XXX Congresso de &%,

¥

Iniciacdo Cientifica -
UNICAMP ’

Avaliaco in silico por Docking Molecular de acidos graxos bioativos provenientes de andiroba (Carapa
guianensis) e do jambu (Acmella oleracea) em vias associadas a obesidade e cognicao.

Palavras-Chave: [Docking molecular], [Obesidade e perda cognitiva], [Acidos graxos|.

Autores:

Monize Valéria R. da Silva [Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP]

Livia Mateus Reguengo [Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP]

Juliana Cassamatta Brandolise [Faculdade de Ciéncias Aplicadas, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP]
Prof. Dr Mario Roberto Maréstica Junior [Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP]

INTRODUCAO:

O desbalango energético comum em individuos obesos leva a uma maior secre¢do de adiponectina (estimula a
liberagdo de insulina) e resistina pelo tecido adiposo, desencadeando um fendémeno de resisténcia a leptina. Como
consequéncia desse processo, tem-se uma reducdo significativa dos “sinais da saciedade” e exacerbagdo do desbalanco
energético. Como consequéncia a longo prazo, pode ocorrer o surgimento da resisténcia a insulina e manifestacao da diabetes
tipo II. (1-3) A insulina fisiologicamente tem um papel importante na fosforilagdo inibitéria da enzima glicogénio sintase
quinase 3 B (GSK3p), associada a sintese de glicogénio e ocorréncia de fenomenos bioldgicos relacionados a fisiopatologia
da Doenga de Alzheimer (DA), como a hiperfosforilagdo da Tau e formagdo de placas beta-amildides, levando a danos
cognitivos. (4-6)

Ademais, a obesidade apresenta um forte componente imunologico, visto que os adipocitos sdo capazes de interagir com
células do sistema imune através do aumento na liberagdo de citocinas pro-inflamatorias como interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor - TNF-a) e fator nuclear kappa beta (nuclear factor kappa beta - NF-«xB),
exacerbando o fendmeno de resisténcia a insulina. Ocorre ainda menor secrecdo de adiponectina pelos adipocitos,
prejudicando a manutenc¢do de um ambiente anti-inflamatério caracteristico do hormonio. No Sistema Nervoso Central (SNC)
a elevagdo de citocinas pro-inflamatdrias leva a ativagdo da microglia e estabelecimento de focos de neuroinflamacdo que
prejudicam a homeostase local, resultando em morte neuronal e danos cognitivos (7,8).

Tendo-se em vista a relevancia do tema, faz-se necessaria a busca por novos compostos de origem natural eficazes para o
manejo da obesidade. Nesse cenario, o Brasil abriga uma rica flora nativa ainda ndo explorada em sua totalidade e rica em
compostos bioativos com potencial terapéutico. Na regido Norte do Pais, as espécies vegetais Carapa guiaensis € Acmella
oleracea, conhecidas como andiroba e jambu, respectivamente, sdo popularmente conhecidas por seus potenciais efeitos
anti-inflamatorios. Analises fitoquimicas recentes verificaram a presenga de compostos lipidicos, principalmente acidos
graxos, nos 6leos das sementes da andiroba e do jambu. Tais moléculas estariam diretamente associadas ao desencadeamento
de vias anti-inflamatorias e antioxidantes, algo extremamente interessante na prevencdo da DA (9,10).

Nesse contexto de busca por novas moléculas bioativas e seus ligantes bioldgicos, bem como a caracterizagdo de seus
efeitos em vias de sinaliza¢do conhecidas, as técnicas de Docking Molecular estdo sendo crescentemente aplicadas. Trata-se
de uma abordagem relativamente acessivel, poderosa e em expansdo como consequéncia dos avangos computacionais (11).
Assim, o uso do Docking Molecular torna possivel a analise de compostos bioativos derivados da andiroba e jambu em vias
relacionadas a DA, visando a validagdo das moléculas como potenciais alternativas terapéuticas.

OBJETIVOS:

Realizar andlises in silico de docagem molecular para avaliagdo das interacdes quimicas mais estaveis alvo-ligante
entre proteinas relacionadas as vias comumente ativas na resisténcia a insulina e inflamagao, importantes para a fisiopatologia
da Doenga de Alzheimer e moléculas de acidos graxos presentes na andiroba e no jambu selecionados apos revisdo na
literatura.

METODOLOGIA:

A selegdo das proteinas-alvo, bem como dos compostos lipidicos presentes na andiroba e no jambu foi realizada
considerando-se trabalhos publicados presentes nas principais bases de dados cientificas (PubMed, Science Direct, Scielo,
Google Scholar, Lilacs e CAPES). Nao houveram restricdes quanto ao tipo de trabalho publicado. A sele¢do dos trabalhos
para analise foi feita de acordo com informacdes presentes no titulo e/ou resumo. A selecdo dos compostos lipidicos de
interesse foi feita considerando-se a maior recorréncia das moléculas nos trabalhos analisados, bem como maior abundancia
relativa nas espécies em estudo.
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Para a busca ¢ selegdo das vias de sinalizagdo relacionadas & Doenca de Alzheimer e proteinas de interesse, foram
avaliados apenas majoritariamente revisdes e revisoes sistematicas recentes, com no maximo 5 anos apos a publicagdo. A
selecdo das vias de sinalizagdo e proteinas de interesse levou em consideragdo a recorréncia das mesmas nos trabalhos; a
relevancia das vias e proteinas na fisiopatologia da DA, além da existéncia de estudos com Docking Molecular envolvendo as
proteinas em analise.

Para realizacdo da docagem molecular, as estruturas 3D das proteinas de interesse selecionadas foram obtidas no Protein
Data Bank (https://www.rcsb.org/) no formato pdb. Foram selecionadas estruturas atualizadas com resolucdo superior a 2.0 A
e que de preferéncia foram indicadas em trabalhos publicados com docking molecular. Em seguida, com auxilio do software
AutoDock em sua versdo 4.2, as estruturas das proteinas selecionadas foram preparadas (com geragdo de arquivo .pdbqt)
individualmente para a docagem com os ligantes. Assim, foram removidas moléculas de agua circundantes; ions;
heteroatomos e pequenos ligantes ou inibidores que por ventura tenham vindo com a estrutura baixada do PDB. Possiveis
atomos faltantes foram identificados e reparados, bem como hidrogénios polares foram acrescentados as estruturas e as cargas
de Kollman foram distribuidas). Ademais, os sitios ativos de cada proteina foram localizados com auxilio do site PrankWeb
(https://prankweb.cz/) e as coordenadas espaciais (eixos X, y € z) do centroide do cubo que representa cada sitio (denominado
GridBox) foram calculadas.

Em paralelo, as estruturas 3D dos compostos lipidicos selecionados (ligantes) foram baixadas do site PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e preparadas no AutoDock (identificagdo do no rotacional bem como das areas de tor¢cao
da molécula).

Apds término dessas etapas, foi realizada a docagem molecular propriamente dita, considerando, para fins de
simplificagdo, a proteina como componente fixado e cada ligante mdvel aplicando-se o algoritmo Lamarckiano de predigdo
de multiplas conformag¢des de ligagdo. Foram analisadas 50 conformagdes distintas possiveis para cada interagdo
proteina-ligante. Dentre os resultados das analises, foram considerados os pardmetros energia de ligagdo; constante de
inibicdo; comprimento e quantidade de ligagdes de hidrogénio formadas. A conformagdo escolhida, aquela mais
representativa e estavel, apresentou a menor energia de ligacdo dentro do maior cluster de conformagdes (grupo de
runs/poses). As estruturas selecionadas foram ainda salvas no formato .pdbqt e foram obtidas as representagdes 2D e 3D das
interagdes mais relevantes com auxilio dos softwares LigPlot ¢ Pymol, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Seleciio dos compostos lipidicos derivados da andiroba e jambu

Dentre os compostos lipidicos encontrados na andiroba, podem ser citados os seguintes acidos graxos: acido laurico
(C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido margarico (C17:0), acido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2), acido linolénico (C18:3), acido eicosanoico (C20:0), acido
gondoico (C20:1), acido beénico (C22:0), acido lignocérico (C24:0).

Ja no jambu, foram encontrados os seguintes acidos graxos: acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido
palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2), acido
linolénico (C18:3), acido eicosandico (C20:0), acido eicosatetraenoico (C20:4), 4cido beénico (C22:0) e acido lignocérico
(C24:0).

Inicialmente, foram selecionados os seguintes acidos graxos como ligantes: acido oleico, acido palmitico, acido
estearico, acido linoléico, acido linolénico, acido palmitoleico e acido eicosandico. Entretanto, apos buscas adicionais na
literatura acerca dos possiveis mecanismos biologicos associados a cada uma das moléculas, foram selecionados os seguintes
compostos: acido oleico, acido linoleico, acido linolénico e acido palmitoleico (tabela 1), por estarem relacionados a
mecanismos anti-inflamatorios e antioxidantes. (15-20) O &cido eicosandico foi excluido pela auséncia de trabalhos
relacionados a esses mecanismos de interesse ¢ os demais acidos ndo foram selecionados por estarem envolvidos em vias
opostas. (15,21-23)

Tabela 1. Compostos lipidicos selecionados, encontrados na andiroba e no jambu, juntamente com as abundancias relativas.

Abundancia relativa no 6leo Abundincia relativa no 6leo
Composto da semente (%) da andiroba da semente (%) do jambu
(Carapa guianensis) (Acmella oleracea)
Acido palmitoleico (C16:1) 0,95 0,93
Acido oleico (C18:1) 48,44 8,72
Acido linoleico (C18:2) 10,29 19 -56,37
Acido linolénico (C18:3) 0,25 0,72 - 53

Seleciio das vias de sinalizagfio relacionadas a DA e proteinas de interesse

Em concordancia com os objetivos do presente projeto, acerca da relagdo entre obesidade e cognigdo, escolheu-se a
DA como doenga modelo, tendo-se em vista a importancia de mecanismos ligados a inflamagao e desbalango energético com
resisténcia a insulina (comuns na obesidade) na fisiopatologia da DA, conforme destacado anteriormente.

Nesse contexto inflamatério da DA, destaca-se a importancia das vias de sinalizagdo ativadas por citocinas
pro-inflamatorias como TNF-a e NF-kB, que levam em ultima instdncia & morte neuronal, disfun¢do sinaptica, gliose e
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ativagdo indireta de vias comumente envolvidas na fisiopatologia da DA como a hiperfosforilagdo da Tau e acumulo de
placas beta-amiloides. (24-27)

Assim, considerando-se esse contexto inflamatério, foram selecionadas as seguintes proteinas-alvo: acido graxo
translocase (CD36); receptor do fator de necrose tumoral 1 (TNFR1); receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama (PPARY); calpaina; C-Jun n-terminal quinase (JNK) e proteina associada ao crescimento 43 (GAP43). Em virtude do
fato dos compostos bioativos selecionados serem moléculas relativamente grandes, foram selecionados estrategicamente
alguns receptores de membrana plasmatica que poderiam ser alvos de tais compostos que dificilmente seriam internalizados
pela célula. Adicionalmente, considerando-se o contexto das vias de sinalizacdo que medeiam os efeitos da resisténcia a
insulina na fisiopatologia da DA, foram selecionadas proteinas envolvidas nas vias da PI3K e GSK3f. A tabela 2 apresenta a

relacdo dos mecanismos relacionados a cada uma das proteinas selecionadas.

Tabela 2. Proteinas selecionadas relacionadas a vias de sinaliza¢io da DA relacionadas a inflamacao.

Proteina Estrutura PDB Mecanismo

CD36 SLGD Receptor de membrana relacionado ao transporte de lipidios para o interior da célula. Diretamente ligado a ativagdo da proteina PPARy. No contexto da DA,
acredita-se que a mesma estaria envolvida na reduco da ativagdo da microglia e neuroinflamagdo. (28,29)

PPARY 27ZNP Proteina envolvida em diversos processos relacionados ao DA, capaz de atenuar a resisténcia a insulina através da inibicdo da proteina PI3K; regula
negativamente a proteina GSK3p, levando a redugdo da hiperfosforilagao da proteina Tau, ativagdo de astrocitos, menor liberagéo de citocinas pro-inflamatorias
e neuroinflamagio. (30-33)

TNFR1 7KP8 Receptor de membrana do TNF-a capaz de ativar importantes vias relacionadas a apoptose neuronal (ativagdo indireta da caspase 8) e neuroinflamagdo. O
TNFRI ativa indiretamente a proteina JNK, envolvida na fisiopatologia da DA. (34-36)

Calpaina 6BKJ Proteina envolvida em vias relacionadas ao equilibrio intracelular do célcio. O aciimulo intracelular desse cation em decorréncia do estresse oxidativo leva a
hiperativagéo de diversas proteinas, ativando vias envolvidas na produgao de placas beta-amiloides via BACE-1. (37,38)

JNK 2NO3 Proteina envolvida na via do TNF-a, mediadora da produgdo de placas beta-amiloides e maturagdo de emaranhados neurofibrilares. A JNK ¢ capaz de levar a
disfungdo sinaptica e consequente morte neuronal ocasionando déficits cognitivos e de memoria. (39-41)

GAP43 4E53 Fator de crescimento astrocitario cuja produgdo ¢ dependente da presenga de citocinas pro-inflamatorias. O acumulo de GAP43 leva a ativagdo astrocitaria e
microglial, prejudicando o ambiente neuronal — resultando em apoptose e neuroinflamagio. (42,43)

GSK3p 205K Dado o papel da GSK3p, anteriormente descrito, no contexto da degeneragdo, a inibicdo da mesma poderia prevenir a ocorréncia da hiperfosforilagédo da Tau e
outros mecanismos biologicos na DA. (44).

CDKS5 7VDR Quinase ativada na resisténcia a insulina e estresse oxidativo. Capaz de fosforilar proteinas relacionadas a sintese de beta-amiloide como a STT3 que ativa a
BACE-1 e fosforilagdo da Tau. (45-49).

PTP1B INWL Regula negativamente a via de sinaliza¢do da insulina corroborando para a reducao da resisténcia a insulina e inativagdo da via mediada pela AKT. (50)

PTEN 7JUL Capaz de prevenir a ativagdo da via PI3K/AKT, preservando a fungdo sindptica e cogni¢do. Mutagdes na mesma estdo relacionadas ao aumento do risco de
desenvolvimento da DA. (51,52)

BACELl 3BUH E capaz de produzir a proteina beta-amiloide a partir da clivagem da proteina precursora de amiléide. (53,54)

STAT3 4E68 Ativadora direta da BACE-1. Dessa forma, a inibigdo da STAT3 seria capaz de reduzir a formagédo de beta amildide. (45,55)

Docking molecular

Foram realizadas analises de docking molecular para cada uma das proteinas das vias relacionadas a fisiopatologia
da Doenga de Alzheimer e os quatro acidos graxos selecionados. Nesse sentido, os valores de energia de ligacdo (em
kcal/mol) de cada um dos complexos proteina-ligante foram agrupados em um heatmap, onde as tonalidades mais claras
indicam as maiores energias de ligagao (menos negativas) e as tonalidades mais escuras, as menores energias de ligacdo (mais
negativas e portanto mais possiveis de ocorrerem), conforme figura 1.

Legenda

-1,00 a -2 keal/mol
CD36 Calpaina GAP43 PPARyY TNFR1 BACE1L PTP1B CDK5 PTEN GSK3B STAT3 -2,01 a -3 keal/mol

Acido linoleico -3,01 a -4 keal/mol
Acido linolénico -4,01 a -5 keal/mol
Acido oleico -5,01 a -6 keal/mol
Acido palmitoleico -6,01 a -7 keal/mol

-7,01 a -8 keal/mol

Figura 1. Heatmap das energias de ligagdo obtidas a partir do Docking molecular realizado entre os acidos graxos selecionados (eixo y) e
as proteinas (eixo x).

A menor energia de ligacdo foi alcancada na docagem realizada entre a proteina CD36 e o ligante 4cido linoleico
(-7,61 kcal/mol). Cabe destacar ainda que as interagdes entre todos os ligantes selecionados e a proteina TNFR1 apresentaram
valores de energia de ligacdo significativamente pequenos, entre -7,41 para o 4cido linoleico e -6,45 para o &cido
palmitoleico. Nossos valores de energia de ligagdo das interagdes entre os acidos graxos em estudo e a proteina TNFR1
mostraram-se relativamente proximas a energia de ligagdo da proteina TNFR1 com seu inibidor padrdao Antagonista III do
TNF-a - R7050 (PubChem CID: 1486608) (-8,95 kcal/mol). Verificou-se ainda que todos os ligantes analisados interagiram
relativamente bem (tons mais escuros de azul) com a proteina PPARY, com valores de energia de ligagdo entre -7,24 (4cido
linoleico) e -6,52 (4cido palmitoleico). Observou-se ainda que todos os ligantes selecionados interagiram moderadamente
bem com as proteinas CDKS e STAT3 (energias de ligagdo entre -5,26 a 5,94 kcal/mol). Por outro lado, observou-se que
nenhum ligante interagiu bem com a proteina calpaina. As interagdes entre todos os ligantes selecionados e as proteinas
BACEIl e PTP1B apresentaram ainda energias de ligacdo moderadamente elevadas.
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Assim, tendo em vista o baixo gasto energético necessario para a formagdo das ligagcdes destacadas, tem-se que as
mesmas sdo potencialmente provaveis de ocorrerem naturalmente (56) , o que caracteriza o possivel efeito de todos os acidos
graxos em estudo sobre o receptor TNFR1 e sobre a proteina PPARy. Apesar da menor energia de ligacdo estar entre o acido
linoleico e a proteina CD36, tal achado esta dentro do esperado, uma vez que a proteina em questdo tem entre suas principais
fungdes o transporte de acidos graxos para o interior da célula, visto que tratam-se de moléculas grandes. Desta forma, tais
achados da docagem molecular sdo condizentes com a realidade e serviram para validar a metodologia realizada. Ademais,
tem-se reportado na literatura acerca das ligacdes entre os acidos graxos e a proteina PPARY, na regulacdo da lipogénese
celular (30-33).

Interessantemente, todos os acidos graxos avaliados apresentaram baixas energias de ligacdo com o receptor 1 de
TNF-o (TNFR1). No caso dos acidos linoleico verificou-se, por meio da visualizagdo 2D e 3D (figura 2) da interacdo
proteina-ligante, a formacdo de ligacdo de hidrogénio entre a hidroxila dos 4cidos linoleico e linolénico (ligantes com
menores energias de ligacdo) e o oxigénio da carbonila do residuo Tyr-150. Adicionalmente, a conformagdo do acido
linolénico favoreceu ainda a formagdo de outra liga¢do de hidrogénio entre a carbonila do acido graxo e o residuo Ser-60 da
proteina.

A) B) 0) D)

Figura 2. Representagdes 2D e 3D da interagdo entre a proteina TNFR1 com os acidos linolénico (energia de ligagdo de -7,41 kcal/mol) e
acido linoleico (energia de ligacdo de -7,07 kcal/mol). A) e B) correspondem as representagdes 2D e 3D, respectivamente, das interagdes
TNFR1-4acido linolénico (destacadas em amarelo estdo as ligagdes de H entre o acido graxo e os residuos Ser-60 ¢ Tyr-150 da proteina). C)
e D) correspondem as representacdes 2D e 3D, respectivamente, das interagdes TNFR1-acido linoleico (destacadas em amarelo estd a
ligagdo de H entre o acido graxo e o residuo Tyr-150 da proteina).

CONCLUSAO

A neuroinflamagédo ¢é atualmente um dos fatores que juntamente com o acumulo de placas beta-amiloides, contribui
grandemente para a perda neuronal, caracteristica na Doenca de Alzheimer, por exemplo. Nesse contexto, a busca por
compostos naturais capazes de modular vias pro-inflamatorias celulares € de extrema relevancia e urgéncia. Os acidos graxos
comumente encontrados na dieta vem sendo estudados principalmente quanto aos seus potenciais efeitos anti-inflamatorios.

Por meio de uma ampla revisdo da literatura foram selecionados alguns acidos graxos presentes no 6leo das
sementes das espécies vegetais andiroba e jambu, bem como proteinas relacionadas a fisiopatologia da Doenga de Alzheimer
fazendo-se a analise dos complexos proteina-ligante por meio de docagem molecular. Inicialmente foi possivel validar a
metodologia realizada através da analise dos resultados das interagdes com proteinas que estdo envolvidas na lipogénese e
quebra dos 4cidos graxos (PPARy e CD36, respectivamente). Observou-se ainda que todos os ligantes selecionados
interagiram moderadamente bem com as proteinas CDKS5 e STAT3, relacionadas a fisiopatologia da Doenga de Alzheimer.
Por outro lado, observou-se que nenhum ligante interagiu bem com a proteina calpaina. As interagdes entre todos os ligantes
selecionados e as proteinas BACEl e PTPIB apresentaram ainda energias de ligagdo moderadamente elevadas.
Interessantemente, verificou-se que todos os acidos graxos estudados, principalmente os acidos linolénico e linoleico
interagiram bem com o receptor 1 de TNF (TNFR1), através de ligagdes de hidrogénio com os residuos Ser-60 e Tyr-150 da
proteina. Dessa forma, os acidos graxos avaliados se apresentaram como potenciais candidatos a inibidores da proteina
TNFRI1, contribuindo para a modulag@o da neuroinflamagao.
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