
natureza essencialmente hidrofobica. No entanto, o sitio ativo da MAO-A apresenta
uma Unica cavidade, de volume aproximado de 550 A3. Ja o sitio ativo da MAO-B
apresenta duas cavidades, a cavidade de entrada, com volume aproximado de 290
A3, e a cavidade do substrato, com cerca de 390 A3, 27

A cavidade de entrada, na MAO-B, situada entre o sitio ativo e a superficie
da enzima, € delineada pelos residuos Phel03, Prol104, Trp119, Leul64, Phel68,
Leul71, 1le199, Ile316 e Tyr326, sendo que os residuos 1le199 e Tyr326 atuam

como um “portdo” do sitio ativo, entre essas duas cavidades. 33, A alteracdo da

cadeia lateral dos residuos 1le199 e Tyr326, na MAO-B, pode levar a “fusdo” das
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cavidades de entrada e de substrato, o que permite a acomodacao de substratos
mais volumosos. %

Além da caracteristica da cavidade Unica, o sitio ativo da MAO-A apresenta
os residuos 11€180, Asn181, Phe208 e 1le335, correspondentes a Leul71, Cysl72,
[1e199 e Tyr326 na MAO-B, respectivamente. Estes podem ser fatores importantes
na tentativa de explicar a seletividade de substratos e inibidores. 2”3

Sendo assim, avalia¢des estruturais das enzimas, especialmente na regido do
sitio ativo, sdo bastante importantes para a avaliacdo da sua atividade, bem como

dos seus mecanismos de inibig&o.

2.3 SUBSTRATOS

Dentre os substratos da MAO, estdo alguns neurotransmissores, como a
dopamina, serotonina, adrenalina e noradrenalina, que sdo substancias liberadas
pelos neurénios, alterando o comportamento de células vizinhas. A dopamina e a
serotonina sdo derivadas dos aminodcidos tirosina e triptofano, respectivamente.
Além disso, tanto MAO-A guaanto MAO-B metabolizam a tiramina proveniente da
alimentacao. 1%’

A MAO-A metaboliza especialmente a serotonina e noradrenalina, além da
tiramina proveniente da alimentacdo e pode estar associada com degeneracédo de
células cardiacas. A reducao dos niveis de serotonina/noradrenalina no organismo &
associada com disturbios como depressdo e outros transtornos de humor. Ja a
MAO-B age, sobretudo, sobre benzilamina, feniletilamina e histaminas. Ambas
metabolizam a adrenalina e a dopamina, no entanto, no cérebro, a MAO-B é a
principal responsavel pelo metabolismo da dopamina. ®*. A dopamina é um
importante neurotransmissor associado no controle de movimentos voluntarios,
assim, a deficiéncia de dopamina esté relacionada com Doenca de Parkinson. 2 Em
geral, a MAO-A metaboliza substratos mais volumosos, enquanto a MAO-B

substratos menores. 25
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2.4 INIBIDORES

Inibidores sdo substancias que reduzem a atividade de uma determinada
enzima. Muitos inibidores sdo estruturalmente semelhantes aos substratos, no
entanto, ndo reagem da mesma forma.

Inibidores competitivos, normalmente apresentam grande semelhanca
estrutural com substrato, podendo interagir na mesma regidao, sem apresentar, no
entanto, reatividade. Ja os inibidores nao-competitivos ligam-se diretamente no
complexo E+S, e ndo & enzima livre. *°

O uso clinico dos inibidores da MAO tem inicio na década de 1950, quando foi
observado que pacientes em tratamento clinico contra a tuberculose apresentavam
elevacdo de humor. Foi constatado que o farmaco utilizado, a iproniazida, era capaz
de inibir a monoaminoxidase. No final da década este farmaco comecou a ser
utilizado para tratamento de pacientes deprimidos, sendo considerado o primeiro
antidepressivo moderno. "%’

Os inibidores seletivos da MAO-A sdo geralmente usados no tratamento de
distarbios de humor, como depresséo, uma vez que permitem o aumento dos niveis
de serotonina e noradrenalina, além de apresentarem possiveis efeitos
cardioprotetores. Hoje em dia, no entanto, inibidores da MAO-A cederam lugar no
tratamento como antidepressivos, especialmente, para os inibidores da recaptacéo
da serotonina. *'

Ja os inibidores seletivos da MAO-B sdo usados, especialmente, no tratamento
da Doenca de Parkinson, devido a sua associa¢do com a deficiéncia de dopamina
no cérebro. **?* A maioria dos estudos realizados com as monoaminoxidases é na
busca de inibidores seletivos da MAO-B, uma vez que inibidores seletivos desta
isoforma, geralmente irreversiveis como a selegilina, ja sdo usados clinicamente no
tratamento da Doenca de Parkinson, normalmente em conjunto a administracao de
L-dopa (precursor da dopamina). %°

Devido ao fato das enzimas estarem associadas com stress oxidativo, seus
inibidores podem também apresentar efeitos neuroprotetores. 1"?*® |nibidores da
MAO, que tenham acao sobre a acetilcolinesterase ou butirilcolinesterase podem ser
importantes no tratamento da Doenca de Alzheimer. *¢4%

Um dos efeitos colaterais associado ao uso de inibidores inespecificos da MAO
€ a ocorréncia de crises hipertensivas e hiperpiréticas (elevacdo excessiva da
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temperatura corporal). Esse efeito € causado, geralmente, pela ingestdo de
alimentos contendo tiramina (precursora da noradrenalina) que pode néo ser
metabolizada no sistema periférico, especialmente pela MAO-A no intestino. Os
inibidores seletivos reversiveis da MAO-A podem permitir o metabolismo periférico.
J& os inibidores seletivos da MAO-B, em geral, ndo apresentam este efeito, pois o
intestino apresenta baixos niveis desta isoforma.

A MAO-A é inibida irreversivelmente pela clorgilina e reversivelmente pela
moclobemida e também pela harmina. J& a MAO-B tem como inibidores seletivos
irreversiveis pargilina, rasagilina e selegilina, além da isatina, que inibe a MAO-B
reversivelmente. A selegilina apresenta alta seletividade com relacdo a MAO-B,
cerca de 250 vezes maior que para MAO-A. *°

Estudos recentes mostraram que a menadiona (vitamina K3) inibe a MAO-B
reversivelmente, com seletividade de cerca de 60 vezes com relagdo a MAO-A. %
Outros derivados da 1,4-naftoquinona, também apresentam efeitos inibitérios na
MAO, sendo que o andlogo A2, (derivado do lapachol com grupo benzil-
espermidina) apresentou seletividade com relacdo a MAO-A, de cerca de 2 vezes. *
Esses resultados favorecem o estudo da 1,4NQ como "esqueleto” para novos
inibidores da MAO.

Sendo assim, o desenvolvimento de possiveis inibidores da MAO deve ser
realizado de forma a buscar estruturas que apresentem alta seletividade com
relacdo & MAO-A ou a MAO-B, a fim de minimizar os efeitos colaterais. *>!"** O
conhecimento dos ligantes (substratos ou inibidores) e, especialmente, dos
receptores, incluindo seu mecanismo catalitico, ou inibitorio, aprimora o desenho de
drogas com possivel acdo terapéutica, permitindo o desenvolvimento de farmacos

mais eficientes e seletivos.

2.5 CONSIDERACOES MECANISTICAS

Os mecanismos de acao propostos para a MAO envolvem reagdo com o FAD,
sendo que, atualmente trés mecanismos sao mais estudados, mostrados na Figura
13. Mecanismos (1) radicalar, (2) nucleofilico polar e (3) transferéncia de hidreto,
sendo as etapas limitantes a abstracdo de atomo de H, desprotonacéo e abstracdo

de H’, respectivamente, todos em Co. do substrato. %3
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Figura 13: Mecanismos de a¢do da MAO: (1) radicalar, (2) nucleofilico polar e (3) hidreto.

Estudos tedricos, considerando-se reacdo entre o cofator FAD (porcao

flavina) e o substrato dopamina, mostraram que um mecanismo favoravel seria o de

transferéncia de hidreto, como mostrado na Figura 14. * No entanto, estudos

recentes a respeito do mecanismo de inibicdo da MAO pelos inibidores acetilénicos

rasagilina e selegilina, demonstraram que o mecanismo mais plausivel seria o de

abstracdo inicial do préton do carbono acetilénico terminal. *® Apesar das extensas

pesquisas, 0s mecanismos cataliticos e inibitérios ainda ndo foram completamente

esclarecidos.
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Figura 14: Mecanismo de abstrac&o de hidreto, proposto para a acdo da MAO com substratos.
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Dentre as varias caracteristicas estruturais da MAO-B associadas aos
mecanismos catalitico ou inibitorio, a natureza hidrofébica do seu sitio ativo e a
presenca da "gaiola aromética" formada pelos residuos Tyr398 e Tyr435 com o
cofator FAD s&o fatores bastante importantes. %

Os estudos teoricos, em conjunto com trabalhos experimentais, levam a um
melhor entendimento do mecanismo de acao catalitica ou inibicdo da MAO-B, o que

ajuda no planejamento de novos inibidores seletivos da MAO-B.

21



3 METODOLOGIAS

3.1 DOCKING

Docking € um método computacional cujo objetivo principal é predizer o modo
(conformacédo) e a intensidade (energia) da interacdo, em geral, entre uma
macromolécula, também denominada de receptor, e uma molécula pequena, ou 0
ligante. *° E uma importante ferramenta no desenho de farmacos assistido por
computador. *°

As estruturas dos receptores (alvo macromolecular) e dos ligantes podem ser
obtidas a partir de banco de dados de estruturas, como o PDB, *’ ou construidas e
otimizadas através de outras metodologias de modelagem molecular, como por
exemplo, modelagem por homologia, para o caso dos receptores e métodos ab initio
ou semi-empiricos, aplicados mais comumente para ligantes.

Os meétodos de Docking, através dos algoritmos de busca, “encaixam” os
ligantes no receptor, sendo que as conformacgdes receptor-ligante sdo avaliadas pela
funcdo de escore, a qual ordena em um ranking todas as diferentes conformacdes,
da melhor & pior interacdo. “° O programa AutoDock 4.2 “® apresenta funcéo de
escore baseada em campo de for¢ca. Além disso, o algoritmo de busca é o algoritmo
genético lamarckiano (LGA), que permite que caracteristicas adquiridas sejam
passadas as geracfes futuras. Além disso, o programa AutoDock usa o método de
grid, que reduz o custo computacional associado a avaliacdo das interacdes
eletrostaticas entre os atomos do ligante e do receptor. Neste método, um grid (ou
malha) é construido numa regido determinada previamente, sendo que em cada
ponto deste grid sdo pré-calculadas e armazenadas as interacbes repulsivas e
atrativas, que serdo utilizadas no calculo final da energia de interacdo ligante-
receptor. 3

Os algoritmos genéticos sado baseados na evoluc¢ao natural das espécies, onde
cada individuo representa uma determinada conformacdo do ligante e a solugéo
adaptativa corresponde a melhor interagdo ligante-receptor. A populacao inicial é
formada por ligantes posicionados aleatoriamente no espaco. A energia de interacéo
ligante-receptor € avaliada, sendo que as conformac¢des com as melhores energias

serdo 0s progenitores para a proxima selecdo. Essa etapa € realizada
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sucessivamente, até que seja atingido o numero maximo de geracbes ou de
avaliacbes de energia, que sdo definidas previamente. *°

A conformacéo receptor-ligante com a melhor interacdo, isto é, a energia de
interacdo com o0 menor valor de escore, € considerada como o modo de ligacéao
preferencial deste ligante no alvo em questéo. 3

Em geral, os métodos de Docking consideram o receptor rigido, ndo avaliando,

portanto, alteracdes estruturais induzidas pela interagédo com determinado ligante. 3

3.2 DINAMICA MOLECULAR

O estudo de sistemas de interesse biologico através de DM permite avaliar o
comportamento dinamico dos alvos macromoleculares, ao invés da abordagem
essencialmente estética proveniente do Docking. Mudancas conformacionais em
uma proteina interagindo com um substrato, incluindo a flexibilidade de residuos na
regido do seu sitio, flexibilidade de &cidos nucléicos, enovelamento de proteinas,
formacdo de bicamadas fosfolipidicas, sdo alguns exemplos das informacfes que
podem ser obtidas a partir da DM. A medida que a tecnologia computacional avanca,
0s sistemas estudados via DM aumentam e se tornam cada vez mais complexos,
podendo chegar a niveis celulares, segundo Karplus e McCammon. *°

A simulacdo por Dinamica Molecular (DM) é uma ferramenta computacional
gue permite avaliar a evolucdo temporal de um dado sistema, considerando-se os
fundamentos da Mecanica Classica. O comportamento do sistema € estudado a
partir do comportamento das particulas que o compdem.

Dado um sistema composto por N particulas interagindo mediante potenciais
intermoleculares e intramoleculares previamente determinados, a DM resolve as
equacOes do movimento de Newton, ou seja, a partir das velocidades e posicoes
determinadas para um tempo t inicial, pode-se determinar a posicao e a velocidade
do sistema num tempo t + ot, e a partir desta, no tempo t + 2ot, e assim
sucessivamente, isto, € calculada a trajetéria das particulas que compdem o
sistema. O calculo da energia potencial e das for¢cas a partir das coordenadas das
particulas é realizado através de equacbBes que descrevem 0s potenciais de
interacdo inter e intramoleculares, que sdo definidas pelo Campo de Forca, o qual

define também os parametros necessarios as equacoes. °* A partir das médias das
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trajetorias, através de principios da Mecanica Estatistica, € possivel extrair
propriedades macroscépicas do sistema estudado. >
As etapas essenciais para a realizacdo de uma simulacdo por Dinamica

Molecular sdo mostradas na Figura 15.

~ ) Configuraco inicial
INICIALIZACAO —

| CALCULO DAS FORQAS — @

INTEGRACAO DAS EQUAC()ES
[ DO MOVIMENTO @

Armazenamento
[ AMOSTRAGEM —»

I Calculo das propriedades de interesse I

Figura 15: Esquema das etapas essenciais de uma simulac¢éo por DM.

O ensemble da Dinamica Molecular é o microcanénico (NVE), onde o nimero
de particulas (N), o volume (V) e a energia total do sistema (E) sdo conservados ao
longo da simulagdo. J& no ensemble canbnico (NVT), ao invés da energia total do
sistema, a temperatura € mantida constante, assim como N e V. No ensemble NVT,
€ necessario 0 acoplamento de um termostato para ajuste da temperatura (T)
constante. O ensemble isobarico-isotérmico (NPT), onde N, T e a presséo (P) sdo
mantidas constantes ao longo da simulagdo, € bastante usado para sistemas
bioldgicos, visto que 0s processos bioquimicos geralmente ocorrem a P e T
constantes. Neste ensemble, além do acoplamento de termostato, € necessario
também acoplamento de um barostato, para a manutencdo da P constante,

enquanto o volume do sistema flutua. >
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3.3 ENSEMBLE DOCKING

Os métodos de Docking, em geral, consideram o ligante flexivel, porém o
receptor rigido, numa abordagem que tem analogia com o modelo chave-fechadura,
proposto por Emil Fischer, em 1894. ** Neste modelo, a alta especificidade do sitio
ativo de uma enzima (fechadura) com seu substrato (chave) é relacionada,
essencialmente, a fatores geométricos complementares. No entanto, muitas vezes a
ligacdo entre receptor-ligante leva a alteracBes conformacionais importantes no
receptor, que podem influenciar significativamente a intensidade, ou modo, desta
interacdo. Essa flexibilidade dos receptores bioldgicos, especialmente importante
nas enzimas, foi abordada por Koshland e colaboradores num modelo conhecido
como encaixe induzido. >

O reconhecimento molecular entre E+S tem um papel fundamental nos
processos bioquimicos essencias a vida, assim, a consideragdo da flexibilidade dos
receptores nos estudos de modelagem molecular permite uma descricdo mais
acurada desses importantes processos bioldgicos, assim como o0s estudos das
interacbes de sistemas farmaco-receptor, importantes para o desenvolvimento de
Novos compostos com acao terapéutica. >°

A metodologia conhecida como Ensemble Docking consiste em usar um
conjunto suficientemente grande de conformacGes diferentes do alvo
macromolecular, com o intuito de incorporar sua flexibilidade. ** Um ligante ent&o é
“‘docado” sequencialmente nas multiplas estruturas do receptor, sendo que o
resultado fornece o modo e intensidade da interagdo receptor-ligante, como no
docking, porém com a vantagem de selecionar a melhor estrutura do receptor para
uma interacdo especifica, avaliando as alteracbes estruturais do receptor que
permitiram uma interacdo mais favoravel deste com determinado ligante. A
construcédo do ensemble pode ser feita, essencialmente de duas formas: a) selecéo
de uma série de estruturas do receptor determinadas experimentalmente e
disponiveis nos bancos de dados; b) selecdo de diferentes conformacgfes do
receptor gerada a partir de simulacdo por Dinamica Molecular. %°7*3

A triagem virtual, onde séao testados milhares (até centenas de milhares) de
compostos que possam ter acdo terapéutica sobre um determinado alvo

macromolecular, € realizada através de algoritmos de Docking, sendo que a
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eficiéncia deste processo pode ser incrementada através da incorporacdo da
flexibilidade dos receptores. °®

Conforme mencionado anteriormente, as estruturas de partida para o Ensemble
Docking podem ser obtidas a partir de simulagbes por DM, o que foi realizado no
presente trabalho. A sequéncia de etapas desta metodologia esta esquematizada na
Figura 16.

DOCKING - receptor rigido

Estruturas de partida para dinamica

DINAMICA

Estruturas para ensemble docking dinamico

ENSEMBLE DOCKING - receptor flexivel

Figura 16: Esquema do Ensemble Docking

As estruturas dos receptores sdo primeiramente obtidas a partir de banco de
dados de estrutura, como o PDB. Em seguida, € realizado docking convencional,
afim obter as estruturas dos complexos RECEPTOR+LIGANTE.

Em seguida, sdo realizadas simulacdes por Dinamica Molecular. A partir das
trajetérias obtidas na DM, podem ser extraidos snapshots a cada intervalo regular de
tempo, assim como é possivel a obtencdo de estruturas a partir da andlise de
clusters, que pode ser realizada a partir de programas de DM, como o g_cluster do
pacote GROMACS. *° Nesta andlise, as diferentes conformacées que o receptor
apresenta sédo avaliadas e agrupadas de acordo com critérios pré-determinados.
Neste caso, conformacdes que possam ter sido negligenciadas na obtencédo por
shapshot, podem ser amostradas apos a clusterizacéo.

Para que os resultados sejam analisados de uma forma mais eficiente e
comparativa, é aconselhavel que as diferentes estruturas dos receptores estejam
ordenadas de maneira analoga umas com as outras. Isso pode ser efetuado

escolhendo-se um grupo especifico pertencente a estrutura do receptor e fazendo a
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sobreposicao deste grupo para todas as estruturas obtidas. Essas etapas, em geral,
sdo realizadas com auxilio de scripts personalizados para cada caso, que
contribuem para aumentar a eficiéncia do processo.

Apéds a obtencado das estruturas dos receptores € realizado entdo novo docking,
cujo ligante pode ser o0 mesmo testado anteriormente, ou uma variedade de outros
ligantes de interesse. Como sdo testadas inuUmeras conformacdes do receptor,
programas de docking que sejam rapidos, como o programa AutoDock Vina, *° sdo
importantes.

Sendo assim, a metodologia do Ensemble Docking permite amostrar diferentes
conformacdes de um determinado receptor, incorporando efeitos de sua
flexibilidade, o que aprimora o estudo das interacdes RECEPTOR + LIGANTE.
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4 PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS

4.1 OBTENCAO DAS ESTRUTURAS

As estruturas das enzimas MAO-A e MAO-B foram obtidas a partir do banco de
dados PDB, PDB-ID 2Z5X, com resolucédo de 2,20 A ?® e 2VRL, resolucéo de 2,40 A
% respectivamente. Os ligantes foram construidos com o programa GaussView 4.1
®1 e otimizados com o programa Gaussian 09, ®* usando método RHF/6-31G(d,p).

Os ligantes escolhidos para o presente trabalho, conforme mostrado na Figura
2, foram: derivados da 1,4-naftoquinona (1,4-NQ) — menadiona, lapachol,
norlapachol, A2, B2 e C2, substratos naturais — dopamina e serotonina, e inibidores
comerciais — clorgilina (seletivo para MAO-A) e selegilina (seletivo para MAO-B).
Como a atividade da MAO requer a presenca do cofator FAD, *® todos os sistemas
denominados MAO-A ou MAO-B, séo constituidos da enzima + FAD. As estruturas
cristalograficas usadas no presente trabalho apresentam o cofator FAD, de modo

gue as suas coordenadas foram mantidas.

4.2 DOCKING

O programa usado para realizacdo do Docking foi o AutoDock 4.2. *® Os
arquivos de entrada (.PDBqt) com as estruturas dos receptores MAO-A e MAO-B

6348 assim como dos diferentes

foram gerados com AutoDockTools 1.5.6 (ADT),
ligantes. As figuras com as estruturas dos complexos E+L foram construidas
também com ADT.

Os parametros escolhidos foram: GRID com 60 x 60 x 60 pontos centrado no
centro geométrico do receptor, Figura 17, algoritmo de busca genético com busca
local LGA (do inglés, lamarckian genetic algorithm), 100 corridas, populagéo inicial
de 50, 5x10" avaliacdes de energia, passo translacional 0,2 A e passos rotacional e
torsional 5°, demais parametros necessarios foram mantidos os padrées do

programa.
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Figura 17: Visualizag&o do grid, centrado na enzima.

O docking foi realizado com os ligantes A2, B2, C2, clorgilina, dopamina,
selegilina e serotonina na sua forma protonada, uma vez que pelas andlises com
MarvinSketch, #* a forma predominante em pH fisioldgico (7,4) é a forma protonada,
além disso, sabe-se que o0s substratos dopamina e serotonina encontram-se na
forma protonada no organismo. 3 O cofator FAD estava na forma oxidada (FAD),

gue é a forma ativa nas enzimas.

Na Figura 18, estdo mostrados os ligantes no estado de protonacdo em que
foram utilizados para o docking.

29



0
H
N T e Y
O‘ NH NFi;
o
0
H
Mo R PN, B o
O‘ NH NF,
|

CH, (I:H3
CH
i : 0 S N A NH, //
HaC

CLORGILINA’
OH
HO
NF,
DOPAMINA

MENADIONA

(o)
O‘ )
o

HyC CH,
NORLAPACHOL

il
CH
w =

NI
©/\'CH/3

SELEGILINA’

HO

N

NH

SEROTONINA

Figura 18: Estrutura dos ligantes no estado de protonagéo usado no docking
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Os resultados do docking foram obtidos a partir de analises de cada um dos
grupamentos (ou clusters) gerados pelo AutoDock, realizadas com auxilio do

programa ADT, as quais incluiram energia e modo de intera¢do enzima-ligante.

4.3 DINAMICA MOLECULAR

Todas as simulacdes por DM foram realizadas usando programas do pacote
GROMACS, 4% com o campo de forca GROMOS 53A6, ®® no ensemble NPT,
temperatura de 310 K, usando o termostato V-rescale °’ e pressdo de 1 bar, com
barostato Parrinello-Rahman. ®® O algoritmo de integracdo utilizado foi o leap-frog,

para constraints, algoritmo LINCS %7

e as interacOes eletrostaticas de longo
alcance foram corrigidas pelo método PME. "* O passo de integracéo foi de 2 fs e as
trajetérias foram salvas a cada 1 ps.

Dados experimentais obtidos por Follmer e colaboradores mostraram que a
menadiona inibe a MAO-B com uma seletividade de cerca de 60 vezes em relacdo a
MAO-A. ?* Ja o ligante A2 tem maior acdo sobre a MAO-A, embora ndo com o
mesmo grau de seletividade observado para a menadiona. O ligante lapachol ndo
apresentou acdo sobre a MAO-A e pouca atividade sobre a MAO-B. Além desses
fatores, a presenca da porcao 1,4-NQ nos trés ligantes, com diferenca de tamanho
de seus substituintes na posicdo 2, permite uma analise comparativa de suas
interacdbes com as enzimas MAO-A e MAO-B. Assim, esses ligantes foram
selecionados para a DM, além dos substratos naturais dopamina e serotonina, e das
enzimas livres (sem ligante). Os sistemas escolhidos para a DM estao listados na

Figura 19.

'MAO-A 'MAO-B

IMAO-A + A2 MAO-B + A2
MAO-A + DOPAMINA| [MAO-B + DOPAMINA |
MAO-A + LAPACHOL| |MAO-B + LAPACHOL |

MAO-A + MENADIONA| [MAO-B + MENADIONA

Figura 19: Sistemas selecionados para as simulacdes de Dindmica Molecular.
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Devido ao fato da MAO apresentar um sitio ativo definido, as simulacdes
foram realizadas com as estruturas de partida contendo o ligante posicionado na
regido do sitio ativo, cujas coordenadas dos complexos E+L foram obtidas a partir de
docking. Na Figura 20, sdo mostradas as estruturas de partida para a DM, dos
sistemas MAO-A + LIGANTES, enquanto que na Figura 21, para MAO-B +
LIGANTES. Para os sistemas sem ligante foram usadas diretamente as
coordenadas das estruturas cristalograficas da MAO-A + FAD e da MAO-B + FAD,
apenas cadeia A, PDB-ID 275X % e 2VRL, ®° respectivamente. A topologia dos
receptores foi obtida com software pbd2gmx do pacote GROMACS. Ja a topologia
dos ligantes foi obtida a partir do PRODRG, "? com alteracéo das cargas, obtidas
pelo método AM1-BCC. ™ A topologia do FAD também foi obtida pelo PRODRG,
porém suas cargas foram obtidas a partir do estudo realizado por Lemkul e
colaboradores. "

Cada um dos sistemas foi inserido em caixa cubica, com moléculas de agua
do tipo SPC. ® Foi realizado uma minimizacédo de energia, através do algoritmo

% seguida da insercdo de fons, com intuito de aproximar os

steepest descente,
sistemas das condicoes fisiologicas. Novamente os sistemas foram submetidos a
minimizacdo de energia e entdo foi efetuada a rampa de aquecimento, com
simulacbes curtas de 50 ps para cada temperatura, de 100 a 300 K, com
incrementos de 50 K, mais 50 ps de simulacdo na temperatura de 310 K. Os
sistemas obtidos através dessas etapas foram considerados o TEMPO ZERO (0Ons)
da DM. Entéo, procedeu-se a etapa de producdo, sendo que o tempo total de
simulacédo para cada um dos seis sistemas foi de 100 ns.

As andlises das simulacdes de DM foram realizadas através de moédulos do
pacote GROMACS, incluindo avaliagdo da evolugdo da estrutura média (RMSD),
mobilidade relativa de segmentos (RMSF), ligacbes de hidrogénio intermolecular,
distancias e angulos entre residuos da enzima, e outras andlises estruturais que
serdo discutidas no capitulo 5.2. Os graficos e figuras contidos neste trabalho foram

gerados pelos programas XMGRACE, ’* MarvinSketch, Rasmol ®° e ADT.
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Figura 20: Estruturas de partida para DM, enzima MAO-A, com os diferentes ligantes, destacados
com padrédo de cor por tipo atémico.
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Figura 21: Estruturas de partida para DM, enzima MAO-B, com diferentes ligantes, destacados com
padrao de cor por tipo atdmico.
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4.4 ENSEMBLE DOCKING

A metodologia de Ensemble Docking aplicada no presente trabalho, foi realizada
com o programa AutoDock Vina (VINA), ** com auxilio de programas do pacote
GROMACS além de scripts escritos pelo nosso grupo de pesquisa.

A sequéncia de etapas do Ensemble Docking aplicada no presente trabalho esta
esquematizada na Figura 16. As estruturas do receptor, tanto MAO-A quanto MAO-
B, foram obtidas ao longo dos 100 ns de simulacbes por Dinamica Molecular, de
todos os sistemas simulados. Foram extraidos shapshots de 1 em 1 ns da DM, o
ligante original foi retirado, sendo que para cada estrutura do receptor foi realizado
sobreposi¢cdo com a estrutura inicial (tempo ZERO), tendo como referéncia o FAD. O
centro geométrico das enzimas foi calculado e cada uma das estruturas foi
convertida em arquivo de entrada para a execucao do docking (arquivo de extensao
PDBQT), que foi realizado em triplicata, das enzimas MAO-A e MAO-B com os
ligantes A2, dopamina, menadiona e serotonina, listados na Figura 18.

Também foram realizados docking considerando-se conformac6es da MAO-A
e MAO-B obtidas através da DM, mas ao invés de snapshots a cada 1 ns, foram
selecionadas estruturas obtidas apds a clusterizacdo, realizada com programa
g_cluster do pacote GROMACS. Esta etapa foi realizada com a finalidade de
amostrar 0 maior numero possivel de conformacfes dos receptores. As andlises
foram realizadas somente com as conformacfes de menor energia para cada
complexo ENZIMA + LIGANTE.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DOCKING

No docking, as conformacdes que apresentam diferenca de RMSD menor que
2,0 A, sdo agrupadas em um mesmo conjunto (ou cluster), sendo este cluster
representado pela estrutura de menor energia. Os resultados obtidos no docking
para os sistemas MAO-A + LIGANTES e MAO-B + LIGANTES s&o mostrados na
Tabela Ill, onde estéo listadas as energias de interacdo E+L e também a relacdo das
ligagdes de hidrogénio (HB) entre a enzima e o ligante.
Comparando-se MAO-A com MAO-B, a avaliacdo do escore da interacdo E+L
permite identificar a interacdo da menadiona com a MAO-B mais favoravel do que
com a MAO-A, concordando com resultados experimentais. ?* Da mesma forma,

% que apresentou interacdo mais

para o inibidor seletivo da MAO-B, selegilina,
favoravel com a MAO-B.

Além da avaliacdo do escore da interagdo E+L, a analise do modo como um
ligante interage com o receptor € bastante importante para o entendimento desses
sistemas. Tanto a MAO-A quanto a MAO-B apresentam sitio ativo definido, %
portanto, a avaliacdo das interacfes dos ligantes com residuos da regido catalitica é
fundamental na tentativa de entender as seletividades observadas
experimentalmente. Assim, resultados experimentais mostraram que o ligante A2
tem uma acéo seletiva sobre a MAO-A, ** o0 que também foi observado no docking,
sendo que, além da energia mais favoravel com a MAO-A, o ligante A2 interage
através de ligacdo de hidrogénio (HB) com o FAD, enquanto que com a MAO-B nédo
apresenta nenhuma HB.

As consideracdes estruturais, como o modo de ligacao (pose) e a avaliagao
das interagbes com residuos importantes do sitio ativo sdo bastante importantes
para a analise do docking, uma vez que a analise somente através da energia de
interacdo nao € aconselhavel, tendo em vista que o erro padrdo do programa

AutoDock é de 2-3 kcal/mol na predigdo da energia livre de ligagéo. 48
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Tabela lll: Rresultados docking MAO-A e MAO-B, energias e ligacdes de hidrogénio (HB).

MAO-A MAO-B
energia energia
LIGANTE L HB L HB
(kcal.mol™) (kcal.mol™)

A2 -9,04 FAD -6,41
B2 9,84 e -8,30 GIn206, Tyr60
Cc2 -8,10 Gly214 -4,60 FAD, Gly205
CLORGILINA -7,70 Phe208 -7,84 l1e198
DOPAMINA -5,85 Phe208, ILE180, -5,93 FAD, Cys172, Tyr188

Asnl181
LAPACHOL -7,21 Asnl81, Tyr444 -6,75
MENADIONA -554 e -6,01 Tyrl88
NORLAPACHOL -6,89 Asnl181 -6,44 Tyr435
SELEGILINA -6,80 GIn215 -6,95 GIn206
SEROTONINA -6,86 Tyr444, Asn181, -7,02 Cys172, GIn206,

Phe208 Tyrl88

Na Tabela IV sdo mostradas as interacdes de cada ligante, derivado da 1,4-
NQ, com a MAO-A, sendo que os residuos destacados em negrito foram
determinados experimentalmente como constituintes do seu sitio ativo, assim como
os destacados na Tabela V, para a MAO-B. %

No caso da MAO-B com a menadiona, observa-se a formacéo de ligacao de
hidrogénio do ligante com o residuo Tyrl188. Este residuo esta localizado abaixo da
"gaiola aromatica”, uma regiao bastante importante no mecanismo de acao da MAO.
Esta é uma regido importante na orientacdo do substrato no sitio ativo, mas também
pode estar diretamente envolvida nas transferéncias de préton dos mecanismos
propostos, mostrados no capitulo 2.5. 23

Na Tabela V sdo mostradas as interacdes de cada ligante, derivado da 1,4-NQ,
com a MAO-B sendo HB as interagdes do tipo ligacédo de hidrogénio.
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Tabela IV: Relacdo das interacdes entre os ligantes derivados da 1,4-NQ, A2, B2, C2,
menadiona, lapachol e norlapachol, com a MAO-A.

LIGANTE

- A2 B2 C2 LAPACHOL MENADIONA NORLAPACHOL
RESIDUO
FAD HB X X X
Tyr69 X X
Val70 X
GIn74 X X
lle180 X X X X
Asn181 X X X HB
Tyrl97 X X X
lle207 X X X X
Phe208 X X X X
Val210 X
Gly214 X HB
GLN215 X X X
CYS323 X X X
lle325 X
ILE335 X X X X
Leu337 X X X
Met350 X X
Phe352 X X X X
Tyrd07 X X X X
Gly443 X X
Tyrd44 X X X HB

HB = ligac&o de hidrogénio e X = intera¢do do tipo VDW
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Tabela V: Relacéo das interacdes entre os ligantes derivados da 1,4-NQ, A2, B2, C2, menadiona,
lapachol e norlapachol, com a MAO-B.

LIGANTE

- A2 B2 C2 LAPACHOL MENADIONA NORLAPACHOL
RESIDUO
FAD X X HB X X X
Tyr60 X HB X X
GIn65 X X X
Phe168 X X
Leul71 X X X X X X
Cysl172 X X X X X X
Tyr188 X X X HB
11e198 X X
lle199 X X X X X
Gly205 X X HB
GIn206 X HB X X X
Tyr326 X X X X
Leu328 X
Met341 X
Phe343 X X X X X
Tyr398 X X X X X X
Gly434 X X
Tyr4d35 X X X X X HB

HB = ligac&o de hidrogénio e X = intera¢do do tipo VDW

Nas figuras a seguir, s&o mostrados os modos de interacdo de alguns ligantes
com a MAO-A e com a MAO-B, incluindo os residuos com os quais o ligante interage

por ligacdo de hidrogénio, conforme listado na Tabela IV e também na Tabela V.
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Figura 22: InteracGes entre o ligante A2 (azul) com residuos da MAO-A.

Comparando-se o modo de interacéo do ligante A2 com a MAO-A, Figura 22,
e com a MAO-B, Figura 23, vemos que, além da HB com o FAD no primeiro caso, 0
grupo benzil esta localizado quase paralelo aos residuos Tyr407 e Tyr444, o que
pode estabilizar esta interagdo e explicar a seletividade observada

experimentalmente. *®

Figura 23: Interacdes entre o ligante A2 (azul) com residuos da MAO-B.
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Figura 24: InteracGes entre o ligante menadiona (vermelho) com residuos da MAO-A.

No caso da menadiona, sua interacdo com a MAO-B, Figura 25, mostra a
interacdo da porcdo 1,4-NQ quase paralela aos residuos do "sanduiche aroméatico",
Tyr398 e Tyr435, além da HB com a Tyrl88. Existe também uma interacdo com o
cofator FAD, que ndo aparece no sistema MAO-A + menadiona. Esses fatores

podem ser importantes na tentativa de explicar a seletividade experimental. 2*

J
434
1 435

188

CYSs172

Figura 25: InteragGes entre o ligante menadiona (vermelho) com residuos da MAO-B.
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Na Tabela VI, estéo listadas as interagdes dos inibidores comerciais, clorgilina
e selegilina, e os substratos dopamina e serotonina, com a MAO-A.

Tabela VI: Relacdo das interacdes entre os ligantes clorgilina, dopamina, selegilina e serotonina, com

a MAO-A.
LIGANTE
- CLORGILINA DOPAMINA SELEGILINA SEROTONINA
RESIDUO
FAD X X
lle180 X HB X X
Asnl181 X HB X
lle207 X X
Phe208 HB HB X
Val210 X
GLN215 X X HB X
ILE335 X X X
Thr336 X
Leu337 X X
Met350 X
Phe352 X
Tyr407 X X X X
Tyrd44 X X X X

HB = ligac&o de hidrogénio e X = intera¢éo do tipo VDW
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Na Tabela VII, estdo listadas as interacbes dos inibidores comerciais e

substratos com a MAO-B.

Tabela VII: relacdo das interagBes entre os ligantes clorgilina, dopamina, selegilina e serotonina, com

a MAO-B.
LIGANTE CLORGILINA DOPAMINA SELEGILINA SEROTONINA
FAD X HB X X
Tyr60 X
Leul71l X X
Cysl72 X HB X HB
Tyrl88 X HB X HB
lle198 HB X X
lle199 X X
GIn206 X X HB HB
Tyr326 X
Tyr398 X X X X
Gly434 X
Tyr4a35 X X X X

HB = ligac&o de hidrogénio e X = intera¢cédo do tipo VDW

Nas Figura 26 e Figura 27, sdo mostradas as intera¢des do ligante dopamina

com a MAO-A e MAO-B, respectivamente. Pode-se observar que, de forma similar a

MENADIONA, a posicdo da DOPAMINA é bastante proxima a "gaiola aromatica" na

interacdo com a MAO-B, enquanto que na MAO-A esta mais afastada desta regiéo.

Além disso, a DOPAMINA com a MAO-B apresenta interacdo com o FAD.
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Figura 26: InteracGes entre o ligante dopamina (magenta) com residuos da MAO-A.

Figura 27: InteragGes entre o ligante dopamina (magenta) com residuos da MAO-B.
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Figura 28: Interagfes entre o ligante serotonina (ciano) com residuos da MAO-A.

No caso da interacdo da MAO-A e MAO-B com a serotonina, Figura 28 e
Figura 29 é possivel ver que a orientagcdo do ligante é relativamente diferente para

cada uma das isoformas.

L

Figura 29: Interacdes entre o ligante serotonina (ciano) com residuos da MAO-B.
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Os resultados obtidos no docking permitem avaliar interacfes importantes dos
ligantes com cada uma das isoformas, na tentativa de entender a seletividade

observada experimentalmente.

5.2 DINAMICA MOLECULAR

As analises realizadas a partir das trajetorias obtidas nas simulacdes por DM
dos diferentes sistemas mostrados na Figura 19, foram realizadas através de
programas do pacote GROMACS, sendo os graficos gerados pelo XMGRACE e as
figuras das enzimas com ADT.

Na Figura 30, vemos a estrutura da MAO-A, sem ligante, em snapshots
retirados ao longo da DM, estrutura inicial ou tempo zero (cinza), apés 10 ns (roxo),
apoés 50 ns (verde) e apdés 100 ns (laranja). E possivel ver que a enzima sofre
alteracdes conformacionais significativas na regido C-terminal, como era esperado,
uma vez que esta € a regido de ligacdo com a membrana, sendo que no presente
trabalho ndo foram realizadas simulagcées em membrana.

Estudos computacionais, por DM, da MAO-A e da MAO-B em membrana
mostraram a importancia da regido transmembrana nos processos mecanisticos da
MAO. 88182 Ng entanto, a auséncia da consideracdo da membrana néo prejudica a
analise dos resultados no presente trabalho, uma vez que o foco principal € com
relacdo as interacbes na regido do sitio ativo, relativamente afastada da por¢éo
transmembrana.

Os demais sistemas simulados, mostrados na Figura 19, com a MAO-A
apresentaram comportamento bastante similar ao da Figura 30. Analogamente,
todos os sistemas com a MAO-B também apresentaram alteracdo conformacional
significativa nesta regido, como mostrado na Figura 31, para a DM da MAO-B sem
ligante.

As alteracbes que possam ocorrer na regido do sitio ativo devem ser
investigadas, assim como as diferencas conformacionais entre cada um dos

sistemas.
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Figura 30: Sobreposi¢édo da estrutura inicial da MAO-A sem ligante (cinza), apés 10 ns (roxo), 50 ns
(verde) e 100 ns (laranja).

47



Figura 31: Sobreposicdo da estrutura inicial da MAO-B sem ligante (cinza), apds 10 ns (roxo), ap6s
50 ns (verde) e apds 100 ns (laranja).
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A evolugdo da estrutura média para os diferentes sistemas foi avaliada
através da analise do desvio médio quadratico RMSD (do inglés, Root Mean Square
Deviation) das posi¢cdes atdmicas, em relacdo a uma estrutura de referéncia. Na
Figura 32, vemos o grafico de RMSD, considerando-se o complexo formado por
MAO-A + LIGANTE e também o sistema MAO-A + FAD, denominado sem ligante, e

de forma analoga para a MAO-B, na Figura 33.

RMSD complexo RMSD complexo
MAO-A MAO-A
0.8
I Y’l WWUMW .
20T AL il e AN oy
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2 0.4_ 2
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0.2 DOPAMINA 0.2 LAPACHOL
MENADIONA
O L 1 L 1 1 1 L L L 0 L Il L 1 1 1 L L L
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Tempo (ns) Tempo (ns)
(a) (b)

Figura 32: RMSD do complexo para os diferentes sistemas com a MAO-A, (a) sem ligante, dopamina
e serotonina, (b) A2, lapachol e menadiona.

Comparando a Figura 32 com a Figura 33, vemos que os valores de RMSD

dos complexos sédo menores para MAO-B do que para MAO-A.

RMSD complexo RMSD complexo
MAO-B MAO-B
0,80} sem ligante 0.80F A2
DOPAMINA | LAPACHOL
MENADIONA
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=) =
£ ‘ sl £
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Figura 33: RMSD do complexo para os diferentes sistemas com a MAO-B, (a) sem ligante, dopamina
e serotonina, (b) A2, lapachol e menadiona.
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A hélice C-terminal da MAO-A e da MAO-B é a regido de insercdo das
enzimas na membrana mitocondrial. Como as simulacdes foram realizadas sem a
membrana, esta regido tem sua estrutura bastante modificada ao longo da DM,
assim, como mostrado na Figura 30 e na Figura 31. Para comparar melhor MAO-A
com MAO-B, foram analisados os graficos de RMSD do complexo, porém
desconsiderando a regido C-terminal de ambas as enzimas. Neste caso, os valores
de RMSD sao mais similares para a MAO-A e MAO-B, ainda assim, os complexos
envolvendo a MAO-B apresentam comportamento mais monotonico do que o0s

complexos com a MAO-A.
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Figura 34: RMSD do complexo para os diferentes sistemas com a MAO-A, sem por¢éo C-terminal,
(a) sem ligante, dopamina e serotonina, (b) A2, lapachol e menadiona.

Considerando-se a analise de RMSD, é importante salientar que as
simulacdes realizadas da MAO-A com os ligantes, MENADIONA, LAPACHOL e A2,
Figura 34, apresenta convergéncia a partir dos 80 ns de simulagédo, enquanto nos
demais sistemas isso ocorre a partir de 70 ns. Além disso, o0 substrato
SEROTONINA, especifico para MAO-A, provoca uma alteracdo maior nessa

isoforma, do que na MAO-B.
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Figura 35: RMSD do complexo para os diferentes sistemas com a MAO-B, sem porcéao C-terminal, (a)
sem ligante, dopamina e serotonina, (b) A2, lapachol e menadiona.

Analisando as ligacbes de hidrogénio, Figura 36, vemos que o ligante A2
apresenta uma ou até duas ligacdes de hidrogénio com o cofator FAD na MAO-B, o
que também ocorre com MAO-B + serotonina. J& o substrato dopamina apresenta
no maximo uma HB com a MAO-B. Com relacdo a MAO-A, nao foi observada HB
entre o cofator FAD e os ligantes estudados.

No entanto, considerando-se o numero de ligacdes de hidrogénio entre os
diferentes ligantes e residuos da MAO-A e MAO-B, Figura 37 e Figura 38, vemos
que o comportamento é bastante similar comparando-se um mesmo ligante com
MAO-A ou MAO-B, resultado que pode demonstrar a similaridade do ambiente na
regiao do sitio ativo das duas isoformas.

O ligante que apresenta diferenca mais significativa entre as duas isoformas é
a menadiona, que apresenta no maximo uma HB com a MAO-B, sendo que na maior
parte do tempo ndo forma nenhuma. Ja com a MAO-A, é possivel observar a

formacao de duas ou até trés HBs em alguns instantes da simulacéo.
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Figura 36: Ligacdes de hidrogénio entre o FAD da MAO-B e os ligantes dopamina, serotonina e A2.

A partir da Tabela VIII, onde estdo listados o numero médio de ligacdes de

hidrogénio entre a MAO-A e MAO-B, com os diferentes ligantes, é possivel ver que

0s substratos dopamina e serotonina apresentam cerca de 2 HB tanto com a MAO-A

guanto com a MAO-B. Ja para os ligantes A2 e lapachol este valor € mais proximo

de 1. O ligante menadiona apresenta valores proximos de zero, no entanto, observa-

se que a meédia para MAO-A é maior que o dobro da média para MAO-B.

Tabela VIII: Nomero médio de ligacdes de hidrogénio

LIGANTE MAO-A MAO-B
A2 0,94 1,42
DOPAMINA 2,21 2,24
LAPACHOL 0,70 0,82

MENADIONA 0,22 0,09
SEROTONINA 2,46 2,02
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A pequena diferenca no numero médio de HB entre a menadiona e as duas
isoformas da MAO, pode demostrar que a alta afinidade da interacdo da menadiona
com a MAO-B, cerca de 60 vezes maior do que com a MAO-A, deva ter a
contribuicdo de interacBes de outra natureza, como dispersivas, por exemplo.

A avaliagdo de regides proximas ao sitio ativo que possam interferir na
afinidade com os diferentes ligantes, como as algas descritas no capitulo 2.2, é
importante para um entendimento mais detalhado dos receptores MAO-A e MAO-B .
Diferencas conformacionais dessas alcas podem afetar a especificidade de
substratos e inibidores, embora essas duas regides sejam bastante similares na
MAO-A e MAO-B. ?° A alca em verde, designada por alca da superficie do sitio ativo,
€ envolvida no acesso a entrada da cavidade do sitio ativo. Ja a alca em preto,
designada como alca da cavidade do sitio ativo, esta bastante proxima da cavidade

do substrato, podendo ser uma regido importante na seletividade de substratos e
inibidores.
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Figura 37: Ligacdes de hidrogénio entre a MAO-A e os ligantes (a) dopamina, (b) menadiona, (c)
serotonina e (d) A2.
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Figura 38: Ligacdes de hidrogénio entre a MAO-A e os ligantes (a) dopamina, (b) menadiona, (c)
serotonina e (d) A2.

Figura 39: Visualizagdo da alca da superficie do sitio ativo, em verde, e al¢a da cavidade do sitio

ativo, em preto.
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Com a finalidade de avaliar aspectos estruturais da alca da superficie do sitio
ativo e da alca da cavidade do sitio ativo, assim como diferencas entre elas, foram

selecionados 8 residuos para cada alca, que estdo listados na Tabela IX. 2>22°

Tabela IX: Sequéncia de residuos representantes da alca da superficie e da alca da cavidade do sitio
ativo, para MAO-A e MAO-B.

alca da superficie alca da cavidade
MAO-A MAO-B MAO-A MAO-B
Glyll0 Gly101 Ser209 Ser200
Alall1l  Prol02 Val210 Thr201
Phell2 Phel03 Thr211 Thr202
Prol1l3 Prol04 Asn212 Asn203
Prol114 Prol05 Gly213 Gly204
Valll5 Vall06 Gly214 Gly205
Trpll6  Trpl07 GIn215 GIn206
Asnl1l7 Asnl08 Glu216 Glu207

Segundo Son e colaboradores, %° a flexibilidade da alca da superficie do sitio
ativo e o ancoramento da enzima na membrana sdo essenciais no controle do
acesso do substrato no sitio ativo. Além disso, deve ocorrer a movimentacdo de
residuos da cavidade do sitio ativo, para que o substrato seja metabolizado. %°

Avaliando a distancia entre o primeiro e o ultimo residuo das alcas da superficie
do sitio ativo e da cavidade do sitio ativo (escolhidos conforme Tabela 1X), vemos
gue a alca da superficie apresenta uma amplitude (abertura) maior do que a al¢ca da
cavidade do sitio ativo, o que esta de acordo com a visualizagdo na Figura 39. Além
disso, a alca da superficie apresenta comportamento menos monotonico do que a
alca da cavidade, ou seja, essa alca apresenta menor restricdo ao movimento do

que a alca da cavidade.
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Figura 40: Distancia entre os residuos Gly110 e Asn117, extremidades da alca da superficie do sitio
ativo, para MAO-A.

O comportamento para MAO-A e para MAO-B é bastante similar, porém para
os ligantes serotonina e A2 a diferenca € mais acentuada. Além disso, de maneira
geral, os sistemas com a maior apresentam distancias um pouco maiores do que
com a MAO-B.
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Figura 41: Distancia entre os residuos Gly101 e Asn108, extremidades da al¢a da superficie do sitio
ativo, para MAO-B.

Monitorando a distancia entre os residuos Ser209-Glu216 (MAO-A) e Ser200-
Glu207 (MAO-B), Figura 42 e Figura 43, vemos que as diferengas mais significativas
entre MAO-A e MAO-B sé@o com relacéo as enzimas sem ligante, e com os ligantes
menadiona e A2. Esses ligantes, com a MAO-A, apresentaram distancias maiores
do que com a MAO-B. Isso esta de acordo com resultados experimentais, que
mostraram que o al¢a da cavidade do sitio ativo no caso da MAO-A apresenta uma

conformac&o mais estendida, enquanto o da MAO-B é mais compacto.®’
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Distancia Ser209 - Glu216 Distancia Ser209 - Glu216
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Figura 42: Distancia entre os residuos Ser209 e Glu216, extremidades da al¢a da cavidade do sitio
ativo.
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Figura 43: Distancia entre os residuos Ser200 e Glu207, extremidades da alga da cavidade do sitio
ativo.

Os residuos Phell2 e Phel03, respectivamente para MAO-A e MAO-B, sdo
residuos situados na curva da alca da superficie do sitio ativo. O monitoramento das
distancias entre esses residuos e o FAD, Figura 44 e Figura 45 para MAO-A e MAO-

B, respectivamente, permite avaliar a mobilidade desta alga.
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Distancia FAD - Phel12
MAO-A
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Figura 44: Distancia entre o FAD e o residuo Phel12 da alca da superficie do sitio ativo, para MAO-A

E possivel ver que todos os sistemas da MAO + LIGANTES, seja MAO-A ou
MAO-B, apresentam flutuacbes, enquanto que para as enzimas sem ligante, esse
alca permanece quase inalterado. Além disso, para todos os sistemas os valores
sdo diferentes para MAO-A e MAO-B. No entanto, o perfil das curvas para é
bastante semelhante quando comparadas MAO-A e MAO-B, sendo que a maioria

dos sistemas MAO+LIGANTE apresenta um aumento nessa distancia.
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Figura 45: Distancia entre o FAD e o residuo Phe103 do alca da superficie do sitio ativo, para MAO-B

Com relacao ao alca da cavidade do sitio ativo, os residuos Gly213 e Gly204,
MAO-A e MAO-B respectivamente, estdo situados na curva da alca. Assim, de
maneira analoga ao discutido acima, o monitoramento da distancia entre esses
residuos e o FAD pode dar uma ideia da mobilidade desta regiao.
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Distancia entre FAD - Gly213 Distancia FAD - Gly213
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Figura 46: Distancia entre o FAD e o residuo Gly213 da alca da superficie do sitio ativo, para MAO-A

Neste, caso, 0s sistemas apresentam comportamento mais similar entre si.
No caso do ligante menadiona, vemos que a distancia Gly-FAD € maior no sistema
com a MAO-A do que para MAO-B. Assim, pode-se inferir que o sitio ativo da MAO-

B com o ligante menadiona esta mais “compacto” do que com a MAO-A.
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Figura 47: Distancia entre o FAD e o residuo Gly204 da alca da superficie do sitio ativo, para MAO-B

Na Figura 48, sdo mostrados alguns residuos que fazem parte do sitio ativo
da MAO-A e MAO-B. Vemos que na regido central do sitio ativo, trés residuos sao
diferentes quando comparadas MAO-A e MAO-B, séo eles: Asnl181, Phe208 e
lle335 para MAO-A, Cys172, 1le199 e Tyr326 para MAO-B. Analises desses residuos

sdo importantes para o entendimento das interacbes de cada uma das isoformas
com substratos e/ou inibidores.
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Figura 48: Alguns residuos do sitio ativo da MAO-A (a) e da MAO-B (b).

EADS01

Analisando a mobilidade relativa, através do RMSF (do inglés, Root Mean

Square Fluctuation) de alguns residuos que fazem parte do sitio ativo das enzimas

(mostrados na Tabela I,

capitulo 2.2.2), vemos que para o caso da MAO-A o

residuo Phe208 apresenta a maior mobilidade para todos os sistemas, com excecao

do sistema MAO-A + lapachol.
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Figura 49: RMSF ligantes do sitio ativo da MAO-A.
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Comparando-se MAO-A sem ligante com MAO-A + lapachol, vemos que
engquanto para o primeiro sistema o residuo Asnl181 apresenta a menor mobilidade,
para o segundo caso, este residuo tem a maior mobilidade. Essas anélises permitem
que sejam avaliadas alteracdes estruturais no sitio ativo das enzimas, quando
complexada com diferentes ligantes, ou das enzimas livres. Outra constatacédo é que
os residuos do "sanduiche aromatico”, tanto da MAO-A quanto da MAO-B,
apresentaram mobilidades semelhantes, com excecdo dos sistemas MAO-A +

menadiona e MAO-B sem ligante.
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Figura 50: RMSF ligantes sitio ativo da MAO-B.
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Ja para os sistemas com a MAO-B, o residuo Leu88 é o que apresentou a
maior mobilidade para a maioria dos sistemas. Ja o residuo correspondente na
MAO-A, Leu97 apresentou comportamento praticamente igual em todos o0s
sistemas.

Esses residuos sédo os mais distantes do FAD, dentro da regido do sitio ativo,
como visualizado na Figura 48. Monitorando as distancias entre Leu97-FAD, para
MAO-A e Leu88-FAD para MAO-B, Figura 51 e Figura 52, respectivamente, vemos
que os valores sdo bastante préximos para as duas enzimas, no entanto, para o
sistema MAOB + menadiona, ocorre uma aproximacao da Leu88 com o FAD, o que
permite inferir que o sitio ativo pode apresentar um encurtamento da sua cavidade

do substrato, devido as alteracdes conformacionais da Leu88.
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Figura 51: Distancia entre FAD e o residuo Leu97, MAO-A.

Se compararmos a flutuac&o no valor da distancia entre Leu97-FAD e Leu88-
FAD para os sistemas com 0s substratos naturais, vemos que o sistema MAO-A +
dopamina apresenta oscilagdes mais brandas do que a MAO-B + dopamina, assim
como MAO-A sem ligante comparada com MAO-B sem ligante. J& o sistema MAO-A
+ serotonina apresenta maiores oscila¢cdes do que MAO-B + serotonina. Além disso,

a distancia Leu-FAD é maior para MAO-B do que para MAO-A, com esses ligantes.
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Figura 52: Distancia entre o FAD e o residuo Leu88 MAO-B.

Foi calculada experimentalmente a distancia da superficie da cavidade de
entrada ao FAD, para MAO-B complexada com a benzilamina, cujo valor é de cerca
de 20 A. % Este valor esta proximo aos valores obtidos para a distancia Leu88-FAD,
dos sistemas MAO-B + LIGANTES, com exce¢dao da MAO-B+menadiona, conforme
mencionado anteriormente.

Analogamente, podemos analisar a distancia entre os residuos Glu216 e
Phe352 (MAO-A, Figura 53) e Glu207 e Phe343 (MAO-B, Figura 54), que séao dois

residuos localizados na metade do sitio ativo e a distancia entre eles pode
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corresponder a largura da cavidade do substrato. Neste caso, pode-se observar que
os valores com relagdo a MAO-B sdo, de um modo geral, menores que para MAO-A,
ou seja, a cavidade do substrato € mais estreita para MAO-B e mais larga para

MAO-A, o que esta de acordo com resultados experimentais. >’
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Figura 53: Distancia entre os ligantes Glu216 e Phe352, MAO-A.

Foi constatado experimentalmente, que a cavidade do sitio ativo da MAO-A é
mais larga e curta do que a da MAO-B, que é mais comprida e estreita. Também nao
apresenta a natureza dipartida da cavidade da MAO-B. Os residuos Phe208 e
lle335, para MAO-A e Ile199 e Tyr326, para MAO-B, sdo importantes na seletividade

de substrato e inibidor entre as enzimas. 2’
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Figura 54: Distancia entre os residuos Glu207 e Phe343, MAO-B.

A comparacao estrutural das enzimas MAO-A e MAO-B humanas auxilia no

design de inibidores mais especificos. A estrutura da gaiola aromatica € idéntica

para ambas as enzimas, o que é um indicio de que o mecanismo de agcao possa ser

0 mesmo.

As Figura 55 e Figura 56 mostram a distancia entre os residuos do
"sanduiche aromatico", Tyr407/Tyr444 para MAO-A e Tyr398/Tyr435 para MAO-B.
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Figura 55: Distancia entre os residuos do "sanduiche aromatico" Tyr407 e Tyr444, MAO-A.
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Figura 56: Distancia entre os residuos do "sanduiche aromatico" Tyr398 e Tyr435, MAO-A.

Observa-se que para a MAO-A, os sistemas sem ligante, com dopamina,
serotonina, menadiona apresentam valores muito proximos para a distancia Tyr407-
Tyr444. Através das Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e Figura 61 é
possivel observar que os ligantes dopamina e menadiona nao estdo inseridos na
"gaiola aromatica”, enquanto que o ligante A2, Figura 60, esta posicionado entre 0s
dois residuos tirosina do "sanduiche aromatico". Isso, obviamente, faz com que a
distancia entre eles, nesse caso, seja maior.

Ja para o caso da MAO-B com dopamina, Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada., vemos que o ligante esta inserido no "sanduiche aromatico”, assim
como o ligante menadiona.
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As Figura 57 e Figura 58 mostram a distancia entre o residuo lle335 e Phe208
para MAO-A e entre Tyr326 e lle199 para MAO-B.
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Figura 57: Distancia entre os residuos lle335 e Phe208, MAO-A.
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Figura 58: Distancia entre os residuos Tyr326 e lle199, MAO-B.

E possivel observar que para os sistemas sem ligante, com dopamina e com
serotonina, a distancia € bastante similar para 1le335-Phe208 e Tyr326-1le199. Ja
para o sistema MAO-A + A2, a distancia lle335-Phe208 aumenta no decorrer da
simulagdo, enquanto que para MAO-B + A2, a distdncia ente os residuos
correspondentes Tyr326-1le199 permanece inalterada. Com relacdo ao sistema com
o ligante menadiona, a distancia entre Tyr326-1€199 é menor do que lle335-Phe208.
No caso da MAO-B + menadiona, o ligante esta posicionado entre os residuos do
"sanduiche aromatico”, um pouco mais afastado dos residuos Tyr326 e lle 199, em

comparacao com os residuos correspondentes na MAO-A lle335 e Phe208.
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As Figura 59 a Figura 63, mostram a sobreposicao das estruturas obtidas ao
longo da DM, tempo zero (cinza), apos 10 ns (roxo), apos 50 ns (verde) e no final

dos 100 ns (laranja).

“gaiola aromatica”

W
llesda Phe208

Figura 59: MAO-A sem ligante — sobreposicao das estruturas inicial (cinza), ap6s 10 ns (roxo), 50 ns
(verde) e 100 ns (laranja).

O ligante A2, complexado com a MAO-A, Figura 60, assim como o ligante
menadiona complexado com MAO-B, Figura 64, apresentam a porcao 1,4-NQ
localizada na regido da “gaiola aromatica”. Isto faz com que os residuos
Tyrd07/Tyr444 (MAO-A) e Tyr398/Tyr435 (MAO-B) fiqguem quase paralelos durante
toda a simulacdo. Além disso, vemos que o ligante menadiona fica praticamente na
mesma posi¢do ao longo de toda a simulacdo com a MAO-B. No entanto, com

relacdo & MAO-A, sua posicao é alterada com relacdo a estrutura de partida.
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“gaiola aromatica”

lle335

y Phe208

Figura 60: MAO-A + A2 — sobreposicao das estruturas inicial (cinza), ap6s 10 ns (roxo), 50 ns (verde)
e 100 ns (laranja).

Com relacdo as enzimas sem ligante, Figura 59 e Figura 62, vemos que 0S
residuos do "sanduiche aromatico" apresentam alteragéo conformacional, sendo que
na MAO-B, o residuo Tyr398 fica quase paralelo ao FAD.

Além disso, os residuos Tyr326 e 1le199 no sitio ativo da MAO-B com a
menadiona parecem estar se afastando um do outro, como mostrado na Figura 58,

cuja curva esta levemente ascendente.
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“gaiola aromatica”

l1e335

Phe208

Figura 61: MAO-A + menadiona — sobreposicao das estruturas inicial (cinza), apos 10 ns (roxo), 50 ns
(verde) e 100 ns (laranja).

“gaiola aromatica”

lle199

Figura 62: MAO-B sem ligante — sobreposicéo das estruturas inicial (cinza), apés 10 ns (roxo), 50 ns
(verde) e 100 ns (laranja).
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“gaiola aromatica”

lle199

Figura 63: MAO-B + A2 — sobreposigdo das estruturas inicial (cinza), apds 10 ns (roxo), 50 ns (verde)
e 100 ns (laranja).

Essas consideracbes podem ser importantes na tentativa de explicar a
seletividade observada experimentalmente para a menadiona com a MAO-B. Além
disso, o conhecimento detalhado do sitio ativo das enzimas, bem como alteracdes
que podem ser ocasionadas pela interagdo com um determinado ligante sdo
importantes para o planejamento de novos inibidores.
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lle199

Figura 64: MAO-B + menadiona — sobreposi¢céo das estruturas inicial (cinza), apés 10 ns (roxo), 50 ns
(verde) e 100 ns (laranja).

A presenca de moléculas de agua no sitio ativo foi detectada nas estruturas
cristalograficas, apesar da natureza essencialmente hidrofébica da cavidade do sitio
ativo. A estrutura da MAO-A complexada com a harmina apresentou sete moléculas
de agua presentes na regido do sitio ativo da enzima, além deste ligante apresentar
interac&o do tipo n- com o residuo GIn215, com distancia interplanar de 3,4 A. %

Na Figura 65, obtidas a partir das trajetdrias das simulacbes da MAO-A +
menadiona e MAO-B + menadiona, € possivel ver algumas moléculas de agua na
regido do sitio ativo, no entanto, nem todas as moléculas estao efetivamente dentro
da cavidade do sitio ativo. O ligante menadiona aparece em vermelho, o cofator FAD
em amarelo e os residuos do "sanduiche aromatico” em laranja. A presenca de
moléculas de H,O circundando a regido do sitio ativo foi determinada considerando-

se um raio de 10 A centrado no ligante.
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(b)

Figura 65: sitio ativo da MAO-A (a) e da MAO-B (b) complexadas com a menadiona (vermelho), com
a presenca de moléculas de H,O na regiéo do sitio ativo.

5.3 ENSEMBLE DOCKING

Resultados obtidos por Nichols e colaboradores, *® mostraram que a obtencéo
de estruturas provenientes de snapshots da DM podem melhorar o poder de
predicdo dos modos de ligacéo receptor-ligante nos casos de triagem virtual.

Conforme procedimentos descritos no capitulo 4.4, o Ensemble Docking foi
realizado com estruturas do receptor oriundas da DM. Cada docking foi realizado em
triplicata, sendo que os valores apresentam uma boa correlacdo entre si, tanto para
o ligante A2, com maior nimero de tor¢des, quanto para a menadiona, ligante rigido.

De acordo com a Figura 66c¢, é possivel ver que o escore do docking com a
MAO-B + A2, melhora ao longo da simulacdo, sendo que a partir de 60 ns se
tornam, em média, mais favoraveis.

Primeiramente, foram realizados dockings com os receptores retirados de
snapshots a cada 1 ns de simulacdo. Esses receptores foram denominados da
seguinte forma, para MAO-A e MAO-B:

e receptor 1 — oriundo da DM da ENZIMA sem ligante

e receptor 2 — oriundo da DM da ENZIMA + MENADIONA
e receptor 3 — oriundo da DM da ENZIMA + LAPACHOL
e receptor 4 — oriundo da DM da ENZIMA + A2
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Figura 66: Ensemble Docking — triplicatas para os sistemas (a) MAO-A + A2, (b) MAO-A +
menadiona, (c) MAO-B + A2 e (d) MAO-B + menadiona.

Considerando-se o ligante A2, é possivel ver que a conformacdo do receptor
influencia de maneira significativa o escore da interagcdo com a MAO-A. No caso da
menadiona, a alteracdo ndo é tao saliente, no entanto, para algumas conformacdes
do receptor, o escore do docking € desfavoravel. Para os substratos naturais
dopamina e serotonina, 0 escore apresenta alteragcdes mais visiveis para o sistema
serotonina com receptor I, obtido da DM da MAO-A sem ligante.
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Figura 67: Docking da MAO-A com os ligantes (a) A2, (b) dopamina, (c) menadiona e (d) serotonina.

Analisando os dockings da MAO-B, vemos que para os substratos naturais,
dopamina e serotonina, a conformacao do receptor praticamente ndo altera o escore
do docking. Para a menadiona, o receptor 1, oriundo da DM da MAO-B sem ligante,
altera um pouco mais o escore do docking, porém ndo com a intensidade da
alteracdo sofrida para a MAO-A. J& o sistema MAO-B + A2 apresenta variacao
significativa no escore dos dockings, considerando-se todos o0s receptores, a

excecao do receptor 4, que foi obtido da DM com o proprio ligante A2.
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Figura 68: Docking da MAO-B com os ligantes (a) A2, (b) dopamina, (c) menadiona e (d) serotonina,
receptores obtidos por snapshots.

Com a finalidade de amostrar estruturas que possam ter sido negligenciadas

na escolha por snapshots, foi realizado docking das estruturas obtidas pela anélise

de clusters (g_cluster, do GROMACS). Esses receptores foram denominados de

maneira analoga aos primeiros:

e receptor | — oriundo da DM da ENZIMA sem ligante
e receptor Il — oriundo da DM ENZIMA + MENADIONA
e receptor Il — oriundo da DM ENZIMA + LAPACHOL
e receptor IV — oriundo da DM ENZIMA + A2
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Figura 69: Docking da MAO-A com os ligantes (a) A2, (b) dopamina, (c) menadiona e (d) serotonina,
receptores obtidos por cluster.

Comparando-se a Figura 67 com a Figura 69, vemos que o perfil € bastante
similar para MAO-A com os diferentes ligantes. Assim, a obtencao das estruturas do
receptor por snapshot ou cluster ndo altera de maneira significativa o escore do
docking para os sistemas com MAO-A.

De maneira analoga, os dockings com MAO-B com os diferentes ligantes,
considerando-se 0s receptores obtidos por cluster ndo apresentaram diferenca
significativa nos valore de escore. No entanto, pode-se observar, na Figura 70, que
para 0s substratos naturais dopamina e serotonina, existe uma determinada
conformacao do receptor | (obtido da DM da MAO-B sem ligante) que apresenta

escore bem menos favoravel.
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Figura 70: Docking da MAO-B com os ligantes (a) A2, (b) dopamina, (c) menadiona e (d) serotonina,
receptores obtidos por cluster.

Sendo assim, para o caso da MAO-A e MAO-B, a obtencdo das estruturas

dos receptores por snapshot ou apés a analise de cluster apresentou resultados

equivalente.
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6 CONCLUSOES

A MAO-A e a MAO-B sao enzimas importantes, que tem sido bastante
estudadas como alvos terapéuticos, especialmente com relagdo aos inibidores
seletivos da MAO-B, que séo utilizados no tratamento da Doenca de Parkinson.

Para o desenvolvimento de inibidores mais especificos e eficientes da MAO, é
importante o conhecimento dos mecanismos catalitico e de inibicdo, que podem ser
investigados pela resolugdo das estruturas tridimensionais das enzimas, mas
também através de metodologias computacionais. Neste contexto, a metodologia de
docking € uma ferramenta de analise qualitativa, especialmente importante nas
avaliacdes estruturais das interacdes E+L.

No caso da MAO-A e MAO-B, que apresentam um sitio ativo bem definido, o
docking pode ser uma ferramenta importante no planejamento de possiveis
inibidores, com maior grau de seletividade. A consideracéo das variacdes estruturais
das enzimas permite uma analise mais detalhada de seus processos bioldgicos.

A patrtir dos resultados do docking, foi verificada a seletividade dos ligantes A2
e menadiona com a MAO-A e MAO-B, respectivamente, sendo que fatores
estruturais podem ser relevantes na tentativa de explicar a seletividade também
observada experimentalmente.

A incorporacao da flexibilidade das enzimas nos estudos de docking, através da
metodologia de Ensemble Docking, pode ser aplicada a triagem virtual de forma
satisfatoria, uma vez que as diferentes conformacdes do alvo macromolecular, neste
caso MAO-A e MAO-B, foram obtidas através da DM, no presente trabalho. Essa
consideracao da flexibilidade do receptor permite um refinamento da metodologia na
tentativa de aproximar os sistemas dos processos reais. No entanto, a escolha do
receptor para o Ensemble Docking, deve ser realizada com cautela, uma vez que foi
verificado que a conformacdo do receptor pode influenciar significativamente o
escore das interacdes ENZIMA+LIGANTE para ligantes volumosos.

A partir de analises das trajetérias obtidas nas simula¢cdes por Dinamica
Molecular dos diferentes sistemas: MAO-A e MAO-B sem ligante e com os ligantes
A2, dopamina, lapachol, menadiona, serotonina, foi possivel observar alteracdes
conformacionais da MAO-A e da MAO-B.
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Avaliando as distancias entre Leu97-FAD e Leu88-FAD, MAO-A e MAO-B,
respectivamente, foi possivel ver que o sitio ativo da MAO-B é relativamente mais
comprido do que o da MAO-A. Analogamente, analisando a distancia entre 0s
residuos Glu216-Phe352 (MAO-A) e Glu207-Phe343 (MAO-B), que corresponderiam
a largura da cavidade do substrato, vemos que a cavidade do substrato € mais
estreita para MAO-B e mais larga para MAO-A, o que esta de acordo com resultados
experimentais. 2’

Através do sobreposicdo das estruturas obtidas ao longo da DM, foi possivel
observar alteragbes na posicdo dos residuos do “"sanduiche aromatico",
Tyrd07/Tyr444 (MAO-A) e Tyr398/Tyr435 (MAO-B), em relacéo ao FAD.

Essas alteracdes conformacionais da MAO complexadas com os diferentes
ligantes, ou na forma livre, incrementam as discussdes a respeito da seletividade de
alguns compostos frente a MAO-A ou MAO-B. Além disso, é possivel ver que as
estruturas da MAO-A e, especialmente, da MAO-B relaxam ao longo da DM, o que é
visivel nos resultados do Ensemble Docking. Isso favorece o desenho de novas
substancias que possam ter acdo seletiva e eficiente, com énfase especial no
planejamento de inibidores seletivos da MAO-B, utilizados no tratamento da Doenga
de Parkinson.

As analises qualitativas das interacfes E+L, avaliando residuos importantes no
sitio catalitico, permitem um conhecimento mais detalhado dos sistemas estudados,
auxiliando no desenho de novos compostos com possivel atividade farmacolégica e
gue tenham alta seletividade.

Sendo assim, a combinacao das metodologias de docking, Dinamica Molecular e
Ensemble Docking utilizadas no presente trabalho foi bastante satisfatoria no estudo
dos complexos da MAO-A e MAO-B com os diferentes ligantes. A estabilidade da
interacdo da menadiona com a MAO-B, posicionada na "gaiola aromatica”,
paralelamente aos residuos Tyr398 e Tyr435 e 0 pequeno numero de ligacbes de
hidrogénio entre enzima-ligante permite inferir que interacfes do tipo dispersivas,
como n-wt, Sejam importantes para explicar a alta afinidade deste ligante com a MAO-
B. Isto posto, 0 esqueleto 1,4-naftoquinona permanece sendo alvo para a proposi¢cao

de novos inibidores da MAO.
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