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RESUMO

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel pela hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh). A reagao entre o residuo de Ser203 do sitio
ativo da AChE e agentes dos nervos, tais como compostos organofosforados
(OP) ou carbamatos (CB) resulta na inibigdo da enzima. A agdo dos agentes dos
nervos como inibidores da AChE, interrompe a hidrolise da ACh, e pode
conduzir a uma inibi¢do irreversivel desta enzima resultando assim na sindrome
colinérgica. Para evitar isto, é necessario um nucleéfilo, como uma oxima, cujo
grupo hidroxila, é capaz de remover o agente do nervo do sitio ativo e reativar a
AChE. Embora tenham alta toxicidade comprovada, os OP e CB sdo largamente
utilizados como pesticidas na agricultura. Neste trabalho, nds aplicamos uma
metodologia tedrica de docking e QM/MM, desenvolvida em um trabalho
anterior, usando os softwares Molegro® e Spartan®, para avaliar as constantes
cinéticas de reativa¢do e associagdo de algumas oximas, em comparacdo com
dados in vitro reportados previamente na literatura para a Mus Musculus
(MmMAChHE). Nossos resultados apresentaram uma boa correlagdo entre as
energias livres de ligacdo e os dados experimentais das oximas, o que indica que
esta metodologia ¢ adequada para a predicdo de parametros cinéticos e
termodinamicos, que podem ser uteis para o projeto e selecdo de novas e mais
eficazes oximas. Além disto, o presente estudo foi realizado em quatro sistemas:
1) AChE de camundongo e humana inibidas pelo OP ciclosarin, e ii) AChE de
camundongo e humana inibidas pelo CB carbofurano. O alto grau de identidade
sequencial entre as enzimas de camundongo e humana, sugerem, em principio,
que os dados experimentais para AChE de camundongo podem ser extrapolados
para a HSAChE. Finalmente, nossos achados sugerem as oximas K005 e HL6-7
como protétipos potenciais para o planejamento de reativadores da AChE
inibida por ciclosarin (OP) ou carbofurano (CB).

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Oximas. Docking. QM/MM.
Organofosforados. Carbamatos.



ABSTRACT

Acetylcholinesterase (AChE) is the enzyme responsible for hydrolysis
of the neurotransmitter acetylcholine . The reaction between the Ser203 residue
of the AChE active site and nerve agents, such as organophosphate (OP) and
carbamate (CB) results in inhibition of the enzyme. The action of the nerve
agents as inhibitors of AChE, stops the hydrolysis of acetylcholine, and can lead
to an irreversible inhibition of this enzyme (aging) thus triggering the
cholinergic syndrome. To avoid this it’s necessary a nucleophile, like an oxime,
whose hydroxyl group is believed to be able to remove the nerve agent from the
active site and reactivate AChE. In spite of its high toxicity, OP and CB are also
widely used as pesticides in agriculture. In this work, we applied a theoretical
methodology developed in a former work, using the Molegro® and Spartan®
softwares, to evaluate the association and Kkinetic reactivation constants of
oximes, facing in vitro data previously reported in the literature for MMACHE.
Our results showed a good agreement between the theoretical binding free
energies of the oximes and experimental data, corroborating the methodology as
suitable for the prediction of kinetic and thermodynamic parameters that might
be helpful for the design and selection of new and more effective oximes.
Furthermore, the current study was performed in four different systems: i)
mouse and human AChE inhibited by OP ciclosarin, ii) mouse and human
AChE inhibited by CB carbofuran. The high degree of sequential identity
between the human and mouse enzymes, suggest, in principle, that the
experimental data for MMAChE can be extrapolated to HSAChE. Finally, our
findings suggest oximes K005 and HLO-7 as potential prototypes to design
reactivators of AChE inhibited by ciclosarin (OP) or carbofuran (CB).

Keywords: Acetylcholinesterase. Oximes. Docking. QM/MM calculations.
Organophosphates. Carbamates.
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1 INTRODUCAO

Os agentes de guerra quimica e bioldgica constituem uma classe de
armas ndo convencionais, de mais baixo custo, mais dificil deteccdo e capazes
de causar uma destrui¢ao de vidas sem precedentes na historia da humanidade,
além de terem um alto potencial para uso por parte de grupos terroristas
independente do seu tamanho ou importancia militar. O uso deste tipo de arma
se d& desde a antiguidade por diversos povos, mas teve seu maior
desenvolvimento durante a Primeira Guerra Mundial, onde passaram a ser
utilizadas em larga escala. O quimico alemao Fritz Harber participou ativamente
no desenvolvimento das armas quimicas neste periodo (FRANCA; SILVA;
CASTRO, 2010).

Antes da Segunda Guerra, foram desenvolvidos outros agentes com
maior potencial toxico, mais letais e capazes de matar em poucos minutos, 0s
neurotoxicos, em especial os compostos organofosforados (OP). Compostos
semelhantes foram desenvolvidos para uso como pesticidas na agricultura, seja
organofosforados ou carbamatos (CB), os quais sdo muito difundidos e
empregados até os dias de hoje. Esses compostos sdo chamados agentes dos
nervos por agirem no sistema nervoso central e periférico. Os neurotoxicos sdo
inibidores potentes da AChE, a enzima responsavel por realizar a hidrdlise da
ACh, e consequentemente, realizar a terminacdo da transmissdo dos impulsos
nervosos. O acumulo de ACh leva a chamada Sindrome Colinérgica,
caracterizada por uma série de sintomas, sendo um deles a depressdo do centro
respiratorio, podendo levar a morte em poucos minutos dependendo do grau de
intoxicagao.

O processo de inibicdo da AChE por um agente organofosforado pode
ser revertido antes da etapa chamada de envelhecimento, na qual a enzima fica

inibida de forma irreversivel. A inibicdo da AChE pode ser revertida por um
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agente nucledfilo por meio da desfosforilagdo da Ser203 do sitio ativo da AChE,
liberando a enzima reativada. Neste sentido, as oximas pirimidinicas sdo
compostos nucleofilicos capazes de retirar o neurotoxico do sitio ativo, e assim
reativar a enzima. Porém a eficiéncia destas oximas ainda ¢ limitada, pois uma
oxima eficiente contra um agente neurotdxico, pode ser completamente inutil
contra outro, seja organofosforado ou carbamato, ¢ seu mecanismo de reacao
ainda ndo ¢ completamente elucidado.

Embora existam programas de defesa contra armas quimicas, ainda
existem grandes estoques destas armas em diversos paises, sendo que elas
constituem, portanto, uma ameaga real, justificando a busca e o desenvolvimento
de compostos mais eficientes contra os neurotoxicos, em especial os
organofosforados. Além disso, o grande niimero de casos de intoxicagdo por
pesticidas OP e CB, como por exemplo, o CB aldicard conhecido como
“chumbinho” atrai bastante aten¢do. A quimica medicinal computacional
contribui de forma significativa nesses estudos, tendo em vista a dificuldade de
se testar esses compostos em humanos, a economia de investimentos com
reagentes e materiais e principalmente o ganho de tempo na busca por uma

oxima universal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Armas quimicas e bioldgicas: historico

No final da Primeira Grande Guerra, a utilizagdo de agentes quimicos,
resultou em aproximadamente 100 mil mortes e 1,3 milhdes de feridos
(GONCALVES, 2009). Apesar de armas quimicas serem utilizadas desde a
antiguidade, pode-se dizer, na verdade, que a guerra quimica moderna teve
inicio na Primeira Guerra Mundial (1915), quando os alemaes utilizaram o gas
cloro contra as tropas aliadas na Bélgica (SIDELL; TAKAFUIJI; FRANZ, 1997).
Esse acontecimento levou ao desenvolvimento das primeiras mdascaras contra
gases, € consequentemente, ao surgimento de novos agentes mais toxicos e cujas
propriedades fisico-quimicas dificultassem a sua reten¢ao nas mascaras. Entre as
décadas de 30 e 50, pesquisadores alemdes, por meio de uma sintese muito
simples, desenvolveram uma nova classe de agentes quimicos de toxidez muito
maior que a dos agentes conhecidos anteriormente. Esta nova classe de
compostos ¢ chamada de neurotoxicos, pois agem no sistema nervoso. Sao
compostos organofosforados similares aos usados como pesticidas na
agricultura, porém mais toxicos (GONCALVES, 2009).

Os organofosforados, conhecidos como agentes dos nervos, sdo
compostos quimicos com bastante significancia militar. Eles sdo inibidores
irreversiveis da aceticolinesterase (AChE), extremamente toxicos (PATOCKA et
al., 2005) e inibem a atividade da AChE nas sinapses depositando um grupo
fosforil no seu sitio ativo, resultando no acimulo de ACh e ativagdo
descontrolada das sinapses colinérgicas (EDDELSTON et al., 2002).

Atualmente, uma grande preocupacdo em relagdo a guerra quimica diz
respeito aos agentes neurotoxicos inibidores da AChE, incluindo inseticidas

organofosforados, carbamatos, haletos de sulfonila, proteinas naturais do grupo
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da fasciculina e outros inibidores sintéticos reversiveis altamente especificos
(GONCALVES, 2009). Apesar dos esfor¢os intensivos por parte da comunidade
internacional, culminando com a Convengéo sobre Armas Quimicas que entrou
em vigor em 1997, OPs altamente tdxicos sdo armazenados por diferentes paises
e representam uma ameaca potencial para as forgas militares, e como
demonstrou claramente a guerra Ird-Iraque, os agentes OP representam uma
ameaca ainda maior a populacgdo civil. Dois incidentes de uso de neurotoxicos
por terroristas contra civis em Toquio, em meados dos anos noventa,
demonstram a necessidade do desenvolvimento e disponibilidade de medidas
médicas eficazes contra toda a gama de agentes dos nervos (EYER; WOREK,

2007; WOREK et al., 2004, 2005). A Figura 1 mostra alguns dos principais

neurotoxicos.
N L7 i
CH,
Ciclosarin Sarin Soman

Tabun VX

Figura 1 Estruturas de alguns agentes dos nervos (compostos organofosforados)
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O tratamento contra envenenamento por organofosforados envolve a
tentativa de reduzir a absor¢do com lavagem géastrica, ou algumas substancias
para conter os efeitos do OP absorvido (EDDELSTON et al., 2002).
Tratamentos padrdo incluem um antagonista muscarinico, como por exemplo,
atropina, e um reativador da AChE (uma oxima).

Apesar disso, considera-se que, uma das deficiéncias atuais da defesa
quimica militar ¢ a limitada eficacia dos antidotos disponiveis contra os agentes
dos nervos, da classe de inibidores neurotoxicos que possui maior toxidez, tais
como o sarin e o tabun (GONCALVES, 2009).

Além do uso como agentes de guerra quimica, ha também a utilizagdo
extensiva de organofosforados e carbamatos como pesticidas para controle de
pragas, e até mesmo o uso frequente em tentativas de suicidio, fazendo com que
ocorra em todo o mundo, um grande niimero de intoxicagdes e centenas de
milhares de mortes por ano. A Organizagdo Mundial da Saade (WHO, 1990), ja
estimou que cerca de 200.000 pessoas sdo envenenadas por pesticidas a cada
ano, mas ainda assim, o uso desses compostos para desenvolvimento da
agricultura do mundo ¢é necessario e muito difundido (EDDELSTON et al.,

2002).

2.2 Acetilcolinesterase

A AChE ou acetilcolina acetil-hidrolase, ¢ uma enzima regulatéria
responsavel pela finalizacdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses
por meio da hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), sendo esta uma
fung¢do chave na regulagdo da transmissdo dos impulsos nervosos que, se inibida,
geralmente leva rapidamente a morte do organismo (ALBUQUERQUE et al.,
2006; PATOCKA et al., 2005).
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A AChE esta presente nos sistemas nervosos central e periférico, sobre o
receptor de AChe na transmissdo de impulsos nervosos através das sinapses
neuromusculares, promovendo a destruigdo hidrolitica da ACh cationica. Ela
estd entre as enzimas mais eficientes, com rendimento em torno de 10* s
(QUINN, 1987) sendo capaz de rapidamente hidrolisar a ACh nas jungdes
neuromusculares e nas sinapses colinégicas no cérebro (HORNBERG;
TUNEMALM; EKSTROM, 2007; SOREQ et al., 1990). A eficiéncia catalitica
da AChE e sua alta reatividade com varios inibidores covalentes e nao
covalentes sdo determinadas pela arquitetura funcional tnica do sitio ativo da
AChE (ORDENTLICH et al., 1996; SHAFFERMAN et al., 2005). Na Figura 2

esta representada a estrutura tridimensional da AChE.

Figura 2 Estrutura tridimensional da HSAChE obtida do PDB (Cédigo: 3LII).
Em verde estio representadas as a-hélices, em amarelo as folhas f ¢
em cinza as algas
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As colinesterases definem uma familia de serina hidrolases, dentro da
superfamilia das o/f hidrolases (NARDINI; DIJKSTRA, 1999). As o/
hidrolases tém uma habilidade de fornecer um arcabougo estavel de sitios ativos
de uma ampla variedade de enzimas, sendo que a triade catalitica, altamente
conservada, ¢ formada por um nucleofilo (serina, cisteina ou acido aspartico),
um residuo acido e um residuo de histidina (NARDINI; DIJKSTRA, 1999). A
AChE ¢ uma enzima fundamental no sistema nervoso de vertebrados e
invertebrados (com sistema nervoso organizado), ¢ esta relacionada a doencas
como Alzheimer e Parkinson, dentre outras doencas degenerativas
(GIACOBINI, 2004). Além disso, ela ¢ a enzima alvo de agentes de guerra
quimica como os compostos organosfosforados.

A resolucdo da estrutura tridimensional, modelagem molecular, aliados
aos estudos cinéticos da AChE com substratos ¢ inibidores reversiveis (BARAK
et al., 1994; GIBNEY et al., 1990; ORDENTLICH et al., 1993a, 1993b, 1995;
SHAFFERMAN et al., 1992), constituem o inicio da elucidagio do papel
funcional dos varios subsitios da enzima i) o subsitio que contém a serina; ii) o
subsitio anioénico Trp86(84); iii) o hidrofébico incluindo Trp86, Tyr337 e
Phe338; e iv) o nucleo acil, Phe295 e Phe297. A maior contribuicdo desses
ultimos trés subsitios parece estar relacionada com a estabiliza¢do do complexo
de Michaelis-Menten. A constante de Michaelis-Menten (Ky) somente se
aproxima da constante de dissociacdo real em complexos ndo covalentes
(ORDENTLICH et al., 1996). O fendmeno de saturagdo demonstrado pela
inibi¢ao do sitio ativo na AChE por uma variedade de compostos OP, indica um
complexo intermediario ndo covalente no processo de fosforilagdo. A formacgao
de cada complexo de Michaelis ¢ seguida por uma reagdo nucleofilica da serina,
resultando numa espécie tetraédrica (ALDRIDGE; REINER, 1972; MAIN,
1976). Nessas reacdes a configuracdo tetraédrica de inibidores OP proporciona

uma dimensdo a mais na sondagem da organizacdo espacial do sitio ativo da
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AChE. Além disso, como na fosforilagdo, a constante de dissociacdo do
complexo de Michaelis para o conjugado enzima-OP pode ser cineticamente
estimada, desde que nenhum outro complexo enzima-inibidor seja formado,
(interagdo no sitio periférico, por exemplo) (FRIBOULET et al., 1990).

Cada mondémero da AChE contém um centro catalitico composto por
dois compartimentos: o subsitio catalitico contendo a triade catalitica e o
subsitio anidnico que acomoda o compartimento quaternario positivo de ACh
(PATOCKA et al., 2005). Nessas regides ha quatro dominios (Figura 3), sendo
que no primeiro encontram-se os residuos de histidina e serina da triade
catalitica (Ser203, His447, e Glu334), a qual ¢ encontrada no fundo da
“garganta” do sitio ativo (GONCALVES, 2009; HORNBERG; TUNEMALM;
EKSTROM, 2007). O segundo é o proprio subsitio anidnico, localizado a uma
distancia igual ou superior a 4,7 A da hidroxila do residuo serina, carregado
negativamente, onde o grupo amonio quaternario da ACh interage,
eletrostaticamente, com o Glu334 (GONCALVES, 2009; QUINN, 1987). O
papel do subsitio anidnico € orientar a parte carregada do substrato que entra no
centro ativo. Esta ¢ a principal fungdo dos residuos de Trp (PATOCKA et al.,
2005). O terceiro dominio ¢ constituido por uma regido hidrofébica importante
para a ligagdo com substratos ciclicos (GONCALVES, 2009; QUINN, 1987).
Existe ainda um quarto dominio na AChE, no qual interagem ligantes cationicos
e alguns outros ligantes neutros. Este dominio se localiza a mais de 20 A do sitio
ativo e por isso € denominado sitio anionico periférico, consistindo dos residuos

de Asp74 e Trp286 como um nicleo comum.
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Sitio
periférico

Sitio
"garganta"

Triade
catalitica

Figura 3 Sitio ativo da AChE (OBREGON, 2001)

A complexagdo de ligantes com o sitio periférico frequentemente
provoca alteragdes na conformacao do sitio ativo. As interacdo dos ligantes com
esses residuos podem ser a chave para a modulacdo alostérica da atividade
catalitica da AChE (BOURNE et al., 2003; GONCALVES, 2009; PATOCKA et
al., 2005). Estes quatro dominios atuam de forma concertada, resultando nas
reacdes com uma cinética complexa que caracterizam a AChE (GONCALVES,
2009; QUINN, 1987; SHAFFERMAN et al., 2005).

Estudos da AChE por raios X demonstram o seu sitio catalitico ativo,
como uma cavidade estreita e profunda, de aproximadamente 20 Ae que penetra
até a metade da enzima. O sitio ativo est4 localizado a cerca de 4 A da base desta

cavidade, que ¢ revestida de 14 residuos aromaticos (cerca de 40% do interior da
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superficie interna da cavidade) (HORNBERG; TUNEMALM; EKSTROM,
2007; PATOCKA et al., 2005; SHAFFERMAN et al., 2005), os quais
desempenham claramente um importante papel na estabilizacdo do complexo
enzima-substrato, por meio de efeitos estéricos e hidrofobicos (BERMAN;
LEONARD, 1990; HAREL et al., 1993; PATOCKA et al., 2005).

Como ja foi mencionado, devido a funcdo chave da AChE, ela se torna
um dos alvos moleculares mais vulneraveis a agentes neurotéxicos, pesticidas e
venenos de cobras ¢ também a farmacos voltados para o tratamento da doenca

de Parkinson (GONCALVES, 2009; QUINN, 1987).

2.3 Acetilcolina

A ACh ¢ um neurotransmissor e tem um papel importante na
transmissdo dos impulsos nervosos em todo o sistema nervoso, pois se ndo
houver uma pausa da transmissdo nervosa em determinados instantes, podera
ocorrer uma super transmissao desses impulsos, gerando consequéncias drasticas
como batimento cardiaco e respiragdo irregulares e até uma parada respiratoria,
podendo levar o individuo a morte devido a chamada Sindrome Colinérgica
(GONCALVES, 2009).

A ACh se difunde pelas sinapses e se liga nos receptores colinérgicos ¢
muscarinicos, os quais dentre outras fungdes, servem como portdes de ions para
a entrada de K dentro do processo pés-sinaptico do nervo ou célula muscular
(QUINN, 1987).

Os agentes dos nervos sdo substancias quimicas consideradas tdxicas,
pois eles produzem efeitos bioldgicos por meio da inibi¢do da AChE, impedindo
a hidrélise da ACh(EYER; WOREK, 2007; SIDELL, 1992). A inabilidade da
AChE inibida em hidrolisar a ACh, causa um actiimulo do neurotransmissor, e

consequentemente a super estimulacao dos receptores colinérgicos. Dependendo
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do tipo e da dose do neurotoxico incorporada, ocorrem disturbios de numerosas
fungdes tais como, a paralisia das fungdes neuromusculares e, finalmente, parada
respiratoria ¢ morte (EYER; WOREK, 2007; WOREK et al., 2004). O acumulo
de ACh leva ainda a persistente estimulacdo de receptores muscarinicos, que
provocam sintomas que incluem secrecdo abundante, broncoespasmo,
hipotensao arterial e diarreia. Efeitos relacionados ao sistema nervoso central
incluem também ansiedade, agitacdo, confusdo, ataxia, tremores, convulsdes,
paralisia cardiorrespiratéria e coma (ALBUQUERQUE et al., 2006).

Felizmente, a AChE age hidrolisando a ACh, regulando a transmissao
dos impulsos nervosos no organismo e mantendo o seu funcionamento

equilibrado (GONCALVES, 2009).

2.4 Hidrdlise da acetilcolina

A literatura sugere que a ACh interage com a AChE por uma ligagdo
ionica com um glutamato e uma ligagdo hidrogénio com uma tirosina. Os
residuos de histidina e serina, no sitio catalitico, participam do mecanismo de
hidrolise. Uma das propostas conhecidas para o mecanismo de hidrolise pela
ACHhE esta no fato da histidina agir como um catalisador acido/base durante todo
0 mecanismo, enquanto a serina funciona como nucledfilo (GONCALVES,
2009; QUINN, 1987).

A ACh se aproxima do sitio ativo da AChE, e sofre um ataque
nucleofilico da serina na carbonila do éster. Para estabilizar a carga positiva do
oxigénio da serina, a histidina captura o proton desse oxigénio, agindo como

uma base, como mostra a Figura 4 (OBREGON, 2006).
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Figura 4 Hidrolise da ACh pela AChE

Para promover a protonag@o da fungdo éster do intermediario, tornando-
o um bom grupo de saida, a histidina realiza uma catalise acida. Assim o grupo
carbonila ¢ restaurado ¢ a colina ¢ liberada. Em seguida, uma molécula de agua
realiza um ataque nucleofilico no grupamento acetila, ¢ a colina que foi liberada
ja pode ser recuperada e reutilizada na biossintese de novas moléculas de ACh.

(Figura 5).
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Serina Histidina Serina

y Histidina
(Catalise Acida)

Serina Histidina Serina Histidina

Figura 5 Hidrélise da ACh pela AChE (continuago)

Ap6s o ataque nucleofilico da agua, ocorre uma catalise promovida pela
histidina recuperando o grupo hidroxila do residuo serina (Figura 6). Nesta
ultima etapa, a carbonila é recuperada, e o grupo acetila se torna um bom
abandonador, fazendo com que o acetato deixe o sitio ativo e libere a enzima

para um novo ciclo catalitico (OBREGON, 2006).
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Figura 6 Hidrélise da ACh pela AChE (continua¢ao)
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O nucledfilo estd sempre localizado numa curva bastante acentuada
chamada “cotovelo nucleofilico”, onde ele pode facilmente ser abordado pelo
substrato, ou por uma molécula de agua hidrolitica. Isto induz a serina a adotar
angulos de tor¢do desfavoraveis energicamente e impde restricdes espaciais
sobre os residuos localizados em sua proximidade (NARDINI et al., 1999). A
serina por si so ¢ incapaz de hidrolisar um éster, porém, com a ajuda do residuo
de histidina, o Unico residuo da triade catalitica conservado, isso se torna viavel

(GONCALVES, 2009; NARDINI et al., 1999).

2.5 Inibidores da acetilcolinesterase

Os inibidores mais comuns da AChE sio os OPs e CBs, os quais
apresentam um variado grau de toxicidade em humanos (CASARETT;
KLASSEN; DOULLS, 1996). Como ja mencionado, esses compostos passaram
a ser usados como armas quimicas e na agricultura principalmente depois da II
Guerra Mundial, e atualmente mais de 200 OPs diferentes, € mais de 25 CB sdo

produzidos mundialmente (OBREGON, 2006; SINGH et al., 1995).

2.5.1 Organofosforados (OP)

Pouco antes da II Segunda Guerra Mundial surgiram os neurotéxicos ou
compostos  organofosforados (FRANCA; SILVA; CASTRO, 2010;
GONCALVES, 2009), que sao inibidores irreversiveis da AChE e muito
toxicos, e dependendo da dose podem levar & morte (PATOCKA et al., 2005).
A estrutura geral dos OP est4 representada na Figura 7, sendo que R' ¢ R? sdo
grupos aril ou alquil ligados diretamente ao atomo de fosforo, ¢ X pode ser
representado por diversos grupos: halogénio, alifatico, aromatico ou heterociclo

e esta diretamente ligado ao fosforo.
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Figura 7 Estrutura geral dos compostos OP

Os agentes conhecidos como sarin, soman ¢ tabun ficaram muito
conhecidos pelo seu uso como agentes de ataques terroristas, como aconteceu
em 19 de margo de 1995, no metr6 de Tokio no Japdo, com o gas sarin
(MUNRO et al., 1999; SHIH; KAN; MCDONOUGH, 2005). O sarin (isopropil
metilfosfofluoridato - I), o tabun (etil N,N-dimetil fosforamidocianidato — II), o
soman (pinacolil metilfosfofluoridato — III) e o ciclosarin (cicloexil
metilfosfofluoridato — I'V) sdo exemplos de alguns dos mais importantes agentes
dos nervos utilizados como armas quimicas (Figura 8) (OBREGON, 2006;
SHIH; KAN; MCDONOUGH, 2005).

0 0 0
I Me ﬁ) I I
Me—P—F N—P—C=N Me— I"— F Me— El’— F
| L
0 MeT 0 0
Me)\ Me kMe Me* terc-butil
I 1| 11 v

Figura 8 Exemplos de agentes usados em guerra quimica
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2.5.2 Carbamatos (CB)

Os OPs e os CBs sdo os mais importantes inibidores da AChE e por isso,
chamados de agentes anticolinesterase. Como ja mencionado, a presenca destes
compostos impede a enzima de hidrolisar a ACh, que em excesso, causa uma
sindrome colinérgica. O envenenamento por CB se manifesta por uma crise
colinérgica clinicamente indistinguivel do envenenamento por OP (ROSMAN,
2009).

Os compostos derivados do acido carbadnico sdo provavelmente os
compostos com maior faixa de atividade (KUHR; DOROUGH, 1976;
OBREGON, 2006). Na sua estrutura basica (Figura 9), R; e R, sdo usualmente
substituintes orgéanicos, podendo ser também 4atomos de hidrogénio. O
substituinte R; € geralmente um substituinte organico ou um metal, e o grupo X
¢ um oxigénio, ou em alguns casos, um atomo de enxofre (OBREGON, 2006;

SOBORG; VILANOVA, 2002).

Figura 9 Estrutura geral dos carbamatos
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Os exemplos de CBs inseticidas mais conhecidos sdo os compostos

Aldicarb, Carbaril, Carbofurano e Primicarb (Figura 10).

0

CH; I
O—CNHCH;

[ Il
CH3S(|TCH= NO—CNHCH;

CH;
Aldicarb

Sevin
Me O
0 [
i Me O— CNHCH;
0— CNHCH, = |
O Me NYN
N.
Me Me~ ~Me
Carbofuran Primicarb

Figura 10 Estrutura de alguns CBs mais comuns
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A Tabela 1 resume os principais inseticidas CBs, classificados de acordo

com sua toxicidade relativa.

Tabela 1 Os principais inseticidas CBs em uso e sua poténcia toxica relativa
(valores estimados em humanos).

Toxicidade Moderada
Alta Toxicidade Baixa Toxicidade
(LDs entre 50 e 200

(LDsp < 50 mg/kg) (LDsy > 50 mg/kg)

mg/kg)

Aldicarbe (Temik) Bufencarbe (Bux) BPMC (Fenocarb)
Aldoxicarbe (Standak) Carbosulfano Carbaril (Sevin)
Aminocarbe (Metacil) Pirimicarbe (Pirimor) Isoprocarbe (Etrofolan)

Bendiocarbe (Ficam) Promecarbe MPMC (Meobal)
. ) MTMC (Metacrate,
Carbofurano (Furadan) Tiodicarbe (Larvin) ]
Tsumacide)
Dimetilano (Snip) Trimetacarbe (Broot) XMC (Cosban)

Dimetano (Dimetan)
Dioxacarbe (Eleocron,
Famid)
Formetanate (Carzol)
Metiocarbe (Mesurol)
Metomil (Lannate,
Nudrin)
Oxamil (Vydate)
Propoxur (Baygon)

(ERDMAN, 2003; ROSMAN, 2009).
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Alguns CBs podem ter propriedades terapéuticas, como por exemplo, a
neostigmina e a piridostgmina, analogos do alcaloide natural fisostigmina, a
miotina e derivados ¢ a galantamina, que ¢ utilizada no tratamento da doenca de

Alzheimer (BAR-ON et al., 2002; WEINSTOCK et al., 1986).

2.6 Inibicao da acetilcolinesterase

Alguns OPs e CBs, por formarem um conjugado de fosforo
covalentemente ligado ao residuo catalitico Ser203, interferem no mecanismo
catalitico da AChE. Estes compostos impedem a hidrélise da ACh, obstruindo a
transmissio  colinérgica (GONCALVES et al, 2006; HORNBERG;
TUNEMALM; EKSTROM, 2007; QUINN, 1987). A Figura 11 mostra o

mecanismo de inibi¢do da AChE por um OP.

T
O=P—R,
OH 5
N R - HX
Glu Ala O=P—R, o —
202\H 204 )|( 1 Inibicao G'”zoz\N Ala,,
o H

@]

Ser,q, OP Ser,,, - OP

Figura 11 Esquema da inibi¢do da AChE por OP, sendo, R o grupo alquil, O-
alquil ou amida; R1 o grupo O-alquil ou amida; e X o grupo
abandonador HORNBERG; TUNEMALM; EKSTROM, 2007).
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Semelhante aos OPs, os CBs imitam a agdo da ACh, ligando-se ao sitio
ativo da enzima. Porém, no caso dos carbamatos, o grupo hidroxil do residuo de
serina do sitio catalitico, promove um ataque nucleofilico ao grupo carbonil do
CB. Entretanto, a ligagdo CB-AChE néo ¢ tdo estavel quanto a que é formada
ap6s uma inibicdo por OP, assim a reativagdo espontanea ocorre depois de
algum tempo (hidrdlise lenta). (ERDMAN, 2003; ROSMAN, 2009). Os efeitos
clinicos dependem da dose, do tipo de carbamato ¢ da via de contaminagao
(BRANCH, 1986; DICKOFF; GERBER; TUROVSKY, 1987; ROSMAN, 2009;
UMEHARA et al., 1991; WESSELING et al., 2002; YANG et al., 2000).

Ry
OYN\R

OH o 2

- R,OH o

Gluzoz\N Alay, + Rl\NJJ\O/R3 3—’
N é; Inibicao G'“zoz\N Ala,,
O 2 H

o

S€205 < Ser,,, - CB

203 ~

Figura 12 Esquema de inibi¢do da AChE por CB sendo, R;, R, ¢ R; grupos
organicos

Os principios basicos dos procedimentos em caso de intoxicagdo por CB
incluem a remogdo da fonte de exposicdo, medidas de suporte (oxigenacio,
controle das vias aéreas, assisténcia respiratoria etc), descontaminagdo, controle
das crises ¢ administracdo de antidotos (ROSMAN, 2009). O tratamento padrdo

emprega um antagonista muscarinico, e um reativador da AChE (uma oxima).
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2.7 Envelhecimento da acetilcolinesterase

Ap6s a inibigdo da AChE por OP, podem acontecer dois processos: o
envelhecimento ou a reativagdo espontanea da enzima (Figura 13), que pode ser
acelerada por varias ordens de grandeza pela adi¢cdo de um nucleofilo forte como
uma oxima (WOREK et al., 2004). No entanto, a rea¢do de reativacdo para a
maioria dos complexos AChE-OP, sem a presenca de oximas, ocorre a uma taxa
insignificante, sendo portanto a reagdo de envelhecimento majoritaria

(HORNBERG; TUNEMALM; EKSTROM, 2007).

OH R

|
0=P—R
Gluzoz\N Alayy, + | !
H OH

L A (0]
Reativagdo espontanea

s op Envelhecimento
€r 503 -
Gluzoz\N Ala204
H

Ser ., - OP - envelhecida

Figura 13 Esquema da Reativagdo espontdnea e do Envelhecimento, sendo, R o
grupo alquil, O-alquil ou amida; R1 o grupo O-alquil ou amida
(HORNBERG; TUNEMALM; EKSTROM, 2007)
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O processo de envelhecimento ocorre por uma reagdo de eliminagdo ou
desalquilacdo espontanea do fosforo conjugado na AChE, por meio da quebra da
ligagdo oxigénio-alquil, resultando em um complexo anidnico bastante estavel
AChE-OP, resistente a reagdo de reativagdo baseada em oximas conhecidas
atualmente, ou seja, uma enzima inibida irreversivelmente HORNBERG;
TUNEMALM; EKSTROM, 2007; WOREK et al., 2004). A enzima inibida por
CB ndo sofre o processo de envelhecimento, como acontece com o complexo

AChE-OP (ROSMAN, 2009).

2.8 Reativacio da acetilcolinesterase

A fim de contrariar os efeitos toxicos dos OP e CB, medidas terapéuticas
adicionais sao indispensaveis. A desfosforilacdo ou descarbamilacdo da serina
do sitio ativo da AChE ¢é chamada reativagdo, ¢ ¢ considerado o principal
mecanismo de agdo das oximas. A por¢do do nitrogénio aromatico
positivamente carregado da molécula de oxima ¢ atraida pelo sitio anidnico da
AChE, permitindo assim, que a parte ativa da oxima se posicione sobre o sitio
carbamilado ou fosforilado da AChE, e promova o ataque nucleofilico
(DICKOFF; GERBER; TUROVSKY, 1987; ROSMAN, 2009). Recentes dados
clinicos de pacientes intoxicados por pesticidas organofosforados fornecem
fortes evidéncias para a validade desta hipotese (WOREK et al., 2004). O
complexo AChE-OP pode ser revertido com a introdugdo de um reativador de
AChE (PATOCKA et al., 2005; QUINN, 1987), e a reagdo de reativagdo da
AChE-OP pode ser observada na Figura 14 enquanto que a reativacdo da AChE-

CB ¢é mostrada na Figura 15.
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T
O:T\:R 1 oxima - OH
o OH
Glu Ala IIQ
202\H . Gluzoz\N Ala,, + OII?—R L
o) : : H o OXIMA
Ser ,, - OP ' : Ser

Figura 14 Reagdo de reativacdo do conjugado AChE-OP por uma oxima, sendo
R o grupo alquil, O-alquil ou amida; R; o grupo O-alquil ou amida
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o OH |
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202\H 204 e Gluzoz\N Al B0, ~
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© (0]
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203

Figura 15 Reagdo de reativagdo do conjugado AChE-CB por uma oxima

O tratamento do complexo AChE-OP com antidotos médicos baseados
em oximas, ou reativadores, pode, em muitos casos, restaurar a funcdo da
enzima inibida. A reativagdo pelo uso de oximas se baseia na capacidade de
remover o fosforil da parte do sitio ativo, ou no caso de intoxicagdo por CB,
remover o carbonil (DICKOFF; GERBER; TUROVSKY, 1987; ROSMAN,

2009). Por isso, espera-se o uso dessas oximas de forma a atuar como antidotos
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especificos, ou seja, antes do envelhecimento da enzima inibida (EYER;
WOREK, 2007; GONCALVES et al., 2006; HORNBERG; TUNEMALM;
EKSTROM, 2007).

Porém, a eficiéncia dessa reagcdo de reativagdo depende de muitos
fatores como a estrutura quimica dos OP e dos reativadores, bem como a
sequéncia da enzima inibida. Os complexos formados entre a AChE e tabun, por
exemplo, exibem uma alta resisténcia a reativagdo, enquanto que os complexos
formados com VX, sarin podem ser reativados por uma série de diferentes
reativadores. Além da distor¢do estrutural da His447, que rompe a triade
catalitica na AChE inibida por tabun nio envelhecida, o conjugado com tabun
induz a distor¢do da lateral do Phe338 para uma posigdo estreita da garganta do
sitio ativo. Analises cristalograficas adicionais da interacdo entre a oxima HI-6 e
a AChE ndo fosforilada tém mostrado que a mudanga estrutural do residuo
Phe338 no complexo AChE-tabun, é provavelmente perturbada pelo sitio de
ligacdo da HI-6. Esta interagdo implica na distor¢do do residuo Phe338
observada na estrutura nao envelhecida do conjugado AChE-tabun, contribuindo
para a alta resisténcia dos conjugados com tabun a reativagio (HORNBERG et
al.,, 2007). As cinéticas tanto da reagdo de inibicdo como da reativagdo, sdo
altamente dependentes da estereoquimica dos OP (HORNBERG; TUNEMALM;
EKSTROM, 2007).

2.9 Oximas

A busca por reativadores baseados em oximas remonta a 1950. Até
1951, a atropina parecia ser o unico antidoto disponivel para o tratamento de
casos de envenenamento com OPs, até que Jandorf deu o primeiro passo para
solucionar este problema, mostrando que a hidroxilamina poderia destruir OP in

vitro (os primeiros estudos comecaram com a hidroxilamina e acido
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hidroxamico). Estes resultados inspiraram a tentativa de adicionar hidroxilamina
em AChE inibida por tetraetilpirofosfato in vitro, obtendo o primeiro resultado
de sucesso conhecido de reativacdo de AChE fosforilada anteriormente
irreversivel (STOJILJKOVIC; JOKANOVIC, 2006). Em 1955, as oximas foram
descobertas como antidotos especificos mais eficientes que as hidroxilaminas
(EYER; WOREK, 2007; STOJILJKOVIC; JOKANOVIC, 2006). As estruturas
de algumas oximas estdo representadas na Figura 16, as quais foram abordadas

neste estudo.
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Figura 16 Estrutura das oximas em estudo com atividade conhecida como
reativadores de AChE-ciclosarin, descritas por Kassa et al. (2007)



48

Mais de 1.500 compostos foram testados, mas poucos sdo os que foram
estudados para o uso humano, pois uma das grandes desvantagens no
desenvolvimento de oximas como antidotos contra o envenenamento por agentes
de nervos, é a dificuldade em serealizar estudos clinicos em seres humanos.
Portanto, diferentes modelos in vitro e in vivo sdo utilizados para estimar a
eficacia das oximas (EYER; WOREK, 2007). Entretanto, um dos principais
problemas na avaliagdo da eficacia das oximas em seres humanos ¢ a dificuldade
de extrapolar os dados dos animais para seres humanos (WOREK & EYER,
2007).

As oximas tém sido entdo, investigadas por muitos anos como
compostos com alto potencial contra o envenenamento por OPs, incluindo
pesticidas e agentes dos nervos, contudo, atualmente poucas oximas (como
TMB-4, PAM-2, HI-6 e a obidoxima) possuem aplicagdo clinica. Além disto,
elas ainda apresentam desvantagens de poténcia limitada na reativacdo de AChE
na intoxicag@o por tabun e algumas apresentam toxicidade pronunciada (EYER;
WOREK, 2007; KOVARIK et al., 2008). A pralidoxima foi a primeira oxima
eficaz usada em intoxicag¢ao por OP em humanos.

E preciso considerar ainda, que a AChE ndo permanece para sempre
suscetivel de ser reativada por uma oxima, pois, o complexo enzima-inibidor
pode sofrer a reacdo de desalquilagdo caracteristica do “envelhecimento”
dependendo da estrutura quimica do inibidor, tornando impossivel a reativacao
da enzima apds essa transformacdo (HOBBIGER, 1955; STOJILJKOVIC;
JOKANOVIC, 2006).

Numerosos estudos tém investigado o mecanismo de acdo das oximas
nas ultimas décadas, e ha evidéncias convincentes da acdo das oximas,
principalmente como reativadores de AChE (ECKERT et al., 2008; EYER;
WOREK, 2007). O processo de reativagdo acontece via duas etapas de reacgao.

Primeiro ha a formagao de um complexo totalmente reversivel AChE-fosfil (no
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caso de inibi¢do por OP) do tipo Michaelis (estado de transicdo penta-
coordenado), seguido do deslocamento do fosfil do estado de transi¢do. O Kp
aproxima-se, entdo, da constante de dissociacdo a qual ¢é inversamente
proporcional a afinidade da oxima pela AChE fosforilada, e a reatividade da
oxima pode ser expressa em razao da constante k;. Finalmente, a constante k,, da
taxa de reagdo de segunda ordem, pode ser obtida pela razao k,; = k/ Kp, como

mostra o esquema da Figura 17 (EYER; WOREK, 2007; WOREK et al., 2004).

I<D kR2
[EP] + [OX]+—— [EPOX] — [E]+ [POX]

kr2 T

Figura 17 Esquema da reativagdo da AChE por uma oxima

Cada molécula de oxima tem uma forte carga positiva que navega para
os sitios anidnicos, carregados negativamente no sitio ativo da AChE, sendo
atraida assim, para mais proximo da enzima. Em seguida, a oxima realiza o
chamado ataque nucleofilico no atomo de fosforo do OP, resultando na
formagdo do complexo instavel enzima-inibidor-oxima. Como resultado ha a
separagdo do complexo em oxima fosforilada e enzima reativada
(STOJILJKOVIC; JOKANOVIC, 2006).

A HS-6 (Figura 16) foi a primeira oxima que poderia reativar AChE
inibida por soman e fornecer, pelo menos, alguma prote¢do a animais
intoxicados experimentalmente com este agente dos nervos. Ela foi sintetizada
em 1966 ¢ recebeu o nome de codigo HS-6, em fungdo das iniciais dos
sobrenomes dos quimicos Hagedorn e s Schoene. Sua toxidade é baixa, mas ha o

problema de ser pouco eficiente contra tabun (STOJILJKOVIC; JOKANOVIC,
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2006). Atualmente, diferentes sais de pralidoxima, obidoxima, TMB-4 ¢ HI-6
sd0 usados como antidotos contra o envenenamento por OPs e varios paises
estdo em um processo para substituir pralidoxima ou obidoxima por HI-6
(EYER; WOREK, 2007).

Outra oxima importante ¢ a HLO-7, nomeado em homenagem a Ilse
Hagedorn e Marianne Loffle que a sintetizaram em Freiburg, Alemanha, em
1986. Essa oxima reativa a AChE inibida por qualquer um dos quatro agentes
dos nervos mais potentes (sarin, soman, tabun, ¢ VX), bem como a enzima
inibida pelo ciclosarin, embora tenha demonstrado ser mais toxica. Na escala de
eficacia, a HL6-7 revelou-se um pouco mais eficaz do que a HI-6 contra o
envenenamento por tabun e VX e menos eficaz contra o envenenamento por
sarin, soman, € ciclosarin (STOJILJKOVIC; JOKANOVIC, 2006).

Hé também na literatura algumas discussoes relacionadas ao uso de
oximas no caso de intoxicagdo por inseticidas CB. Algumas controvérsias
existem ainda quanto ao uso da oxima associada & atropina, o uso de atropina
sozinha e até mesmo contra o uso de oximas (FARAGO, 1969). Porém muitos
estudos sugerem que as oximas aumentam a toxicidade do CB apenas no caso de
intoxicagao por carbaril, e os efeitos variam com o tipo de oxima utilizada, com
a dose ministrada e o protocolo de tratamento (CARPENTER, 1961; HARRIS et
al., 1989; LIESKE et al., 1992; NATOFF; REIFF 1973; SANDERSON, 1961;
STERRI et al., 1979). Inversamente, outros resultados mostram que o uso de
oximas ¢ eficiente contra intoxicagdo por outros CB (MERCURIO-ZAPPALA
et al., 2007), e ha varios casos relatados em que o uso de oximas em pacientes
intoxicados por CB foi benéfico (BURGESS; BERNSTEIN; HURLBUT, 1994;
EKINS; GELLER 1994; NELSON et al., 2001). Neste sentido, a quimica
medicinal computacional aplicada aos estudos do uso de oximas como antidotos
contra intoxicagdes por OP ¢ CB, pode ajudar a esclarecer as questdes citadas

acima.
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2.10 Quimica computacional medicinal

A quimica medicinal tem um papel importante no planejamento de
candidatos a novos farmacos e fundamenta-se no conhecimento prévio dos
processos envolvidos e na selegdo de um alvo terapéutico adequado. Utilizando
varias estratégias, envolve o trabalho de identificagdo, selegdo e otimizagao de
moléculas capazes de interagir com alta afinidade e seletividade com o alvo
molecular selecionado (LOMBARDINO; LOWE, 2004). As pesquisas na area
de quimica medicinal computacional ou modelagem molecular t€ém como
objetivo desenvolver novos farmacos e contribuir no combate a doengas como o
HIV, Tuberculose, Alzheimer e Cancer, mas pode ter também outras finalidades,
como por exemplo, o melhoramento de compostos ativos contra agentes de
guerra quimica ou pesticidas. Esta area de pesquisa ¢ de grande importancia para
a sociedade e o mercado, pois pode ocorrer uma economia de tempo e dinheiro
investido na produgdo e introdu¢do de um novo reativador de AChE mais
eficiente no mercado.

De fato, com o avango e sofisticagdo da informatica nos tltimos anos,
grandes quantidades de informacdes tém sido cada vez mais rapidamente
processadas, e, com o auxilio de novas ferramentas e metodologias
computacionais, resultados melhores e mais precisos vém sendo obtidos na
tentativa de simular uma variedade de parametros quimicos e correlagdes. Uma
das grandes vantagens dos métodos computacionais é o seu baixo custo frente a
métodos experimentais, uma vez que evitam repeticdo de analises e reagdes,
além de gastos com reagentes ¢ materiais, visto que simulagdes podem ser feitas
para otimizar e compreender processos, reagdes, interacdes intra e
intermoleculares, etc. A aplicacdo de métodos computacionais para solucionar
problemas quimicos estende-se as areas onde a quimica desempenha um

importante papel, direto ou indireto.
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2.11 Modelagem Molecular

Modelagem molecular, segundo a IUPAC, é a investigagdo das
estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e
técnicas de visualizagdo grafica visando fornecer uma representagdo
tridimensional sob um dado conjunto de circunstincias (CARVALHO et al.,
2003; SANT’ANNA, 2002).

Um estudo das relagdes estrutura-atividade de um composto-prototipo e
de seus analogos pode ser usado para determinar as partes da estrutura do
prototipo que sdo responsaveis por sua atividade biologica e também por seus
efeitos adversos. Subsequentemente, esta informacao € usada para desenvolver
um novo composto que possui a atividade aumentada, poucos efeitos colaterais
indesejaveis e maior facilidade de administracdo (THOMAS, 2003).

As moléculas, geralmente desenhadas de forma tridimensional ndo estdo,
necessariamente, na conformagdo mais estavel. Durante a geracdo de uma
determinada estrutura ocorrem distorgdoes na molécula com formacgdo
desfavoravel de comprimentos e angulos de ligagdes e angulos diédricos.
Atomos ndo-ligados também interagem em uma mesma regido do espaco e
provocam repulsdo estérica e eletrostatica. Para corrigir estas distorgdes as
moléculas sdo otimizadas pelo processo de minimizac¢do de energia, a partir de
dois modelos matematicos (i) mecanica molecular ou (ii) mecanica quantica.
Interagdes ndo previsiveis, relacionadas a sobreposi¢do de orbital molecular,
distribuicdo de densidade eletronica, ou interferéncias estéricas podem ser
solucionadas pelos métodos computacionais. A minimizagdo de energia ¢ a
analise conformacional sdo usadas interativamente, para otimizar a geometria de
uma molécula (CARVALHO et al., 2003; PATRICK; FLANAGAN, 2001).

O processo de mecanica molecular promove a modificagdo dos angulos e

comprimentos das ligagdes dos atomos originais e fornece novas conformagoes
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com os correspondentes calculos de energia. O programa reconhece as
mudancgas que conduzem a estruturas mais estaveis, de menor energia estérica e
os calculos sdo interrompidos quando as modificagdes da estrutura mais estavel,
em relacdo a molécula original, ndo resultam em alteragdo consideravel de
energia. O objetivo da mecanica molecular ¢ predizer a energia associada com
determinada conformacdo de uma molécula (CARVALHO et al.,, 2003;
PATRICK; FLANAGAN, 2001).

Na minimizac¢do, os calculos de energia estérica sdo interrompidos
quando a molécula atinge a primeira conformagdo estavel e levam a uma
estrutura semelhante a original com energia minima local. Nesta fase, a
minimizacdo ndo prossegue porque variagdes na estrutura resultam em
mudangas pequenas de energia. A Figura 18 mostra que esta conformagio
“estavel” pode estar separada de outra, ainda mais estavel, por uma barreira de
energia que o algoritmo de minimizagdo € incapaz de sobrepujar. Neste caso,
para identificar a conformacdo mais estavel, com uma energia minima global, ¢é
necessario gerar varias conformagdes de uma molécula e comparar os valores de
energias obtidos a cada modificacio (CARVALHO et al, 2003; FOYE;
LEMKE; WILLIAMS, 1995; GRINGAUZ, 1997; KUMOSINSKI; LIEBMAN,
1994).
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Figura 18 Variacdo da energia com a variagdo conformacional

A escolha do método de minimizacdo de energia depende de fatores
relacionados ao tamanho da molécula, disponibilidade de parametros, dados
armazenados e recursos computacionais (CARVALHO et al., 2003).

Os modelos moleculares gerados pelo computador sdo resultantes de
equacdes matematicas que estimam as posi¢oes e propriedades dos elétrons e
nucleos, e os calculos realizados exploram, de forma experimental, as
caracteristicas de uma estrutura fornecendo uma molécula sob nova perspectiva
(CARVALHO et al., 2003).

Para entender o mecanismo de interagdo de um farmaco é essencial
saber o posicionamento tridimensional para a sua interacdo molecular com a
proteina alvo. A predicdo da geometria ¢ da energia de ligacdo ¢ de grande
interesse para o planejamento de novos medicamentos (HILLISCH et al., 2004).
Uma das conformagdes estruturais mais confiaveis ¢ obtida por analise de raios-
X de cristais do complexo, mas ndo ¢ facil obter dados experimentais sobre
todos os compostos de interesse. A simulacdo computacional do ancoramento

molecular (docking) ¢ uma das mais importantes técnicas de investigacdo das
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interacdes moleculares entre uma proteina ¢ um ligante nos casos em que a
estrutura 3D da proteina ja foi elucidada (SILVEIRA, 2003). Este tipo de
simulagdo encontra a estrutura mais estavel do complexo proteina-ligante e
calcula essa estabilidade relativa. Para encontrar a estrutura de menor energia,
sem qualquer suposi¢do prévia, ¢ necessario analisar todos os modos de
interacdo considerando a flexibilidade conformacional do ligante a ser
introduzido no sitio ativo da proteina. Como esses dois problemas estdo
interligados, eles podem ser resolvidos ao mesmo tempo. Contudo, o nimero de
combinagdes envolvidas ¢ enorme (MIZUTANI; NIWA; TANAKA, 1994).
Uma maneira interessante de pesquisar a estrutura mais estavel do
complexo (ndo necessariamente o minimo global) foi proposta por Kuntz,
Blaney e Oatley (1982). A ideia fundamental inicial desse método € representar
ambos, a molécula ligante e a superficie macromolecular, por um conjunto de
esferas (método estocastico) e procurar qual o melhor emparelhamento das
esferas. A complementariedade da forma molecular ¢ muito importante no
método de ancoramento. Posteriormente, um método mais eficiente para o
acoplamento molecular de ligantes flexiveis foi desenvolvido por Leach e Znojil
(1992). O método consiste em primeiro determinar a posi¢ao e a orienta¢do dos
fragmentos rigidos do ligante ¢ entdo pesquisar as conformagdes da regido
flexivel do ligante de modo sistematico. A energia de interagdo intermolecular é
calculada pela soma das contribuigdes de energia entre todos os atomos das duas

moléculas desconsiderando as intera¢des entre os atomos da mesma molécula.

2.12 Ancoramento Molecular

Cada ligante ¢ ancorado no sitio ativo da enzima. Nesta etapa, a

identificacdo dos modos de interacdo do ligante é interativa avaliando um

numero de solucdes (conformagdo e orientagdo do ligante) e estimando a
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energia de suas interagdes com a proteina. As melhores solugdes sdo retornadas
para uma analise adicional.
Os valores da fungdo de desempenho do Ancoramento (Docking Scoring

Function), Eq.o sdo definidos pela eq. 1:

Escore = Einter + Eintra Eq.1

Onde:

Eper= > > EF,L,,(rU.)+332.oji(?'zj Eq.2

i=ligant j=protein ij

O termo de Epp ¢ um potencial “piecewise linear” que usa dois
conjuntos diferentes de parametros: um para a aproximagdo do termo estérico
(van der Waals) entre atomos e outro potencial para a ligacdo hidrogénio. O
segundo termo descreve as interagdes eletrostaticas entre dtomos carregados. E
um potencial de Coulomb com uma constante dielétrica dependente da distancia
(D(r) = 4r). O valor numérico de 332,0 fixa as unidades de energia eletrostatica
em quilocalorias por mol (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Eintra € a energia interna do ligante:

Einira = Z Z Epp (rij )+ z A[l - COS(mH -0, )] + E o Eq.3

i=ligant j=ligant flexiblebonds

As duas primeiras somas referem-se a todos os pares de atomos do
ligante excluindo os pares de atomos conectados por duas ligagdes. O segundo

termo refere-se a tor¢do da energia, onde 0 é o angulo de torcao da ligagdo. A



57

média da contribuicdo de tor¢do da ligagdo da energia é usada se diversas
torsdes sdo determinadas. O ultimo termo, Eg,sn, atribui uma penalidade de
1.000 se a distancia entre dois atomos pesados (mais de duas ligacdes distantes)
for menor que 2.0 A, punindo conformagdes inexistentes do ligante. Em
resumo, estas fungdes sdo usadas para sobrepor automaticamente uma molécula

flexivel em uma molécula molde rigida (proteina).

2.13  Os métodos hibridos - QM/MM

Devido ao grande nimero de atomos em proteinas e ao fato de reacdes
envolverem a quebra e formagdo de ligagdes quimicas, a catalise enzimatica ¢
um grande desafio para a quimica computacional (BORMAN, 2004). Métodos
quanto-mecanicos de alto nivel teérico s@o limitados a aplicagdo em sistemas
com numero relativamente pequeno de atomos. A combinacdo dos métodos
quanto-mecanicos ¢ de mecanica molecular (QM/MM) estende o dominio dos
calculos QM a macromoléculas. A estratégia basica nesta metodologia,
primeiramente, introduzida por Levitt e colaboradores (WARSHEL; LEVITT,
1976) pode ser descrita da seguinte forma: assume-se que o sistema molecular
pode ser dividido em dois subsistemas, regido QM ¢ MM. As regides MM
contém todos os atomos que sdo tratados explicitamente no calculo. Na regido
QM os atomos sdo representados por nucleos e elétrons e a superficie de
potencial é construida dentro da aproximag¢do Born-Oppenheimer (SZABO;
OSLUND, 1996).

Um método para se obter os resultados de QM ¢ o de funcional de
densidade (Density Functional Theory, DFT). A formulagcdo do método ficou a
cargo de Hohenberg, Kohn ¢ Sham (KOHN; HOLTHAUSEN, 2001). Segundo
Ziegler (1991) a nogao basica em DFT, de que a energia de determinado sistema

eletronico possa ser expressa em funcdo de sua densidade, ¢ quase tdo antiga
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quanto a propria mecanica quantica. Hohenberg ¢ Kohn mostraram também que
a energia, funcdo de onda e outras propriedades moleculares sdo
equivocadamente determinadas por essa densidade de probabilidade eletronica p
[x,y,z] (segundo teorema de Hohenberg-Kohn), ou seja, a densidade eletronica e
o Hamiltaniano tém uma relagdo funcional que permite a computacao de todas
as propriedades moleculares no estado fundamental sem uma func¢ao de onda.
Mas esses teoremas ndo mencionam como encontrar a energia do estado
fundamental a partir de p ou a partir de y. Este problema foi contornado por
Kohn e Sham na década de 60 quando eles propuseram que a energia puramente
eletronica de uma molécula com muitos elétrons no estado fundamental seria

dada pela Eq.4:

1 n

£, =5 S n

0 0)- 52 Ve L (20000, e ) Fas

Onde ¥; (1), i=1, 2,..., n sdo os orbitais Kohn Sham, ¢ E,. [p] ¢ a energia de

troca e correlagdo, Kohn ¢ Sham também mostraram que “p” exato para o estado

fundamental pode ser determinado pelos orbitais W; (Eq.5):

N 2
p= Z\‘P.‘ Eq.5
i=1

O terceiro teorema de Hohenberg-Kohn diz que E[p]<Eo[p’], onde p é a
densidade exata e p’ a densidade aproximada pela expansdo (Eq.5) para “n”
finito. Este teorema ¢ equivalente ao teorema variacional de Hartree-Fock

Os orbitais Kohn-Sham podem ser determinados pela expressao (Eq.6):
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F ks (I)Ti (1) = € ks, (1) Eq.6
Onde 7 ks € 0 operador de Kohn-Sham apresentado pela equagao (Eq.7):

Ze 4 33(1)+V, (1)
j=1

a

. 1
F ks =—§vf—§n

Onde o potencial V. é a principal diferenga entre os métodos Hartee-Fock e
DFT (MORGON; CUSTODIO, 1995).
Desta forma, pode-se minimizar a energia em relacdo a densidade

através das condigdes de contorno (Eq.8):

oE,

=0 Eq.8

op

sendo a integral p’dr=N, onde N ¢ o niumero de elétrons do sistema.

O principal problema do método ¢ a falta de um processo sistematico
para determinar E,.[p]. Assim, varios tipos de funcionais ja foram propostos
(LEVINE et al., 1991). Este funcional ¢, na realidade, dividido em duas partes:
uma de troca e outra de correlacdo. Um dos funcionais de troca mais utilizados é

o B3 proposto por Becke (1993), que utilizamos neste trabalho (Eq.9):
LSDA HF B88
E,=(1-a,)E"™ +a,E/" +a AE] Eq.9

Para correlacdo foi utilizado o funcional proposto por Lee, Yang e Parr

(LEE; CHUNG, 2009) (Eq.10):
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= =]
E. = —aJ 1 —{p+bp? {C L -2, +(1tw +1v2pﬂeXp[_ cp? J}dr Eq.10
1+dp§ F/’g 9 18

A partir dai conceitos importantes na descricdo tedrica das reacdes
quimicas, tais como potencial quimico e conceito de dureza e moleza (hardness
e softness, sdo incorporados na DFT uma vez que p(r) e o numero de elétrons N
podem ser relacionados mais facilmente que as fungdes de onda de muitos

elétrons.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é a descrigdo, em nivel molecular, das
interagdes entre um conjunto de oximas e a AChE, em diferentes sistemas:

1- MmACHhHE e HSAChE inibidas pelo OP ciclosarin;

2- MmAChEHSACHhE inibidas pelo CB carbofurano;

Além disso, empregar técnicas hibridas (QM/MM), que permitam o
estudo do mecanismo de reativacdo de oximas, nos quatro sistemas diferentes no
intuito de avaliar quais sdo os fatores estruturais e eletronicos que governam os

parametros cinéticos e termodindmicos do processo de reativagdo.
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4 METODOLOGIA

Para melhor entender a metodologia, ela foi dividida em geral e
especifica para cada um dos quatro sistemas estudados (MmAChOE-OP,
HSAChE-OP, MMAChE-CB e HSAChE-CB).

4.1 Metodologia geral

A metodologia geral e especifica para cada um dos sistemas estudados ¢

descrita abaixo.

4.1.1 Dados biologicos

A primeira etapa realizada foi a busca na literatura por algumas oximas
que apresentavam valores experimentais para a AChE inibida por ciclosarin.
Estas oximas e seus respectivos dados experimentais estdo apresentados na

Tabela 2.
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Tabela 2 Estruturas dos reativadores de AChE e seus respectivos valores
experimentais das constantes de dissociacdo do complexo reativador-
enzima inibido por ciclosarin (KASSA et al., 2007).

REATIVADOR ESTRUTURA Kl\lj[
= | o)
N A+
BI-6 HO N / | NH, 100000
0
= | NH,
XN O N
HI-6 12
N/
|
OH
HO-
|N 0
~ UND 0L N
HLG-7 g 1000
N/
|
OH
= =
| + +
AN N\/OVN\ NH,
HS-6 45
N/
|
OH

continua
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Tabela 2, Continuagio

REATIVADOR ESTRUTURA (Kl\‘;[)
N
+/\/\/N
AN AN
K033 = N 20
| \
N OH
HO™
+ +
NN
K005 ~ 5
il '|“
OH OH

Metoxima NN ~ 15

Nota: Ky — constante de dissociagdo do complexo reativador-enzima inibida.

Apdés a selegdo dos reativadores para posterior construcdo das
moléculas, fez-se uma busca pela estrutura cristalografica da a AChE inibida
pelo ciclosarin depositada no “Protein Data Bank™ - PDB PDB (2011), para
fazer o ancoramento desses reativadores na enzima inibida.

Neste trabalho, utilizou-se 0 método QM/MM e o método ONION, que
podem ser aplicados no desenvolvimento de um modelo para simulacdo da
reagdo entre as oximas e a enzima inibida por ciclosarin ou por carbofurano,

possibilitando estudos por QM/MM. Nesses estudos, tratamos quanticamente os
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atomos constituintes da oxima e do inibidor que estdo diretamente envolvidos no
mecanismo de reagdo ¢ também dos dtomos mais proximos, e classicamente a
triade catalitica da AChE, e alguns outros aminoacidos pertencentes ao sitio
ativo e ao restante da enzima. A parte MM foi obtida principalmente dos
resultados dos estudos por ancoramento molecular. A conformagdo dos
reativadores e dos residuos de aminoicidos da AChE inibida obtida do
ancoramento, foi recortada de forma a deixar somente a parte que sera utilizada
nos calculos de QM e ONION. Esta metodologia sequencial de céalculo tem sido
validada para mecanismos de reagdes e obtengdo de propriedades
espectroscopicas (RAMALHO; CUNHA; ALENCASTRO, 2004; RAMALHO
et al., 2007, 2009, 2010; RAMALHO; TAFT, 2005).

4.1.2 Calculo de ancoramento molecular

As estruturas dos inibidores foram construidas por meio do programa
PC Spartan Pro (HEHRE; DEPPMEIER; KLUNZINGER, 1999) e as cargas
parciais atdmicas foram calculadas utilizando o método semiempirico AMI.
Esse procedimento ¢ necessario para obter as conformagdes iniciais dos
compostos, importantes para o estudo de ancoramento molecular.

O programa utilizado para o ancoramento foi o Molegro Virtual Docker
(MVD) um programa que permite determinar a conformagéo mais provavel do
ligante na enzima. A identificacdo da conformacdo do ligante é feita por meio
da avaliagdo de um numero de candidatos (conformagdes dos ligantes)
estimando as energias de suas interagdes com a enzima. Os complexos foram
construidos no programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Nesta
etapa, a identificacdo dos modos de intera¢dao do ligante ¢ interativa avaliando

um numero de solugdes (conformagdo e orientacdo do ligante) e estimando as



66

energias de suas interagdes com a proteina. As melhores solugdes sdo retornadas

para uma analise adicional.
4.1.3 Calculo do mecanismo de reacao

Os calculos de mecanismo de reagdo e ONION foram efetuados nos
programas PC Spartan Pro (HEHRE; DEPPMEIER; KLUNZINGER, 1999) e
Gaussian 98 (FRISCH et al., 2001). A regido QM do mecanismo de reacdo
consiste dos residuos da triade catalitica, dos residuos que realizaram interagdes
de hidrogénio com a oxima, ligagcdes peptidicas vizinhas, atomos ligados e co-
fator. Todos os estados de transicdo, intermedidrios e precursores envolvidos
foram calculados e a caracterizacdo desses estados de transi¢do foi feita por
meio dos calculos de frequéncia imagindria. Para os calculos de ONION, o
sistema usado no mecanismo de reagdo, foi dividido em regido MM e regido
QM. A regido QM consiste dos atomos constituintes da oxima e do inibidor, que
estdo envolvidos diretamente no mecanismo de reacdo ¢ também dos atomos
mais proximos, e a regido MM consiste do restante do sistema. Cada conférmero
foi totalmente otimizado em ambos os niveis, AM1 e DFT, com gradiente de
conjugacdo ¢ algoritmos quasi-Newton-Raphson. A geometria final foi obtida
com o funcional de densidade Becke’s e o gradiente funcional corrigido de Lee,

Yang e Paar (B3LYP) (LEE; CHUNG, 2009) usando a base 6-311G (d).

4.2 Metodologia de estudo para o sistema 1: MMAChHE inibida por
ciclosarin

As coordenadas cristalograficas da MMAChHE fosforilada por sarin e
complexada com a oxima HI-6 (PDB co6digo: 2WHP) com resolugéo de 2.20A,
foram retiradas do Protein Data Bank (PDB, 2011) e tiveram suas moléculas de

agua cristalograficas removidas no software SPDBViewer (GUEX, 1997). A
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estrutura do sarin dentro da AChE foi completada por meio da introdugdo do
grupo —CH,CH,CH,— usando o software Spartan08® (HEHRE; DEPPMEIER;
KLUNZINGER, 1999), afim de se obter a estrutura 3D da AChE fosforilada
por ciclosarin necessaria para o desenvolvimento dos estudos do presente
trabalho. As estruturas 3D de cada inibidor mostradas na Figura 16 foram
construidas com base na estrutura do HI-6 na sua conformagdo bioativa. Os
compostos foram ancorados dentro do sitio de ligagdo da MMAChE usando o
MVD® (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Os sitios de ligagdo foram
restringidos dentro de esferas com raio de 5 a 15 A, de acordo com o tamanho
do ligante, centralizadas na HI-6 complexada no sitio da proteina, incluindo
todos os residuos do sitio ativo. Devido a natureza estocastica do algoritmo de
busca do ancoramento ligante-proteina, cerca de 10 corridas foram realizadas e
30 solugdes de docking foram retidas para cada ligante. As poses com melhor
sobreposicdo em relagdo a HI-6 foram escolhidas para a analise realizada neste
trabalho.

Os calculos do mecanismo de reacdo foram desenvolvidos nos pacotes
Spartan08® (HEHRE; DEPPMEIER; KLUNZINGER, 1999) ¢ Gaussian98
(FRISCH et al, 2001). Todos os estados de transi¢do, intermediarios e
precursores envolvidos foram calculados. No programa Gaussian98 foram
realizados os calculos seguindo a metodologia ONION, onde a regido MM ¢
constituida pelos residuos de Phe338, Phe295, Tyr124, Arg296, Trp286, Thr§3,
Tyr337, Tyr341, Ser298, Thr83 e Glu285, além da triade catalitica e do
reativador, na esfera com raio de 9 a 15 A, respectivamente, centrada em cada
oxima. A regido QM consistiu dos atomos constituintes da oxima e do inibidor,
que estavam envolvidos diretamente no mecanismo de reagcdo e¢ também dos

4tomos mais proximos.
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4.3 Metodologia de estudo para o sistema 2: HSAChE inibida por ciclosarin

As coordenadas cristalograficas da HSAChE nativa (PDB codigo: 3LII),
com resolugdo 3.20 A, foram retiradas do Protein Data Bank (PDB, 2011) e
tiveram suas moléculas de agua cristalograficas removidas no software
SPDBViewer (GUEX, 1997). A enzima MmAChE fosforilada por sarin e
complexada com a oxima HI-6 (PDB codigo: 2WHP), tendo o sarin modificado
¢ usada no estudo do Sistema 1, foi utilizada para copiar as coordenadas
cristalograficas do ciclosarin ¢ da oxima HI-6 para a HSAChE, uma vez que as
duas enzimas possuem 88,5% de identidade homologica e sitios ativos muito
semelhantes. As enzimas foram sobrepostas e colocadas nas mesmas
coordenadas no programa SPDBViewer (GUEX, 1997). Essa alta porcentagem
de identidade homoldgica sugere que os resultados experimentais da MMAChE
podem ser extrapolados para a HSAChE. Na Figura 19 é possivel ver o
alinhamento da sequéncia primaria no formato FASTA entre as enzimas 2WHP
(MmAChE) e 3LI (HSAChE), realizado a partir do site Expasy
(http://au.expasy.org). A ligacdo covalente entre o ciclosarin e o residuo de
Ser203 do sitio ativo da enzima foi feita no Discovery Studio (DISCOVERY
STUDIO, 2009). Dessa forma foi possivel obter a enzima AChE humana inibida
por ciclosarin, necessaria para a realizagdo dos estudos de docking e mecanismo
de reagdo, seguindo o mesmo procedimento realizado para o sistema 1. A regido
MM no sistema 2 consiste dos residuos de Asp74, Tyr72, Serl25, Ans87,
Tyrl124, Tyr337, Arg296, Tyr341, Phe295, Ser293 e GIn71, além da triade
catalitica, ¢ a regido QM consistiu dos atomos constituintes da oxima e do
inibidor, que estavam envolvidos diretamente no mecanismo de reacdo e

também dos atomos mais proximos.
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Figura 19 Alinhamento da sequéncia dos residuos das enzimas HSAChE e
MmAChE. Os residuos de aminoacidos em azul sdo idénticos, em
vermelho sd3o semelhantes e os residuos em preto ndo apresentam
identidade significativa
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4.4 Metodologia de estudo para o sistema 3: MMAChHE inibida por
carbofurano

As coordenadas cristalograficas do CB Ganstigmina, cristalizado na
AChE de Torpedo Californica (TcAChE) com codigo PDB: 2BAG e resolugdo
de 2.40 A, retiradas do Protein Data Bank (PDB, 2011), foram copiadas e
coladas na mesma enzima utilizada no estudo do Sistemal, a MMAChE (PDB
codigo: 2WHP), depois que as duas enzimas foram sobrepostas e colocadas nas
mesmas coordenadas pelo programa SPDBViewer (GUEX, 1997). Esse
procedimento s6 foi possivel de ser realizado porque as enzimas TCAChE e
MmAChAE possuem 58,6% de identidade homoldgica, e possuem sitios ativos
muito semelhantes. O alinhamento da sequéncia primaria no formato FASTA
entre as enzimas TCAChE e MmAChHE, realizado a partir do site Expasy
(BIOINFORMATICS RESOURCE PORTAL, 2011), pode ser observado na
Figura 20.
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Figura 20 Alinhamento da sequéncia dos residuos da TCAChE e da MmAChE.
Os residuos de aminoacidos em azul sdo idénticos, em vermelho sdo
semelhantes e os residuos em preto ndo apresentam identidade

significativa
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Com a MMAChHE contendo uma estrutura cristalizada de um CB, foi
possivel fazer o docking da estrutura do carbofurano no sitio ativo da enzima. A
melhor conformagdo do carbofurano foi escolhida, levando-se em consideragdo
a melhor sobreposi¢do na estrutura do cristal de CB presente na enzima. A
ligagdo covalente entre o carbofurano e o residuo de Ser203 do sitio ativo da
enzima foi feita no programa Discovery Studio (DISCOVERY STUDIO, 2009).
Portanto, obteve-se a MMAChE inibida pelo composto carbofurano e
complexada com a HI-6, necessaria para a realiza¢do dos estudos de docking e
mecanismo de reagdo com as oximas em estudo, seguindo o mesmo
procedimento realizado para o sistema 1.

Para os calculos de ONION, a regido MM nesta etapa do estudo
(Sistema 3), consiste dos residuos de Glu285, Tyr124, Gly122, Gly121, Trp286,
Ser293, Tyr341, Glu202, Phe295, Arg296, Tyr337, Thr83, além da triade
catalitica, e a regido QM composta pelos atomos constituintes da oxima e do
carbofurano, que estdo envolvidos diretamente no mecanismo de reacdo e

também dos atomos mais proximos.

4.5 Metodologia de estudo para o sistema 4: HSAChE inibida por
carbamato

As coordenadas cristalograficas da HSAChE nativa (PDB cédigo: 3LII),
com resolugdo 3.20 z&, foram retiradas do PDB (PDB, 2011) ¢ tiveram suas
moléculas de agua cristalograficas removidas no software SPDBViewer (GUEX,
1997). A enzima MMAChE carbamilada por carbofurano e complexada com a
HI-6 (enzima utilizada nos estudos do sistema 3, ou seja MMAChE inibida por
carbofurano), foi utilizada para copiar as coordenadas do carbofurano e da HI-6
para a HSAChE, uma vez que as duas enzimas possuem, como ja foi
mencionado, 88,5% de identidade homoloégica e sitios ativos muito semelhantes.

As enzimas foram sobrepostas e colocadas nas mesmas coordenadas no
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programa SPDBViewer (GUEX, 1997). A ligagdo covalente entre o carbofurano
e o residuo de Ser203 do sitio ativo da HSAChE foi feita no programa Discovery
Studio (DISCOVERY STUDIO, 2009). Uma vez obtida a HSAChE inibida por
carbofurano, realizou-se os estudos de docking e mecanismo de reaco, seguindo
o mesmo procedimento realizado para o sistema 1. Porém a regido MM no
sistema 4 ¢ composta pelos residuos de Asp74, Tyr72, Ser125, Ans87, Tyrl124,
Tyr337, Arg296, Tyr341, Phe295, Ser293 e GIn71, além da triade catalitica, e a
regido QM consistiu dos atomos constituintes da oxima e do inibidor, que
estavam envolvidos diretamente no mecanismo de rea¢ao ¢ também dos atomos

mais proximos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MmACHE inibida por ciclosarin

Os resultados de ancoramento molecular e mecanismos de reagdo para o

sitema de MMACAhE inibida por ciclosarin estao descritos nos subitens abaixo.

5.1.1 Ancoramento Molecular

Um algoritmo de predi¢do da cavidade baseado em uma caixa 3D foi
usado para avaliar o sitio de ligagdio MMAChHE por meio do programa MVD
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). O volume da cavidade foi de 175,10 A’
(Figura 21).

Ser203 7
fosforilada

Figura 21 Cavidade (rosa) da MMAChE, com a HI-6 e o ciclosarin ancorados.
Para melhor visualiza¢do omitiu-se a proteina
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Os resultados tedricos obtidos no ancoramento molecular das oximas na
MmAChHE, foram avaliados e comparados com os resultados experimentais
descritos por KASSA et al. (2007). As oximas em estudo foram ancorados no
sitio ativo da MMAChE baseando-se na oxima HI-6 obtida do PDB, cristalizada
dentro da enzima. As energias de interagdo intermolecular ligante-proteina
foram calculadas para melhor entender quais sdo as variagdes entre os modos de
interacdo dos compostos no sitio ativo da enzima e verificar quais os fatores

responsaveis pela atividade das oximas (Tabela 3).

Tabela 3 Valores da constante experimental de dissociagdo do complexo
reativador-enzima inibida (pKg = -log Kgr, uM) (KASSA et al., 2007)
e energia de interagdo intermolecular (kcal mol™) proteina/inibidores
obtida do ancoramento.

ENERGIA DE

COMPOSTOS pKgr INTERAC i0
K005 5,30 -143, 48
HI-6 4,92 -142, 98
Metoxima 4,82 -142, 32
K033 4,70 -142, 86
HS-6 4,35 -142, 67
HLo6-7 3,00 -141, 91

BI-6 1,00 -140, 21
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Como pode ser visto na Tabela 3, o maior valor de pKgr corresponde a
um menor valor de energia de interacdo intermolecular, assim como o menor
valor de pKgr corresponde a um maior valor de energia de interagdo
intermolecular. Ou seja, os dados tedricos obtidos do ancoramento da enzima
MmMAChHE estdo de acordo com os resultados experimentais descritos por
KASSA et al. (2007), como pode ser observado no Grafico 1. Isso evidencia que
a técnica de ancoramento molecular ¢ adequada para analise da interacdo destes

compostos com a enzima.

y = -139, 637 -0, 6755X * K005
2_ m HI-6
R'=0,9299 e METOXIMA
140 A K003
v HS-6
< HL6-7
> BI6
-141
5
€
S 142
3
L
4
-143 -
-144 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Grafico 1 Valores de energia intermolecular estimados na analise de docking em
comparagdo com os dados experimentais* (KASSA, et al., 2007)
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O composto K005 apresenta um menor valor de energia de interagdo
intermolecular, ou seja, possui uma maior afinidade pelo sitio ativo da
MmAChE. Ja o composto BI-6 apresenta um maior valor energia de interagdo
intermolecular em comparac¢do aos outros compostos, portanto, apresenta menor
afinidade pelo sitio ativo. Com o ancoramento molecular foi possivel observar
qual a conformacdo que cada um dos reativadores assumiu, levando em
consideragdo a sobreposicdo e orientagdo dos anéis com relagdo a oxima
cristalizada. Na Figura 22, pode-se observar que as melhores conformagdes para
cada reativador apresentaram orientagdo espacial similar ao resultado
experimental.

Selecionadas as melhores conformacgdes, foram analisadas as interagdes
intermoleculares realizadas entre as oximas ¢ os residuos de aminoacidos do
sitio ativo da MmMAChE. Neste sentido, cada ligacdo de hidrogénio formada
entre o reativador ¢ a enzima foi analisada, destacando-se quais foram os
residuos de aminoacidos que interagiram mais fortemente com as oximas em
estudo. A Tabela 4 mostra os valores de energia e o comprimento de cada
ligagdo de hidrogénio formada com os respectivos residuos de aminoacido para

cada reativador.
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Figura 22 Sobreposi¢do dos reativadores depois do ancoramento. A Oxima
cristalizada esta representada em azul e os respectivos reativadores
indicados nas figuras, estdo representados em azul claro
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Tabela 4 Valores do comprimento dos angulos (A) das ligacdes de hidrogénio,
energia das ligagdes de hidrogénio (kcal mol) e residuos de
aminoacidos com os quais as ligagdes sdo formadas entre os inibidores

¢ a enzima.

Compostos Comprimento Energia de ligacao de Residuos de
de ligacio (A! hidrogénio (kcal mol! ) aminoacidos

3,46 -0, 68 Phe338

3,17 -2, 16 Phe295

K005 3,33 -1, 35 Tyr124

2,72 -2,50 Arg296

2,75 -0, 95 Trp286

3,22 -1,90 Tyrl24

2,79 -2,50 Tyr124

HI-6 2,87 -2,50 Tyr124

3,33 -1, 320 Tyr124

2,97 -2,50 Ser298

3,10 -2,50 Ser298

3,46 -0, 69 Thr83

2,97 -2,50 Tyr337

Metoxima 3,17 -2, 16 Tyr337

2,61 -2,50 Tyr341

2,95 -2,50 Tyr124

3,29 -1,53 Tyr124

3,13 -2,33 Ser298

3,30 -1, 49 Ser298

3,56 -0, 11 Trp286

K033 2,82 -2, 50 Arg296

3,01 -2,50 Arg296

3,05 -0, 52 Phe295

3,35 -1,22 Tyr124

3,50 -0, 50 Tyr124

2,80 -2,50 Tyr124

HS-6 3,09 -2, 50 Tyr124

3,08 -2, 50 Phe295

3,34 -1, 33 Arg296

2,72 -2,50 Tyrl24

HL&6-7 3,09 -2,50 Tyr124

2,83 -2,50 Tyr124

3,11 -2, 46 Tyr124

BI-6 3,14 -2,28 Glu285

3,34 -1,30 Tyr124
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Na Tabela 4, pode-se observar que o composto BI-6 é o que faz o menor
nimero de ligagdes de hidrogénio. O composto HS-6 (Figura 27) apresenta 3
interagdes, os compostos K005 (Figura 23) e HL6-7 (Figura 28) apresentam 5
interagdes, ja os compostos K033 (Figura 26) e HI-6 (Figura 24) apresentam 6
interacdes. O composto metoxima (Figura 25) apresenta 8 interagdes com 0s

aminoacidos do sitio ativo.

Figura 23 Liga¢des de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
K005 ancorado ¢ os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
MmAChE-OP

Figura 24 Ligacdes hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador HI-6
ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-OP
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Figura 25 Ligacdes hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
metoxima ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
MmAChE-OP

§ o ~ Phe29!
mr(:)g

Figura 26 Ligacdes de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
K033 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
MmAChE-OP

Figura 27 Ligagdes de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
HS-6 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
MmAChE-OP
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N

Figura 28 Liga¢des de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
HLG-7 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
MmAChE-OP

Figura 29 Ligacdes de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
BI-6 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
MmAChE-OP

Todos os reativadores de AChE tem suas estruturas variando a posigao e
o niimero de grupos hidroxilamina presentes nos anéis, ¢ a cadeia carbonica que
liga os dois anéis através dos seus atomos de nitrogénio. E importante observar
que a minima mudanga na estrutura molecular dos reativadores interfere na sua
reatividade, e logo, na sua capacidade reativadora da enzima. Foi observada

também que a presenga dos residuos de histidina, serina e glutamato (Figura 30)
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da triade catalitica da AChE contribuem para a estabiliza¢do dos reativadores no

sitio ativo.

His447

j Ser203

osforilada

Figura 30 Alguns residuos de aminoacidos do sitio ativo da MMAChE, a oxima
HI-6 e o agente neurotoxico ciclosarin. Os aminoacios His447,
Glu334 e Ser203 da triade catalitica da AChE estdo indicados na
figura

5.1.2 Mecanismo de reacio

Para projetar novos e mais seletivos agentes reativadores, ¢ fundamental
compreender o mecanismo do processo de reativagdo por oximas. Além disso,
deve levar-se em conta os efeitos estéricos e eletrénicos no mecanismo de reacao
e na orientacio do ligante. O estudo QM/MM ¢é um primeiro passo na
compreensdo, de forma teodrica, da interagdo entre a MMAChHE inibida por
ciclosarin ¢ os reativadores. A partir dos calculos, observou-se uma boa
concordancia entre as geometrias calculadas e experimentais para os ligantes.
Apoés a otimizagdo das conformagdes selecionadas, o calculo de frequéncia foi
realizado para assegurar que as oximas apresentadas na Figura 16 possam ser
caracterizadas como estruturas de transicdo. Além disso, para avaliar a

influéncia do tamanho da regido QM nos parametros cinéticos calculados, foi
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realizada uma nova série de calculos com as diferentes regides QM, chamadas
aqui de modelo-9 e modelo-15. As dificuldades encontradas para simular um
ambiente reacional sdo multiplas. Em primeiro lugar, o tamanho do sistema real
¢ naturalmente maior do que o sistema isolado. Assim, temos utilizado um
procedimento computacional previamente empregado com sucesso em um
sistema similar (RAMALHO et al., 2009; RAMALHO; TAFT, 2005).

Segundo os dados apresentados na Tabela 5, a reagdo de reativacdo das
oximas HL6-7 e HI-6 com a MMACHhE inibida por ciclosarin tem a menor ¢ a
maior barreiras de energia, respectivamente. Uma menor barreira de energia
significa que o composto tem uma menor energia de ativacdo, ou seja, ¢ mais
reativo. Uma correlacdo muito melhor entre os dados tedricos e experimentais
foi obtida com o modelo 15. Esse modelo ¢ mais realista que o modelo-9, pois
introduz um maior nimero de residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo
da MMAChE. Na verdade, um acréscimo na estabilizagdo do estado de transi¢do
¢é observado por meio de interagdes de longo alcance, tais como cation-z, 77z
staking ou interagdes eletrostaticas que podem ser realizadas com os residuos

Phe295, Glu285, Ser298, Arg296, Tyr124 e Trp286.

Tabela 5 Energias relativas de ativagdo e parametros cinéticos.

Ligante k,* AAE*” Frequéncia
(min™) (kcal.mol™) cm’
HI-6 0.350 220.85 i5.15
BI-6 0.150 170.43 164.21
Metoxima 0.240 132.00 116.59
HS-6 0.156 131.12 i13.68
K033 0.095 82.34 5.21
K005 0.010 31.96 174.20
HL6-7 0.008 0.00 i2.31

* Constante de reativagdo (KASSA et al., 2007) "AAE* = E s — ELigi
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Calculos tedricos foram empregados para obter a estabilidade quimica
relativa dos estados intermediarios e de transi¢do no sitio ativo da MmMAChE.
Uma analise mais profunda sugere que a estabiliza¢do do estado de transigédo ¢é
favorecida por ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminodcidos mais
proximos, Trp286, Phe295, Arg296, Phe338 e Tyrl24, os quais orientam a
oxima em dire¢do a geometria do estado de transi¢do mais adequada. Nessa
conformagdo (Figura 22), a oxima interage mais fortemente com o ciclosarin.
Além disso, as interagdes de longo alcance entre as oximas e os outros
aminoacidos também podem ocorrer, como intera¢des cation-z com Phe338,
Phe295, Tyr337 e Tyr34; interacdes eletrostaticas com Glu285; e,
supreendentemente, interagdes 77 staking entre o anel piridinico da oxima e os
residuos de Tyrl24 e Trp286 (ver Figura 23), que ocorrem na geometria do
estado de transigdo. Assim, nossos dados tedricos apontam que os compostos
K005 ¢ HLO-7 realmente podem ser promissores reativadores de MmMAChE
inibida por ciclosarin. O composto K005 ¢é considerado um dos melhores
reativadores de MMACHE inibida por este agente, e apresenta bons resultados de
Kg (Tabela 3), e uma alta afinidade (como HLO-7) para com a enzima,
apresentando, consequentemente, uma alta reatividade com MmAChE. Contudo,
o0 excesso dessas oximas também pode inibir a enzima reativada (KASSA et al.,
2007; RAMALHO et al., 2010). Observou-se finalmente que houve uma boa
correlagdo entre os dados experimentais (KASSA et al.,, 2007) e os dados
tedricos, com um valor de coeficiente de correlacdo R? igual a 0,82. No Gréafico
2, € possivel ver como os valores tedricos seguem a mesma tendéncia dos

valores experimentais.
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Gréfico 2 Grafico de — log k. x AAE” para as oximas estudadas. 1 = HI-6, 2 = BI-
6, 3 = Metoxima, 4 = HS-6, 5 = K033, 6 = K005, 7 = HL6-7

5.2 HSAChE inibida por ciclosarin

Os resultados de ancoramento molecular e mecanismos de reagdo para o

sitema de HSAChE inibida por ciclosarin estdo descritos nos subitens abaixo.

5.2.1 Ancoramento molecular

A identidade sequencial entre as enzimas MMAChE e HSAChE foi
avaliada em torno de 88,5%. Na Figura 31, é possivel observar que os residuos
do sitio ativo sdo 100% conservados. Isto sugere que os resultados
experimentais, obtidos com a MMAChE, podem ser extrapolados para a

HsSAChE.
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Figura 31 Alinhamento das sequencias primarias das enzimas MmMAChHE e
HsAChE. Em vermelho, os residuos diferentes, e em azul os residuos
do sitio ativo

Assim como no estudo da enzima de camundongo, o volume da

cavidade para a HSAChE também foi avaliado, e encontrado o valor de 31,74 A’

(Figura 32).
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Figura 32 Cavidade (rosa) da enzima HSAChE, com a oxima HI-6 e o agente
neurotoxico ciclosarin ancorados. Para melhor visualizagdo omitiu-se
a proteina

Os resultados tedricos obtidos no ancoramento molecular das oximas na
HSAChE foram avaliados e comparados com os dados experimentais descritos
por KASSA et al. (2007). Os reativadores foram ancorados no sitio ativo da
HSACHE e sobrepostos na oxima cristalizada dentro da enzima. As energias de
interac@o intermolecular, ligante-proteina calculadas estdo descritas na Tabela 6.
Esses valores de energia fornecem informagdes quanto a afinidade dos
compostos com o sitio ativo da enzima e, assim, sugerem quais desses
compostos poderiam formar complexos enzima-inibidor-reativador mais

estaveis.
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Tabela 6 Valores da constante experimental de dissociagdo do complexo
reativador-enzima inibida (pKp = -log Kg, uM) (KASSA et al., 2007),
energia de interagdo intermolecular (kcal mol™) proteina/inibidores
obtida do ancoramento.

ENERGIA DE

COMPOSTOS PKr INTERACAO
K005 5,30 -140, 67
HI-6 4,92 -140, 77
Metoxima 4,82 -136, 18
K033 4,70 -137, 32
HS-6 4,35 -133, 62
HL6-7 3,00 -129, 29
BI-6 1,00 -121, 29

Como pode ser observado na Tabela 3, os maiores valores de pKg
correspondem aos menores valores de energia de interagdo intermolecular, assim
como o menores valores de pKg correspondem aos maiores valores de energia de
interacdo intermolecular. Ou seja, os dados teoéricos obtidos do ancoramento
molecular na HSAChE também estdo de acordo com os resultados experimentais

descritos por KASSA et al. (2007), como pode ser observado no Grafico 3.
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Grafico 3 Valores de energia intermolecular estimadas na analise de docking em
comparacao aos dados experimentais* (KASSA, et al., 2007)

Os dados do ancoramento molecular seguem a mesma tendéncia dos
dados experimentais (KASSA, et al., 2007), assim como os resultados de
ancoramento molecular na MMAChE. Os compostos HI-6 ¢ K005 apresentam
os menores valores de energia de interacao intermolecular, dessa forma possuem
uma maior intera¢do com o sitio ativo da HSAChE, sugerindo que eles sejam
mais estaveis e, consequentemente, tenham um maior potencial de reativagdo.
Porém o composto BI-6 apresenta um maior valor energia de interacdo
intermolecular quando comparado aos outros compostos, portanto, possui menor
afinidade pelo sitio ativo e assim tem um menor potencial de reativacdo. Esses
resultados estdo de acordo com os resultados do estudo de docking do sistema 1
(MmMAChHhE), mostrando que os valores experimentais da enzima de

camundongo, como esperado, podem ser extrapolados para a enzima humana.



91

No estudo de docking foi possivel observar a conformagdo assumida
pelos reativadores no interior do sitio ativo. A Figura 33 mostra as oximas

sobrepostas a estrutura cristalina do HI-6.

[
Loy
/
BI-6 K005
Ry,
L
METOXIMA K033
J./’x@
HS-6

Figura 33 Sobreposi¢do dos reativadores depois do ancoramento na HSAChE. A
Oxima cristalizada estd representada em azul e os respectivos
reativadores indicados nas figuras, estdo representados em azul claro
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Como observado na Figura 35, as conformagdes das oximas apds o
ancoramento molecular na HSAChE, néo ficaram sobrepostas ao cristal de HI-6
tdo bem quanto no estudo do sistema 1 (MmMAChHE). Este resultado ja era
esperado uma vez que, as melhores conformag¢des ndo foram escolhidas
seguindo-se o cristal HI-6 como referéncia, e sim, levando-se em consideragao a
proximidade entre a hidroxila reativa da oxima ancorada ¢ o grupo fosfato do
ciclosarin no interior do sitio ativo. Este critério foi utilizado devido a diferenca
conformacional apresentada pelo residuo de aminoacido Trp286 nas enzimas
MmMAChHE e HSAChE. Na HSAChE, este residuo esta posicionado de forma que
se sobrepde a uma parte da oxima cristalizada na MMAChE, diminuindo, assim,
o tamanho da cavidade da HSAChE. Apds a selecdo das melhores conformagdes,
foram analisadas as interagdes intermoleculares realizadas entre as oximas e 0s
residuos de aminoacidos do sitio ativo da HSAChE levando-se em consideragao
cada interagdo de hidrogénio formada entre a oxima e a enzima, destacando-se
quais foram os residuos de aminoacidos que interagiram mais fortemente com os
compostos em estudo. A Tabela 7 apresenta os valores de energia e o
comprimento de cada ligacdo hidrogénio formada com os respectivos residuos

de aminoacido para cada reativador.
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Tabela 7 Valores do comprimento (A) e energia (kcal mol') das ligagdes
hidrogénio e residuos de aminoacidos com os quais as interagdes sao
formadas entre os inibidores e a enzima.

Compostos Comprimento de Energia de ligacio de Residuos de
ligac¢iio (A) hidrogénio (kcal mol'l) aminoacidos

2,99 -0, 31 Asp74
2,60 -2,50 Tyr72
K005 3,26 -1, 69 Ser125
2, 66 -2,50 Ser125
3,26 -1,69 Ans87
3,03 -2,50 Tyr124
3,16 2,18 Tyr124
3,11 -2,46 Tyr124
3,0 -2,50 Tyr124

3,32 -1,39 Ciclosarin

3,46 -0,60 Ciclosarin
3,14 -2,28 Tyr337
2,99 -2,50 Tyr337
HI-6 2,56 -2,22 Tyr124
3,32 -1, 39 Tyr124
2,50 -1, 69 Tyr124
3,26 -1,13 Tyr124
2,73 -2,50 Arg296

2,80 -2,50 Ciclosarin

2,85 -2,12 Ciclosarin
3,09 -2,50 Tyr72
2,26 0,28 Ser125
Metoxima 2,40 -0,83 Ser125
3,34 -1,31 Tyr341
3,10 -2,47 Tyr124
2,98 -0,58 Phe295
3,18 -2,06 Arg296
2,75 -0,058 Arg296
2,98 -2,50 Ser293
2,79 -2,50 Arg296
2,93 -2,50 Tyr124

K033 2,85 -2,50 Ciclosarin
3,09 -2,50 Arg296
2,99 -2,50 Arg296

2,96 -0,38 Phe295
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Tabela 7, Continuagao

Compostos Comprimento de Energia de ligacao de Residuos de
ligagdo (A) hidrogénio (kcal mol") aminoacidos
3,04 -2, 50 Ciclosarin
HS-6 2,73 -2, 50 Tyrl24
1,97 2,83 Tyr124
3,13 -2,33 Tyrl124
2,61 -2,50 Tyrl24
3,09 -2,50 Arg296
3,01 -2,50 Ser293
3,44 -0,79 Tyr341
2,81 -1,80 Tyr72
3,13 -2,30 Tyrl124
HL6-7 2,95 -2,50 Ciclosarin
2,92 -2,50 Ciclosarin
2,21 0,73 Tyr72
BI-6 3,13 -2,34 GIn71
2,04 2,22 Ser125
2,83 -1,64 Asp74
2,59 -2,49 Ans87
3,16 2,17 Tyr124
2,97 -2,50 Tyr124
3,08 -2,50 Tyrl124
2,31 -0,13 Ciclosarin

O composto K005 realizou 11 interagdes (Figura 34), o composto
metoxima realizou 10 (Figura 35), os compostos HI-6 ¢ BI-6 realizaram 9
(Figuras 36 e 37), o HS-6 realizou 8 (Figura 38), o K033 realizou 5 (Figura 39) e
o HI6-7 (Figura 40) fez 4 interagcdes com os aminoacidos do sitio ativo. O
numero de interagdes que cada oxima realizou com os residuos do sitio ativo ndo

obedeceu a mesma tendéncia observada no estudo de docking para a MMAChE.
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Figura 34 Liga¢des hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
K005 e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-OP
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Figura 35 Ligagdes de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
HI-6 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
HSAChE-OP
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Figura 36 Ligagdes de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
metoxima e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-
oP
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Figura 37 Liga¢des de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
K033 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da

HSAChE-OP
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Figura 38 Liga¢des de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
HS-6 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
HSAChE-OP
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Figura 39 Ligac¢des hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
HL6-7 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
HSAChE-OP
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Figura 40 Liga¢des de hidrogénio (tracejado rosa) formadas entre o reativador
BI-6 ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da
HsAChE-OP

Todas as oximas, com exce¢do da metoxima, também realizaram
interagdes com o ciclosarin. Estas interagdes sugerem que as oximas se
posicionaram bem proximas a ele favorecendo ainda mais o processo de
reativagdo. Sugere-se assim que as oximas interagem com o sitio ativo da
HSAChE, formando um complexo enzima-inibidor-reativador estavel, e que

provavelmente favorecera o processo de reativagdo da AChE.

5.2.2 Mecanismo de reacio

O mesmo procedimento descrito para o sistema 1 (MmMAChHE) foi
empregado para avaliar o mecanismo de reacdo da HSAChE . De acordo com os
dados apresentados na Tabela 8, a reacdo de reativagao feita pelas oximas HL6-7
e HI-6 na HSAChE inibida por ciclosarin tem a maior e menor barreiraa de
energia, respectivamente, concordando com os resultados observados para a
MmAChE. Uma menor barreira de energia significa que o composto tem uma
menor energia de ativacdo, ou seja, ¢ mais reativo. Portanto, a HLG-7, que

apresentou um valor relativo de energia de ativagdo muito menor que todos os
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outros compostos, ¢ um forte candidato a farmaco em casos de intoxicagdo de
humanos por ciclosarin. Estes estudos confirmaram a alta reatividade desse
composto, ja prevista por Kassa et al. (2007) em estudos experimentais com a

MmACHhE inibida por ciclosarin.

Tabela 8 Energias relativas de ativagdo e parametros cinéticos

Ligante k,* AAE*? Frequencia
(min™) (kcal.mol™) (em™)
HI-6 0.350 78,68 260,20
BI-6 0.150 78,15 174,76
Metoxima 0.240 79,48 176,72
HS-6 0.156 78,41 199,02
K033 0.095 78,60 200,38
K005 0.010 78,29 239,81
HL6-7 0.008 0.00 1194,53

“Constante de reativagio (KASSA et al., 2007) °AAE*=E s, — ELai

Analisando-se os resultados, sugere-se que a estabilizacdo do estado de
transicdo ¢ favorecida por ligacdes de hidrogénio com os residuos de
aminoacidos Arg296 e Tyrl24 e também com o ciclosarin, os quais orientam a
oxima em dire¢do a geometria de estado de transicdo mais adequada. Além
disso, como ja foi mencionado, as interagoes de longo alcance entre as oximas e
os outros aminoacidos também podem ocorrer, como interagdes cation-z com

Phe338, Phe295, Tyr337 e Tyr34; interagdes eletrostaticas com Glu285.
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Interagdes 7 -7 staking entre o anel piridinico da oxima e o residuo de Tyr124
que ocorrem na geometria do estado de transi¢ao também foram observadas.

Os dados tedricos apontam os compostos HI-6, KOO5 ¢ HL6-7 como
promissores reativadores de HSAChE inibida por ciclosarin. Os compostos HI-6
e K005 sdo considerados os compostos com maior afinidade pelo sitio ativo da
HSAChHE inibida por este agente, ¢ o HLO-7 mostrou alta reatividade com esta
enzima (Tabela 8). No Grafico 4, pode-se observar a correlagdo entre os dados

experimentais (KASSA et al., 2007) e os dados tedricos.
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-log k.

Grafico 4 Grafico de — log k. x AAE” para as oximas estudadas
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O valor do coeficiente de correlagdo R igual a 0,32 é baixo e ndo é
considerado satisfatorio. Esse valor informa que ndo houve uma boa correlagdo
entre os dados teoricos de energia relativa de ativagdo e os dados experimentais
de constantes de dissociagdo do complexo enzima-inibidor-reativador. Esse
baixo valor de correlacdo ¢ devido principalmente a predicdo teoérica para o
composto K005. Embora os valores experimentais de constante de reativacao
(kr) para os compostos K005 e HL6-7 sejam muito proximos, a diferenga no
valor calculado de energia de ativagdo relativa entre estes dois compostos ¢ alta.
Isso pode ser explicado pelas duas ligagdes de hidrogénio que o HL6-7 realiza
com o inibidor ciclosarin, o que ndo acontece com o K005, o qual apresenta
valores de energia e de comprimentos de ligacdo para as interagdes com o
ciclosarin bem menor. A energia de ligacdo ¢ a principal fonte de energia livre
usada pelas enzimas para diminuir as energias de ativagdo das reacdes, desta
forma, as fortes interagdes realizadas com o ciclosarin poderiam explicar a maior
reatividade do HL6-7.

A fim de, compreender melhor a ma correlagao obtida entre os dados de
energia relativa de ativagdo (AAE") e a constante de reativagio (k;), para o
estudo de mecanismo de reagdo do sistema 2 (HSAChE), analisou-se os sitios de
ligacdo das enzimas e as interacdes com os residuos mais relevantes para
estabilizagdo dos compostos no sitio ativo. E importante salientar que a
identidade sequencial entre a enzima de camundongo e a humana ¢ de 88,5%, e
o0s respectivos sitios ativos se conservam em 100%.

Foi observado que a cadeia lateral do residuo Trp286 do sitio ativo em
ambas as enzimas (Figura 41), assume conformacgdes diferentes. A diferencga na

conformagdo do Trp286 observada esta representada na Figura 42.



101

280 2590 300
HsAChE VLVNHEWHVLPQESVERESEVEVV

LQD 300

Figura 41 Recorte do alinhamento sequencial entre as enzimas de camundongo e
humana, destacando-se o residuo Trp286 (W) em verde
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Figura 42 Sobreposi¢ao das enzimas MMAChE e HSAChE. Omitiu-se o restante
dos residuos de aminoacidos para melhor visualizagdo. O composto
HI-6 é a oxima cristalizada na MmAChE.

Como pode ser observado na Figura 42, o residuo de Trp286 na enzima
cristalizada de camundongo tem uma conformacdo que favorece a estabilidade
do reativador no sitio ativo por meio de interagdes 7 -7 staking. Estas intera¢des
entre o anel pirimidinico da oxima e os residuos Tyrl24 e Trp286 sao
importantes para a estabiliza¢ao do estado de transi¢ao, conferindo ao composto
maior potencial de reativacdo. No cristal da enzima humana, porém, observou-se
o contrario. O Trp286 tem uma conformagdo que impede a entrada do reativador

no sitio ativo da enzima. Isso explica o menor volume de cavidade encontrado
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para a enzima humana, em relacdo ao volume da cavidade da enzima de
camundongo.

Outro fator importante, que pode estar relacionado a diferenga espacial
do residuo de Trp286 nas duas enzimas, ¢ a conformacdo assumida pelas oximas
apos o estudo de docking. Uma vez que na enzima HSAChE as melhores
conformagdes ndo foram sobrepostas no cristal da oxima HI-6, como observado
na MmAChE.

Avaliando-se todos os dados deste estudo, a enzima MMAChE néo seria
o modelo mais adequado para estudos experimentais a fim de extrapolar os
dados para humanos, embora tenha alto grau de identidade sequencial com a
enzima humana, como ja foi mencionado. Porém, a conformagdo do residuo
Trp286 nas enzimas (Figura 42) pode ser devido a forma em que as enzimas
foram cristalizadas. A MMAChHE foi cristalizada complexada com o HI-6, e a
HSACHE cristalizada sem reativador. Ndo foi encontrada no PDB (Protein Data
Bank) nenhuma estrutura de HSAChE cristalizada com alguma oxima, para
comparagdo e confirmacdo de que o residuo de Trp286, nesta enzima, realmente
permanece na conformagdo demonstrada na Figura 42. Foi realizada entdo, a
comparagdo entre as estruturas da MmMAChE complexada com a oxima HI-6, e
as enzimas MMACHE e HSAChE sem reativador (Figura 43). As conformagdes
da cadeia lateral do residuo de Trp286 nas enzimas sem reativador sdo similares

entre si, e diferentes na enzima cristalizada com o reativador.
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Figura 43 Sobreposicao das enzimas MmMAChE cristalizada na presenca da
oxima HI-6, MMAChE e HSAChE. Omitiu-se o restante dos residuos
de aminoacidos para melhor visualizagdo

Avaliando-se a Figura 43, pode-se concluir que possivelmente o Trp286
assume a conformacgdo representada em verde na figura, depois da complexacdo
com uma oxima. Mas para confirmagdo desta hipotese estudos de dinamica
molecular serdo realizados com a enzima humana, a fim de verificar se o Trp286
tem energia suficiente para romper a barreira de interconversdo e assumir outra
conformagdo. Acredita-se que em solugdo o Trp286 da enzima humana assuma a
conformagdo igual a de camundongo.

Em uma analise mais profunda, fica claro que existe a possibilidade dos
dados experimentais de MMAChE serem extrapolados para estudos com a
HSAChE, principalmente se forem levados em consideracdo os detalhes
descritos acima, visando minimizar sempre 0s possiveis erros.

O Trp286 parece ser um residuo chave para estabilizagdo destes
compostos no sitio ativo da AChE, atuando de forma relevante no mecanismo de

reativagdo da AChE por oximas. Além disso, € o tnico residuo do sitio ativo que
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muda de conformacdo nos cristais das enzimas, portanto, seu papel neste
mecanismo de reagdo deve ser melhor investigado.

Os estudos com as duas enzimas, de camundongo e humana, sugerem a
oxima HL6-7 (Figura 16) como o composto com melhor potencial de reativagao,
embora o K005 (Figura 16) também tenha apresentado bons resultados de
ancoramento molecular para ambas enzimas. Portanto, sugere-se uma nova
oxima, que ¢ uma combinacdo das estruturas destes dois compostos. Espera-se
que o novo reativador proposto (Figura 44) tenha atividade melhorada contra

envenenamento por ciclosarin.

HO\N
|
= =
| + +
XN O N
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Y w
OH OH

Figura 44 Nova oxima proposta a partir das estruturas do HL3-7 e K005

A nova oxima tem um anel pirimidinico com duas fungdes oximas,
assim como o composto HL.6-7. Da estrutura do HL6-7 foi conservada também a
cadeia carbonica e a fungdo éter. O segundo anel da nova oxima corresponde ao
segundo anel da estrutura da K005, o qual também tem como substituinte uma
fung@o oxima. Espera-se que o atomo de oxigénio na cadeia entre os anéis
pirimidinicos favoreca as interagdes de hidrogénio com o residuo de Tyr124, ¢
consequentemente a maior estabilizagdo do composto no interior do sitio ativo

da enzima. Além disso, acredita-se que o aumento do numero de fungdes oxima
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como substituintes nos anéis pode contribuir para o aumento da reatividade da

oxima proposta.

5.3 MMACHhE inibida por carbofurano

Os resultados de ancoramento molecular e mecanismos de reagdo para o

sitema de MMAChE inibida por carbofurano estdo descritos nos subitens abaixo.

5.3.1 Ancoramento molecular

A identidade sequencial entre as enzimas MMAChE e TCAChE ¢ de
58,6%. Na Figura 45 ¢ possivel observar que os residuos do sitio ativo sdo 95%
conservados. Esse valor permite que as coordenadas cristalinas do CB contido
na TCAChE sejam copiadas para dentro da MMAChE, uma vez que a enzimas
foram sobrepostas e colocadas nas mesmas coordenadas. Desta forma, as
coordenadas cristalinas deste CB foram usadas como referéncia para o
ancoramento do carbofurano dentro da enzima MmAChE. Na Figura 46 ¢

possivel ver o residuo de Ser203 apos a inibigdo.
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DGDFLSDIPEALINTGDFQDLOVLVGVVEDE GSYFLVYGVEGFSEDNESLISRAQFLAGV

320 330 340

3an0 370 380 330 400 410
KELSVPHANDLGLDAVILQYT DWMDDNNGIEKENRDGLODDIVGDHNVICFLMHFVNEYTEFGH
RIGVPQASDLAAEAVVLHYTDWLHPEDFTHLRDAMSAVVGDHNVVCEVAQLAGRLAAQGR

370 380 350 400 410 420

420 430 440 450 480 470
GIYLYFFHNHRASNLVWEEWMGVIHGYEIEFVFGLFLVEE LN YTAEEEALSREIMHYWATF
RVYAY IFEHRASTLIWELWMGVPHGYEIEFIFGLPLDFSLNYTTEERIFAQRLMEYWINFE

430 440 450 480 470 480

480 430 500 510 520 530
AKTGNEPNEPHSQES-EWPLFITKEQKFIDLNTE PMEVHQRLEVOMCVEFWNQF LEKLLNAT
ARTIGDFNDERDSKESPFQWEEYTTAAQQYVS LN LKEPFLEVRREGLRAQTICAFWNRFLFPELLSAT

430 500 510 520 530 540
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Figura 45 Alinhamento das sequéncias primarias das enzimas MmMAChHE e

TcAChE. Em vermelho, os residuos do sitio ativo

Figura 46 Carbofurano apds o ancoramento molecular ligado ao residuo de

Ser203. Para melhor visualiza¢do omitiu-se o restante da enzima
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O volume da cavidade foi de 153,60 A’ e esta representado na Figura 47,

juntamente com uma oxima € o agente neurotoxico carbofurano.

Ser203
carbamilada

Figura 17 Cavidade (rosa) da enzima MMAChHE, com a oxima HI-6 e o agente
neurotoxico carbofurano ancorados. Para melhor visualizagdo omitiu-
se a proteina

Os reativadores foram ancorados no sitio ativo da MmMAChE inibida pelo
carbofurano e sobrepostos na oxima cristalizada dentro da enzima. As energias
intermoleculares ligante-proteina foram calculadas para melhor entender quais
sdo as variagdes entre os modos de interagdo dos compostos no sitio ativo da
enzima e verificar quais os fatores s3o responsaveis pela atividade dos
reativadores. Os valores de energia de interagdo intermolecular entre as oximas e

a proteina podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9 Valores de energia de interagio intermolecular (kcal mol™)
proteina/inibidores obtidos do ancoramento

ENERGIA DE

COMPOSTOS INTERACAO
BI-6 -150,98
HLo6-7 -146,44
HS-6 -137,34
K005 -136,44
HI-6 -131,66
Metoxima -128,03
K033 -127,48

De acordo com a Tabela 9 o composto BI-6 apresenta um menor valor de
energia de interag@o intermolecular, ou seja, possui uma maior interagdo com o
sitio ativo da MMAChE inibida por CB. Ja o composto K033 apresenta um valor
energia de interagdo intermolecular maior.

Com o ancoramento molecular foi possivel observar qual a conformagao
que cada uma das oximas assumiu, levando em consideracdo a conformagio da
oxima cristalizada. Na Figura 48, pode-se observar as melhores conformagdes

das estruturas dos reativadores sobrepostas ao cristal.
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METOXIMA HS- \~

Figura 48 Sobreposi¢do dos reativadores depois do ancoramento. A Oxima
cristalizada esta representada em azul e os respectivos reativadores
indicados nas figuras, estdo representados em azul claro
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Selecionadas as melhores conformacgdes, foram analisadas as interagdes
intermoleculares realizadas entre as oximas ¢ os residuos de aminoacidos do
sitio ativo da MMAChE-CB. Neste sentido, foram observadas cada ligacdo de
hidrogénio formada entre o reativador e a enzima, destacando-se quais foram os
residuos de aminoacidos que interagiram mais fortemente com as oximas em
estudo. A Tabela 10 mostra os valores de energia e o comprimento de cada
ligagdo hidrogénio formada com os respectivos residuos de aminoacido para

cada reativador.

Tabela 10 Valores do comprimento (A) das ligagdes de hidrogénio, energia das
ligagdes de hidrogénio (kcal mol™) e residuos de aminoacidos com os
quais as ligagdes sdo formadas entre os inibidores e a enzima

Compostos Comprimento Energia de ligacio de Residuos de
P de ligacio A) hidrogénio (kcal mol'l) aminoacidos

2,70 -1,06 Gly122

3,25 -1,07 Glyl21

2,96 -2,50 Ser203

2,82 -2,50 Tyr337

K005 3,18 -2,08 Tyr337
2,98 -2,50 Thr83

3,17 -2, 11 Ser203

3,06 -0,94 Gly122

3,56 -0,03 Glyl121

3,24 -1,77 Tyr124

3,28 -1,58 Tyrl24

HI-6 3,18 -1,83 Trp286
2,90 -2,50 Ser293

2,88 -2,50 Tyr341

2,71 -2,50 Ser203

3,07 -1,23 Glyl21

Metoxima 3,54 -0,09 Gly121
2,96 -3,34 Gly122

3,06 -2,50 Tyr124

3,01 -2,50 Tyr124

3,10 -2,50 Glu285
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Tabela 10, Continuagdo

Compostos Comprimento Energia de ligacio de Residuos de
__OMP™%® __ deligagio (A) ___hidrogénio (kcal mol') __aminodcidos _
2,62 -2, 50 Ser203
2,97 -0, 38 Gly121
3,12 -0,44 Gly122
K033 3,32 -1,37 Tyr124
2.44 -0,40 Phe295
3,16 2,19 Arg296
2,92 2,50 Arg296
3,00 2,50 Tyrl24
3,10 22,49 Tyr124
H5-6 3,07 -2, 50 Tyr124
2,66 2,50 Arg296
2,99 -2,50 Glu202
3,02 2,50 Ser203
3,15 1,23 Gly121
" 3,10 -0,14 Gly122
HLg-7 2.83 2,50 Tyl124
3,16 2,16 Tyrl24
3,16 -1,06 Phe295
2,65 2,50 Arg296
3,06 2,50 Tyrl24
3,14 225 Tyr124
BI-6 3,30 -1,48 Tyr124
3,12 -2,36 Glu285

Na Tabela 10, pode-se observar que os compostos BI-6 ¢ HS-6 sdo os
que fazem os menores numeros de ligagdes hidrogénio. O composto K005
apresenta 6 interagoes, os compostos K033 e metoxima apresentam 7 interagdes
e os compostos HI-6 e HLO-7 apresentam 8 interacdes com os aminoacidos do
sitio ativo.

As ligacdes mais estaveis do composto K005 sdo com os residuos de

aminoacidos Ser203, Tyr337 e Thr83. Elas podem ser observadas na Figura 49.
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Figura 49 Ligacdes de hidrogénio formadas entre o reativador K005 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da MMAChE-CB

Na Figura 50 é possivel notar as ligacdes hidrogénio formadas entre a
HI-6 ¢ os residuos de aminoacidos. As interagbes mais estaveis sdo realizadas

com os residuos Tyr341 e Ser293.

>\ Ser203

Gly121 ':

G'\“"’} Tyri41
yr1 24

Ser203

Trp286

Figura 50 Ligacdes hidrogénio formadas entre o reativador HI-6 ancorado ¢ os
residuos de aminoacidos no sitio ativo da MmAChE-CB
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Ja para o composto metoxima, as ligagdes de hidrogénio com energia
mais estavel sdo encontradas nos residuos Tyr124, Ser203 e Glu285. Estas e as
outras ligagdes hidrogénio formadas com este composto podem ser observadas

na Figura 51.

Figura 51 Ligagdes hidrogénio formadas entre o reativador metoxima ancorado e
os residuos de aminodacidos no sitio ativo da MMAChE-CB

O reativador K033 apresenta interacdes de menor energia com os
residuos de Arg296 e Ser203, e o reativador HS-6 com os residuos de Tyr124 e
Ser203 (Figuras 52 e 53).

O reativador HL6-7 interage de forma mais efetiva com os residuos de
Arg296, Ser203 e Glu202 (Figura 54), ja o composto BI-6 interage mais
fortemente com o residuo Tyrl24 e suas interagdes podem ser observadas na

Figura 55.
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Figura 52 Ligag¢des de hidrogénio formadas entre o reativador K033 ancorado e
os residuos de aminodacidos no sitio ativo da MMAChE-CB

Tyr124

I
Arg2!

Figura 53 Ligagdes de hidrogénio formadas entre o reativador HS-6 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da MmAChE-CB

Glu202 hgzgg-,
Tyr1 24 Arg296

Gly121-
Gly12

-

Figura 54 Ligagdes de hidrogénio formadas entre o reativador HL6-7 ancorado e
os residuos de aminodacidos no sitio ativo da MMAChE-CB
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Figura 55 Ligagdes de hidrogénio formadas entre o reativador BI-6 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da MmAChE-CB

Os resultados dos estudos de ancoramento molecular apontam as oximas
BI-6 ¢ HL6-7 como os compostos que interagiram com o sitio ativo da AChE
carbamilada de forma mais efetiva, e portanto, sao os melhores reativadores da
enzima inibida por carbofurano. O K033 interagiu com os residuos do sitio ativo
de maneira menos efetiva que os outros compostos, dessa forma, ele é o

composto com menos potencial de reativagdo para MMAChE-CB.

5.3.2 Mecanismo de reacio

Foi realizado o mesmo procedimento descrito para os sistema 1
(MmMAChE) e 2 (HSAChE) para o estudo do mecanismo de reacdo. Na Tabela 11
¢ possivel observar que as reagdes de reativacdo feita pelas oximas K033 e HS-6
na MmMACHE inibida por carbofurano tém barreira de energia menor e maior,
respectivamente. O composto K033, que apresentou um valor relativo de energia
de ativagdo menor que os outros compostos, ¢ 0 mais reativo entre eles no caso

da MmACHE inibida por carbofurano.
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Tabela 11 Energias relativas de ativagao.

Ligante AAE? Frequencia
(kcal.mol™) cm’

HS-6 1,2806 1343,15
HL6-7 0,3051 316,93
K005 0,3001 1330,82
Metoxima 0,2441 1310,00
HI-6 0,2306 1366,37
BI-6 0,1786 1326,14
K033 0,0 1318,48

bAAE# = EBrig2 — Eriai

A melhor reatividade do composto K033 poder ser devido as duas
interagdes que ele realizou com o residuo de Arg296, o qual ajuda a estabilizar o
estado de transi¢ao por meio de interagdes eletrostaticas. Além disso, o K033
interagiu com o residuo de Ser203, o residuo carbamilado. Ja a maior
estabilidade do composto BI-6 no sitio ativo pode ser explicada pela interagdo 7wt-
7 staking que ele realizou com os residuos Tyr124 e Trp286, como pode ser
observado na Figura 55. Portanto, os dados tedricos apontam os compostos BI-6

e K033 como os melhores reativadores de MMACHhE inibida por carbofurano.

5.4 HSAChE inibida por carbofurano

Os resultados de ancoramento molecular e mecanismos de reacao para o

sitema de HSAChE inibida por carbofurano estdo descritos nos subitens abaixo.
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5.4.1 Ancoramento molecular

A identidade sequencial entre as enzimas MMAChE e HSAChE, como ja
foi mostrado, ¢ de 88,5% e os residuos do sitio ativo sdo 100% conservados.
Desta forma, as coordenadas do composto carbofurano ¢ da oxima cristalizada
na enzima MMAChE (MMAChE-CB, enzima usada nos estudos do sistema 3)
puderam ser utilizadas para inibir a HSAChE, uma vez que as enzimas foram
sobrepostas ¢ colocadas nas mesmas coordenadas. Posteriormente, foi feita a
ligagdo covalente entre o carbofurano e o residuo Ser203 da HSAChE, a fim de
obter a HSAChE inibida pelo carbofurano.

O volume da cavidade calculado no MVD foi de 46,59 A’ e estd
representado na Figura 56, juntamente com a oxima HI-6 e o agente neurotoxico

carbofurano.

Ser203
>] carbamilada

Figura 56 Cavidade (rosa) da enzima HSAChE, com a oxima HI-6 e o agente
neurotoxico  carbofurano ancorados. Para melhor visualizagdo
omitiu-se a proteina

O volume da cavidade para a HSAChE-CB, é menor que para a
MmAChHE-CB, assim como observado nos estudos com AChE de camundongo ¢

humana inibidas por OP. Provavelmente, essa diferenga de volumes de cavidade
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entre as enzimas de camundongo e humana ocorre em fungdo da diferenca de
conformagdo do residuo de Trp286 nas duas enzimas (Figura 42).

Os reativadores foram ancorados no sitio ativo da HSAChE inibida pelo
carbofurano e sobrepostos na oxima cristalizada dentro da enzima. Como no
estudo dos sistemas anteriores, as energias de interagcdo intermolecular ligante-
proteina foram calculadas para melhor entender quais sdo as variagdes entre os
modos de interagdo dos compostos no sitio ativo da enzima e verificar quais os
fatores sdo responsaveis pela atividade dos reativadores. Os valores de energia
de interagdo intermolecular entre as oximas e a proteina podem ser observados

na Tabela 12.

Tabela 12 Valores de energia de interagdo intermolecular (kcal mol™)
proteina/inibidores obtida do ancoramento.

COMPOSTOS ENERGIA DE INTERACAO
Metoxima -133,62
HLo6-7 -133,28
K005 -132,03
BI-6 -130,26
K033 -126,05
HS-6 -124,60

HI-6 -124,50
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De acordo com a Tabela 12, o composto metoxima apresentou um menor
valor de energia de interacdo intermolecular, ou seja, possui interacdo mais
efetiva com o sitio ativo da HSAChE inibida por CB, sugerindo que tenha um
maior potencial de reativagdo para este sistema enzimatico. Ja o composto HI-6
apresentou um valor energia de interacdo intermolecular maior, sugerindo que
ele forme um complexo menos estavel com a enzima quando comparado aos
outros compostos.

Na Figura 57, observa-se as conformagdes assumidas por cada uma das
oximas apos o ancoramento molecular, e a posi¢do delas em relacdo ao cristal, e
na Tabela 13 sdo apresentados os valores de energia e o comprimento de cada
ligacao hidrogénio formada entre os respectivos residuos de aminoacidos e cada

reativador.
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BI-6 HI-6

HL6-7 HS-6

TOXIMA

Figura 57 Sobreposi¢do dos reativadores depois do ancoramento. A Oxima
cristalizada esta representada em azul e os respectivos reativadores
indicados nas figuras, estdo representados em azul claro
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A escolha das melhores conformagbes foi feita levando-se em
consideragdo a conformacao do cristal de HI-6, e principalmente, a proximidade
entre a hidroxila da oxima, ¢ a carbonila do carbofurano. Assim, como pode ser
observado na Figura 57, as conformagdes das oximas ndo ficaram bem

sobrepostas no cristal.

Tabela 13 Valores do comprimento dos angulos (A) das ligacdes de hidrogénio,
energia das ligagdes de hidrogénio (kcal mol™) e residuos de
aminoacidos com os quais as ligagcdes sdo formadas entre os inibidores

¢ a enzima.
Compostos Comprimento Energia de ligacao de Residuos de
P de ligacio (A! hidrogénio (kcal mol'l) aminoacidos
2,48 -1,00 Phe295
3,34 -1,30 Arg296
K005 3,28 -1, 58 Arg296
2,94 -2,50 Tyr124
3,00 -2,50 Carbofurano
2,65 -2,50 Ser293
3,29 -1,55 Arg296
HI-6 3,26 -1, 65 Tyr124
2,85 -2,50 Tyrl124
2,48 -1,53 Tyr124
2,79 -2,06 Carbofurano
3,05 -2,50 Tyr72
3,21 -0,02 Asp74
Metoxima 3,51 -0,18 Asp74
2,59 -2,45 Ans87
3,16 -2,20 Ser125
3,03 -2,50 Tyrl24
3,08 -2,50 Tyr124

3,10 -2,45 Phe295
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Tabela 13, Continuagao

Compostos Comprimento Energia de ligacao de Residuos de
P de ligacio (A! hidrogénio (kcal mol'l) aminoacidos

3,41 -0, 94 Ser293
K033 2,91 -2,50 Arg296
3,41 -0,93 Arg296
2,55 -0,73 Phe295
3,15 -2,23 Tyr124

2,67 -2,18 Carbofurano
2,96 -2,50 Tyr341
HS-6 3,19 -2, 01 Ser293
2,51 -1,75 Tyrl24
2,96 -2,50 Tyr124
2,74 -2,50 Tyr124

3,01 -1,72 Carbofurano
2,99 -2,50 Ser293
3,30 -1,47 Phe295
HLo6-7 3,35 -1,21 Gly122
3,49 -0,55 Tyr341
3,11 -2,46 Tyr337

3,35 -0,75 Carbofurano
2,84 2,5 Ser293
BI-6 2,73 -2,5 Arg296
3,04 -2,5 Tyr124

3,56 -0,01 Carbofurano

3,55 -0,02 Carbofurano

Por meio da Tabela 13 pode-se observar que os compostos BI-6 ¢ K005
sdo os que fazem menor numero de ligagdes de hidrogénio. O composto K005
apresenta 5 interagdes, os compostos K033, HS-6, HI-6 ¢ HL6-7 apresentam 6
interacdes € 0 composto metoxima apresenta 7 interagdes com os aminoacidos
do sitio ativo.

As ligagdes mais estaveis do composto K005 sio com o residuo de
aminoacido Tyr124 e com o inibidor carbofurano. Elas podem ser observadas na

Figura 58.



123

+
A Y \f_ A
Clrbuﬁ;lno Phe295

Figura 58 Ligagdes de hidrogénio formadas entre o reativador K005 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-CB

Na Figura 59 ¢ possivel observar as ligagdes de hidrogénio feitas entre o
reativador HI-6 e os residuos de aminoacidos. As interagdes com menor valor de

energia sdo realizadas com os residuos Ser293 e Tyr124.

Figura 59 Ligagdes de hidrogénio formadas entre o reativador HI-6 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-CB
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Ja para o composto metoxima as interagdes mais estaveis sdo feitas com
o residuo Tyrl124. Estas e as outras ligagdes de hidrogénio formadas com este

composto podem ser observadas na Figura 60.

% Phe295

£
-

Figura 60 Ligagdes de hidrogénio formadas entre o reativador metoxima
ancorado e os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-
CB

O reativador K033 apresenta interacdo de menor energia com o residuo
Arg296, e o reativador HS-6 com os residuos Tyr341 e Tyr124 (Figuras 61 e
62). O reativador HL6-7 interage de forma mais efetiva com o residuo de Ser293
(Figura 63), ja o composto BI-6 interage mais fortemente com os residuos de

Tyr124, Arg296 e Ser293, e suas interagdes podem ser observadas na Figura 64.
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Figura 61 Liga¢des de hidrogénio formadas entre o reativador K033 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-CB
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Figura 62 Ligagdes de hidrogénio formadas entre o reativador HS-6 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-CB

.

Tyr337
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Figura 63 Ligacdes de hidrogénio formadas entre o reativador HL6-7 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-CB
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Figura 64 Ligacdes de hidrogénio formadas entre o reativador BI-6 ancorado e
os residuos de aminoacidos no sitio ativo da HSAChE-CB

Os resultados dos estudos de ancoramento molecular apontam as oximas
metoxima ¢ HL6-7 como bons reativadores da enzima inibida por carbofurano,
do ponto de vista do ancoramento molecular. O HI-6 interagiu com os residuos
do sitio ativo de maneira menos efetiva que os outros compostos, dessa forma,
ele € o composto com o menor potencial de reativagao para a HSAChE-CB.

O reativador metoxima foi o unico que fez interagdes com o residuo de
Asp74, podendo realizar interagdes eletrostaticas que ajudam e estabilizar o
composto no sitio ativo da enzima. E ainda interagiu com a Phe295, assim como

o HL6-7, que se mostrou o segundo mais estavel no sitio ativo.
5.4.2 Mecanismo de reacao

Foi realizado o mesmo procedimento descrito para os sistema 1
(MmAChE-OP), 2 (HSAChE-OP) ¢ 3 (MmAChE-CB) para o estudo do
mecanismo de reagdo. Na Tabela 14 ¢é possivel observar que a reacdo de
reativacdo da oxima K005 na HSAChE inibida por carbofurano tem a menor

barreira de energia, sugerindo que ela seja a mais reativa. O composto HS-6
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apresentou o maior valor relativo de energia de ativagdo, portanto, ¢ 0 menos

reativo em HSAChE—CB dentre os compostos, assim como em MMAChE-CB.

Tabela 14 Energias relativas de ativac¢ao

Ligante AAE* 1 Frequelncia
(kcal.mol™) cm”

HS-6 46,48 120,16
Metoxima 45,64 171,17
HL&6-7 7,19 183,13
HI-6 7,17 157,80
K033 7,13 111,33
BI-6 7,07 182,45
K005 0,0 150,49

bAAE# = EBrig2 — Erisi

O K005 ¢ o composto que interage mais fortemente com o inibidor
carbofurano (valor de energia de ligagdo de hidrogénio igual a -2,50 kcal mol™),
favorecendo a reacdo de reativacdo. Além disso, ele interagiu com Arg296, um
residuo que pode realizar interacdes eletrostaticas, € com o Phe295 podendo
fazer interacdo cation-m, contribuindo com a estabilizagdo do estado de
transicdo. De acordo com os dados obtidos, sugere-se as oximas K005,
metoxima e HL6-7, como os melhores reativadores para este sistema enzimatico,
embora a oxima BI-6 também tenha apresentado um bom resultado para o

ancoramento molecular, e o segundo melhor resultado para o mecanismo de
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reacdo. De maneira geral, em sistemas de MMAChE e HSAChE, inibidas por
carbofurano, as oximas HL6-7 e BI-6 mostraram-se eficazes.

Na busca por uma oxima “universal”, eficiente tanto em casos de
intoxicagdo por organosfosforados como por carabamatos, avaliou-se de forma
geral os resultados obtidos nos quatro diferentes sistemas estudados. Os dados
obtidos nos estudos de AChE (MMAChHE e HSAChE) inibida por carbofurano,
para os compostos BI-6, metoxima ¢ K033 foram satisfatorios, € os apontam
como bons reativadores para estes sistemas, entretanto, os compostos que se
destacaram com bons resultados de docking e mecanismo de reagéo, em todos os
sistemas enzimaticos foram as oximas K005 e HL6-7. Neste sentido, sugere-se
que a oxima com atividade mais abrangente (Figura 44), tenha sua estrutura

baseada destes compostos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A boa correlagdo obtida entre os dados tedricos de ancoramento
molecular (R* igual 0,929) e experimentais de constante de dissociagdo do
complexo enzima inibida-reativador e resultados teoricos de energia de ativagao
e constante da taxa de reacdo de reativagdo (KASSA et al., 2007) para o
mecanismo de reagdo (R” igual a 0,822), na MMAChE valida as metodologias de
docking e mecanismo de reagdo como adequadas para os sistemas estudados, e
capazes de prever qualitativamente a afinidade e reatividade.

Em principio, devido a alta identidade sequencial (88,5%) entre a
enzima de camundongo ¢ a enzima humana, e levando-se em consideragdo que
100% dos residuos do sitio ativo sdo conservados, foi possivel inibir a enzima
humana com o ciclosarin, a partir das coordenadas cristalinas do OP contido na
enzima de camundongo. E desta forma, realizar os estudos de docking das
oximas em estudo, nas enzimas (MMAChE ¢ HSAChE) inibidas por ciclosarin, e
ainda, correlaionar os dados tedricos com os dados experimentais descritos por
Kassa et al. (2007).

Uma vez que as metodologias foram validadas, foi possivel realizar
estudos teoricos de docking e mecanismo de reagdo, também para as enzimas de
camundongo ¢ humana inibidas pelo composto CB carbofurano.

Dentre as oximas estudadas como reativadores de AChE, tanto de
camundongo quanto humana inibidas por ciclosarin, foi selecionada como mais
estavel no sitio ativo das enzimas (e portanto que apresentou menores valores de
interagdo intermolecular) a oxima K005. A partir dos estudos de mecanismo de
reacdo, a oxima HLO-7 foi selecionada como a mais reativa no processo de
reativagdo da enzima inibida por ciclosarin, em ambos sistemas enzimaticos.
Portanto, sugere-se essas oximas como potenciais protdtipos de reativadores de

ACHhE inibida por ciclosarin.
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Para as enzimas (MMAChE e HSAChE) inibidas por carbofurano, a
oxima selecionada com maior afinidade pelo sitio ativo de ambas, foi a HL3-7.
Porém para a MMAChE-CB, a oxima mais reativa foi a K033, e para a HSAChE,
a K005. E importante observar que as estuturas dos compostos K033 e K005 sio
muito semelhantes, variando apenas em um atomo de carbono entre os anéis
pirimidinicos.

Com os resultados obtidos para os sitemas enzimaticos inibidos por
ciclosarin, aliados aos resultados obtidos para os sistemas inibidos por
carbofurano, sugeriu-se que as oximas K005 ¢ HLO-7 sdo potenciais prototipos
de reativadores de AChE inibida tanto por organofosforados, quanto por
carbamatos. Portanto, sugere-se uma possivel oxima mais efetiva e com
atividade mais abrangente, baseada nas estruturas destes dois compostos. Como
pespectiva deste trabalho, pretende-se realizar estudos de docking e mecanismo
de reagdo para a oxima prosposta nos diferentes sistemas de AChE.

Observou-se que quase todas as oximas em todos os sitemas enzimaticos
estudados, interagiram com o residuo de Tyrl24, sendo este, um residuo
importante na estabilizagdo do reativador no sitio ativo da enzima.

Observou-se também, que a cadeia lateral do residuo Trp286 do sitio
ativo nas enzimas de camundongo e humana, assume conformacgdes diferentes,
interfirindo nos resultados. Porém, acredita-se que esta diferenga de
conformagdo do Trp286 se da devido ao processo de cristalizagdo da enzima, na
auséncia ou na presenga de uma oxima, uma vez que na MMAChE cristalizada
sem uma oxima no interior do seu sitio ativo, apresenta a cadeia lateral do
residuo de Trp286 similar a conformagdo observada na HSAChE (também sem
uma oxima), ¢ diferente da conformagdo observada na MMAChHE cristalizada na
presenca da oxima HI-6. Para confirmacdo desta hipdtese, tem-se como

perspectiva deste trabalho a realizagdo de estudos de dindmica molecular.
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Summary

I order to conirbuie to 2 beter inderstanding of the mechanism of actton of oxummes, we evaluated the
affinities of 10 new oximes, derived from pyridive- e dazel bicyrled systems, for buman acenylcholinestatase
[(HrsACHE) compleved with abar, by esdmating their docking ensrpy valuss and comparng of the valiues
cotzined 1o known eximes using the sofravare Malegro Virnal Docker (MVEDN®. Wa evaluzted the inflnsnce
of the paziton of the oxime group as substimsnt in the strucnres and, also, the infuencs of the oome Toup
sy Laommery on the docking score values for all the molecules studied. Fesults suggest that: the affmitres
of the 10 new oxmes for the fabun inhibited sz ACKE actove site are better than pralidocdme’s and simelar
to mimedosme's; the meda-pralidomme coald have mors affpity for the HrrACE active site and the suimas”
i 1somers could pressnt shightly better affnites for the HrrACKE actve site than the s fsomers.
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INTRODUCTION

Diespite the existence of macy different ouimas inuse
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literafure has oot yet reporied ooe able to act
affactvely against all the exdsting neuTotowic ageots
ad ouimes nsually effectve with one specific perve
agent can be completely meffactive with amother
This probably happens becanse their mechamisms of
acoon are ool yet well ehwcidated (Eksmom et al
0T In addiden, other relevant factors: the
adaguate anentation of the phosphoryl bood mside
the active site, the most snitable sxime charge, the
st adaquate angles for attacking the phosphylated
senme, the influence of the oumme's somery, and the
Chemnical smviropment of the oxime proup, remsin
vaoknown despite the Sct that they are recurrent issues
in the litetamre (Bay et al. 1958, Smimova et al
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Mo pressnie trabalho foi aplicads urma metodologia teérica desemolvida em um trabatho
mterior que wiiliza os programas Molsgro® & Spartan® para malior a5 constanies cindtica de
mocing o = reavagho de oximm, =m rdagho a resultades ie vife previamenis repomados na
literatura. Como observado mies, oo resultados mostraram boa comelagdo enire a5 snergios livres
tedricas de lipaglo dm oximas = oo dados sxpevimentais, comrobarands o metadolagia coma
sdequada para a prediglio d= parfimeinos cindticos e termodindmicos, os quais podem ser tisis
para o plarejamento & selegiio de novas e mais sfetha cximas.

In this wark we applied a theoretical methadology developed in & fammer werk, using the
Maol=gro® and Sparion® sofiwares, io evaloabe the association and kinstic reactivaiion consimts of
oximes, facing i vitne dain previously reported in the lilerars, As reporisd befors, resulis showed
agood agresment between the theoretical binding free snemgies of the oximes and experimenial
data, corroborating the methodology as suitable for the prediction of kinetic and thermedynamic
parameiers that might be helpful for te dssign and selsciion of near and more effective crimes.

Kevwords: acetykcholinzsterase, QMMM, chemical mechanism of reactivation, newoioxic

mgents

Introduction

The action of the nerve agents™ s inhibitors of the
emyme acetylcholines temse {AChE) stops the hydmlysis
af the neuntmrsmitter acetylcholine and can lead to an
irreversible inhdbdtion of this ereyme (aging) thus iniggering,
the chelinergic syndrome.? To avoid this it's mecessary
a muchkeophile, like an codme. whose hydreacyd group is
believed to be able to remove the nerve agent from the active
gite and resctivate ACHE (Scheme 1. This reactivation
reaction (illustrated in equation 1) invalves, firs, the
association of the oxime to the inhibited eneyme (E10m)
and then the reactivation of the enzyme by the leavirg of
the oxime cornplesed to the neurotoxic agent (I-Om).**

2 Ml s & ime 2 br, 20 & dqi. o by

+Ox£:E[l:lx _t"-.-E+I3-I:I:L [R4]

Whene E; and k, are the dissociation constants, which
represent the affinity of codmes for the inhibited AChE,
and the mie comtant for the decomposition of the sahle
enzyme-inhibitor-reactivator complex, respectively*?

The literature reports mary sncturally different codmes
able to perform the reactivation of AChE inhibited by
several different nerve agenis, but one snacture able o act
efficienily against all the existing neurotoodc agents has not
yet been reported™ and codmes that are efficient against
one specific nerve agent can be completely ineff active with
ancther.*® Several molecular modelling studies availahle
in literaiure point out o imporant features on the cximes
struchanes that could be very useful to guide experimental
research on this issue.™™ In a former work? we have
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Molecular modeling studiez on Nucleozide Hydrolaze from the biological
warfare agent Brucells spis
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Abztract

Brucolia suk iz a dangerous bidogical warfare as=nt already wead for military puspoess.
Thiz bacteria cauza bucallosiz a zoonosiz highly infective and difficult to fight An important
zalactive tarpst for chemotherapy amainst thizs dizeass iz puclepside hwdrolasa (WH), an snzyme
ztill not found in mammasls. We presant here the first thiesdimensionsl stmcture of Bsui
Nuclapsida Hydrolasa (BsNH) and propoes thiz snzyme a= 3 molaoular targst to the dme dezisn
in tha fight arsinst beucallosiz In addition we paformmed mascular docking sodiss, simine o
anslyze tha thsadimanzional poeitioning of nine lmown inhibitos of Chritdia farcicuiata KH
{CfNH) in tha active sites of BsNH and CfWNH Wa alzo analyzad the main intsractions of zome of
thaza compomds insida the active site of BrIVH and the ml=vant factors to biclogical activity
Thasa resultz, togsther with further molsculsr dynamics (WD) dmulsions pointsd out to the
maost promiizing compound a: lead for the desipn of potentisl inhibitre of BENH. Most of the
docking and M results comobodated to each other and the doddng results slso susgested 3 good
comelation with experimentsl data
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Bruceila gyis; Wudsosida hydrolaza; Homolosy modaling Docking; Mdeoular Drnamics.
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Ahstract

Wa have applisad a theosstical methodolosy previcusly devalopsd to evaluate the
aszocigtion and kinstic meactivation constantz of gxjmes, compsaring theosstical data obtained
with human agetylchplinesierass (HuACHE) with i wire result: fSom Mg sucwius AGHE
(M ACKE) previously tepodted in the litersfuse. The sesults showsd a good comelation batwesn
the thepsatical and ewperiments] data supporting the methodolosy a= appropriste for peediction
of thermodynamic and kinstic parsmsters and comobosatsd 1fmACHE 2= a switsbls modal for
studias with HueAChE.

Keywords: Agetyliholinestersze, QDMUMD Chemdicsl Mechanizm of reactivation, INewrotooic

agamts.
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ABSTRACT

Hepatitis C wirns (HOV) is a Hepachviis that causes cheordc liver disease, leading to
hepatocellnlay carcinoma, citthosis, and chromic hepatitis in about 3% of the world
popalation. In this study, novel HCV NE3 serine protease inhdbitors based on 23
hoceprendy analogues were studied by QSAR. anabyses wing thermodymarie, stroctoral
and topological descriptors, including E-state descrptos. Mowel corapounds were
proposed using the QSAR models. Both models were highly predictmee, with
calibration, leave-one-ont walidation and external walidation B2 of 066, 065 and 0.52,
respectively. The most prornising stictures were docked onto the actvve site of HCV
}353 serine protease dernonstrating the high affirdty of sore new stroctures.
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