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RESUMO

O cajueiro, planta nativa do Brasil, que tem como pseudofruto o caju e como fruto a castanha
de caju, apresenta um grande valor comercial. O que pouco se sabe é que da casca da
castanha do caju, é extraido um 6leo denominado liquido da casca de castanha de caju (LCC),
e neste Oleo estdo presentes inimeras substancias fenodlicas, entre elas o cardanol. A
purificacdo do cardanol a partir do LCC técnico pode ser realizada de diversas maneiras,
como por exemplo, a cromatografia em coluna, método escolhido para este trabalho. As
atividades realizadas nesse projeto foram a purificacdo do cardanol a partir de LCC técnico
e a avaliacdo in silico do cardanol e derivados do cardanol isolados do LCC. A partir do
doocking molecular e estudos in silico foram propostas novas moléculas bioativas por se
tratar de uma abordagem que tem se mostrado uma ferramenta eficiente para industria
farmacéutica. Foram realizados o docking de dezesseis moléculas, cardanol e derivados, com
ancoragem molecular em macromoléculas alvo como a Acetilcolinesterase, gliceraldeido-3-
fosfato e receptor seritoninérgico 5- hidroxitriptamina, de modo a avaliar o quanto
determinadas moléculas sdo compativeis com o alvo ou sitio enzimatico em termos de
energia de ligagdo. As estrutura mais promissora foi selecionada para realizagdo do calculo
de dindmica molecular, que foi o caso da (8(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina, foram
realizadas também tentativas de sintese cujo a “proposta” de rota sintética foi apresentada
neste trabalho. Os resultados do docking e dinamica molecular possubilitam estudos
posteriores das moléculas mais promissoras para sintese, avaliacao de atividade bioldgica e
estudos sobre possiveis farmacos.

Palavras-chave: In silico, Cardanol, docking molecular.



ABSTRACT

The cashew tree, a plant native to Brazil whose pseudo fruit is the cashew and the cashew
nut, has great commercial value. What little is known is that an oil called cashew nut shell
liquid (CNSL) is extracted from the cashew nut shell, and in this oil numerous phenolic
substances are present, including cardanol. The purification of cardanol from technical can
be performed in several ways, such as column chromatography, the method chosen for this
work. The activities carried out in this project were the purification of cardanol from
technical CNSL and the in silico evaluation of cardanol and cardanol derivatives isolated
from the CNSL. Based on molecular doocking and in silico studies, new bioactive molecules
were proposed as it is an approach that has proven to be an efficient tool for the
pharmaceutical industry. Sixteen molecules, cardanol and derivatives, were docked with
molecular anchorage in target macromolecules such as acetylcholinesterase,
glyceraldehyde-3-phosphate and seritoninergic receptor 5-hydroxytryptamine, in order to
assess how compatible certain molecules are with the target or enzymatic site in terms of
binding energy. The most promising structures were selected to carry out the molecular
dynamics calculation, which was the case of (8(3-hydroxyphenyl)octanoyl)tyrosine,
synthesis attempts were also carried out whose synthetic route was presented in this work.
The results of docking and molecular dynamics allow further studies of the most promising

molecules for synthesis, evaluation of biological activity and studies on possible drugs.

Keywords: In silico, Cardanol, molecular docking.
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1. INTRODUCAO

O cajueiro, figura 1, pertencente a familia Anacardiaceae, tem aparéncia exotica, seu
nome cientifico é denominado Anacardium occidentale L. Seu pedunculo, apreciado por sua
suculéncia, é confundido com o fruto, sendo este conhecido popularmente como castanha de
caju (MAZZETTO & LOMONACO, 2009). Originario da América Tropical ele inclui
arvores e arbustos tropicais e subtropicais e ocupa no mundo uma faixa de 3,39 milhdes de
hectares e os principais produtos de expressdo econdmica sdo a améndoa ou castanha e o
Liquido da Casca da Castanha de Cajt (LCC) (OLIVEIRA, 2008). E na casca da castanha
de caju que encontra-se o LCC, liquido escuro, quase preto, caustico e inflaméavel. Na parte
mais interna da castanha esté localizada a améndoa, que compde a parte comestivel do fruto,
revestida por uma pelicula avermelhada (NUNES, 2014). No Brasil, o Ceard é o maior
produtor e exportador nacional de castanha de caju (MAZZETTO & LOMONACO, 2009).

O LCC compde 25% do peso da castanha e ¢ uma fonte natural de compostos
fenolicos de cadeia longa e insaturada, sendo assim considerado uma das fontes mais ricas
de lipidios ndo-isoprenoides (FAULA, 2016). O LCC é classificado em dois tipos, 0 LCC
natural e o LCC técnico, classificacao que se deve pela forma com a qual o liquido é extraido
da castanha. O LCC técnico é produzido na industria por descarboxilagao térmica e em sua
composicao estdo presentes o cardanol entre 70 e 75% de sua composi¢éo, o cardol entre 15
a 20% e tracos de metilcardol. Para o LCC natural, extraido por solvente, encontram-se entre
60 a 65% de acido anacardico, 15 a 20% de cardol, 10% de cardanol e tragcos de metilcardol
(CARIOCA et al., 2005). Para separacdo dos componentes do LCC técnico existem varias
técnicas conhecidas, porém, em escala laboratorial 0 emprego da cromatografia em coluna

permite a separacdo completa do cardanol dos demais componentes (MAZZETTO;
LOMONACO, 2009).

Como o Brasil € um dos maiores produtores de caju, o cardanol é uma boa alternativa
natural e fonte abundante e de baixo custo de substancias fenolicas da petroguimica
(compostos similares as estruturas descritas como eficientes agentes peptizantes de
asfaltenos, funcionando como catalizadores na quebra de macromoléculas (CAMPANER et
al, 2009; MOREIRA et al, 1998)
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De acordo com a Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento econdmico
(OCDE), uma das principais e importantes caracteristicas do cardanol, que é uma matéria-
prima renovavel e um intermediario quimico, é sua ndo-toxicidade (MAZZETTO et al,
2009). O cardanol é um componente monofendlico do LCC que possui insaturacdes. Se a
molécula for submetida a uma reagéo de hidrogenacdo, saturando estas liga¢des, obtém-se o
cardanol hidrogenado (3-pentadecilfenol ou 3-PDP). A partir dele e seus derivados pode-se
obter substancias com inumeras aplicacfes como: aditivos antioxidantes, estabilizantes
hidrorrepelentes, lubrificantes, polimeros e borrachas, extrator de metais, aditivos de
lubricidade, retardantes de chama, além de acentuada atividade bactericida, fungicida e
antitumoral (MWAIKAMBO e ANSELL, 2001; CASTRO DANTAS et al, 2003;
PALVANNAN E BALAGURUNATHAN , 2012, MAZZETTO et al, 2009).

Para investigacdo de novas moléculas bioativas, os estudos in silico vém se tornando
cada vez mais importantes para a industria farmacéutica, com intuito de prever moléculas
bioativas e propriedades que podem ter probabilidade de serem candidatas nas fases de
estudos clinicos (TAVARES et al., 2020).

No estudo utilizou-se o docking molecular, onde moléculas foram testadas para um
determinado alvo molecular, a fim de avaliar candidatos moleculares que possuam melhor
acomodacdo no sitio ativo do alvo. Os resultados dos dockings foram obtidos em termos de
energia de ligacdo, dessa forma € analisada qual a energia de ligacdo necessaria para que a
provavel molécula bioativa se ligue ao sitio ativo do alvo molecular selecionado. Sendo
assim, as moléculas que apresentarem a menor quantidade de energia para ligar-se ao sitio
ativo, sdo promissoras candidatas a apresentar o melhor resultado, em se tratando de
atividade bioldgica (BARROS, 2015).

O docking molecular permite que diversas estruturas possam ser testadas como
possiveis compostos bioativos e aquelas que se apresentarem mais promissoras passam para
as etapas seguintes, isto &, de sintese e avaliacdo de atividades bioldgicas, o que acelera a
fase inicial de desenvolvimento de um novo farmaco e otimiza tempo em laboratorio,
evitando o trabalho desnecessario de sintese e avaliacdo bioldgica de estruturas nédo
promissoras (GUIDO et al., 2012).

A dinamica molecular (molecular dynamics ou MD) é um estudo capaz de gerar
informacdes sobre o comportamento dinamico do sistema, em um nivel microscopico, o que

inclui a posicao e a velocidade atdmica. Esse método tem sido utilizado para a investigacao
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de estruturas e funcdes de biomoléculas e interacbes para o processo de planejamento de
farmacos. (SCHLICK, 2010)

Nesse trabalho, o cardanol e derivados foram testados através do docking molecular
e a partir dos resultados foi escolhida uma substancia promissora para o calculo de dindmica
molecular, além disso foram realizadas tentativas de sintese e os resultados podem ser
utilizados para novas pesquisas e testes.

21



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DO CAJU

O cajueiro (Figura 1) é uma planta nativa do Brasil que é encontrada em regides
tropicais e subtropicais, tendo destaque no litoral do Nordeste (Figura 2). Entre as diferentes
espécies de cajueiro, a mais importante e facilmente encontrada é a Anacardium occidentale.
O caju na verdade é o pseudofruto do cajueiro, desenvolvido a partir do peddnculo
cientificamente denominado de pedunculo floral, ap6s a polinizagdo, com coloragdo entre o
amarelo e vermelho. A améndoa, que € o fruto verdadeiro, por sua vez tem maior significado
comercial (MATQOS, et al., 2008).

Figura 2. Principais produtores de caju no Brasil (https://gl.globo.com)
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A castanha de caju € rigida e tem espessura de 1 e 2 mm, sendo uma das principais
fontes naturais de compostos fenolicos. Na parte interna da castanha esta localizada a
améndoa, constituida por dois cotilédones carnosos e oleosos, que representam a parte
comestivel do fruto (Figura 3) (NUNES, 2014).

(b)

PELICULA

MESOCARPO ESPONJOSO
(local onde se encontra o LCC)

Figura 3. Representacdo da castanha de caju (a) divisdo anatdmica da castanha (b) expansdo do mesocarpo
esponjoso (FAULO, 2016)

O 6leo encontrado na casca é um subprodutro industrial denominado liquido da casca
da castanha de caju (LCC) (Figura 4), conhecido internacionalmente como cashew nut shell
liquid (CNSL), que se trata de uma mistura de compostos fendlicos com cadeia alquilica de
quinze atomos de carbono na posi¢do meta a hidroxila do anel aromético, podendo ter até
trés insaturacOes. Entre as caracteristicas do LCC, estdo a sua viscosidade e o fato de ser e
caustico (WASSERMAN; DAWSON, 1948; SANTAELLA, 1996; EDOGA et al., 2006).
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Figura 4. Liquido da casca da castanha de caju (BRAGA,2020)

A extragdo do LCC pode ser realizada de diversas maneiras, seja a frio por um
processo mecanico através de prensagem ou por imersdo em banho quente do préprio LCC
a 185-190°C, como é feito na maioria das vezes na industria brasileira, podendo ser obtido
neste processo 50% do liquido. A extracdo a quente produz um LCC diferente do extraido a
frio, visto que, durante o aquecimento, o acido anacardico é transformado em cardanol. O
LCC extraido a quente é denomidado LCC técnico (MATOS et al, 2008). A descarboxilacéo
do &cido anacardico e conversdo em cardanol é apresentada na figura 5.

OH O OH
OH >0y
CisHas.a "’?ﬁ c CysHazs 31
Acido Anacérdico Cardanol

Figura 5. Processo de descarboxilacdo do acido anacéardico (MAZZETTO E LOMONACO, 2009)

24



O LCC apresenta aproximadamente 25 % do peso da castanha e apesar do baixo valor
agregado ele apresenta diversas aplicac@es na quimica fina, de acordo com a funcionalizacéo
dos produtos isolados. A composi¢do quimica do LCC natural e técnico possuem grandes
diferengas. O LCC natural contém uma grande quantidade de &cido anacérdico e ndo
apresenta material polimérico em sua composigdo. J& o LCC técnico (Figura 6) possui um
elevado percentual de cardanol e material polimérico, de acordo com a tabela
1(MAZZETTO; LOMONACO, 2009).

Tabela 1. Composicdo quimica do LCC natural e do LCC técnico (MAZZETTO E
LOMONACO, 2009

Componentes Fendlicos LCC natural LCC técnico
% %
Acido Anacardico 71,70 — 82,00 1,09 -1,75
Cardanol 1,60 -9,20 67,82 — 94,60
Cardol 13,80 - 20,10 3,80 — 18,86
2-metil cardol 1,65 - 3,90 1,20 - 4,10
Componentes minoritarios 2,20 3,05-3,98
Material polimérico 0,34 — 21,63

Os principais componentes do LCC apresentam em sua estrutura grupos polares e
apolares, 0 que permite que esses compostos fendlicos apresentem um comportamento tanto
hidrofilico quanto hidrofébico. Além disso, 0 comportamento anfipatico destes compostos
permite que eles atravessem membranas plasmaticas, o que potencializa suas fungdes
bioldgicas (CORREIA et al., 2006). Observe os componentes do LCC na figura 6.

Tais compostos apresentam uma boa flexibilidade, o OH (reativo fendlico) oferece
flexibilidade sintética. A cadeia meta alquilica ndo-isoprendide é responsavel pela
anfifilicidade e caracteristica lipidica. O anel aromatico possibilita a interagdo com outras
moléculas aromaticas e funcionalizagdes (BALACHANDRAN et al., 2013).
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LCC natural

/ LCC técnico

OH OH OH OH
COOH i i ~ i
CysHzq-n CysHzg-n  HO CysHz-n  HO CqsHzi-n
dcido anacérdico cardanol cardol metilcardol
I } ¢
N=0 SN SN SN
Refluxo a 180 - 200°C P 8

n=6 rs\/\/\/\}:\}—\}:
Figura 6. Componentes do LCC (FAULA, 2016)

2.20 CARDANOL

Dentro do contexto industrial, o cardanol torna-se o componente do LCC técnico
mais importante. Depois de separado, ele pode ser empregado de diversas maneiras, no setor
de quimica fina por exemplo, onde o preco dos produtos finais sdo elevados, seja como
aditivos, surfactantes, f&rmacos e pesticidas. Muitas transformagfes quimicas podem ser
realizadas no cardanol, a posi¢édo da dupla ligacdo permite inimeras funcionaliza¢des, assim
como as usuais do anel fendlico (MAZZETTO; LOMONACO, 2009). Além disso, a
hidroxila fendlica e a cadeia alquilica longa na posi¢do meta em relacdo a hidroxila conferem
a molécula um carater anfipatico, tornando o cardanol um ponto de partida promissor para
obtencdo de derivados diversificados, levando a uma biblioteca de compostos anfipaticos
(BALACHANDRAN et al., 2013). A figura 7 apresenta 0s sitios possiveis para
funcionalizacdo da molécula de cardanol com cadeia lateral do tipo trieno, mas que pode ser

aplicada a todos os outros componentes, isto €, cardois e acidos anacardicos
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Figura 7. Principais sitios reacionais da molécula do cardanol (MAZZETTO E LOMONACO, 2009)

Na posicdo 8, reacOes de oxidacdo da ligacdo dupla cis carbono-carbono podem levar
a formacao do acido, aldeido e alcool que poderéo ser utilizados como pontos de partida na
sintese de novos compostos. Um dos mais importantes métodos de clivagem oxidativa de
ligacOes duplas é a ozondlise de alcenos, que leva a formacao de ozonideos que podem ser
reduzidos a aldeidos, utilizando zinco em pé e acido acético ou hidrogenacdo catalitica
(GRAHAM, et al., 2002).

Entre outras caracteristicas a serem destacadas, o cardanol ndo apresenta um cheiro
agressivo, tem baixa volatizacdo e ponto de ebulicdo mais alto que os demais compostos
fenolicos derivados do petroleo. Assim como os outros componentes do LCC, o cardanol
também apresenta atividades bioldgicas interessantes, como a antimicrobiana, antioxidante
e antitumoral. Em uma parceria com a Universidade Federal do Rio de Janeiro e
Universidade de Brasilia, estudos realizados recentemente com o cardanol e o &acido
anacardico deram origem a moléculas com poder de destruicdo de até 70% das células
cancerigenas (cancer de mama) e de até 80% das células que provocam o cancer de boca
(MAZZETTO; LOMONACO, 2009).

Os agentes fendlicos como o cardol, &cido anacardico e cardanol, agem como
aditivos, o que melhora o metabolismo. Sua atividade possibilita o rompimento dos lipidios
da membrana celular das bactérias e mitocondrias, causando desordem nas estruturas,
tornando mais permeavel o ambiente celular. Nesse processo a célula passa a gastar energia
para tentar resistir ao ataque, (hidrofilicidade), a translocacdo de proteinas, a fosforilagédo e
outras reacdes pelas enzimas, causando a morte da bactéria (AMORATI et al., 2013).

Para Maia (2015), os compostos fendlicos presentes do LCC, entre eles o cardol e o

cardanol e seus derivados nitratos, alquilados e fosforados foram avaliados a partir de
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estudos eletroquimicos, testes de oxidacdo acelerada e andlise termogravimeérica que
mostraram o desempenho e aplicacao pratica como aditivo antioxidante para biodiseis.

Tendo em vista que a purificacdo dos constituintes do LCC, e sendo o cardanol de
grande interesse industrial, varios processos sdo desenvolvidos para sua obtenc&o,
entretanto, em uma escala laboratorial, a cromatografia em coluna permite a separagdo
completa do cardanol dos demais componentes do LCC técnico (MAZZETTO;
LOMONACO, 2009).

2.3 DERIVADOS DO CARDANOL

A sintese de novos derivados do cardanol é importante para o desenvolvimento de
aplicacdes do LCC na industria, assim como para a producdo de novas drogas. Algumas
transformac6es quimicas como a alquilacdo, acilagdo, tionacdo, nitracdo e halogenacdo tém
sido avaliadas no que se diz respeito a funcionalizacdo seletiva do cardanol e dos demais
componentes do LCC (MAZZETTO; LOMONACO, 2009). O cardanol é utilizado na
sintese de polimeros, vernizes, surfactantes, borrachas e antioxidantes automotivos
(DANTAS et al., 2003; MAFFEZZOLI et al, 2004; PATEL, 2006). Segundo Dantas (2013),
na literatura ja estdo descritos aditivos antioxidantes e multifuncionais derivados do
cardanol. Além disso, Dantas descreveu uma série de antioxidantes fendlicos sintetizados a
partir do cardanol alquilado se for por Friedel-Crafts

Tratando de aditivos e antioxidantes, encontram-se os derivados organofosforados.
Os éteres de fosfato, na industria quimica, possuem aplicagdo na formulagdo de dleos
lubrificantes, atuando como antioxidantes com objetivo de decompor perdxidos e
hidroperdxidos que sdo responsaveis pela degradacdo do Oleo, atuando como aditivos.
Alguns pesquisadores, como Mazzeto por exemplo, vém estudando os derivados fosforados
de cardanol e mostrando sua grande relevancia, alguns exemplos encontram-se na figura 8
(FACANHA, 2007; RIOS et al, 2009; LOPES et al, 2008).

28



S

\/O\B/o\/ o‘ﬁ’o \/O\B/o\/
1 |
5 ORNe 5

CisHaq C1sH3: C1sHaq

Figura 8. Aditivos antioxidantes organofosforados derivados do cardanol (Adaptado de FACANHA et al.,
2009)

Attanasi e colaboradores (2006) sintetizaram uma série de moléculas nitradas
derivadas do cardanol, as quais sdo semelhantes a benzoxazolidinona (figura 9), que é

comercialmente utilizada na agricultura e na indUstria de pesticidas.

(o]

OH Os.. OH Yo

O,N CO/H, N HN
PR —_—
Pd-Cat.
CisHaq CysHay CysHay

Figura 9. Benzoxazolidinonas derivadas do cardanol (ATTANASI, 2006)

Os pesquisadores Rao e Palanisamy (2011) sintetizaram um biocomposto derivado
do cardanol pela reagdo de condensacdo de anilina e formaldeido com cardanol, cujo o
resultado é apresentado na figura 10, um mondémero benzoxazinona mono funcional. Ao
aquecer, ocorre uma clivagemque abre o anel benzoxazina, onde a cadeia aberta
intermediaria reage com outro monémero e quebra uma ligacdo C-H em orto. O anel

benzeno trissubstituido se torna tetrassubstituido e leva a formacéo de polibenzoxazina.

OH NHZ JQL o/\N/@ O:H N/s}*
A
CisHag c

15Ha1 CisHay

Monomero Polimero

Figura 10. Formacdo do mondmero benzoxazina e conversdo a polibenzoxazina (RAO E PALANISAMY,
2011)

Lactonas e bis-lactonas foram preparadas a partir do cardanol atraves de métodos

cataliticos de carbonilacdo, e derivados foram sintetizados a partir de reagdes de ciclo-
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carbonilacdo utilizando acetato de paladio e 1,4 bis-(difenilfosfina) butano (dppb) como
sistema catalitico (Figura 11) (MAZZETTO; LOMONACO, 2009).

OH
CH

e “?@
JH

t O
e Resmang H.:IE15

e
de Clamen

KE0, bk 1 + OH
Hy Tl Acriora (e _CHs
Hy Cis

Hy g

o o
Pikeal, DPRB, COM, (1A) o o
Toloea, B0 e, 130 °C +

£4 et 1

Figura 11. Sintese de lactonas a partir da ciclocarbonilacdo do cardanol (MAZZETTO E LOMONACO, 2009).

A partir do cardanol foram preparados analogos da rivastigmina, um farmaco
importante para o tratamento da doenca de Alzheimer (Figura 12) (IMBROSI; ARAUJO,
2006).

0]

(6] O
N R NN W

| | |
N—
\ CisHain CisHai

Figura 12. Rivastigmina e analogos derivados do cardanol (Adaptacio de INBROSI, et al., 2008).

Derivados sintéticos do cardanol foram avaliados quanto ao potencial antitumoral em
linhagens de células de ratos de fibroblastos. O cardanol metilado, o cardanol acetilado e o
2-terc-butilcardanol mostraram maiores atividades, apresentados respectivamente na figura
13 (SALADINO et al., 2000).
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Figura 13. Derivados do cardanol com atividade antitumoral (SALADINO, et al., 2000)

Derivados B-alcoxifenilacético do cardanol foram produzidos para o estudo do grupo

hidrofilico de acordo com o perfil antibacteriano in vivo (Figura 14) (NASCENTE et al.,

2006).
@ @ L,
Cy:Hs; CysHy et C1sHz o CisHy
o
Of\n,- 0K O/Y
0] (4] (0]
t NCysH; i“ H Hiy
10 1:Hs1 1 CisHa CysHs

Figura 14. Derivados B-alcoxifenilacético do cardanol Fonte: Adaptagdo de Nascente, et al., 2006

2.4 DOCKING MOLECULAR

Para a investigacdo de novas moléculas bioativas, os estudos in silico vém se
mostrando cada vez mais importantes para a inddstria farmacéutica para predizer
propriedades de absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo, toxicidade e predicdo de
moléculas com probabilidade de serem candidatas nas fases de desenvolvimento clinico
(TAVARES et al., 2020).

O docking molecular € um método computacional que realiza o encaixe de um
ligante, geralmente pequeno, em um alvo macromolecular, como a proteina. Esse método
objetiva avaliar a interacdo entre o ligante e a macromolécula e é considerado uma

ferramenta importante para a descoberta de novos farmacos (KITCHEN et al.,2004).
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Entre as ferramentas basicas para os métodos de docking estdo o algoritmo de busca
conformacional e a funcdo escore de energia. Os algoritmos de busca exploram o perfil de
energia livre para encontrar o melhor modo de ligacdo (posicionamento) do ligante dentro
do sitio ativo do receptor, enquanto as funcdes de escore avaliam a qualidade do modo de
ligacdo e selecionam as conformacdes mais relevantes (GUEDES, et al., 2014). Observe a

figura a seguir.

Diversas metodologias e pacotes de software disponiveis para o docking fornecem
previsdes aliadas ao bom desempenho e rapidez para realizacdo de docking com baixo custo
computacional. Para o docking, utilizam-se varios programas, inclusive o programa
Autodock®, utilizado por apresentar resultados satisfatorios ao comparar dados in silico com
dados experimentais. Ele utiliza caixas (Grid) para constru¢do de uma grade de energia e
dessa forma é realizado um pré-calculo da energia de interacdo do ligante com o receptor,
que serdo utilizados pelo programa Autodock para determinar a energia total entre a
macromolécula e o ligante. A energia de ligacao obtida pelo programa Autodock se refere a
diferenca de energia entre a proteina e o ligante isolados e a energia do complexo proteina-
ligante ap6s o docking (KITCHEN et al., 2004). E possivel visualizar um exemplo das caixas

grid na figura 15.

‘ File Center View Help
Current Total Grid Pts per map: 47619
{number of points in x-dimension:

} number of points in y-dimension:

NI 32T
|number of points in z-dimension:
| Spacing (angstrom): M 037511
| Center Grid Box: <offset>
} x center: [-3606 l [-3.583 I

|y center [0756 W[T0.750 7T
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Para indicar as energias livre de ligacdo de pequenas moléculas em alvos

macromoleculares, o AutoDock utiliza um campo de for¢a de energia livre semiempirico. O
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campo de forca é baseado em um modelo termodindmico que permite incorporacdo de
interacOes intramoleculares na energia livre deligacdo. Isto é feito avaliando energias por
ambos estados, ligado e ndo ligado. Este método também incorpora um conjunto préprio de
tipos de atomos e cargas (HUEY, 2007).

No célculo de docking o processo de reconhecimento molecular é complexo, visto
que o ligante sofre mudancas conformacionais que necessitam ser consideradas pelos
algoririmos, isso explica poque moléculas menores possuem inimeras conformacdes de
baixa energia. Dessa forma, os algoritimos de docking se tornaram mais elaborados levando
em consideracdo a flexibilidade do ligante o que leva a qualidade e precisdo do método
(MORGON; COUTINHO, 2007; RODRIGUES et al., 2012).

O algortimo de construgdo incremental fragmentos do ligante sdo ancorados na
macromolécula, um de cada vez, aumentando gradativamente, até ancorar todos 0s
fragmentos no sitio ativo. O algarimo de Monte Carlo gera uma conformacéo aleadria no
sitio ativo com base em atividades especifica, como a energia, por exemplo. Os algoritimos
genéticos (presente no AutoDock, utilizado nesse trabalho) levam em busca o principio da
populacional, definido por parametros que correspondem ao gene no algoritimo genético,
denominado variaveis de estado que serdo codificados em um cromossomo que avalia por
funcdo de aptiddo, determinando uma energia especifica (YADAVA, 2018).

E importante salientar que as macromoléculas que participam do docking exercem
inimeras funcdes bioldgicas e muitas delas realizam as suas func¢des por meio da interagao
com o ligante que resulta na formacdo de um complexo proteina-ligante, dependendo da
afinidade e especificidade do ligante para com a proteina. Tal afinidade e especificidade
entre o receptor e o ligante sdo dados através das interacBes intermoleculares, que séo
classificadas em muitas como liga¢Ges de hidrogénio, interagdes m-m, interagfes cation-r,
ligacOes covalentes e interacdes hidrofébicas (GUYARNOV et al., 2016).

As ligacdes de hidrogénio sdo de natureza eletrostatica, tendem a ser lineares para
minimizar a repulsdo entre as cargas parciais negativas (-8) dos atomos eletronegativos
participantes. A ligacdo de hidrogénio ocorre entre um atomo de hidrogenio e uma base de
Lewis (GUIMARAES, 2012). As ligacdes de hidrogénio sdo consideradas uma das
interacBes mais importantes, pois sdo fortes interacfes responsaveis por manter a estrutura
das proteinas e outras macromoléculas, ja as ligacdes covalentes possuem energias elevadas,

por isso raramente desfeitas. Sendo assim, os farmacos que interagem por ligacao covalente
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inativam o sitio receptor ou inibem a acdo das enzimas (BARREIRO; FRAGA, 2015). A
interacdo m-mt estd relacionada com a interacdo ndo covalente entre anéis aromaticos,
enquanto a interacdo cation-t € uma interacdo nao colavente entre a face de um sistema
rico em elétrons e um cation adjacente, um exemplo sdo as cadeias de aminoacidosaromaticos
que se ligam a espécies catidnicas como ions metalicos e cadeias laterais carregadas
positivamente como Arg e Lys. As interacbes hidrofobicas acontecem entre grupos
apolares (interacbes de Van Der Walls). Embora as interacBes hidrofébicas sejam
relativamente fracas comparadas a outras ja descritas, elas acabam tendo grande relevancia
no processo de complexacao j& que os sitios ativos de proteinas e ligantes sdo compostos em
sua maioria por grupos hidrofébicos (GUIMARAES, 2012).

EE possivel conhecer a estrutura detalhada de diversos receptores bioldgicos, o que
facilitoua organizacdo em bancos de dados de estruturas bioldgicas como o Protein Data Bank
(PDB)onde essas estruturas sdo ilustradas em 3D com acesso disponivel para o publico
(MENG et al., 2011).

Desse modo é possivel relacionar quais ligantes se mostram promissores para
passarem para a etapa da sintese e avaliacdo de suas atividades bioldgicas, auxiliando na fase
inicial para o desenvolvimento de um novo farmaco e evitando o trabalho desnecessario de
sintese e avaliacdo bioldgica de sustancias ndo promissoras (BARROS, 2015).

Das macromoléculas, ou enzimas, escolhidas para o presente estudo, estdo a 5-
hidroxitriptamina, acetilcolinesterase e gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase, elas foram
escolhidas apds uma pesquisa realizada no Pass Activity que indicou o potencial de ligacdo
de cada uma das moléculas estudadas com as respectivas macromoléculas e por estudos ja
realizados na literatura.

A 5-hidroxitriptamina (5-HT3 A) é uma macromolécula pertencente a classe dos
receptores serotoninérgicos, responsaveis por regular atividades do sistema nervoso. Suas
diferentes formas sdo amplamente exploradas na industria farmacéutica no controle de
humor, depressdo, ansiedade e comportamento psicético (BRUNTON et al., 2010;
MINNNEMAN, 2006). Observe a representacdo dessaa macromoléecula na figura 16 a

sequir.
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Figura 16:Receptor 5-Hidroxiriptamina (6Y5A). Fonte: rcsh.org

A acetilcolinesterase (AcHe) € a enzima responsavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Existem varios farmacos que
apresentam como alvo as sinapses colinérgicas, podendo agir na enzima AcHe inibindo-a ou
reativando-a. Moléculas capazes de inibir ou reativar a enzima sdo potenciais farmacos para
a doenca de Alzheimer e como antidotos para intoxicacdo por organofosforados (ARAUJO

etal., 2016). A figura 17 apresenta a representacao da acetilcolinesterase (4EY7).

Figura 17: Acetilcolinesterase (4EY7). Fonte: rcsb.org

A gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH) é uma proteina multifuncional, e
nos mamiferos estd envolvida em diversos processos celulares, como apoptose,
transportenuclear de RNA, replicacdo de DNA, entre outros. Evidéncias indicam que
GAPDH pode estar envolvida em algumas doencas neurodegenerativas, como Alzheimer,
Parkison e Huntington, além de cancer de prostata e disturbios metabdlicos (GUIDO, 2008).
O GAPDH(1U8F) é apresentado na figura 18.
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Figura 18: O GAPDH (1U8F) Fonte: rcsh.org

2.5 DINAMICA MOLECULAR

A dindmica molecular (DM) é uma simulagcdo computacional que estuda o
comportamento de particulas em um sistema em fungdo do tempo, utilizando equacGes do
movimento, sendo assim uma das técnicas mais versateis para o estudo de macromoléculas
bioldgicas (NAMBA et al., 2008).

O conceito da Dindmica Molecular foi proposto por Alder & Wainwright em 1959
para simular o comportamento mecanico de sistemas moleculares e a base teérica da DM
engloba varios dos importantes resultados produzidos por grandes nomes da Mecanica como
Euler, Hamilton, Lagrange e Newton (RAPAPORT, 1996). Nessa metodologia, as equacdes
do movimento cléssicas sao integradas e utilizadas para determinar a aceleragéo, velocidade
e posicao temporal das particulas no sistema (OLIVEIRA, 2018).

A dindmica molecular utiliza as equagcfes do movimento primeiro propostas por
Newton e depois por Hamiton e Lagrange para uma particula, levando em consideracao a
segunda lei de Newton ou equacdo do movimento, onde F é a forca exercida sobre a
particula, “a” é aceleragdo e “m” a massa (LIMA, et al., 2021):

F=m.a (1)

No entanto, para modelar macromoléculas considera-se a intera¢ao entre 0s atomos
que compdem o sistema é possivel quando utiliza-se parametros que constituem o campo de
forca, que nada mais é que uma funcdo potencial que permite o calculo da energia total do
sistema utilizando da sua estrutura tridimensional (LIMA, et al., 2021)
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Baseado na Mecanica Molecular (MM) as moléculas sdo como colecdo de 4tomos
descritos por forcas Newtonianas ou forcas harmonicas e elasticas e esse conjunto dos
potenciais das particulas € conhecido como campo de forca .O campo de forga empirico ou
funcdo da energia potencial permite que toda energia do sistema V(r) seja calculada tendo
como partida uma estrutrura tridimensional do sistema, essa energia total é descrita como a
soma de Varios termos de energia como o para atomos ligados (comprimentos de ligacéo e
angulos de ligacdo) e os &tomos nao ligados, constiuidos pelas interagcdes de Van Der Walls
e de Coulomb. A representacdo de um campo de forca é dada a seguir conforme a equacgéo
2. Onde VI representa a energia de estiramento com rela¢do ao equilibrio, Ve representa a
energia de deformacdo do angulo, V.qw representa a energia das interagdes de Van der Walls
e Veec representa a energia de atragdo e repulsdo entre cargas (BROOCKS, 1998;
GUNSTEREN, 1990).

Vir)= ZI/ + Z Vo + ZV.(/H‘ + ZV:IL: (2)

Os campos de forca que existem sdo independentes e possuem conjuntos de
parametros especificos, alguns descrevem ligacdes de hidrogénio, ou aclopam oscilages
entre &ngulos e comprimentos de ligacao para obtencdo de uma maior concordancia com o
sistema vibracional. Para escolher um campo de forca é necessario analisar o sistema a ser

estudado e quais propriedades serdo investigadas (BROOCKS, 1998

Para a integracdo das equacdes do movimento é realizada através de algoritimos que
que sdo baseados nos metddos das diferencas finitas onde a integracdo é dividida em
intervalos de tempo com intuito de simular os movimentos de menor frequéencia (as vezes
vibracGes de ligacdes). Um dos algoritimos mais utilizados para a integracao das equagdes
do movimento é o algoriimo de Verlet que vai utilizar das posicdes e alteragcdes dos &tomos
em um tempo e as posicOes de passo anterior para obtencbes de novas posi¢des no tempo
(NAMBA, et al., 2008).

Para as simulacfes de DM € necessario um controle de temperatura através
do termostato de Berendsen que acopla o sistema a um banho térmico com temperatura fixa,
oque vale para pressao, onde utiliza-se termostatos mais sofisticados, nesse caso as variaveis
sdo substituidas pela pressdo e a velocidade dos atomos pelas coodenadas atdmicas. E

importante também especificar as posi¢des iniciais das particulas que constituem o sistema
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evitando a sobreposicgéo entre elas o que gera uma caixa de simulacdo, onde posteriomente
0 sistema deve ser minimizado visando encontrar um conjunto de coordenadas
guediminuam a energia potencial do sistema, 0 que ajusta as posi¢fes atdbmicas, diminui as
distor¢des nos angulos de ligacéo e interacdo de van der Walls o que minimiza a forga entre
cada atomo do sistema e prepara a estrtura de partida para o inicio das simula¢ées de DM
(BERENDSEN, et al.,1984; PARRINELLO, 1981).Algumas simulagbes de DM, sdo
realizadas em sistemas solvatados, um exemplo é quando as proteinas de um sistema é muito
grande e é necessario utilizar modelos de solvatacdo impliscita que considera a insfluéncia
média do solvente estimando diretamente a energia livre de solvatacdo par que o soluto seja
transferido em uma configuragdo fixa dovacuo para a solugdo (ROUX; SIMONSON, 1999;
FERRERA, et al., 2002).

Portanto, esse método tem sido utilizado para a investigacao de estruturas e funcées
de biomoléculas e interagdes para o processo de planejamento de farmacos. O método
computacional é utilizado para avaliar as intera¢fes entre ligante e receptor para obtencao
de resultados quantitativos (NAMBA et al., 2008). Essa interacdo dentro do estudo da
quimica medicinal estd presente desde a selecdo e otimizacdo de moléculas candidatas ou
até para propor novas substancias para uso clinico (GUIDO, 2008).

Sendo assim, a técnica de DM pode apresentar resultados confidveis, tanto na fase
inicial de identificacdo do ligante quanto nas fases mais avancadas de descoberta de novos
farmacos (SLEDZ; CAFLISCH, 2018). Diminuam a energia potencial do sistema, o que
ajusta as posic¢des atdmicas, diminui as distor¢des nos angulos de ligagéo e interacdo de van
der Walls o que minimiza a forga entrecada 4&tomo do sistema e prepara a estrtura de partida
para o inicio das simulagdes de DM (BERENDSEN, et al.,1984; PARRINELLO, 1981).

Portanto, esse método tem sido utilizado para a investigacao de estruturas e funcGes
de biomoléculas e interacdes para o processo de planejamento de farmacos. O método
computacional é utilizado para avaliar as interagfes entre ligante e receptor para obtencao
de resultados quantitativos (NAMBA et al., 2008). Essa interacdo dentro do estudo da
quimica medicinal estd presente desde a selecdo e otimizacdo de moléculas candidatas ou
até para propor novas substancias para uso clinico (GUIDO, 2008).

Sendo assim, a técnica de DM pode apresentar resultados confidveis, tanto na fase
inicial de identificacdo do ligante quanto nas fases mais avangadas de descoberta de novos
farmacos (SLEDZ; CAFLISCH, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Uilizar estudos in silico para determinar o potencial farmacologico de derivados do

cardanol obtidos a partir do LCC técnico.

3.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

v" lIsolar o cardanol a partir do LCC através de cromatografia em coluna para estudos

posteriores analisado de acordo com os resultados obtidos nesse trabalho;

v Realizar uma busca na literatura por proteinas a serem avaliadas como alvos em

estudos bioldgicos do cardanol e derivados;

v Executar um screaming do cardanol e seus derivados através da técnica de docagem

molecular;
v Avaliar quais os resultados mais promissores para o calculo de dindmica molecular;

v' Realizar o calculo de dindmica molécular com a molécula que teve melhor atividade;

v" Descrever as rotas sintéticas das tentativas de sintese de derivado promissor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PURIFICACAO DO CARDANOL A PARTIR DO LCC

Utilizando um funil de Hirsch, adicionou-se uma pequena quantidade de silica
sobrea placa de vidro sinterizada do funil.

A sequir filtrou-se 10,3325 g de liquido da castanha do caju (LCC) técnico a
vacuo.O acetato de etila utilizado como solvente de arraste foi removido por evaporagdo
rotativa, apoés a filtracdo e obteve-se 10,3236 g de LCC técnico filtrado.

O LCC filtrado foi submetido a um processo de purificacdo por cromatografia
liguidaem coluna de silica (230-400 Mech 140,79 g) utilizando-se como eluente o
gradiente de hexano: AcOET (97:3 v/v) a (9:1 v/v) a figura 19 mostra s etapas desse

processo.

Filtrou-se
10,3325 g de
LCC a vacuo

Obteve-se

Funil de Hirsch:
O acetato de etila 1 equena 10,323:6 g de
P q LCC técnico

quantidade de

- filtrado
silica

Solvente de arraste

Foi removido por Utilizando-se como Purificacdo por
evaporagdo eluente o gradiente cromatografia
. de hexano: AcOET liquida em coluna
rotativa (97:3w/v)a (9:1 de silica (230-400 Vil
5 v/v) Mech 140,79 g)

Figura 19. Etapas do processo de purificacdo
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4.2 MODELAGEM DOS DERIVADOS DE CARDANOL

Para este trabalho, em parceria com o Professor Dr. Alisson Meza foram
modelados computacionalmente derivados a partir da molécula de cardanol. A escolha
aconteceu porque, o cardanol por si s6 é muito apolar o que talvez ndo o classificasse
como um promisso farmaco, mas com a adigdo de blocos polares (agucares e
aminoacidos, por exemplo) era possivel favorecer a realizacdo de dockings.

Acucares e aminodcidos sdo fontes renovaveis de moléculas organicas,
biomoléculas que podem possuir ativides bioldgicas ineressantes. Além disso, esses

blocos sdo baratos, faceis de se obter em termo de viés econémico e ambiental.

4.3 DOCKING MOLECULAR REALIZADO PARA CARDANOL E DERIVADOS

Utilizando estruturas do cardanol e de derivados correlatados como base para a
busca, foi realizada uma pesquisa de enzimas com potencial de ligacdo para cada
molécula, no totalde 16 moléculas (incluindo os cardanois e derivados) no Pass Activity

(http://www.way2drug.com/passonline/) e na literatura cientifica.

Para este trabalho, em parceria com o Professor Dr. Alisson Meza foram

modelados computacionalmente derivados a partir da molécula de cardanol. A escolha

aconteceu porque, o cardanol por si s6 é muito apolar o que talvez ndo o classificasse

como um promisso farmaco, mas com a adi¢do de blocos polares (agucares e aminoacidos,

por exemplo) era possivel favorecer a realizacdo de dockings. Agucares e aminoécidos

sdo fontes renovaveis de moléculas organicas, biomoléculas que podem possuir ativides

bioldgics ineressantes. Além disso, esses blocos séo baratos, faceis de se obter em termo

de viés econdmico e ambiental.

Os calculos de docagem molecular foram realizados com ajuda do software AutoDock

Vina para avaliar a inibi¢éo das proteinas 5-hidroxitriptamina, acetilcolinesterasee gliceraldeido-

3-fosfato dehidrogenase.

As estruturas cristalinas das proteinas em 3D de macromoléculas 5-
hidroxitriptamina, acetilcolinesterase e gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase foram
obtidasno Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) sob os codigos 6Y5A, 4EY7 e

1U8F, respectivamente.

Seguindo o protocolo do docking, foi realizada a remocao das moléculas de agua
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e inibidores, atribuindo cargas de Gasteiger e delimitando uma caixa de grade com as
dimensdes 26 A x 26 A x 26 A para a 5-hidroxitriptamina, 28 A x 28 A x 28 A para a
acetilcolinesterase e 28 A x 32 A x 32 A para o gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase,
centrado no sitio de ligagdo de cada enzima com corrdenadas x=155,219, y=142,584,
z=157,907 (para 5-hidroxitriptamina); x= -7,974, y= -44.890, z= 31,896 (para a
acetilcolinesterase) e x=14,230, y= 25,674 e z=28,620 (para o gliceraldeido-3-fosfato

dehidrogenase).

4.4 DINAMICA MOLECULAR

A simulacdo de dindmica molecular (DM) é uma técnica computacional que usa
as leis de movimento de Newton para estudar o movimento dos atomos em uma
molécula. Neste caso, a simulacéo foi realizada na Arébia Saudita, em parceria com Dra
Jamelah S. Al-Otaibi da universidade Princess Nourah Bint Abdulrahman e
acompanhada diretamente pelo Brasil, visto que ndo possuimos 0 amparato coputacional
necessario para realizar essescaculos. Para simulacdo foi usado o pacote de software
Gromacs 2019, que é um software de simulacdo DM amplamente utilizado e bem
estabelecido. O primeiro passo no processo de simulacéo foi aminimizagdo do complexo
proteina-ligante no vacuo. Isso foi feito usandoo algoritmo de descida mais ingreme,
que envolve o ajuste iterativo das coordenadas atbmicas do complexo para minimizar
a energia potencial do sistema. Ap6s a minimizacao,o complexo foi solvatado em uma
caixa periddica de &gua usando o modelo de 4gua CPS (carga pontual simples). O
modelo de dgua CPS é um modelo simples que representa as moléculas de agua como
uma Unica carga pontual e é frequentemente usado como ponto departida para modelos
de 4gua mais complexos. O complexo também foi mantido em uma concentracdo NaCl
de 0,15 M pela adicdo de numeros apropriados de ions sodio e cloreto. O complexo
resultante foi entdo submetido a uma fase de equilibrio NPT (pressdo constante,
temperatura constante), seguida por uma execucdo de producdo por 100 ns
(nanossegundos)no conjunto NPT. O método NPT € usado para simular sistemas a
temperatura e pressdo constantes, que sdo comumente encontrados em sistemas
bioldgicos. Finalmente, a trajetoriada simulacgao foi analisada usando vérias ferramentas
fornecidas pelo pacote de software Gromacs, incluindo o desvio quadrado médio da raiz

da proteina (RMSD), flutuacdoquadrada média da raiz (RMSF), raio de giracao (RG),
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area de superficie acessivel ao solvente (SASA) e ligacdo de hidrogénio (H-Bond). Essas
analises permitem que os pesquisadores estudem varias propriedades estruturais e
dindmicas do sistema simulado, como sua forma geral, flexibilidade e intera¢cbes com o
solvente circundante (AL-OTAIBI, 2022).

Neste estudo, calculos da Area de Superficie de Poisson-Boltzmann de Mecénica
Molecular foram realizados nas simulaces ligante-proteina. Os Gltimos 50 ns das
trajetérias para cada complexo foram usados para o calculo empregando a opcao
g_MMPBSA.

Os componentes de energia resultantes foram analisados para determinar a
afinidadede ligacdo e as contribuicGes de diferentes termos de energia para a energia de
ligacdo geral.Os resultados do calculo MMPBSA foram utilisados para avaliar a ligacao
dos ligantes no alvo (AlI-OTAIBI, et al., 2022).

Segue abaixo na figura 20 um fluxograma que mostra todas as etapas de forma

simplificada.

| O complexo também foi

Minimizag&o do o} compllexo foli ‘sollvatadcln em manticfluo em uma
complexo proteina- uma caixa periddica de dgua concentracdo NaCl de 0,15
mp P B usando o modelo de dgua M pela adigdo de numeros
ligante no vacuo CPS (carga pontual simples) apropriados de fons sédio
e cloreto.
O complexo
. . . . resultante foi entdo
Inclu}ndo o desvio quad[ado médio da raiz da Virias ferramentas submetido a uma
proteina (RMSD), flutuagio gquadrada média da . P
L , A p fornecidas pelo fase de equilibrio
raiz (RMSF), raio de giragio (RG), area de d NPT (pressio
superficie acessivel ao solvente (SASA) e ligaco pacote de cons?[a nte
de hidrogénio (h-bond). software gromacs ’
temperatura

constante) por 100 ns

Figura 20: Fluxograma com os procedimentos realizados em DM
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PURIFICACAO DO CARDANOL

Apobs analises em cromatografia de camada delgada (CCD) varias fracbes com o
mesmo perfil cromatografico foram reunidas e resultaram em uma massa de cardanol de
2,9573 g. Fragbes foram enviadas para o laboradrio de ressonancia magnética nuclear do
departamento de quimica da UFAM (500 MHz / CDCls). O espectro de RMN de H é
compativel com o cardanol em suas diversas estruturas, contendo principalmente o
componente com maior nimerode insaturacdo (Figura 21). Isto pode ser constatado pela
integracdo dos sinais. Assim, 0s sinais entre 6 6,5-7,2 do anel aromatico que é comum a
todos as estruturas do cardanol integram proporcionalmente para um hidrogénio cada um
(dois deles sobrepostos), enquantoque os sinais em 6 4,98, 5,03 ¢ 5,81, que so existem na
dupla ligacdo terminal do composto principal, integram para 0,3, indicando que este
composto é cerca de 30% em relacdo aos demais. Os sinais deste espectro de RMN de *H sdo
compativeis com os listados na literatura (NATARAJAM ; MURUGAVEL, 2013)
comprovando o sucesso no isolamento do cardanol. O espectro pode ser comparado com

outro na literatura conforme a figura 22.
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Figura 21. Espectro de RMN de H para o cardanol
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Figura 22. Espectro de RMN de *H para o cardanol apresentado na literaura (FAULA, 2016)
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5.2 DOCKING MOLECULAR PARA CARDANOL E DERIVADOS

No docking molecular, multiplas conformacGes e orientacbes da molécula sdo
avaliadas e classificadas por um valor energético denominado score, determinado pelas
funcdes matematicas (KITCHEN et al.,2004).

Para sesse esse estudo 16 moléculas (cardanol e derivados) foram testadas com trés
macromoléculas diferentes: 5-hidroxitriptamina, Acetilcolinesterase e Gliceraldeido-3-
fosfato dehidrogenase, ambas apresentaram resultados positivos ao serem testadas com as
moléculas no pass active que indicou o potencial de ligacdo entre os ligantes e as
macromoléculas. A estrutura das 16 moléculas estudadas sdo mostrdas na imagem 21 a

sequir.

Cardanol

Figura 23: Cardanol e derivados testados no docking.

Entre todas as moléculas estudadas, algumas apresentaram resultados significativos
quando observa-se seus escores comparando com o ligante original apresentado na literatura.

Para essas moléculs foram atribuidos codigos com letras e niUmeros para faciliar a leitura
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O (S)-Acido8-(3-(2-hidroxi-3-O-(a-D-glicopirano-6-il)propdxi)fenil)octanoico (1c)
e a (8-(3-hidroxifenil)octanoil)glutamina (2d) apresentaram uma energia de escore igual a -
8,6 kcal/mol quando testados com a 5-hidroxitriptamina, energia de ligacdo menor que a
definidacom o ligante original que é igual a -8,2 kcal/mol. Para o docking realizado com a
5- hidroxitriptamina, outros ligantes também apresentaram energias baixas, como o (S)-
Acido8-(3-(2-hidroxi-3-O-(p-D-glicopirano-6-il)propoxi)fenil)octanoico (2c), com energia
igual a - 8,3 kcal/mol, o que j& poderia ser esperado por conta da parte hidrofilica da molécula
do &cido, observa-se que as energias para todos os acidos estudados apresentaram baixa
energia para esse receptor. Nos testes realizados com a acetilcolineserase a (8-(3-
hidroxifenil)octanoil)tirosina (3d) foi a molécula que apresentou menor valor de escore, -10
kcal/mol, e com isso o melhor resultado, quando comparado com o escore do ligante original
que € igual a -12,0 kcal/mol. Qutra derivado do cardanol de baixa energia ¢ o (R)-6(O)-
((2hidroxi-3—(3-pentadecilfenoxi)propil-B—D-glicopiranose com energia igual a -9,5 (4b)
kcal/mol.

Por fim, para o gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase os resultados a (8-(3-
hidroxifenil)octanoil)tirosina (3d) apresentou o menor escore entre todos os derivados do
cardanol testados, de -8,3 kcal/mol, enquanto o ligante original apresenta o escore igual a -
11,2 kcal/mol. Para esta enzima, a outra molécula de menor energia é o (R)-Acido 8-(3-(2-
hidroxi-3-O-(B-D-glicopirano-6- il)propoxi)fenil)octanoico (4c)

O receptor 5-hidroxitriptamina é quem apresenta nesse estudo as menores energias,
em seguida a acetilcolinesterase e por ultimo o gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase.

A molécula (8-(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina (3d) foi a que para as trés
macromoléculastestadas obteve o melhor resultado, sendo entdo considerada a molécula
promissora para a simulacdo de dindmica molecular.

Os valores de escore para cada molécula em comparagdo com o valor de escore do
docking do ligante original (inibidor da enzima utilizado como pardmetro) estdo

apresentados na tabela 2, dada a seguir.
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Tabela 2: Valores de score em kcal/mol de acordo com os dockings de cada molécula

Moléculas ligantes Simbolo (5-H3A) AcHe  GAPDH
Ligante original Lig -8,2 -12,0 -11,2
Cardanol la -7,0 1.8 -6,1
(82)-3-(8-pentadecenil)fenol 2a 7.3 -8,3 -6,2
(82, 117)-3-(pentadeca-8,11-dienil)fenol 3a -7,8 -8,4 -6,5
(8Z. 112, 14Z)-3-(pentadeca-8,11,14-trienil) fenol 4a 71 -8,4 -6,4
(S) - 6(9)-(( 2 hidroxi-3 —(3-pentadecilfenoxi) propil-a-D- 1b 73 8.9 6.7
glicopiranose
(S) - 6(0)-(( 2 hidroxi-3 —(3-pentadecilfenoxi) propil-p-D- %b 78 8.8 74
glicopiranose
(R_) - 6_(0)-(( 2 hidroxi-3 —(3-pentadecilfendxi) propil-a-D- 3b 7.4 8.6 65
glicopiranose
(R) - 6(0)-(( 2 hidroxi-3 —(3-pentadecilfenoxi) propil-p-D- b 8,0 95 6.7
glicopiranose
(S)- Augo_8-(3-_(2-h|drong-O-(a-D-gI|cop|ran0-6- 1c 86 91 6.9
il)propoxi)fenil)octanoico
(S)- Aci@o ?3-(3-(2-hidroxi-3-0-( p -D-glicopirano-6- 2c 83 94 74
il)propoxi)fenil)octanoico
(R)- ACI,dO' 8-(3-'(2-hldrOX|.-3-O-(a-D-gIlcoplrano-6- 3c 8.2 8.9 74
il)propoxi)fenil)octanoico
(R)- Acido 8-(3-(2-hidr6xi-3-0-( p -D-glicopirano-6- i i i
il)propoxi)fenil)octanoico 4 83 9.2 7.6
(8-(3-hidroxifenil)octanoil)glicina 1d -8,4 -8,7 -6,9
(8-(3-hidroxifenil)octanoil)glutamina 2d -8,6 -8,3 -7,1
(8-(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina 3d -8,2 -10,3 -8,3
(8-(3-hidroxifenil)octanoil)treonina 4d -7,8 -9,0 -7,0

De acordo com os dockings e as simulacdes de ancoragem nos sitios ativos, seréo

apresentadas a seguir os melhores resultados para as trés macromoléculas escolhida
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5.2.1 Dockings realizados com a 5-hidroxitriptamina

5.2.1.1. Docking com o cardanol (1a)

A analise revelou que o cardanol ancorou no sitio ativo em interacao (n- ) empilhada
com distancias de 5,6° A e 4,80 A°. A Trp 63 interage com o0 anel aromatico com distancia
de 4,51 A° e com a cadeia lateral com distancia de 5,10 A°. A Tyr 207 interage com o anel
aromatico com distancia de 5,05 A° e de 4,53 ° com a cadeia lateral, ja a Tyr 126 interage
com uma distancia de 5.09 A° com a cadeila lateral e a Arg 169 interage com uma distancia

de 4,95 ° com a extremidade da cadeia lateral. A lle 44 interage com a distancia de 5,42 A°

com a parte central da cadeia lateral e lle 201 é a que mais interage com a cadeia lateral em
varios pontos com distancias de 5,24 A°, 5,16 A°, 4,43 A° e 4,00 A° respectivamente. As
interagdes m alquil ocorrem entre elérons m e um grupo alquil. O acoplamento do cardanol
com a 5-hidroxitripamina apresenta intera¢fes do tipo hidrofébicas e mais interacdes com
com a cadeia lateral do que com o préprio anel, a conformacdo de menor energia é
apresentada na figura 24. A energia de escore para o cardanol foi baixa com valor de -7,0
kcal/mol, o que ndo é o melhor dos resulados devido a auséncia de inera¢Ges de hidrogénio,

por exemplo.
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ARG169 ARD YR Ads

5

Interactions

[ Pi-Pistacked [ ] Alkyl
[ Pi-Pi shaped[ ] Pi-Alkyl

ARG169

H-Bonds

Donor

Acceptor =

Figura 24. (a) Ancoragem do cardanol com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D do cardanol com a 5-
hidroxiipamina, (c) Ancoragem com a 5-hidroxitripitamina mostrando a ligacGes de hidrogénio, doador e receptor
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5.2.1.2 Docking com (82,112)-3-(pentadeca-8,11-dienil)fenol (3a)

Para a molécula 3a a energia de acoplamento diminui com relacdo ao cardanol (-7,8
kcal/mol), a conformacdo muda e aumenta o niumero de intera¢cdes. Uma interagdo m-c com
a Tyr 207 é observada, a distancia é de 5,27 A° com relagdo ao anel aromatico da molécula,
3,73 A° e 3,05 A° com a cadeia lateral,essa interagdo com a cadeia lateral € mais efetiva que
nas moléculas anteriores. A interagdocom a Arg 65 ndo aparece com o cardanol e apresenta
distancia de 4,6 A° com a cadeia lateral. O cardanol e as moléculas seguintes possuem
estruturas parecidas que até aqui se diferenciam pela presenca de insaturagdes, e mais uma
vez observa-se uma diferenteconformacéo no encaixe, tudo isso somado resulta em uma
energia de escore menor, como pode ser observado na tabela 2.

As interacOes de empilhamento e n- © em forma de T acontecem com Trp 63 e Trp
156 com o anel aromatico. Interacdes do tipo alquil e w alquil também podem ser observadas
com IIE 201, IIE 44, Tyr 126 e Arg 65, como observado na figura 25.

Interactions

[ Pi-Pi Sigma (b)
[ Pi-Pi Stacked || Alkyl
[ Pi-Pi T-shaped [ Pi-Alkyl

(c)

Acceptor LD
— ILE201

Figura 25. (a) Ancoragem da molécula 3a com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D da molécula 3a com a
5-hidroxiipamina, (c) Ancoragem da molécula 3a com a 5-hidroxitripitamina mostrando a ligagdes de
hidrogénio, doador e receptor.
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5.2.1.3 Docking com (R)-6(0)-((2hidroxi-3—(3-pentadecilfenoxi)propil-p-D-
glicopiranose (4b)

A molécula 4b apresenta interacdo infavoravel doador-doador entre hidrogénios da
hidroxila do anel (quen ndo contribuem com o calclo do docking) com a Trp 168, com
distancia de 2,09 A° e com a Tyr 126 com distancia de 1,6 A°. Uma interagdo eletrostatica
do tipo m-cation da Arg 169 com o anel aroméatico com distancia de 3,65 A° também pode
ser observada, além das ligacdes de hidrogénio, as mais importantes nessa intecao que
diminui um pouco mais a energia comparada ao cardanol (-8,0 Kcal/mol) comAsn 205, Asp
202 e GIn 124 na extremidade dos anel. Outras intera¢6es hidrofébicas comoalquil e w-alquil

podem ser notadas na longa cadeia proxima ao anel aromatico (figura 26).

Interactions

I convetional Hidrogen Bond [ Alkyl
- Unfavorable Donor-Donor [: Pl-Alkyl
[T ricatlon

H-Bonds

Donor

Acceptor £

Figura 26. (a) Ancoragem da molécula 4b com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D da molécula 4b com a
5-hidroxiipamina, (c) Ancoragem da molécula 4b com a 5-hidroxitripitamina mostrando a ligacdes de
hidrogénio, doador e receptor
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5.2.1.4 Docking com  (S)-Acido8-(3-(2-hidroxi-3-O-(a-D-glicopirano-6-il)
propoxi)fenil)octandico (1c)

Para a molécula 1c temos uma energia muio menor, d -8,6 Kcal/mol, menor ue o
ligante original, o que nos afirma que ela é um possivel melhorr inibidor para a 5-
hidroxiriptamina. Nota-se cinco ligagdes de hidrogénio, a primeiria entre a Asp 42 e uma
hidroxila da cadeia com distancia de 2,98 °, a segunda da Asn 101 com o oxigénio da
carbonila do &cido e a terceira da Arg 65 com trés partes da molécula: o oxigénio de uma
hidroxila na cadeia, um oxigénio entre carbonos na cadeia e por fim com o oxigénio da
hidroxila do anel, com disténcias de 2,48 A°, 2,98 A° e 2,68 A° respectivamente. Uma
ligacdo infavordvel doador - doador com a trp 168 com o hidrogénio da hidroxila do anel com
distancia de 2,38 A°. Qutras hinteracdes hidrofobicas ocorrem préximas ao anel aromatico.
O ancoramento da molécula 1c se mostra efetivo (figura 27) o que explica a baixa energia
de score, as ligacdes de hidrogénio na parte hidrofilica da molécula sdo fortes e justificam o

resultado.

Interactions

[ Conventional Hidrogen Bond Pi-Pi T-shaped
I unfavorable Donor-Donor [ Pi-Alkyl

Acceptor 0

Figura 27:. (a) Ancoragem da molécula 1c com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D da molécula 1c com
a 5-hidroxiipamina, (c) Ancoragem da molécula 1c com a 5-hidroxitripitamina mostrando a ligagdes de
hidrogénio, doador e receptor.
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5.2.1.5 Docking com (R)-Acido8-(3-(2-hidroxi-3-O-(p-D-glicopirano-6-il)propoxi)
fenil)octanoico (4c)

A molécula 4c possui a energia de escore igual a -8,3 Kcal/mol, sua conformacéo no
sitio ativo da macromolécula foi eficaz, com trés ineracdes de hidrogénio e duas interacdes
de hidrogénio mais préximas entre si. Os residuos Asp 202 e Trp 168 interagem com
hidrogénios da hidroxila do anel com distanciasde 2,12 e 2,77 A° respectivamente. O residuo
Arg 65 interage com duas partes da molécula,com o oxigénio entre carbonos na cadeia e com
0 oxigénio de uma hidroxila do anel com distancias iguais a 2,53 A° e 2,57 A°
respectivamente.

Sdo apresentadas outras interagcdes como ligagdo carbono hidrogénio da Arg 169 com
distancia de 3,5 A°, assim como a presenca de desfavoravel doador-doador e desfavoravel
aceitador com Asn 101 e Thr 154, sendo a interagdo com Asn 101 mais curta e mais efetiva
com distancia igual a 1,29 A°. As outras interag¢des sdo as intera¢des hidrofobicas m-alquil e

n- m em forma de T, conforme a figura 28.

y 1'-7'[:Rp1c:
N . —<ARG169

~ Interactions

- Conventional Hidrogen Bond - Unfavorable Acceptor-Acceptor
[_] Carbon Hidrogen Bond Pi-Pi T- shaped
- Unfavorable Donor-Donor [:] Pi-Alkyl

“ \ L, 1. TRP168
H-Bonds £ TRPY S | RG169

\
Donor 2
i '%

Acceptor =0

Figura 28. (a) Ancoragem da molécula 4c com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D da molécula 4c com a
5-hidroxiipamina, (c) Ancoragem da molécula 4c com a 5-hidroxitripitamina mostrando a ligagdes de
hidrogénio, doador e reeptor.
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5.2.1.6 Docking com (8-(3-hidroxifenil)octanoil)glicina (1d)

A molécula 1d é pequena, trés ligacGes de hidrogénio sdo observadas na extremidade
da cadeia lateral com a Tyr 207, Tyr 126 e Asn 205 com distdncias de 2,01, 2,47 € 2,22 A°,
0 que pode ser o motivo da baixa energia de escore (-8,4 kcal/mol) respectivamente,
interagdes hidrofobicas m-alquil, empilhadas n- = € € n- © em forma de T também sao

observadas, conforme a figura 29.

Interacions

R SN205 - Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T- shaped
[ Pi-Pi Stacked [ PiAlkyl

H-bond

Donor

Acceptor

Figura 29. (a) Ancoragem da molécula 1d com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D da molécula 1d com a
5-hidroxiipamina, (c) Ancoragem da molécula 1d com a 5-hidroxitripitamina mostrando a ligacdes de
hidrogénio, doador e reeptor.
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5.2.1.7 Docking com (8-(3-hidroxifenil)octanoil)glutamina (2d)

A molécula 2d tem estrutura maior que a molécula 1d, possui mais interagdes e se
acopla melhor no sitio ativo da enzima, apesar das intera¢6es hidrofébicas em torno do anel
e da cadeia longa.

Encontra-se presente uma ligagéo de hidrogénio com Arg 65 de distancia igual a 2,58
A°, interacdo de doador-doador desfavoradvel com Arg 169 com o hidrogénio ligado ao
nitrogénio com distancia de 2,17 A°, intera¢des como alquil, n-alquil, eempilhadas n- w, ©-

n em forma de T conforme a figura 30.

TRP. TYR ILE
A:63 A:126A:44

Interactions

I convetional Hydrogen Bond [ Pi-Pi T- shaped
- Unfavorable Donor-Donor D Alkyl
[ PiPi Stacked [ 1 Pi-Alkyl
H-Bonds
Donor
G169
Acceptor R

Figura 30. (a) Ancoragem da molécula 2d com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D da molécula 2d com a
5-hidroxiipamina, (c) Ancoragem da molécula 2d com a 5-hidroxitripitamina mostrando a liga¢fes de
hidrogénio, doador e reeptor.
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5.2.1.8 Docking com (8-(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina (3d)

As interagdes entre a molécula 3d sdo ligacdes de hidrogénio com Asp 177, Arg 169
e Trp 168 com distancias de 2,26 A°, 2,69 A° e 2,60 A° respectivamente Uma interacdo
eletrostatica n-cation da Arg 65 com o anel aromatico é apresentada com a disténcia de 4,31
A°. Também séo observadas outras intera¢cdes como alquil, w-alquil, empilhadas n- 1 e n- &
em forma de T, conforme a figuras 31. A molécula 3d também tem energia menor que o0
cardanol quando ancorada com a 5-hidroxitriptamina devido as interagdes de hidrogénio
presentes nessa molécula que ndo estdo presentes no cardanol somadas com as outras

ineracdes o que justifica sua energia de escore ser -8,2 kcal/mol.

Interactions

[ Conventional Hidrogen Bond Pi-Pi T-shaped
[ Pication [] Alkyl
Pi.Pi Stacked [ PiAlkyl

H-Bonds

Donor

Acceptor

Figura 31. (a) Ancoragem da molécula 3d com a 5-hidroxitripamina, (b) ancoragem 2D da molécula 3d com a
5-hidroxiipamina, (c) Ancoragem da molécula 3d com a 5-hidroxitripitamina mostrando a ligacdes de
hidrogénio, doador e reeptor.
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5.2.2. Dockings realizados com a acetilcolinesterase
5.2.2.1 Docking com o cardanol (1a)

As interagOes observadas no aclopamento do carnanol com a acetilcolinesterase sao
as interagdes n-c com Trp 86 com distancia de 3,84 A° e Trp 286 com distancia de 3,83 A%
interagdes m-alquil com His 447, Tyr 337, Phe 338 e Tyr 341, conforme a figura 32. As
interacdes sdo todas de carater hidrofobico com a cadeia lateral da molécula, iso justifica a
energia de escore baixa igual a -7,8 kcal/mol, quando comparado com o ligante original.

Interactions

[ Pisigma [ PiAlkyl

H-Bonds

Donor

Acceptor

Figura 32. (a) Ancoragem do cardanol com a acetilcolinesterase, (b) ancoragem 2D do cardanol com a
acetilcolinesterase, (c) Ancoragem do cardanol com a acetilcolinesterase mostrando a ligagdes de hidrogénio,
doador e receptor
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5.2.22 Docking com (R)-6(O)-((2hidréxi-3—(3-pentadecilfenoxi)propil-p—D-glico
piranose (4b)

A molécula 4b possui apenas uma ligagdo de hidrogénio com a GIn 228 de distancia
igual a2,61 A°. Vérias interacdes do tipo ligacao carbono-hidrogénio e liga¢do de hidrogénio
doador 7 sdo observadas para molécula 4b, a menor delas com a Ser 229, com distancia de
3,39 A°. Observa-se interagdes hidrofdbicas do tipo n-c, empilhadas n- e t-alquil,conforme
a figura 33. A energia de ligacdo dessa molécula é de -9,5 kcal/mol, um dos valores de
energia mais baixo entre os outros tesados. Apesar de apenas uma ligacdo de hidrogénio, a
molécula 4b possui muitas ligacdes carbono-hidrogénio que somadas com as outras

interacOes apresentadas levam a um resultado promissor em questdo de energia.

Interactions

[ Conventional Hidrogen Bond B Pisigma
[] carbon Hidrogen Bond

B Uunfavorable Acceptor-Acceptor
[] Pi-Donor Hydrogen Bond

[ Pi-Pi stacked

[ Pi-Alkyl

¢ S |
&
\!; ;
/‘/‘

TRP286

Figura 33. (a) Ancoragem da molécula 4b com a acetilcolinesterase, (b) ancoragem 2D da molécula 4b com a
acetilcolinesterase, (c) Ancoragem da moécua 4b com a acetilcolinesterase mostrando a liga¢des de hidrogénio,
doador e receptor.
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5.2.2.3 Docking com (S)-Acido8-(3-(2-hidroxi-3-O-(B-D-glicopirano-6-il)propoxi)
fenil)octandico (2c)

A molécula 2c em energia de escore igual a -9,4 kcal/mol, apresenta trés ligacGes de
hidrogénio com a Tyr 133, Gly 122 e Tyr 124 com distancias de 2,92 A°, 2,42 A° e 3,01 A°
respectivamente. Varias interagdes carbono-hidrogénio sdo notadas, a menor delas com a
distancia de 3,42 A°. Uma interacdo aceitador-aceitador desfavoravel com a Tyr 72 aparece,
com a distancia de 2,99 A°. Interacbes n- 1 empilhadas e e m-alquil podem ser observadas
na figura 34, o que diminui a energia dessa molécula, visto 0 n"'mero de intera¢Ges do tipo

ligacOes de hidrogénio e carbono-hidrogénio somadas com as outras interagdes hidrofdbias.

A1y A
GLY & g
b) A:122, -
SER
A:203 HIS
A:447
TYR:
A2 &
Rt -
A:337 /PHE

R338 0N

Interactions

S - Conventional Hidrogen Bond Pi-Pi Stacked
286 [T] Carbon Hidrogen Bond Pi-Pi T- shaped

B Unfavorable Acceptor-Acceptor [ Piawky

 —
H-Bonds

Donor

Acceptor i

Figura 34. (a) Ancoragem da molécula 2c com a acetilcolinesterase, (b) ancoragem 2D da molécula 2c com a
acetilcolinesterase, (c) Ancoragem da moécua 2c com a acetilcolinesterase mostrando a ligagdes de hidrogénio,
doador e receptor.
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5.2.2.4 Docking com (R)-Acido8-(3-(2-hidroxi-3-O-(B-D-glicopirano-6-il)propoxi)
fenil)octanoico (4c)

A molécula 4c apresenta duas ligagdes de hidrogénio da Tyr 337 com o0 oxigénio de
uma hidroxila do anel com distancia de 2,71 A° e Asp 74 com um hidrogénio da hidroxila
do anel com distancia de 2,92 A°. Observa-se uma ligacdo carbono-hidrogénio com a Ser
203 de distancia igual a 3,4 A°, interacdo doador-doador desfavoravel com Gly 121, Gly 122
com pequenas distancias de 1,32 A° e 1,95 A° respectivamente. Interacbes empilhadas n- =,
n- © em forma de T, alquil e w-alquil também séo observadas na figura 35. A conformacéo
da molécula mostra uma ancoragem mais efetiva, o que justificaria a diminuicdo da energia

de escore.

Interactions

[ Conventional Hidrogen Bond

[] Carbon Hidrogen Bond [T Pi-Pi T- shaped
- Unfavorable Donor-Donor [:] Alkyl
[0 PiPi Stacked [ PiAkyl

!

\ SER203
122/
& s 1

Acceptor

Figura 35. (a) Ancoragem da molécula 4c com a acetilcolinesterase, (b) ancoragem 2D da molécula 4c com a
acetilcolinesterase, (c) Ancoragem da moécua 4c com a acetilcolinesterase mostrando a ligagdes de hidrogénio,
doador e receptor.
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5.2.2.5 Docking com da (8-(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina (3d)

A molécla 3d é aquela que apresenta os melhor resultado a nivel de energia com a
acetilcolinesterase (-10,3 kcal/mol) o que faz dela uma forte candidata a inibidora da
aceilcolineserase. Ela dispbe de quatro ligacGes de hidrogénio, sendo trés delas muito
proximas entre si e a menor delas de 2,02 A° de distancia com o hidrogénio da hidroxila do
anel aromético e a Asp 74. Uma interacdo aceitador-aceitador desfavoravel ocorre entre a
Arg 296 e o oxigénio da hidroxila de um dos aneis e outras interacfes hidrofdébicas sao
apresentadas na figura 36. Observe que para essa molécula houve um maior nimero de
interacdes, o que indica que ela ancorou de forma efetiva no sitio ativo, além das ligacdes de

hidrogénio, o que justifica a menor energia de escore com a acetilcolinesterase.

o TR
o / Interactions A:86
- P74 TRP86 [l Conventional Hidrogen Bond [ Pipi Stacked
- Unfavorable Acceptor-Acceptor ::] Pi-Alkyl
AN
c)
H-Bonds
Donor
Acceptor

Figura 36. (a) Ancoragem da molécula 3d com a acetilcolinesterase, (b) ancoragem 2D da molécula 3d com a
acetilcolinesterase, (c) Ancoragem da moécua 3d com a acetilcolinesterase mostrando a ligag6es de hidrogénio,
doador e receptor.
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5.2.3 Dockings com o Glicaraldeido-3-fosfato dehidrogenase

5.2.3.1 Docking com o cardanol (1a)

O cardanol apresenta duas ligacdes de hidrogénio da Glu 79 com o hidrogénio da
hidroxila do anel aromatico (fato que ndo aconteceu com nenhuma as outras
macromoléculas) com distancia de 2,12 A° e Asn 9 com o oxigénio da hidroxila do anel
aromatico com distancia de 2,52 A°, outras intera¢coes hidrofobicas n-6 com a Thr 99 e
alquil e w-alquil podem ser observadas na figura 37. Apesar das duas liga¢des de hidrogénio,
olhando para conformacéo, nota-se que ela ndo ancora de forma téo efetiva na enzima, o que

justifica a energia de escore ser menor que a do ligante original (tabela 2).

ASN
2 ARG
P:9 P:1

Interactions

[ Conventional Hidrogen Bond [ Alky1

[ Pi-sigma [ PiAkyt

H-Bonds

Donor

Acceptor =

Figura 37. (a) Ancoragem do cardanol com o gliceraldeido-3-fosfato, (b) ancoragem 2D do cardanol com o o
gliceraldeido-3-fosfato, (c) Ancoragem com o o gliceraldeido-3-fosfato mostrando a ligages de hidrogénio,
doador e receptor.
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5232 Docking com (R)-Acido8-(3-(2-hidréxi-3-O-(B-D-glicopirano-6-il)propoxi)
fenil)octandico (4c)

A molécula 4c apresenta uma energia de escore igual a -7,6 kcal/mol. Dispde de
apenas duas ligacdes de hidrogénio com a Asn 34 e a Cys 152 sendo a menor delas a com
Asn 34 a distancia 2,21 A°.

As interagdes com os aminoacidos observadas sao duas ligacdes de hidrogénio, trés
ligacOes carbono-hidrogénio que aparecem com a Asn 35 e Gly 10, uma interagéo do tipo
doador-doador desfavoravel com a Asn 9. Outras do tipo alquil e w-alquil podem ser
visualizadas na figura 38. Essas interagdes, incluindo as ligacdes de hidrogénio somadas as

outras permitem que a molécula 4c tenha uma energia menor que do cardanol.

Interactions
I Conventional Hidrogen Bond [ Aty
[] Carbon Midrogen Bond [ Piamyl

B Ustavorable Dosor-Donoe

Acceptor =

Figura 38. (a) Ancoragem da molécula 4c com o gliceraldeido-3-fosfato, (b) ancoragem 2D da molécula 4c
com o o gliceraldeido-3-fosfato, (c) Ancoragem da mlécula 4c com o o gliceraldeido-3-fosfato mostrando a
ligagBes de hidrogénio, doador e receptor.
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5.2.3.3 Docking com a (8-(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina (3d)

A da molécula 3d tem a menor das energias de escore para essa enzima (-8,3
kcal/mol), dentre as moléculas testadas com o gliceraldeido é aquela que apresenta 0 maior
namero de ligacGes de hidrogénio. Essas ligacGes acontecem com a Asn 9, Gly 10, Ser 98,
Gly 15, lle 14, Ser 122, Arg 13 e Glu 317. As mais curtas acontecem coma Asn 9 e 0
hidrogénio da hidroxila do anel aromatico com distancia de 1,96 A°e a lle 14 com o oxigénio
de uma carbonila na cadeia com distancia de 1,98 A° que sdo interagdes muito fortes.
Observa-se na figura 39 que o maior nimero de interacdes sdo hidrofilicas e que restam
apenas algumas interac@es hidrofobicas, o que justifica 0 melhor ancoramento da molécula

com a enzima com a diminuigéo da energia de escore.

Interactions
[ Conventional Hidrogen Bond ] Pi-Alkyl

[ Pi-sigma

H-Bonds

Donor

Acceptor =

Figura 39. (a) Ancoragem da molécula 3d com o gliceraldeido-3-fosfato, (b) ancoragem 2D da molécula 3d
com o o gliceraldeido-3-fosfato, (c) Ancoragem da mlécula 3d com o o gliceraldeido-3-fosfato mostrando a
ligacBes de hidrogénio, doador e receptor.
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5.3 RESULTADOS DA DINAMICA MOLECULAR

Com base nos resultados do docking, selecionamos as proteinas acetilcolineserase
(AcHe) e gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH) para realizar o estudo de
simulacdo de dinamica molecular, além disso foi escolhido o ligante de menor energia ((8-
(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina) tendo em vista as trés macromoléculas, o ligante de melhor
resultado para as trés macromoléculas.. No entanto, por a 5-hidroxitriptamina ser um
receptor muito grande, nao foi possivel realizar a simulagdo em tempo habil. A simulacéo
avaliou a interacdo da proteina- ligante com as duas enzimas ao longo de um determinado
tempo em um ambiente solvatado.

Os RMSDs médios de 0 a 100 ns para AcHe e GAPDH, sdo proteinas complexas de
0,17 +/- 0,03 nm, 0,18 +/- 0,03 nm, respectivamente. O desvio quadratico médio (RMSD)
dos complexos AcHe e GAPDH néo apresentou desvio significativo (Figuras 40 e 41). Esses
resultados de RMSD representam a estabilidade relativa do complexo de compostos ao longo
da simulacdo. No geral, os resultados do RMSD indicam que os complexos proteicos AcHe
e GAPDH em interacdo com a (8-(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina foram considerados
relativamente estaveis ao longo da simulacdo. As diferencas entre os complexos foram
pequenas, sugerindo que sdo muito semelhantes em termos de estabilidade. Isso
provavelmente se deve ao fato de que todos eles contém componentes semelhantes em suas

estruturas.
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Figura 40. Analise (AcHe MD: A RMSD, B RMSF, C Rg, D SASA, E Hbond)

, |
80 100

A analise RMSF determina quais aminoacidos da proteina fazem mais vibracdes,

resultando na desestabilizacdo da proteina na presenca e auséncia dos ligantes. Os valores

de RMSF foram calculados em relagdo a escala de tempo de simulacéo de 0 a 100 ns. Os

RMSFs médios de 0 a 100 ns para proteinas do complexo proteico tirosina-AcHe e tirosina-
GAPDH foram 0,10 +/- 0,06 nm, 0,09 +/- 0,07 nm, respectivamente. Os resultados de RMSF
para complexos tirosina-AcHe e tirosina- GAPDH séo representados na figura40e 41 B . O

resultado sugere que ndo h&d mudancas estruturais significativas durante a simulacdo de 100

ns.

De acordo com a figura 40 E o nimero de ligacdes de hidrogénio variade 0a7ea

estabilidade das ligagdes variam de 3 a4 de 0 a 100 ns.
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Figura 41. Anélise (GLICE2 MD: A RMSD, B RMSF, C Rg , D SASA, E Hbond)

O raio de giracdo indica a compactacdo do complexo ligante-proteina. O dobramento
da estrutura geral em diferentes intervalos de tempo durante a trajetéria pode ser observada
no grafico Rg ilustrado na Figura 40 e 41 C. Ao longo da simulacédo, os complexos ligante-
proteina tirosina-AcHe e tirosina- GAPDH exibiram um padrdo semelhante de valor Rg . O
valor médio de RG de 0 a 100 ns para proteinas do complexo proteina-ligante tirosina-AcHe
e tirosina- GAPDH foi de 2,32 +/- 0,01 nm, 2,07 +/- 0,01 nm, respectivamente. Os valores
de Rg do complexo proteina-ligande indicam que ndo héa diferenca significativa entre o
dobramento da forma do complexo em diferentes intervalos de tempo durante a trajetoria,
ou seja, ligante ndo causou mudancas grandes da compactacao da proteina, indicando que
ele esta acomodado no sitio ativo da enzima, o que sugere que o complexo proteico é
estruturalmente estavel durante toda a simulacéo.

A SASA (solvent-accessible surface area) em portugués, area de superficie acessivel
ao solvente é responsavel por informar se a introducdo do ligante dentro na enzima alterou
sua estrutura ou afetou regides acessiveis a moléculas de solvente da enzima, A mudanca de

SASA da tirosina-AcHe e tirosina- GAPDH com o tempo € mostrada na Figura 40 e 41 D
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O valor médio de RG de 0 a 100 ns para proteinas-ligantes de tirosina-AcHe e
tirosina- GAPDH foram 220,07 +/- 4,30 nm, 157,67 +/- 3,41 nm, respectivamente . 1sso
indica que ndo ha mudanca na proteina de nivel estrutural ao longo da simulacéo.

Para o complexo tirosina- GAPDH s&o formadas de 0 a 6 liga¢des de hidrogénio em
100 ns, no entanto permanecem estaveis de 3 a 4. Comparando com a tirosina-AcHe, 0 0
complexo tirosina- GAPDH forma uma ligagdo de hidrogénio a menos porém o nimero de

ligacOes estaveis € 0 mesmo. Observe os resulados organizados no quadro 1 abaixo.

Quadro 2: Dados com os resultados de RMSD, RMSF, RG, SASA e Ligagdes de hidrogénio
para 0s complexos tirosina-AcHe e tirosina-GAPDH

Tempo 0 a 100 ns TIROSINA-ACHE TIROSINA- GAPDH
RMSD (Desvio quadratico 0,17 +/- 0,03 nm 0,18 +/- 0,03 nm
da raiz da proteina)

RMSF (Flutuacao 0,10 +/- 0,06 nm 0,09 +/- 0,07 nm

quadratica média da raiz)

RG (Raio de giragao) 2,32 +/- 0,01 nm 2,07 +/- 0,01 nm

SASA (Area de superficie 220,07 +/- 4,30 nm 157,67 +/- 3,41 nm

acessivel ao solvente)

LIGACAO DE HIDROGENIO 0 a 7 ligacdes de 0 a 6 ligacdes de
hidrogénio: estaveis de 3a hidrogénio : estaveis de 3 a

4 4

5.4 DETERMINACAO DA AFINIDADE DE LIGACAO - MM — PBSA

Para determinar a afinidade de ligacao do ligante -(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina)
com as enzimas AcHe e GAPDH, examinamos a forca de ligagdo relativa dentro da proteina
O quadro 1 compara a forca de ligacdo de AcHe e GAPDH em relacdo a (3-
hidroxifenil)octanoil)tirosina), calculados pelo método MM-PBSA. Ao longo de uma
trajetéria de simulacdo estavel, calculamos as contribuicdes do nivel de residuo para a
energia de interacdo, conforme o quadro 1 e observamos que a energia total de ligacdo muito
negativa para ambos os complexos proteina-ligante em ambas as enzimas, 0 que é muito
promisso, indicando que a molécula energia ((8-(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina) € um forte
candidato a inibidor. A energia total para tirosina-AcHe 1 foi igual a -109,360 +/- 20,367
kJ/mol (-26,138 +/- 4,868 kcal/mol) e para tirosina- GAPDH foi igual a -57,549 kJ/mol +/-
15,277 kd/mol (-13,755 +/- 3,651 kcal/mol). tirosina-AcHe e tirosina- GAPDH
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Quadro 2: Comparacdo da forca de ligacdo de AcHe e GAPDH com (3-
hidroxifenil)octanoil)tirosina)
Sistema | Energia van der Energia Energia de Energia de ligacéo
Waal eletrostatica solvatacdo polar
AcHe -172,551 +/- -36,794 +/- 120,840 +/- -109,360 +/-
14,665 kJ/mol 10,100 kJ/mol 21,310 kJ/mol 20,367 kJ/mol
GAPDH -150,900 +/- -82,214 +/- 196,513 +/- -57,549 +/- 15,277
9,407 kJ/mol 4,692 kJ/mol 13,659 kJ/mol kJ/mol
5.5 PROPOSTA DE ROTA SINTEICA PARA A MOLECULA

(8(3HIDROXIFENIL)OCTANOIL)TIROSINA (3d)

Com o objetivo de se obter o produto-alvo mais promissor deste trabalho, o (8(3-
hidroxifenil)octanoil)tirosina, planejou-se a rota sintética apresentada na figura 72.

A mistura de cardanois extraida diretamente do liquido da casca da castanha do caju
técnico (LCC), obtida e purificada por cromatografia liquida em coluna, pode ser oxidada
via clivagem oxidativa das ligacdes duplas C-C com tetroxido de 6smio. E importante
ressaltar que os analogos monoeno, dieno e trieno do cardanol apresentam a primeira
insaturacdo sempre em C8, o que significa que a quebra oxidativa gerard, invariavelmente,
0 produto &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico, além de outros fragmentos menores e do
préprio cardanol saturado, os quais deverdo ser removidos durante processo de purificagéo.

A combinacdo do L-tirosinato de metila (por sua vez, sintetizado via esterificacdo da
L-tirosina comercial com metanol) com o acido produzido anteriormente via ligacdo
peptidica, processada por meio dos reagentes dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) em diclorometano, poderd gerar, portanto, o produto final
estudado neste trabalho. Essa sintese foi realizada em laboratério em parceria por um aluno
de PIBIC, que testou inimeros processos cromatograficos e estd em processo de purificacéo
ndo isolando o produto até o devido momento, dando a oportunidade para estudos posteriores
a esse, visto que essa molécula mosrou boa atividade com as trés macromoléculas que foram

objetos de estudo desse trabalho.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O Oleo da casca da castanha de caju, fonte renovavel e rica em substancias
promissoras para o estudo de Quimica Medicinal, como o cardanol, também pode ser
aproveitado para a obtencdo de devivados deste abundante componente. Os estudos do
docking do cardanol e derivados no presente trabalho levaram a resultados significativos
quando testados com macromoléculas que se relacionam com véarias doengas, como
depressdo e ansiedade, no caso da 5-hidroxitriptamina. Levando em consideracdo que 0s
calculos de docking simplificam o processo quando se trata do estudo de um possivel
farmaco, o cardanol e seus derivados mostraram excelentes resultados, quando avaliadas as
energias de escore para a 5-hidroxitriptamina e acetilcolinesterase por exemplo, os valores
das energias de escore principalmente para 5-hidroxitripitamina comparado com o valor de
score do ligante original sdo préximos e € possivel avaliar quais as moléculas promissoras,
visto que o valor da energia de escore deve ser igual ou menor que a energia de escore do
ligante original. Um exemplo é o (S)-Acido 8-(3-(2-hidroxi-3-O-(a-D-glicopirano-6-
il)propoxi)fenil)octanoico, que docado com a 5-hidroxitriptamina tem uma energia de score
igual a -8,6 kcal/mol, que € um valor menor que a energia de score do ligante original, o que
pode nos levar a um possivel inibidor do receptor 5-hidroxitrriptamina e a um possivel
farmaco.

A (8(3-hidroxifenil)octanoil)tirosina, derivada do cardanol, apresenta bons
resulados para as trés macromoléculas, o que levou aos estudos através da dinamica
molecular, que confirmou a atividade dessa molécula com as macromoléculas
acetilcolinesterase e gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase, visto que a energia total de
ligacdo foi muito negativa para ambos os complexos proteina-ligante em ambas as enzimas,
0 que é muito promisso. A importancia dos resultados desse trabalho possibitam estudos
posteriores de derivados do cardanol que mostraram resultados significativos no docking
molecular, como a sintese e avaliacdo de atividades bioldgigas que confirmardo o potencial
farmacoldgico de moléculas derivadas de uma susbtancia presente na casca de um fruto

abundante no Brasil, a castanha de caju.
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