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Resumo

A doenca de Alzheimer é a perda progressiva da funcdo mental, caracterizada pela degeneracdo do tecido do cérebro,
incluindo a perda de células nervosas, a acumulagdo de uma proteina anormal chamada B-amiloide e o
desenvolvimento de trancas neuro fibrilares. A agregacao de B-amiloide é uma caracteristica fisioldgica da doenca de
Alzheimer e esta intimamente relacionada a neurodegeneracéo causada pelo Alzheimer. Recentemente novas terapias
buscam compostos promissores capazes de desagregar a 3-amiloide. Nanoparticulas (NPs) sdo candidatos altamente
promissores para varias aplicagdes biol6gicas importantes, como entrega de genes, imagens celulares e terapia de
tumores. Entre numerosos tipos de nanomateriais, as NPs de carbono tém atraido interesses particulares, como:
fulereno de dimenséo zero, nanotubos de carbono unidimensionais (1D) e grafeno bidimensional (2D). Devido a isso,
utilizamos molecular docking para investigar a capacidade de interagdo da nanoparticula de fulereno com o agregado
B-amiloide. Os resultados de docking demonstraram que as principais interacGes estabelecidas foram hidrofébicas. O
Sistema teve energia de afinidade de -41.04 Kcal, obtido com 0 método MM-GBSA.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer; B-amiloide; Inibidores; Nanoparticula; Fulereno.
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Abstract

Alzheimer's disease is the progressive loss of mental function, characterized by degeneration of brain tissue, including
the loss of nerve cells, the accumulation of an abnormal protein called B-amyloid, and the development of
neurofibrillary tangles. p-amyloid aggregation is a physiological feature of Alzheimer's disease and is closely related
to neurodegeneration caused by Alzheimer's. Recently, new therapies are looking for promising compounds capable
of breaking down B-amyloid. Nanoparticles (NPs) are highly promising candidates for several important biological
applications such as gene delivery, cell imaging and tumor therapy. Among numerous types of nanomaterials, carbon
NPs have attracted particular interests, such as: zero-dimensional fullerene, one-dimensional (1D) carbon nanotubes
and two-dimensional (2D) graphene. Because of this, we used molecular docking to investigate the interaction
capacity of the fullerene nanoparticle with the B-amyloid aggregate. The docking results showed that the main
interactions established were hydrophobic. The System had an affinity energy of -41.04 Kcal, obtained with the MM-
GBSA method.

Keywords: Alzheimer's disease; B-amyloid; Inhibitors; Nanoparticle; Fullerene.

Resumen

La enfermedad de Alzheimer es la pérdida progresiva de la funcién mental, caracterizada por la degeneracion del
tejido cerebral, incluida la pérdida de células nerviosas, la acumulacion de una proteina anormal llamada B-amiloide y
el desarrollo de ovillos neurofibrilares. La agregacién de B-amiloide es una caracteristica fisiologica de la enfermedad
de Alzheimer y esta estrechamente relacionada con la neurodegeneracion causada por la enfermedad de Alzheimer.
Recientemente, nuevas terapias buscan compuestos prometedores capaces de descomponer el B-amiloide. Las
nanoparticulas (NP) son candidatos muy prometedores para varias aplicaciones biolégicas importantes, como la
administracién de genes, la obtencion de imégenes celulares y la terapia tumoral. Entre los numerosos tipos de
nanomateriales, las NP de carbono han atraido intereses particulares, como: fullereno de dimensién cero, nanotubos
de carbono unidimensionales (1D) y grafeno de dos dimensiones (2D). Debido a esto, utilizamos el acoplamiento
molecular para investigar la capacidad de interaccién de la nanoparticula de fullereno con el agregado p-amiloide. Los
resultados del acoplamiento mostraron que las principales interacciones establecidas fueron hidrofébicas. El Sistema
tuvo una energia de afinidad de -41.04 Kcal, obtenida con el método MM-GBSA.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer; B-amiloide; Inhibidores; Nanoparticula; Fullereno.

1. Introducéo

A doenca de Alzheimer (DA) é um distdrbio neurodegenerativo progressivo que destréi gradualmente a fungdo
cognitiva do paciente e eventualmente causa sua morte. A DA ¢é a forma mais comum de deméncia senil em idosos, e estima-se
que em 2030 mais de 65 milhdes de pessoas em todo 0 mundo serd gravemente afetada por esta terrivel doenca (Coupé et al.,
2019). A fisiopatologia da DA se distingue pelo acumulo de agregados de B-amiloides (AB) no cérebro dos pacientes. A
hip6tese amiloide implica que o desdobramento e a agregacdo de AP desempenha um papel importante na ocorréncia e no
desenvolvimento de DA. AP se agrega em varios tipos de oligdbmeros, protofibrilas, fibrilas e ficam depositados no tecido
neural. Embora estudos iniciais tenham se concentrado nas fibrilas amiloides como causa da DA, ha evidéncias crescentes de
que os oligbmeros AP sdo os principais agentes citotoxicos responsaveis pela DA (Deture & Dickson, 2019). Portanto, a
relagdo causal entre a morfologia da agregacdo de B-amiloides e a DA permanece controversa, o que dificultou bastante o
desenvolvimento de inibidores eficazes para o tratamento da AD. No entanto, a conversdo de AP do seu estado monomérico
soluvel em varias morfologias agregadas no cérebro é agora inegével. Portanto, a inibi¢ao de agregados de AP e desagregacao
de fibrilas AB maduras tem sido apontada como uma estratégia terapéutica atraente para tratamento da DA (Wang et al., 2017).

Um progresso consideravel ja foi feito, e muitos inibidores amiloides diferentes foram descobertos, incluindo
pequenas moléculas organicas, proteinas, peptideos e nanoparticulas (Frozza et al., 2018). Entre eles, os inibidores de
nanoparticulas tém despertado interesse especial devido a suas propriedades fisico-quimicas Unicas, como tamanho pequeno,
area de superficie grande, facil funcionalizacdo e modificacdo de sua superficie, e boa capacidade de penetracdo
hematoencefalica (Khan et al., 2019).

Nanomateriais de carbono, incluindo nanotubos de carbono, Ceo, fulereno, grafeno, 6xido de grafeno e nanoparticulas
de ouro tém sido extensivamente estudadas por seus efeitos inibitorios na fibrilogénese amiloide. Muitas pesquisas indicam

gue os NPs podem interferir na formagéo dessas estruturas amiloides. Estudos experimentais indicam que os diversos efeitos
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dos nanomateriais na formacdo de AP depende de suas propriedades intrinsecas ¢ de como esses materiais interagem com as
proteinas. A catalise do processo pode ocorrer aumentando a concentracéo local de proteinas e acelerando a taxa de nucleagéo
na superficie da nanoparticula (NP), enquanto uma ligacdo estreita ou uma grande area de superficie das particulas com os
peptideos pode levar a inibigdo da agregacdo. Apesar dessas observagdes, os processos detalhados subjacentes a associagao de
nanomateriais ¢ AP até o presente momento ndo esta totalmente elucidado (Hu et al., 2016, 2017; Mankar et al., 2011;
Mohajeri et al., 2019).

Vérios trabalhos tem utilizado abordagens de modelagem molecular para investigar sistemas bioldgicas (Cascaes et
al., 2021; Castro et al., 2021; Costa et al., 2020; da Silva Costa et al., 2020; Lima et al., 2020). Além disso, essas metodologias
tem sido utilizadas para investigar a interacdo do fulereno com enzimas e peptideos que estdo relacionados e diversos tipos de
doencas (Ahmed et al., 2013; Benyamini et al., 2006; De Castro Souza & Da Silva Gongalvesa, 2019; Yu et al., 2018). Dessa
forma, nesse artigo, vamos investigar o modo de interagdo de NP de fulereno com a B-amiloide. Além disso, serd avaliado o

impacto que essas intera¢des irdo causar na estrutura tridimensional do agregado de peptideos

2. Metodologia
2.1 Molecular docking

A estrutura molecular do Fulereno foi desenhada usando o software GaussView 5.5 (Dennington et al., 2009; Neto et
al., 2020; Santana de Oliveira et al., 2021). Utilizamos o método de molecular docking para prever o modo de interagdo da
nanoparticula de fulereno com a p-amiloide. O docking foi realizado com o software Molegro Virtual Docker (MVD) 5.5
(Cheung et al., 2013; R. A. Costa et al., 2019; Santana de Oliveira et al., 2020) e a estrutura cristalina da p-amiloide utilizada
como alvo pode ser localizada no Protein Data Bank (http://www.rcsb.org) com o ID: 5kk3 (Colvin et al., 2016).

A funcéo de pontuacdo MolDock Score (GRID) foi utilizada com Grid resolution de 0.30 A e raio de 7 A englobando
toda o peptideo com o centro localizado em X: -28.84, Y: -31.85 e Z: 23.14 com volume de 81.408 A3 e superficie de 308.48
A2 O algoritmo MolDock SE foi utilizado com ndmero de execucdes igual a 10, 1500 interages maximas e o tamanho
méaximo da populagdo igual a 50. A avaliagdo méaxima de 300 etapas com distancia vizinha fator igual a 1 e limite de energia

igual a 100 foi usado durante uma simulagéo de docking molecular.

2.2 Simulag@es dindmica molecular

As simulagdes MD foram realizadas com o pacote de software GROMACS 4.6.2, empregando o campo de forca gmx
(Hess et al., 2008). O conjunto NVT candnico a 300 K foi usado com condi¢des de contorno periddicas e a temperatura foi
mantida constante pelo termostato de Berendsen. As interagdes eletrostaticas foram calculadas usando o método de Ewald de
malha de particulas (Darden et al., 1993). As distancias de corte para o calculo das interacdes de Coulomb e van der Waals
foram 1,0 e 1,4 nm, respectivamente. Antes da simulac¢do dindmica, a energia do sistema completo foi otimizada sem restri¢des
usando o integrador de descida mais ingreme para 5000 passos. O sistema foi entdo equilibrado por meio de simulagées MD de

100 ps a 300 K. Finalmente, uma simulacéo de 100 ns foi realizada com um intervalo de tempo de 2 fs.

2.3 Energia de afinidade
Para estimar a afinidade de ligacdo (AGbind) usamos os métodos de Mecanica Molecular / Area de Superficie
Generalizada (MM-GBSA) (Araujo et al., 2020; Ledo et al., 2020; Santos et al., 2020). A AGping foi calculado de acordo com

as seguintes equacdes:
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AGbind = AGcomplex - AGreceptor — AGiigand (1)
AGbing = AH — TAS = AEum + AGson — TAS (2)
AEmm = AEintemal + AEeie + AEvaw (3)
AGsov = AGes + AGnp (4)

A energia livre de ligacdo (AGping) € a Soma da energia de interacdo da fase gasosa entre proteina-ligante (AEmm),
energia livre de dessolvatacdo (AGso) € entropia do sistema (-TAS). AEmm € o resultado da soma da energia interna (AEinternal,
soma das energias de conexao, angulos e diédricos) contribuigdes eletrostaticas (AEele) e o termo de van der Waals (AEyaw).
AGsolv € a soma das contribuicGes polares (AGgg) € ndo polares (AGne). O AGsa foi determinado a partir da area de superficie

acessivel ao solvente (SASA) estimada pelo algoritmo de combinacéo linear de sobreposicdes de pares (LCPO).

3. Resultados e Discussao

A simulacdo de docking molecular foi executada para avaliar como o fulereno é capaz de interagir com a g-amiloide.
Na Figura 1A é exibido o local de interacdo do fulereno com a B-Amiloide e na Figura 1B ¢ exibido as intera¢fes estabelecidas

no complexo B-amiloide-NP.

Figura 1. (A) Local de ligagdo da fulereno com a B-amiloide. (b) Interacfes estabelecidas no sistema bioldgico.

(A) (B)

ValliB

Lyslon

Fonte: Autores.

As interacBes formadas foram todas de natureza hidrofébica. Isso ocorre devido a nanoparticula ser formada por
basicamente por carbonos, sendo estd uma das interacdes mais comuns formadas por esses atomos. Essas interagdes foram
formadas com residuos de diferentes cadeias, conforme pode ser visualizado na Figura 2B. Sendo que essas interagdes foram
com residuos de Ala21 (pertencente a cadeia E e cadeia D), Val18 (pertencente a cadeia C e cadeia B) e Lys16 da cadeia A.

Simulacdes de dindmica molecular foram realizadas para investigar se 0 complexo formado seria capaz de permanecer
interagindo. Apos as simulagdes de dindmica molecular o método MM-GBSA foi utilizado para calcular a energia de interagdo
do sistema (AGuing). As contribuicdes energéticas como interacdes de van der Waals (AEww), eletroestéticas (AEei), polares

(AGnp) € ndo polares (AGn) também foram avaliadas. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Energia de afinidade do sistema (AGuing) € contribui¢des energéticas obtidas com o método MM-GBSA.

NP |[AEvww |AEee |AGos |AGne | AGuind

Ceo |-43.42 |-6.37 [14.11 |-536 |-41.04

Fonte: Autores.

O resultado de AGping demonstra que a formacdo do complexo é espontanea. A formacdo do sistema é conduzida
principalmente por interacdes de van der Waals, seguida pelas interacdes eletrostaticas e ndo polares. As contribuicdes de van
der Waals ocorrem principalmente pela natureza quimica dos atomos envolvidos na interagdo entre NP e B-amiloide. Outros
trabalhos também evidenciaram que nanoparticulas formadas basicamente por carbonos tendem a apresentar AEyqw ¢ AEele
como as principais contribuicGes energéticas responsaveis por formar o complexo (Durdagi et al., 2008; Leonis et al., 2015;
Qian et al., 2016; Tzoupis et al., 2011). As contribuicdes da AEe foi um valor abaixo dos resultados de AEyaw porque o local

de ligacdo é essencialmente apolar, com poucas cargas eletrostaticas.

4. Concluséao

Nesse artigo investigamos a interagdo do fulereno com a B-amiloide. Nossos resultados demonstraram que o
complexo estabelecido entre a nanoparticula e a p-Amiloide ocorreu de maneira favoravel havendo energia de interagdo de -
41.04 Kcal/mol calculada utilizando 0 método MM-GBSA. Nas simulac¢bes de docking as interagdes hidrofobicas foram as
principais responsaveis pela ligacdo da NP com a p-amiloide. As interagdes de van der Waals, eletrostaticas e ndo polares

foram as principais por direcionar a manutengéo do sistema formado.
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