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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo empregar a dindmica molecular e o célculo tedrico da
RMN para investigar os efeitos teoricos e do solvente nos parametros de RMN das
oximas, em uma abordagem QM / MM sequencial. Utilizando o software GROMACS,
foi realizada uma simulagdo classica de dindmica molecular para a oxima 4-PAM e 3-F-
4-PAM usando agua e BMIM-BF4 como solventes com o campo de forca OPLS.
Posteriormente calculos de dindmica molecular quantica e RMN foram realizados para
identificar o flior da oxima de 3-F-4-PAM como sonda espectroscopica para o tratamento
da intoxicacdao por OP, utilizando o software Gaussian 09, com a metodologia GIAO com
o funcional hibrido B3LYP e a fungdo de base 6-31G (d, p). Nesta linha, a partir de
nossos calculos, o uso de liquidos idnicos pode ser uma “ponte” razoavel entre custo e
precisdo para a deteccdo de modelagem de agentes de contraste de RMN para compostos

organofosforados inibidos por enzimas AChE.

Palavras-chave: RMN, Liquido I6nico, Oxima, Sonda Espectroscépica.



ABSTRACT

This work aims to employ the molecular dynamics and the theoretical calculation of NMR
to investigate the theoretical and solvent effects on NMR parameters of oximes, in a
sequential QM / MM approach. Using GROMACS software, a classic molecular
dynamics simulation was performed for the 4-PAM oxime and 3-F-4-PAM using water
and BMIM-BF4 as solvents using the OPLS form field. Subsequently calculations of
quantum molecular dynamics and NMR were performed to identify the fluorine of 3-F-
4-PAM oxime as a spectroscopic probe for the treatment of OP intoxication, using the
Gaussian 09 software, with the methodology GIAO using the hybrid functional B3LYP
and the basis set 6-31G(d,p). In this line, from our calculations, the use of ionic liquids
can provide a reasonable trade-off between cost and accuracy for detection of modeling

MRI contrast agents for AChE enzymes inhibited organophosphorus compounds.

Keywords: NMR, lonic Liquid, Oxime, Spectroscopic Probe.
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1 INTRODUCAO

Alguns compostos quimicos sdo tdxicos aos seres humanos, sendo verificadas
irritacbes na pele, toxicidade no sistema pulmonar, hipoxia citotdxica, alergias
fisioldgicos e irritabilidade mental, e também os agentes de nervos (AN) que sdo
responsaveis pela inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), causando varios efeitos
deletérios que podem levar a morte. Os mais importantes AN s&o Tabun, sarin, Soman e
VX, também chamados de compostos organofosforados (OP, do inglés
organophophorous compounds) (DELFINO et al., 2009). Ap6s a Segunda Guerra
Mundial, os OP tiveram um interessante desenvolvimento, e seu uso foi estendido para a
fabricacdo de pesticidas, causando uma menor insttabilidade ambiental em comparagéo
com o diclorodifeniltricloroetano (DDT). A alta toxicidade inseticida foi um dos
principais fatores para o sucesso dos pesticidas organofosforados (OP), especialmente nos
paises em desenvolvimento (CASIDA E DURKIN, 2013; WOREK et al., 2016).

O tratamento para 0s casos de envenenamento por OP é uma grande preocupagao
para os pesquisadores, tendo em vista o grande numero de casos conhecidos. Esta
preocupacdo tem crescido devido aos muitos ataques terroristas ocorridos em varios
paises nos ultimos anos. Uma das formas de tratamento para o envenenamento por OP é
0 uso de oximas para reativagdo da enzima AChE inibida pelos pesticidas
organofosforados (SHROT et al., 2009). Para reativagdo da enzima AChE, uma oxima
faz um ataque nucleofilico ao fésforo do OP formando uma fosforoxima, reativando
assim a enzima AChE (KUCA et al., 2006).

As oximas também sdo importantes tendo em vista suas caracteristicas anti-
inflamatorias, anti-alérgicas, antibacterianas e fungicidas, bem como seus efeitos
hematotdxicos. Além disso, elas podem ser aplicadas como antidotos para agentes
nervosos, Vvasodilatadores, farmacos anticancerigenos, pro-farmacos para cetonas
farmaceuticamente ativas tais como cetoprofeno e nabumetona, e tém outras aplicacfes
em ciéncias alimentares, por exemplo (CHONG et al., 2007). Muitas oximas s&o
conhecidas e as suas propriedades sdo muito estudadas, exemplo disso sédo a 2-metil-
piridinoaldoxima (2-PAM), 4-metil-piridinoaldoxima (4-PAM) e sua variagdo 3-fluor-4-
[(hidroxiimino) metil]-1-metil-piridinio. A oxima 2-PAM foi utilizado no Jap&o em 1995,
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para fins de desintoxicagéo por contaminacdo com Sarin. Neste acidente quase 14 pessoas
morreram e pelo menos 5000 foram feridas no metrd de Toquio (MIYAKI et al., 2005).

A identificacdo de compostos organofosforado ndo é muito simples ainda nos dias
atuais, por isso tem estimulado pesquisadores a desenvolverem métodos sensiveis e
seletivos para a deteccdo destes compostos (CARULLO et al., 2015). Geralmente, a
deteccdo de OP é realizada utilizando técnicas com custos elevados, tais como
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (BEYER e
BIZIUK, 2008). Novas técnicas para detectar esses compostos organofosforados séo
pesquisadas, Zamfir et al. (2013), por exemplo, desenvolveram um biossensor de
acetilcolinesterase altamente sensivel para a deteccdo de drogas carbamato, baseadas no
sensor tioatina de trietavaleno-tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ). O sensor foi
utilizado para a deteccdo de dois farmacos terapéuticos com o grupo carbamato e foram
obtidos limites de deteccdo muito baixos de esporina de 26 pmol.L™ e neostigmina de 0,3
nmol.L™. A anélise da 4gua da torneira provou a capacidade do biosensor ser usado como
um método de selecdo para a deteccdo de drogas do carbamato em &guas residuais.

O uso de liquidos ibnicos como suporte para sensores e biossensores e como
eletrolito ainda é pouco explorado, mas muito promissor. Os liquidos idnicos sdo
compostos por cations organicos e anions organicos ou inorganicos, possuem um ndmero
de propriedades fisico-quimicas vantajosas, incluindo pressdo de vapor desprezivel a
temperaturas ambiente, estabilidade térmica elevada, janela eletroquimica ampla e
propriedades de solvatacdo ajustaveis (HALLETT e WELTON, 2011). Os elétrodos
modificados com liquido idnico sdo amplamente utilizados para a imobilizacdo de
biomoléculas importantes, e resultados consideraveis sugeriram que o uso de liquidos
ibnicos poderia facilitar a transferéncia eficiente de elétrons de vérias biomoléculas, bem
como aumentar a sensibilidade da resposta do biossensor (KADOKAWA, 2011).

Os liquidos idnicos sdo também usados como solvente, sendo uma alternativa ao
uso de solventes tradicionais, entretanto, os resultados da analise sdo variaveis em
condigdes diferentes do solvente e de liquido ibnico, também entre liquidos idnicos
diferentes. Para isto, toda a reagdo deve ser monitorada. Métodos como espectroscopia
no UV-Visivel, analise espectrométrica de massa e analise cromatografica (incorporando

espectrometria de massa ou de outra forma), tém utilidade variavel para a analise do
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progresso da reacdo em liquidos i6nicos com, na melhor das hipoteses, limitacfes
baseadas na natureza das espécies envolvidas e na escala de tempo da reacdo. Assim, a
técnica de RMN é uma alternativa viavel que ndo requer nenhum processamento da
mistura de reagdo - e ndo destrutiva. A reacdo pode ter lugar no espectrometro,
tipicamente com excelente controle de temperatura (£ 0,1 K é prontamente realizavel) e
com uma ampla gama de temperatura disponivel (173-403 K) em instrumentos tipicos, e
outras propriedades que a torna uma técnica favordvel para a deteccdo de reagdes de
ativacdo da acetilcolinesterase (RUAN etal., 1999; BUTLER etal., 2016). Um exemplo
do uso da RMN na deteccdo em reacdes com IL foi a aplicacdo da RMN in situ para
entender 0 mecanismo da reagdo de CO2 com aminas liquidas em sistemas ndo aquosos
como liquidos iénicos (KORTUNOQV et al., 2015).

Com base neste contexto, este trabalho tem como objetivo o uso de dinamica
molecular e o célculo de RMN para proposicdo de um método de identificacdo de
compostos organofosforados em organismos bioldgicos, por meio da substituicdo da &gua

pelo liquido idnico na interagdo com algumas oximas.
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PARTE 1

2 REFERENCIAL TEORICO

21  ARMAS QUIMICAS

Alguns agentes quimicos sdo empregados desde a antiguidade nas mais diversas
areas, porém apenas com a expansao da industria é que se tornou possivel a utilizagdo
desses agentes como arma de destruicdo em massa, chamadas de armas quimicas.
(GIACOPPO et al., 2014). As armas quimicas de guerra podem ser definidas como
qualquer substancia quimica cujas propriedades toxicas sdo utilizadas para matar, ferir ou
incapacitar algum inimigo na guerra ou associada a operagdes militares (SMART, 1997),
sendo que um dos aspectos mais relevantes a respeito do uso de armas quimicas esta
relacionado ao seu alto poder de destruicdo e baixo custo, quando comparadas com armas
convencionais (GONCALVES, 2009).

As armas quimicas ganharam importancia militar na Primeira Guerra Mundial
(1914-1918), durante o qual o exército alem&o utilizou gés cloro contra tropas aliadas da
Bélgica, porém, na Segunda Guerra Mundial, houve o desenvolvimento de agentes de
guerra mais potentes chamados organofosforados, agentes neurotoxicos ou “agentes dos
nervos”, possuindo toxicidade muito mais elevada do que os anteriormente conhecidos.
A alta toxicidade aliada ao baixo custo despertou o interesse de organizacdes terroristas,
fazendo com que a defesa contra armas quimicas deixasse de ser uma preocupacao
estritamente militar, e passasse a ser também uma preocupacao civil (GIACOPPO et al.,
2014; GONGALVES, 2009).

Existem cinco classes de armas quimicas:

1) Vesicantes: substancias que causam irritacdo e destrui¢do da pele e de membranas
mucosas, sobretudo nos pulmdes; como exemplo, podemos citar os chamados

“gases mostarda”, que causam forte efeito incapacitante.
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H,
C S
Cl/ \C/ \C/

H, H,

H
C

2
\Cl

Géas mostarda

Figura 1: Formula estrutural de gas mostarda.

2) Toxicos pulmonares: atacam o0s tratos respiratorios, tendo como principal

representante o fosgénio (COCIy).

O—0O

Cl/ \Cl

Figura 2: Formula estrutural do fosfogénio.

3) Cianeto: substancias que liberam ions cianeto no organismo, com alta capacidade
mortal pela inibigdo da enzima citocromo-c oxidase, tendo como representantes

populares o &cido cianidrico e o cianeto de cloro.

HC——=N

Figura 3: Formula estrutural do cianeto.

4) Agentes incapacitantes ou irritantes: compostos que levam a efeitos fisioldgicos e
mentais negativos que incapacitam as pessoas de realizarem suas atividades
rotineiras; como exemplo temos os lacrimogénicos como cloroacetofenona e
analogos, e 0s compostos psicoativos como o benzilato de 3-quinoclinidila.

Cl

Figura 4: Formula estrutural da cloroacetofenona.
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5) Agentes neurotoxicos: OP’s que atuam inibindo a enzima AChE, responsavel pela
finalizacdo da transmisséo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas, cuja
inibicdo leva a chamada crise colinérgica, com varios efeitos, inclusive a morte

por deficiéncia respiratoria (SILVA et al., 2012).

0
CH, | |
H
N b CH,
ens” |

F

Figura 5: Formula estrutural do composto organofosforado Sarin.
22 COMPOSTOS ORGANOFOSFORADOS

Os OP sdo compostos que possuem grande interesse comercial e toxicologico.
Possuem em sua estrutura basica, normalmente, ésteres ou derivados de tio ésteres de
acido fosfdrico, fosfinico ou fosforamidico. Sua estrutura geral € apresentada na figura 1
e 0 oxigénio pode ser substituido pelo enxofre. Os radicais R1 e R2 podem ser grupos
alquil e aril que se ligam ao atomo de fésforo diretamente para formar fosfinatos, ou
através de um atomo de oxigénio ou enxofre para formar fosfatos ou fosfotioatos,
respectivamente. Para geracdo de fosfonatos, R1 liga-se diretamente ao atomo de fosforo,
enguanto R2 se liga através de uma ligacdo de &tomos de oxigénio ou enxofre. J& para a
formacédo de fosforamidatos, pelo menos um dos radicais liga-se ao fésforo atraves de um
grupo -NH2 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1986).

0
R, ““‘“x,U_

/

R;

X

Figura 6: Estrutura geral de um OP.

O grupo X pode ser qualquer halogénio, grupos alifaticos, aromaticos ou

heterociclicos. Este grupo se ligard normalmente ao atomo de fosforo atraves de um
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atomo de oxigénio ou de enxofre e é chamado de grupo abandonador, por ser o grupo que
se separa quando o OP reage covalentemente com a proteina alvo. Muitos OP séo
sintetizados como forma P=S e através da sua conversdo metabdlica a variante "oxo"
potencialmente mais toxica € gerada subsequentemente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1986).

Os OP sdo amplamente utilizados como inseticidas, plastificantes e aditivos para
combustiveis. Estes compostos inibem potentemente a AChE, a enzima que inativa a
acetilcolina nas sinapses neuronais, e a exposi¢do aguda a altos niveis de OP pode causar
crises colinérgicas em humanos e animais (VOORHEES et al., 2017). Eles foram
desenvolvidos nos anos 1990 como inseticidas que matam insetos via inibicdo de
colinesterases (ChE). Embora estes produtos quimicos fossem tdo eficazes quanto seus
predecessores pesticidas organoclorados, os pesticidas organofosforados ofereciam uma
vantagem significativa de uma persisténcia ambiental reduzida (MARRS et al., 2007,
MOSHIRI et al., 2012). Infelizmente devido a conservacdo de ChEs em todas as espécies,
inclusive humanos, os OP foram adaptados como agentes de guerra quimica na década
de 1930, permanecendo entre 0os mais potentes agentes de guerra quimica usados
atualmente. Nos dias atuais, uma das formas mais conhecidas de suicidio é a ingestdo
proposital de OP, principalmente em regiGes onde o porte de arma € proibido ou
dificultado (EDDLESTON et al., 2007).

O uso de pesticidas atualmente estd em declinio, especialmente nos paises
desenvolvidos. Desde 1997, houve uma mudanga no mercado de OP’s e carbamatos para
piretroides e neonicotindides, juntamente com uma variedade de pesticidas néo-
neuroativos, como agentes biolégicos ou analogos de hormdnios juvenis (CASIDA e
QUISTAD, 2005). Apesar do numero de compostos agindo em outros alvos, 0s
inibodores das ChEs aumentaram nas ultimas trés décadas de acordo com a United States
Environmental Protection Agency (USEPA, 2011). Os OP e os metil carbamatos
permanecem no topo da lista entre os insecticidas comerciais € a sua importancia
provavelmente continuara por décadas, uma vez que sdo eficazes e baratos (CASIDA e
DURKIN, 2013).

Devido ao uso em larga escala dos OP muitos estudos séo feitos em todo o mundo,

na busca de formas eficientes de diminuir os casos de suicidios por esses compostos.
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Esforcos para encontrar antidotos eficazes contra a intoxicacdo por agentes de nervos sdo
grandes e classes de ativadores da AChE sdo amplamente estudadas, como € o caso das

oximas.

23  OXIMAS

2.3.1 Preparagéo de Oximas

As oximas sdo compostos com semelhangas com as iminas (formula geral:
RR’C=N-R”) em que sua forma geral é: RR’C=N-OH. Tratam-se de compostos quimicos
estaveis e de facil preparacdo sendo classificados como aldoximas ou cetoximas,
dependendo da natureza dos radicais em sua estrutura (DIETER e DATAR, 1993;
CORSARO et al., 2009; DINDAR et al., 2010), sendo que as cetoximas apresentam duas
cadeias laterais alquila (R ¢ R’) e, nas aldoximas, um destes dois radicais €
obrigatoriamente um atomo de hidrogénio. As oximas também podem atuar como
quelantes sendo que os compostos contendo-as sdo anféteros, pois revelam tanto um
carater acido devido ao hidrogénio ionizavel, como basico (mesmo que discretamente)
devido a presenca do par de elétrons livres no atomo de nitrogénio (DEMETGUL e
SERIN, 2008). Vogh (1971) sugere que as cetoximas se comportam como acidos mais
fracos que as aldoximas correspondentes. Ele sugere também que as oximas sdo estaveis
em condigdes alcalinas, e este meio favorece a formacao da base conjugada deste grupo,
0 &nion oximato (RR’C=N-0).

Na sintese organica as oximas merecem mencdo por sua versatilidade, as quais
podem ser obtidas por uma série de reacBes quimicas, e a partir de diversos grupos
funcionais como: aldeidos, cetonas, olefinas, aminas, nitro compostos, nitritos e
compostos que apresentam hidrogénios a-carbonila e atuam na preparacdo de varios
grupos nitrogenados, como: amidas, anéis isoxazolinicos, nitrosos, nitro compostos,
nitrilas e aminas. Neste Gltimo aspecto, destaca-se 0 Rearranjo de Beckmann, reacao
empregada na sintese industrial de lactamas, e as reac6es de cicloadicdo 1,3-dipolar, onde
0s anéis isoxazolinicos produzidos sdo promissores para a Quimica Medicinal e para o
desenvolvimento de novos materiais tecnolégicos (ARAUJO e GONSALVES, 2015).
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Classicamente as oximas sdo preparadas (WUTS e GREENE, 2006), por refluxo
em uma solucéo alcoodlica de um composto carbonilico com cloridrato de hidroxilamina
e piridina. O método possui varios obstaculos como baixos rendimentos, longo tempo de
reacdo, toxicidade da piridina e poluicdo de efluentes causados pelo solvente organico.
Reacbes sem solventes tém conseguido uma consideravel atencdo e popularidade nos
ultimos anos (TANAKA e TODA, 2000), ndo apenas devido ao ponto de vista ambiental,
mas também devido as suas vantagens sintéticas em termos de rendimento, seletividade e

simplicidade do processo de reacgéo.

2.3.2 Aplicacdo de oximas no tratamento de intoxicacao

Uma das maiores ameacas do mundo moderno é a possibilidade de utilizacdo de
armas quimicas pelas forcas militares ou por grupos terroristas. Entre essas armas, 0S
chamados agentes neurotdxicos, vulgarmente conhecidos como "agentes nervosos”,
constituem a maior preocupacao, devido aos seus efeitos altamente deletérios sobre os
seres humanos. A potencialidade de ataques que empregam estes agentes proporciona
uma forte razdo para a investigacdo continua sobre o desenvolvimento de antidotos mais
eficazes contra eles (DELFINO et al., 2009).

A forma de se tratar vitimas de agentes neurotoxicos vem sendo estudada ao
longo dos anos e uma delas consiste na administracdo de certas oximas piridinicas, que
possuem a capacidade de regenerar a atividade catalitica da enzima AChE, o alvo destes
compostos (SHROT et al., 2009).

A AChE pertencente a familia das colinesterases, sendo responsavel pela
finalizagdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas pela hidrolise
do neurotransmissor acetilcolina (ACh). A AChE esta presente no sistema nervoso central
e periférico (RANG, DALE, RITTER, 2001), sendo que no periférico ela é responsavel
pela modulacdo dos impulsos nervosos que controlam os batimentos cardiacos, pela
dilatagdo dos vasos sanguineos e pela contragdo dos musculos lisos, e ja no sistema
nervoso central ela estd envolvida no controle motor, na cognicdo e na memoria
(PETRONILHO et al., 2011).
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A AChE possui alta eficiéncia catalitica, com capacidade de hidrolisar até 6x10°
moléculas de ACh por molécula de enzima por minuto, e possui um sitio ativo onde
existem trés residuos principais de aminoacidos, os quais estdo envolvidos diretamente
no processo de hidrélise da ACh, a serina numero 200 (Ser200), a histidina nimero 440
(His440) e o acido glutamico namero 327 (Glu327) (SUSSMAN et al., 1991; SILMAN
e SUSSMAN, 2005).

A intoxicagdo por organofosforados se d& pelo seguinte mecanismo (Figura 2):
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Figura 7: Mecanismo de inibicdo da AChE.

Esse tipo de intoxicagdo ocorre no sistema nervoso central e no sistema nervoso
periférico. Os OP tém grande afinidade pela enzima AChE que, uma vez inibida, ndo sera
mais capaz de hidrolisar a ACh. A inibi¢&o ocorre no interior do sitio ativo, no aminoacido
serina da triade catalitica, via uma interacdo com o OP. No caso da AChE humana

(HUAChE), o OP liga-se covalentemente a Ser 203. Esta ligacdo ocorre entre 0 atomo de
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fosforo do organofosforado e o atomo de oxigénio da serina, com subsequente saida do
grupo -X do OP (ORDENTLICH et al., 2004).

Durante a inibi¢do da AChE, o sitio esterésico fosforilado pode sofrer regeneracdo
hidrolitica esponténea, porém, com uma velocidade tdo baixa que pode chegar a ser
insignificante. Assim, em 1951, Wilson mostrou que compostos contendo grupos
nucleofilicos como oximas (RCH=NOH), e hidroxilaminas (NH2OH), por exemplo,
reativavam a enzima com maior rapidez que a hidrolise espontanea. Ele ainda constatou
que a AChE fosforilada poderia ter a atividade esterase restaurada por substéncias que
deslocassem o grupo fosforila da enzima. Esta reativacédo seletiva pode ser alcancada por
um composto contendo um nitrogénio quaternario e um nucleéfilo, em que um nitrogénio
quaterndrio interaja com o sitio “aniénico” catalitico, deixando 0 nucleo6filo em posicéo
oposta ao atomo de fosforo (GILMAN, 2005; MUSILEK et al., 2011)

Um mecanismo para a reativacao da acetilcolinesterase € mostrado abaixo (Figura
3) e sugere que, para a reativacdo da enzima ser eficiente, esta depende da
nucleofilicidade da substéncia, neste caso do oximato. A oxima efetua um ataque

nucleofilico sobre o atomo de fosforo, formando uma fosforiloxima (KUCA et al., 2006).
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Figura 8: Mecanismo de ativacdo da AChE.
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2.3.3 Oxima 3-Fluor-4-PAM

Segundo Ginsburg e Wilson (1957), o iodeto de 3-fluor-4-hidroxiiminometil-1-
metilpiridinio € um derivado do composto 2-PAM que contém em sua estrutura um atomo
de flior no anel de piridina do iodeto de 4-hidroxiiminometil-1-metilpiridinio, sendo
considerado relativamente reativo e também chamado 4-PAM. Ao substituir o H pelo F,
observou-se que 0 pKa da oxima € reduzido de 8,6 para um valor entre 8,0-8,2, sendo esse
pKa considerado como 6timo fazendo-se comparativo com o 2-PAM e a diporoxima
(TMB-4) que possuem pKa 8,0 e 8,2 respectivamente e sdo considerados rapidos
reativadores da AChE. Devido a essas caracteristicas e a baixa dissociacdo da oxima 4-
PAM, podendo fazer o papel de uma solucdo tampéo bioldgica, espera-se que a oxima 3-
flior-4-PAM deva ultrapassar o reativador classico 2-PAM (GINSBURG e WILSON,
1957) na velocidade de reativacdo da AChE e também a 4-PAM (SOROF et al., 1985),
devido a presenca do flGor que pode conferir uma maior lipofilicidade a oxima. A fim de

ilustracdo, as estruturas dos compostos 2-PAM, 4-PAM e 3-fltor-4-PAM sdo mostradas

na figura 9.
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Figura 9: Estruturas das oximas 2-PAM, 4-PAM e 3-FlGor-4-PAM.

O atomo de fluor e grupo trifluorometil séo de particular interesse, uma vez que
promovem forte efeito de remocéo de elétrons. Os grupos -F e -CFz contribuem para um

namero de propriedades moleculares biologicamente importantes. Alguns dos farmacos
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mais conhecidos contendo flior com atividade antibacteriana séo as fluoroquinolonas. A
substituicdo isostérica de hidrogénio por flior em compostos de organofluoranos pode
aumentar a lipofilicidade e assim aumentar a taxa de penetracdo celular, que é uma
caracteristica muito importante na liberacéo de fa&rmaco, ambos referindo-se a bactérias
procarioticas, Gram-negativas, assim como células eucariéticas. A maior polarizabilidade
devido a liJgacdo C-F pode dar origem a novas possibilidades de ligacdo ao receptor. A
substituicdo do fluor pode também influenciar as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas da molécula (SAEED et al., 2009).

A lipofilicidade é um pardmetro molecular chave na quimica medicinal,
especialmente no desenvolvimento de farmacos ativos do sistema nervoso central que
requerem permeabilidade a barreira cerebral. Ela pode ser aumentada pela adi¢do de
atomos de fluor, e geralmente a troca do hidrogénio por ele, leva a molécula a se tornar
mais lipofilica. O exemplo disso é mostrado nos estudos de sondagem do efeito da
substituicdo de hidrogénio por fldor na lipofilicidade, que mostra que a substitui¢do de
um anico hidrogénio por fltor eleva o valor de log D em cerca de 0,25 (JEONG et al.,
2009).

Pensando nisso, Jeong et al.(2009) trabalharam no desenvolvimento de oximas
reativadoras permeaveis a barreira cerebral para a AChE inibida por agentes tdxicos
organofosforados. Eles hipotetizaram que a introducdo de flior em posicbes de anel
heterociclico de oximas de piridina poderia representar uma estratégia viavel para o
aumento da lipofilicidade, a permeabilidade da barreira cerebral e assim uma melhor
poténcia de reativacdo para a enzima AChE inibida, através de calculos assistidos por
computador de lipofilia para auxiliar na concepgdo de oximas de piridinio fluoradas
ideais. Os célculos de ab initio Hartree-Fock (HF) e da teoria do funcional da densidade
(DFT) B3LYP usando o pacote GAUSSIAN 03 foram realizados em oximas de piridinio,
incluindo 4-PAM e 3-Fluor-4-PAM, para medir e comparar as densidades eletrénicas.
Como resultados eles obtiveram que 3-Fldor-4-PAM é mais lipofilico do que a substancia
ndo fluorada, 4-PAM. Consequentemente, 0 composto 3-F-4-PAM deve ser capaz de
penetrar mais a barreira cerebral em comparagdo com a substancia 4-PAM e

consequentemente gerar uma reativacdo mais rapida para a enzima AChE.
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24  LIQUIDOS IONICOS

2.4.1 Aspectos Gerais

Os liquidos i6nicos, em um consenso, podem ser considerados como sais com
temperatura de fusdo abaixo da temperatura de ebulicdo da agua. Eles sdo formados por
pares idnicos, 0s quais tanto cations quanto anions podem ser modificados quimica e
estruturalmente, gerando uma imensa gama de produtos com caracteristicas fisico-
quimicas bastante diferenciadas (SPEZIALI e SINISTERRA, 2015).

A primeira pesquisa sobre liquidos idnicos é datada de 1914. Em 1914, Walden
(PLECHKOVA e SEDDON, 2008), definiu liquidos iénicos como: materiais que s&o
compostos de cétions e anions que fundem a 100 °C ou abaixo desta temperatura. Esta
temperatura ndo tem qualquer significado quimico ou fisico, mas persiste até os dias
atuais, somente recentemente estudos estdo sendo feitos para verificar essa afirmacao.
Um potencial incrivel para muitas aplicacdes devido a sua pressao de vapor desprezivel
em condi¢des normais de operacdo e grande faixa de temperatura de trabalho séo
atribuidos aos liquidos iénicos.

Duas categorias sdo usadas para classificar os liquidos idnicos simples (formados
por apenas um cation e um anion) e binarios (formados por mais de um cétion e anion e
envolvem um equilibrio idnico). Exemplos das duas categorias sdo 0 [EtNH3]"NOs e o
dialquilimidazolio, que tém suas propriedades vinculadas a fracdo molar dos constituintes
de seu equilibrio (EARLE e SEDDON, 2002; WASSERSCHEID et al., 2002 ).

Normalmente sdo usados como cations em liquidos i6nicos, grupos que possuam
anéis aromaticos que dispersam a carga positiva, fazendo com que ele apresente baixa
polarizacdo em sua densidade de carga na superficie do cation. A dispersdo na polarizacdo
da carga, também é observada nos cations quaternarios de amonio e fosfonio, nos quais a
carga positiva esta fortemente localizada no atomo central (nitrogénio ou fosforo), porém
esta carga ndo esta acessivel na superficie da molécula, e por essa razdo a polarizagéo da
carga é dispersa sobre as cadeias alquilicas. Os anions que fazem parte dos liquidos
ibnicos devem ter uma alta simetria e sua carga negativa deve ser dispersa sobre os quatro

ou seis atomos ligados ao atomo central, como no BFs e PFe, ou ser dispersa por
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conjugacdo como no anion bis (trifluorosulfanil) amida. Essas condi¢des sdo necessarias
para que tanto o cation como o anion, nao apresentem forte polarizacéo da carga em sua
superficie, ndo havendo assim a agregacao dos ions e, consequentemente, a formacéo do
cristal (SILVA, 2004).
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Figura 10: Exemplos de cations e anions utilizados em liquidos idnicos.

Uma importante aplicagdo para os LI’s ¢ a possibilidade de sua utilizagdo como
solvente verde em processos de sintese e catalise, pois possuem como caracteristicas
serem bons solventes tanto para materiais organicos e inorganicos, podendo ser
combinados a reagentes e introduzidos na mesma fase, por serem compostos constituidos
por ions de fraca coordenacdo, tém potencial de serem altamente polares em solventes
ndo coordenantes, apresentam miscibilidade em uma série de solventes orgéanicos,
proporcionando uma solucdo ndo aquosa polar, sendo uma alternativa quando existem
sistemas bifasicos e por ndo serem volateis, podem ser utilizados em sistemas de alto
vacuo. (WELTON, 1999).

Por apresentarem as caracteristicas citadas anteriormente, os liquidos idnicos
representam uma classe unica de fluidos que combinam propriedades interessantes, tais
como boa estabilidade térmica, ampla gama de fluidez, alta condutividade idnica, amplo
potencial eletroquimico e baixa/negligenciavel volatilidade. A origem destas
propriedades unicas decorre principalmente do conjunto de varias interagcdes entre os ions
(por exemplo forca de Coulomb, ligacdo de hidrogénio, forca intermolecular) (LIU et al.,
2010; FEDOROV e KORNYSHEV, 2014). Assim, os liquidos idnicos podem ser
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estrategicamente projetados para aplicacGes especificas, quando as interacfes ibnicas sdo
entendidas em detalhe e em nivel molecular.

Shi e Wang (2016) apresentaram resultados que confirmam que os liquidos
ibnicos possuem caracteristicas Unicas, citadas acima, devido a sua dupla natureza ibnica
e organica, comparando as estruturas de ions/molécula estruturadas como gaiolas, obtidas
a partir de simulacdes de dinamica molecular para sete liquidos prototipicos - um sal
fundido inorgéanico, quatro liquidos i6nicos, um solvente organico altamente polar, e um
solvente organico fracamente polar, que revelaram que a profundidade desse panorama
de energia na gaiola caracteriza a natureza ionica dos liquidos idnicos, enquanto que a
inclinacdo e curvatura de suas energias minimas determinam a natureza organica desses
liguidos, sendo uma descoberta importante para o auxilio na compreensdo no
comportamento dos liquidos i6nicos e, portanto, ajudar em uma utilizacdo eficiente, bem
como a concepgdo sistematica de novos liquidos idnicos funcionalizados.

Nos ultimos anos avancos significativos no uso de liquidos ibnicos e &gua como
solventes em reagdes como hidrogenacdo catalitica, hidrogenacdo por transferéncia,
oxidacdo, hidroformilacdo, carbonilacdo, alquilacéo, acilagéo, substituicdo nucleofilica,
halogenacdo, condensacéo, ciclizacdo de Diels-Alder e adicdo de Michael, entre outros.
Na quimica organica sintética, o uso de solventes verdes, mesmo em catalisadores
homogéneos e heterogéneos, apresenta muitos avangos. Com relacdo aos compostos
organofosforados, ja verificou-se que tanto liquidos ibnicos como a agua promovem
reacOes principais levando a substancias de importancia pratica e de investigacao
(ALBRYCHT et al., 2005). Exemplos na literatura de liquidos i6nicos com compostos
organofosforados sdo escassos, no entanto, esses principios e métodos "verdes" entraram
muito lentamente na quimica organofosforada em compara¢do com a sintese organica
geral, aparentemente devido a adverténcias relacionadas a instabilidade de compostos
organofosforados nestes solventes (ODINETS e MATVEEVA, 2010).

2.5 ESPECTROSCOPIA

Existem diversas maneiras de se identificar um material, da mais rudimentar até a

mais tecnologicamente avancada (LEITE e PRADO, 2012). As vérias tecnicas
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espectroscopicas existentes podem ser utilizadas para uma série de finalidades, como
determinar a concentracdo de substancias em alimentos e medicamentos, permitindo
avancos no controle de qualidade desses produtos, melhor compreenséo das propriedades
microscopicas responsaveis por caracteristicas macroscoépicas, algo fundamental para o
desenvolvimento, producdo e utilizacdo de novos materiais, procurar e descobrir
elementos e substancias que constituem a matéria de estrelas e planetas (STUART, 2004;
CHALMERS e GRIFFITHS, 2012).

Particularmente, as técnicas espectroscopicas podem ser utilizadas para a
caracterizacdo de materiais, ou seja, com elas € possivel obter informacdes sobre 0s tipos
de ligacGes entre atomos, a vizinhanga atdmica desses atomos e ligacdes, a presenca e a

concentragdo de substancias em amostras, etc (LEITE e PRADO, 2012).

2.5.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi desenvolvida no
final dos anos quarenta para fins de estudar os nicleos atbmicos. Em 1951, descobriu-se
que a espectroscopia de RMN quimica podem ser utilizadas para determinar as estruturas
de compostos organicos. Esta técnica pode ser usada apenas para estudar nucleos
atdbmicos com um namero impar de prétons ou néutrons (ou ambos), apresentados em
atomos de 1H, 3C, °F e 3IP. Esses niicleos sdo magneticamente ativos, ou seja, possuem
spin, como os elétrons. A medida que os niicleos tém carga positiva e tem um movimento
de rotacdo em torno de seu efeito spin, faz com que se comportem como se fossem
pequenos imas. Na auséncia de campo magnético, os spins nucleares sdo orientados
aleatoriamente. No entanto, quando uma amostra é colocada num campo magnético, os
nacleos com spin positivo estdo orientados na mesma dire¢do do campo, num estado de
energia minima chamado de spin o, enquanto os nucleos com spin negativo sdo orientados
para oposto ao campo magnético, em um estado de energia mais elevado chamado estado
de spin B. Existem mais nucleos com estado de spin a (devido a sua menor energia) do
que na B, mas a diferenca ndo ¢ enorme, o que ¢ suficiente para estabelecer a base de

espectroscopia de RMN (VALCARCEL et al., 2008).
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Para obtencdo dos espectros € preciso monitorar transicdes de spin nuclear
sofridas por ndcleos atbmicos submetidos a um campo de indugcdo magnética. Em tais
condices, a energia envolvida nessas transi¢cdes é quantizada, sendo que o deslocamento
quimico (), um dos parametros fundamentais da RMN, esta diretamente relacionado com
a frequéncia da radiagéo absorvida por um nucleo ao sofrer esse processo. Essa frequéncia
(v) depende, por sua vez, da intensidade do campo de inducdo magnética, B, a que o
nacleo se encontra submetido. Essa relacdo é apresentada pela equacdo 1, onde Y é a
chamada constante magnetogirica, que depende unicamente do ndcleo monitorado
(SANDERS e HUNTER, 1993).

Y =
=—|B 1
14 27T| ol

Os ndcleos atbmicos em uma determinada amostra, se encontram degenerados;
porém, quando esses nlcleos sdo submetidos a um campo magnético externo (Bo), a
degenerescéncia é quebrada e os ndcleos passam a se orientar na direcdo de Bo. Na
auséncia de um campo magnetico externo (Bo=0), 0s spins nucleares se encontram no
mesmo nivel de energia. No caso dos atomos de *H, por exemplo, ndo ha distingdo entre
os estados a e . Contudo, com a imposi¢do de Bo, ha 0 surgimento de diferentes niveis
de energia entre esses dois estados devido a interacdo entre 0 campo Bo € 0 momento
magnético nuclear (1) de cada nucleo, o qual se relaciona com 0 momento angular de

spin nuclear e com a constante magnetogirica (y) através da equacdo 2 (MONTES, 2016).

—

fi=y=L 2

No espectrometro de RMN, a amostra é submetida a Bo, contudo, os nucleos
presentes nessa amostra ndo estdo efetivamente submetidos a este campo, pois quando
submetidos a Bo, 0s elétrons interagem com ele e, dessa maneira, passam a criar eles
mesmos um campo magnético induzido B (toda a carga elétrica em movimento cria um

campo de inducdo magnética), cuja intensidade é proporcional a do campo externo Bo,
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representado pela relagéo |§ | = a|§:| ,em que o ¢ a constante de proporcionalidade entre
0s campos magneticos, chamado de constante de blindagem (GIL e GERALDES, 1991).

Segundo Silverstein et al. (1991), o deslocamento quimico dos diversos nucleos
de uma molécula depende do ambiente eletrdnico que circunda cada um deles e essa
dependéncia se encontra expressa pela constante de blindagem . O deslocamento quimico

€ um numero pequeno e adimensional, geralmente expresso em partes por milhdo (ppm).

6= Oreferéncia — Onicleo 3

Um dos fatores que interferem na blindagem magnética é a densidade de cargas ao redor
do nucleo. Tomando o atomo de hidrogénio como exemplo, que possui uma distribuicédo
de cargas com simetria esférica, ha uma contribuicdo chamada blindagem diamagnética,
odia. ESte valor pode ser calculado teoricamente, porém, para atomos maiores, 0S
resultados obtidos s&o diferentes dos observados experimentalmente, por isso ha também
uma contribui¢do chamada blindagem paramagnética, para, que corrige tal diferenca com
base no efeito da distribuicdo de cargas ndo-esféricas. Outros fatores que também
interferem na blindagem magnética sdo (CLARIDGE, 2009):

e A contribui¢do para a anisotropia magnética de grupos vizinhos, on;
e O efeito de corrente de anel em arenos, oR;
e O efeito de campo elétrico, oe;

e O cfeito de interagdes intermoleculares, ci.

Dessa forma, a constante de blindagem magnética pode ser calculada de acordo com
a Equacdo 4 e é diferente para cada nucleo estudado (Claridge, 2009).

0 = Ogiq + Oparq + Oy + O + 0, + 0; 4
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2.5.1.1 O Nucleo de Fltor

O nucleo do fluor tem a vantagem de ter 100% de abundancia natural e alta razéo
giromagnética, € 20% menos sensivel que H, e ressona a 94% da radiofrequéncia do *H.
Os espectros de RMN de *°F de substéincias organofluoradas sdo geralmente de primeira
ordem e possuem o intervalo de deslocamento quimico muito maior que o de H, com
cerca de 350 ppm. Além disso, a intensidade dos sinais no espectro de RMN de °F é
bastante informativa, pois fornece o nimero relativo deste elemento naquele sinal, bem
como o0s possiveis acoplamentos que estes possam realizar entre si. O nimero quantico
de spin (1) nuclear de flGor é 1/2, permitindo o seu acoplamento com protons e carbonos
vizinhos, com tempos de relaxacéo suficientemente longos para serem observados e com
valores de integracdo confiaveis. As analises das constantes de acoplamentos JH-F, JC-F
e JF-F sdo importantes evidéncias na elucidacdo das estruturas dos organofluorados
(BRANCO et al., 2015).

Devido a vasta aplicacdo industrial dos organofluorados especialmente na
indUstria de plasticos, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de fltor (*°F
RMN) ganhou grande relevancia, por isso, 0s espectrdmetros de ressonancia magnética
nuclear, disponiveis em industrias e instituicbes académicas, possuem sondas para 0O
nacleo de fluor, acrescido a isso, a importancia dos organofluorados, faz com que o
espectro de RMN de °F seja o terceiro mais utilizado, apo6s os de *H e *C (DOLBIER,
2009; EVERETT, 1988; GERIG, 2001).

Levando-se em conta que moléculas fluoradas sdo essencialmente ausentes no
meio bioldgico, para analises in vivo ndo hé sobreposicao de sinais de fundo, ou seja, as
moléculas fluoradas aplicadas no organismo podem ser estudadas por RMN de '°F sem
que haja a interferéncias de sinais de substancias enddgenas, como ha no caso dos de
RMN de *H, 3C e *N (BRANCO et al., 2015).

Para célculo de RMN de substancias que possuam nucleos de fluor, o
fluorotriclorometano, o fluorocloroférmio (CFClz), é o padrdo interno aceito para
assinalar o deslocamento zero na RMN de °F embora o sinal ndo seja um singleto. O

sinal do CFCls apresenta quatro linhas de intensidades diferentes, devido ao efeito
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isotopico dos nucleos de cloro com deslocamentos quimicos diferentes (BRANCO et al.,
2015).

26 METODOS COMPUTACIONAIS

Com o aumento do poder computacional e maior acesso a grandes clusters
observados durante a ultima década, métodos de simulacdo tornaram-se uma ferramenta
cada vez mais Gtil para muitos campos da ciéncia, incluindo quimica, ciéncia dos
materiais, fisica da matéria condensadas, e biofisica (MORALES et al., 2014). A quimica
computacional é um ramo da quimica que tem atingido um crescente interesse, inclusive
entre quimicos experimentais. Nesta area de concentracdo, problemas quimicos sdo
resolvidos por métodos computacionais, nos quais um modelo do mundo real é
construido, tanto com propriedades mensurdveis como ndo mensurdveis que Sdo
computadas e comparadas com propriedades determinadas experimentalmente. Esta
comparacao valida ou invalida 0 modelo que € usado. No primeiro caso, 0 modelo pode
ser usado para estudar as relagOes entre parametros e suposicdes acerca de um modelo
experimental ou para prever quantidades desconhecidas ou ndo mensuraveis (VAN
GUNSTEREN e BERENDSEN, 1990).

Desde que a quimica se referiu ao estudo das propriedades das substancias ou
sistemas moleculares em termos de &tomos, o desafio basico para a quimica
computacional é descrever ou mesmo prever (VAN GUNSTEREN e BERENDSEN,
1990):

1. A estrutura e a estabilidade de um sistema molecular,
2. A energia (livre) de diferentes estados de um sistema molecular,
3. Os processos de reacdo dentro de sistemas moleculares em termos de interagdes no

nivel atbmico.

Estes trés desafios basicos sdo listados de acordo com a dificuldade crescente. O
primeiro desafio refere-se a previsdo de que o estado de um sistema tem a menor energia.

O segundo desafio vai mais longe: envolve predicdo da energia relativa (livre) de estados
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diferentes. O terceiro desafio envolve predicdo do processo dindmico de mudanca de
estados (VAN GUNSTEREN e BERENDSEN, 1990).

A maioria, se ndo todas, das simulacBes de computador usando particulas
requerem a especificacdo da energia potencial do sistema como uma funcdo das
coordenadas das particulas (FRENKEL e SMIT, 2002). A maioria dos métodos ab initio,
representam sistemas como feitos de elétrons e nucleos atbmicos, e a lei de Coulomb é
suficiente para explicar todas as interagbes. Em todos os outros casos, as particulas
representam objetos compostos, tais como atomos ou ndcleos atdmicos, revestidos por
elétrons do nucleo, possivelmente, incorporados em um mar de elétrons de valéncia
descritos em algum nivel aproximado de uma teoria de muitos corpos. Entdo, todas as
interagOes relevantes precisam ser trabalhadas para fora em uma base caso a caso, e 0
esforgo necessario para determinar as forcas inter-particulas pode representar uma fragao
consideravel do trabalho a ser feito para investigar sistemas de matéria condensada, por
exemplo (MORALES et al., 2014).

2.6.1 Dinamica Molecular Cléassica

Desenvolvido como um método simples, no final dos anos 1950, os algoritmos de
dindmica molecular classica tém evoluido muito, especialmente para o estudo dos
sistemas bioldgicos. Todos os &tomos em simulagdes de dindmica molecular classica,
empregando mecanica classica, permitiram o estudo de uma ampla gama de sistemas
bioldgicos, a partir de pequenas moléculas, como anestésicos (BERNARDI et al., 2009)
ou pequenos peptideos (MENDES et al., 2012), a complexos de proteinas muito grandes,
como os ribossomos (BOCK et al., 2013).

A maioria dos protocolos de dinamica molecular classica esta bem estabelecida e
pode ser aplicada a uma ampla gama de investigaces, enquanto novos protocolos
continuam a ser desenvolvidos, “empurrando” as limitagdes das simulacdes de dinamica
molecular classica (BERNARDI et al., 2015; PERILLA et al., 2015; GOH et al., 2016).
Amostragens conformacionais, simulagdes muito longas (no regime milissegundo),
sistemas muito grandes (como complexos proteicos na escala megadalton) e resolugéo de

grandes estruturas no espaco real sdo algumas dessas limitacdes. No entanto, embora a
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maioria dos protocolos esteja bem estabelecida, a necessidade de compreender os detalhes
subjacentes a estes protocolos levou a dindmica molecular classica a ser vista por um
longo tempo como uma técnica exigente e apenas acessivel a um usuario com profundo
conhecimento em metodologias computacionais (RIBEIRO et al., 2016).

A solucdo numérica das equacbes 1 e 2 € a base dos célculos da dinamica
molecular (NAMBA et al., 2008).

Fy(t) = mq; 1
_ 0V(rl) 2
Fi(t) = ar,

onde Fi representa a forca que atua sobre cada particula do sistema em um instante de
tempo t, e a; € a aceleracdo do atomo i de massa m; (NAMBA et al., 2008).

O tratamento classico sé permite a resolucdo destas equacdes para sistemas com
até duas particulas independentes. A resolucdo para sistemas maiores é feita com o uso
de métodos numéricos. Se a posi¢do no tempo t é r(t), a posicdo apds um intervalo de
tempo curto At pode ser obtida pela seguinte série de Taylor (SANT’ANNA, 2009):

a0 =)+ Tac s ETAC L 3
4 =7 dt de? 2

Essa solucdo numérica entdo depende do conhecimento da posicdo r(t), da
. dr ~  d?r , . . ~
velocidade — e da aceleracao — para cada atomo, além de algumas aproximacdes para

as contribuicdes de termos de maior ordem. O intervalo de tempo At de cada etapa da
trajetdria € um parametro de grande importancia em um célculo de dindmica molecular.
Primeiramente, At deve ser pequeno o suficiente para que a aceleracdo possa ser
considerada constante neste intervalo; todavia, intervalos muito pequenos fariam com que

os tempos de calculo da trajetoria completa se tornassem proibitivos. Na pratica, o At

usado ¢é da ordem de 0,5a 1 fs (1 fs = 10" s) (SANT’ANNA, 2009).
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O tempo da trajetdria avaliada é em geral curto, visto que a simulacdo de dindmica
€ um processo computacionalmente bastante custoso. Para sistemas na faixa dos milhares
de &tomos, a maior parte das simulacdes se restringe as centenas de picossegundos (1 ps
=102s), a menos que computadores com elevada capacidade de processamento sejam
utilizados. Para sistemas menores, a trajetoria pode em alguns casos alcancar a faixa dos
nanossegundos (SANT’ANNA, 2009).

Para realizar calculos de dindmica molecular classica, é preciso determinar um
conjunto de equacGes empiricas e parametros utilizados em cada esquema de mecénica
molecular, chamado de campo de forcas. Definido isso, é possivel determinar a forca que
atua sobre cada atomo, calculando-se a primeira derivada da energia potencial obtida do
campo de forcas escolhido com relacdo a posicdo dos nudcleos. Assim, essas equagdes
serdo resolvidas simultaneamente em um pequeno espaco de tempo. Desta forma, é obtida
a trajetoria de cada atomo do sistema com relacdo ao tempo (NAMBA et al., 2008).

Para que a simulacdo de dinamica molecular classica seja realizada, algumas
condigdes iniciais sdo essenciais, quais sejam, a especificacdo das posi¢des iniciais das
particulas que comp&em o sistema e a montagem do sistema que deve ser colocado dentro
de uma caixa que pode adotar diferentes geometrias (embora, geralmente, seja uma caixa
cubica). Para sistemas biomoleculares, é importante adicionar moléculas de dguas dentro
do sistema e, na caixa, ser aplicado o modelo de condicdo periddica de contorno, evitando
que as moléculas de agua escapem do meio (NAMBA et al., 2008).

O sistema deve ser minimizado ainda, antes da simulacdo comecar, coma
finalidade de se evitar maus contatos entre os &tomos. A minimizacéao, ou otimizacdo, do
sistema € feita a fim de obter uma energia proxima do minimo local. Os algoritmos de
minimizacdo mais utilizados sdo o método do méaximo declive (steepest descent), o
método dos gradientes conjugados e 0 método quasi Newton Raphson (NAMBA et al.,
2008; MANCINI, 2013).

2.6.2 Dinamica Molecular Quéntica

Um fundamento rigoroso da mecénica quantica é dado pela predicdo de

propriedades quimicas, observaveis por meio de postulados e teoremas da mecanica,
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segundo os primeiros principios. De modo geral, segundo o postulado fundamental da
mecanica quantica, sistemas microscopicos sdo descritos por fungdes de onda que
caracterizam todas as propriedades fisicas deste sistema. Em particular, hd na mecénica
quantica operadores correspondentes para cada carater fisico observavel (CRAMER,
2004).

Os postulados da mecénica quantica foram introduzidos a partir de 1920 por varios
fisicos tedricos da época, tais como Bohr, Einstein, Heisenberg e, principalmente,
Schrodinger, tendo como objetivo central a resolucdo da Equacdo de Schrodinger, por
meio da qual ¢ possivel obter uma fung¢do de onda ¥ que descreve sistemas por completo
(SANTIAGO, 2014).

A equacdo para estados estacionarios pode ser apresentada da seguinte forma:
PI\V =Evy 4

onde o H é o operador Hamiltoniano, que ¢ aplicado sobre a fun¢io de onda retornando
amesma funcdo multiplicada pela energia do sistema em estudo, E. Como a solugéo exata
da equacdo de Schrédinger ndo é possivel para sistemas multieletronicos, sdo utilizados
em tais casos métodos aproximados baseados ainda no conceito da funcdo de onda ou em
outras abordagens (SANTIAGO, 2014).

2.6.3 Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

A previsdo de propriedades moleculares quantitativamente ou tendéncias
qualitativas dessas propriedades e explicar a natureza da ligagdo quimica estdo entre os
principais objetivos da Quimica Quantica. A Teoria do funcional de densidade (DFT)
emergiu como alternativa aos tradicionais métodos ab-initio padrdo, que sdo baseados em
equacbes de Hatree-Fock-Roothaan (HFR), pois apresenta maiores velocidades
computacionais e espaco em memoria por exigirem menores requisitos computacionais.
Pensando em um sistema hipotético modelado com n fungdes de base, observaremos um
esforco computacional aumentado na ordem de n, enquanto que em métodos de Hatree-
Fock, aumentam na ordem de n* e n® (LABANOWSKI e ANDZELM, 1991).
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A Teoria do Funcional da Densidade baseia-se em dois teoremas propostos por
Hohenberg e Kohn [H-K] (HOHENBERG e KOHN, 1964). O primeiro teorema
estabelece que todas as propriedades de um sistema de particulas no estado fundamental
podem ser conhecidas se for determinada a densidade de carga, po (X,y,z), do sistema. Ou
seja, se for conhecida a fungéo po (X, Y, z), qualquer propriedade no estado fundamental
pode ser determinada como um funcional da densidade de cargas no estado fundamental,
como (DANTAS, 2009):

(0) = O[Po(x'y,z)] 5

O segundo teorema estabelece, que se o funcional existe, entdo ele tem um minimo
de energia no estado fundamental do sistema. Sendo p a fungao de densidade (DANTAS,
2009).

E[p] = E[po] 6

A partir do teorema de H-K pode-se escrever o valor esperado do Hamiltoniano
no estado fundamental como (DANTAS, 2009):

Eq = (P|H|Y) = E[po(x,y,2)] 7
E a Eo pode ser descrita com o auxilio do método variacional, que se trata de uma
“ferramenta” matematica utilizada para encontrar aproximacdes do valor préprio de mais
baixa energia ou estado fundamental. (DANTAS, 2009),

_SE[p(x,y,2)] :
E, = 5

Assim, o método DFT é baseado na densidade eletronica, designada por p, sendo uma
funcgéo tridimensional que carrega toda informagédo do sistema. Para efeitos de célculo,
um funcional de densidade € utilizado para obter a energia para a densidade eletrénica, e

a posterior minimizagdo desse funcional leva a energia do estado fundamental do sistema
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multieletronico. Um funcional é uma funcédo de uma funcéo que, nesse caso, € a densidade
eletrbnica. Atualmente, inimeros funcionais ja foram propostos e outros tantos estdo em
estudo. Para que se faca uso de algum deles, € preciso entender as necessidades do sistema
em estudo e saber quais as vantagens e desvantagens que aquele funcional pode trazer
para o seu estudo (KOCH e HOLTHAUSEN, 2001, FERREIRA, 2011; ROCHA, 2013).

Para resolver a energia pelo método DFT, Kohn e Sham propuseram que o

funcional tem a forma, de acordo com a equagédo (MANCINI, 2013):

Elp(M)] = Telp(M)] + Vaelp()] + Vee[p(1)] + Exe[p(1)] 9

Em que Vne € a energia potencial de atracdo nucleo-elétron e Vee a energia de

repulsdo elétron-elétron. Ambas sdo dada pelas equacbes 10 e 11. (MANCINI, 2013)

nuclei

7.
helo®l = 3 [ =Zpmyar 10
J

Vo [p()] = ﬂ p(ﬁ)p( z) dr.dr, n

O Excé o termo de incluséo dos efeitos de correlacdo eletrbnica, sendo esse termo
dividido em energia de troca (Ex) e energia de correlagdo (Ec). Assim, a dificuldade do
uso do método baseado na teoria do funcional da densidade é a definicdo desse funcional
Exc, sendo o uso desses funcionais a diferenga entre os métodos de DFT (MANCINI,
2013).

A aproximacao mais simples para v,.[p](7), a aproximagdo da densidade local
(LDA, de Local Density Approximation), também foi proposta por Kohn e Sham. A LDA
estd baseada no paradigma mais utilizado em Fisica do Estado Sélido, o gas homogéneo
de elétrons. Com esta aproximacéo, as equacdes de Kohn-Sham séo pouco mais dificeis
de resolver do que o atomo de hidrogénio, porém sdo facilmente resolvidas num

computador. Apesar da sua simplicidade, a LDA da resultados espantosos, para sistemas
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finitos, como atomos e moléculas, por exemplo, a precisdo € equivalente a do método de
Hartree-Fock (MARQUES e BOTT], 2006).

Desde a proposicao do LDA, ja foram propostas inimeras outras aproximacoes
para o potencial de troca e correlacdo. As mais populares para o estudo de sélidos sdo
agora as chamadas aproximacOes generalizadas de gradientes (GGA, de Generalized
Gradient Approximation), aproximag6es um pouco mais complexas do que a LDA, ja que
envolvem o gradiente da densidade. Em Quimica Quéntica, para o estudo de moléculas
em fase gasosa, 0s métodos mais em voga sdo hibridos, contendo uma mistura de GGA
com Hartree-Fock. Estes métodos hibridos tém uma precisdo mais elevada do que muitos
dos meétodos tradicionais da Quimica Quantica, mantendo, contudo, uma grande
simplicidade computacional, o que permite a sua aplicacdo a sistemas de grande
complexidade (Marques e Botti, 2006).

3 OBJETIVO

Essa dissertacdo tem como objetivo especifico:

e Avaliar o efeito térmico e do solvente utilizando simulacdo de dindmica molecular
e calculo de pardmetros de RMN (deslocamento quimico) em agua e em liquidos

idnicos de uma oxima modelo.
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ARTIGO

MODELLING OF NMR PARAMETERS OF OXIMES IN WATER AND IONIC
LIQUIDS FOR DETECTION OF ORGANOPHOSPHORUS COMPOUNDS:
IMPLICATIONS OF SOLVATION SHELL STRUCTURE



ABSTRACT

The use of organophosphorus (OP) compounds in agriculture is widely exploited
worldwide and poisonings from its use are also constant. In addition, terrorist attacks
around the world use the OPs as weapons of mass attack causing numerous damage to
various populations in the world. Based on this, this work aims to employ the molecular
dynamics and the theoretical calculation of NMR techniques to investigate the theoretical
and solvent effects on NMR parameters of oximes, in a sequential QM / MM approach.
Using GROMACS software, a classic molecular dynamics simulation was performed for
the 4-PAM oxime and 3-F-4-PAM using water and BMIM-BF4 as solvents using the
OPLS form field. Subsequently calculations of quantum molecular dynamics and NMR
were performed to identify the fluorine of 3-F-4-PAM oxime as a spectroscopic probe for
the treatment of OP intoxication, using the Gaussian 09 software, with the methodology
GIAO using B3LYP/ 6-31G(d,p). In this line, from our calculations, the use of ionic
liquids can provide a reasonable balance between cost and accuracy for detection and
modeling of modeling MRI contrast agents for AChE enzymes inhibited by

organophosphorus compounds.

INTRODUCTION

Organophosphate (OP) compounds have been employed in the agricultural
activity for several decades®. These compounds have neurotoxic effects on the central
nervous system, and their toxicity is due to the irreversible inhibition of
acetylcholinesterase (AChE), enzyme responsible for the hydrolysis of the acetylcholine
neurotransmitter?,

The treatment for the poisoning by OP is a huge concern for the humanity, because
they have toxic properties being used to kill, wound or incapacitate enemies wars or
associated with military operations®. One of the most relevant aspects regarding the use
of chemical weapons is related to their high destruction power and low cost, when
compared to conventional weapons* and the numerous terrorist attacks have been taking

place in the world in recent years®. Currently, the use of oximes to reactivate AChE



enzyme inhibited by OPs is the most important form of treatment against the
organophousphorus poisoning®. To reactivate the enzyme AChE, an oxime makes a
nucleophilic attack on the phosphorus of the OP, forming an phosphoryloxime and
reactivating the AChE enzyme, which reactivation mechanism is shown in Figure 1’
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Figure 1: Reactivation Mechanism of AChE after the OP intoxication. &

Oximes are also important due to their characteristics as anti-inflammatory, anti-
allergic, antibacterial and fungicidal drugs, as well as their hematotoxic effects®. In
addition, the oximes can be applied as antidotes or chemical sensors for nerve agents,
vasodilators, anticancer drugs, applications in food sciences, prodrugs for
pharmaceutically active ketones such as ketoprofen and nabumetone®. Many oximes, such
as the 2-pyridinealdoxime methyl (2-PAM) and 4-pyridinealdoxime methyl (4-PAM) and
this variation 3-fluoro-4-[(hydroxyimino)methyl]-1-methyl-Pyridinium (Figure 2), are
known, and their properties are very studied®. In 1995, 2-PAM was used in Japan for
detoxification by the contamination with Sarin. In this accident, 13 people have died and

almost 5000 were injured in the subway of Tokyo 1,
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Figure 2: Molecules of oximes 2-PAM , 4-PAM and 3-F-4-PAM.

Although many research efforts have been devoted in recent years to detect OP
compounds, this sort of study is difficult and progress has been made recently with the
use of oximes.® Generally, the detection of OP is performed employing high and
expensive techniques, such as Gas Chromatography (GC) and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)'?. Just recently, new techniques to detect these
organophosphorus compounds have been investigated. For instance, Zamfir et al.®
developed a highly sensitive AChE biosensor for detection of carbamate drugs based on
the tetrathiafulvalene—tetracyanoquinodimethane (TTF-TCNQ)-ionic liquid gel
thiocholine sensor. The sensor was used for the detection of two carbamate therapeutic
drugs and very low detection limits of 26 pmol.L eserine and 0.3 nmol.L neostigmine
were achieved. The analysis of spiked tap water proved the biosensor capability to be
used as a screening method for detection of carbamate drugs in waste waters,

In this context, the use of lonic Liquids as support for sensors and biosensors and
as electrolyte is still little explored, but very promising. Zhu et. al (2015)* discovered
that the IL based on the imidazolium cations combined with a hydrophilic group such as
sulfonate promotes an electrooxidation of glucose, which is an excellent alternative for
developing some novel and powerful biosensors. For instance, Galpothdeniya et. al
(2014)* report a fluorescein-based room temperature ionic liquid (RTIL) as a fluorescent
probe for highly selective and sensitive detection of albumins, observing an excellent
correlation between fluorescence intensity and human albumine (HSA) concentration.

Thus it was concluded that the ionic liquid [Pess14]2[FL] is a very promising material for



an inexpensive, rapid, and label-free detection of albumins in agueous medium with a
high degree of accuracy, sensitivity, and selectivity 4.

lonic Liquids can also be used as an alternative to traditional solvents employed
in analytical techniques and photochemical processes. In fact, the use of ionic liquids
allied to analytical methods, such as UV—Visible spectroscopy, mass spectrometric
analysis and chromatographic analysis (incorporating mass spectrometry or otherwise)
have revealed great utility for the analysis of complex mixtures.1® 7

Among the spectroscopic techniques, NMR is widely used as analytical technique
for the studies in solution as well as at the solid state. In addition, NMR is a non-
destructive technique, chemical reactions can take place in the spectrometry as well as
there is a precise temperature control with a broad temperature range available (173-403
K) on typical instruments and another properties that makes this technique favorable for
detection of AChE inhibitors!®?°,

Specially, the **F NMR spectroscopy, which is of great importance due to the vast
industrial application of organofluorides has gained great relevance, so nuclear magnetic
resonance spectrometers available in industries and institutions have probes for the
fluorine nucleus probes, and the importance of organofluorides, make the *F NMR
spectrum the third most used after *H and *3C 202122 taking into account that fluorinated
molecules are essentially absent in the biological environment, for in vivo analysis there
is no overlap of background signals, that is, the fluorinated molecules applied in the body
can be studied by °F NMR without any signal interference of endogenous substances, as
in the case of 'H, $3C and >N NMRZ,

Based on this context, this work aims to employ molecular dynamics and NMR
theoretical calculation to investigate the solvent and thermal effects on NMR parameters

of oximes, in a QM/MM sequential approach.
METHODOLOGY
For the study of thermal and solvent effects by NMR parameters, 3-fluoro-4-

[(hydroxyimino)methyl]-1-methyl-pyridinium (3-F-4-PAM) oxime and the IL 1-Butyl-
3-methylimidazolium tetrafluoroborate (BMIM-BF4) have been selected.



In order to describe solvent effects on the spectroscopic properties of 3-Fluoro-4-
PAM oxime, some theoretical methodologies have been used and validated in previous
studies, such as continuous models 2+ 2° and explicit modeling. 2* % 2 For a continuous
approach, we used the continuous polarizable model (PCM), which is applied in two
phases: geometry optimization and the evaluation of magnetic shielding constants.?

As solvation shell, only 3 molecules of BMIM-BF, and 5 water molecules were
used, which were chosen according to the first solvation shell obtained by the radial

distribution function (RDF) from the classical molecular dynamics simulation, shown in

Figure 3.
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Figure 3: Radial distribution function (RDF) for the solvation layers of the 3-F-4-PAM
+ BMIM-BFsand 3-F-4-PAM + H0, at 300 K.

The molecular dynamics simulations were performed by using the OPLS?’ force
field for the oxime molecule, 4-PAM, while for the BMIM-BF4 potential model was based
on GAFF?® and SPC/E? for the water model. All MD calculations and analysis were
supported by GROMACS 4.6.5% suite package. For the equilibrium of the density a NpT
ensemble simulations were performed with the v-rescale and Berendsen methods using a
coupling time of 1 ps and 2 ps for the temperature and pressure, respectively. Due to the
large number of conformations generated, quantum dynamics calculations were
performed to obtain 1000 points using ADMP and B3LYP/6-31G at 310K temperature,

starting from the last frame using the Gaussian 093,



For the NMR calculations, the GIAO methodology was used which includes the
effects of the atomic orbitals in the calculations, using the B3LYP *2 hybrid method with
the basis set 6-31G(d,p) according to the reported by Fukaya and Ono (2004)3 using the
Gaussian program 093%. These calculations were performed for both the quantum
dynamics systems and the static systems, which were obtained through the systems
optimized with B3LYP / 6-31G, also by Gaussian 09°!,

As a reference for the chemical displacements (8), the molecules benzene and
CFCls was designed in Gauss View 5.0 and quantum molecular dynamics and NRM
calculations was performed at the same conditions of the other systems and the shielding
constant () of 3C and CFCls, Lindon and Wilson (2015)** was obtained and used as
reference. The shielding constant obtained for the carbons of a benzene molecule (CsHe)
was 68,5 ppm and for the CFCls was 136,9 ppm. The results of the *C chemical shifts
were converted by the usual TMS scale using the experimental value for the benzene [
(*3C) = 128.5 ppm]?® * and the result for the chemical displacement of *°F were set using
the experimental value for CFCls [8 (*°F) = 0 ppm].®*

For validation of the NMR calculation methodology of 3-Fluor-4-PAM,
experimental data, reported by Waysbort et al. (1981)% were obtained for the oxime
without H substitution by F, 4-PAM, for comparative purposes. The experimental results

described and the reference carbons are shown in figure 4.
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Figure 4: Representation of 4-PAM oxime, location of reference carbons and

experimental results obtained by Waysbort et. al (1981)%.



The 4-PAM oxime was designed and optimized using B3LYP/6-31G as the basis
set and, then, quantum dynamics and NMR calculations were performed following the
same procedure described for 3-F-4-PAM oxime and the studied systems were: 4-PAM
+ H20; 4-PAM in vacuum and 4-PAM with water implicit solvation (PCM).

To evaluate the behavior of the oxime in biological environment and to calculate
the chemical shift of the oxime in the AChE active site, molecular docking calculations
were performed with the Molegro Virtual Docker software® using SHFA protein, taken
from Protein Data Bank website.®

RESULTS AND DISCUSSION

Validation of the NMR study

To validate the calculations, the NMR parameters of the 4-PAM oxime, as
described by Fukaya and Ono (2004)%, were calculated, the B3LYP hybrid functional
associated with a simpler base set, such as 6-31G wich are sufficient to describe the NMR
parameters®3, Table 1 shows the obtained values in the simulation of 4-PAM oxime with
GIAO-B3LYP / 6-31G(d,p) calculation level and comparison to the Waysbort et. al
(1981)%. To explain the data obtained in the study, the following notation was used:
chemical shift level NMR // optimized geometry level or quantum molecular dynamics

simulation.
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Table 1: Obtained values for the 4-PAM oxime compared to the experimental results from

Waysbort (1981)%.
& C (ppm)
Leve of aproximation
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
0 Experimental 146.4 125.3 148.5 125.3 146.4 146.6 49.3
de (//B3LYP) 145.4 129.9 144.5 132.1 146.2 145.1 53.1
S [//B3LYP/PCM(H-0)] 147.4 130.9 144.5 131.9 147.8 147.8 53.8
3¢ (/IB3LYP/H0) 153.6 130.2 145.0 131.2 143.7 146.2 51.2
Se [PCM(H.0)//B3LYP/IPCM(H,0)]  147.9 131.7 1443 1319 1475 148.3 52.7
de (H,O//B3LYP/H;0) 144.4 116.7 122.7 119.9 143.9 186.0 32.7
1471+ 128.9 + 1428+ 1296+ 1475 + 149.2 + 50.4 +
310K
8 (/B3LYP) 5.6 6.4 4.2 5.9 5.9 5.9 4.5
530K 143.5+ 127.2 + 1457+ 1305+ 1440 + 146.2 + 51.2 +
[PCM(H.0)//B3LYP/PCM(H:0)] 3.8 2.7 2.0 2.4 2.9 3.9 3.0
1459 + 125.2 + 1480+ 1259+ 146.9 + 1475 + 50.4 +
310K
" (HO/B3LYP/H,0) 3.2 38 37 3.9 2.9 2.9 2.9

In the analysis of the static equilibrium data, it is noticeable that when the oxime
1s in the vacuum, 0e (/B3LYP), the 6 values of the carbons, except for carbon 4, are close
to the results obtained experimentally, variations of = 5 ppm. Turning now to Oe
[//B3LYP/PCM(H20)], an increase in chemical shift is observed for all carbons with only
carbon 4 remaining outside the range of + 5 ppm. For & (//B3LYP/H20), a large increase
of  for carbon 1, a less expressive increase in carbon 3 and decreases in all other carbons
with respect to the oxime in vacuum and in the optimization with solvent were obtained.
Thus, it is possible to conclude that the solvent leads to geometric effects on the molecule,
causing increases in the chemical shift for most of the studied carbons.

In addition, increases on the & for the carbons in relation to de (/B3LYP) are
observed from solvent effects, but with comparatively small increases or decreases, where
carbon 7, for example, has a decrease of 0.4 with respect to the oxime. In vacuum an

increase of 3.2 for carbon 6 is obtained, but still within the limit of £ 5 ppm. One can



observe that the theoretical findings are still close to the results obtained experimentally
by Waysbort et al. (1981)%, which is a good probe of the employed approach. By
analyzing the solvent effects from explicit water molecules on NMR calculations, an
expressive increase in carbon 6 of about 40.9 ppm in relation to gas phase, and a large
decrease in carbon 7 of about 20.4 ppm is observed if compared to results obtained
experimentally.

Considering the thermal and dynamic effects, the data from table 1 shows that the
chemical shift values are very close to the experimental data, with small errors, when
compared to the experimental data, the model §%1°€ (H,O/B3LYP/H;0). By including
these effects, it is possible to observe that ¢ of carbons 2 and 4 are close to the reference
experimental value, then with no influence of the bulky groups shielding. Thus, it is
possible to notice that the values obtained at the GIAO-B3LYP/6-31G level were very
close to those reported by Waysbort et al. in 19813, which demonstrates that the
methodology is satisfactory for calculating the NMR parameters of the molecule 3-
Fluoro-4-PAM interacting with water as well as the ionic liquid BMIM-BF4. In addition
the best methodology to describe the chemical displacements of the °F element is the
methodology %1% (H,O/B3LYP/H,0).

The 1F NMR chemical shift

The study of the fluorine nucleus has the advantage of having 100% natural
abundance and a high gyromagnetic ratio, being 20% less sensitive than *H. *°F NMR
spectra of organofluorinated substances are generally first order and have the chemical
shift range much larger than *H, with about 350 ppm. Moreover, the intensity of the
signals in the °F NMR spectrum is quite informative, since it provides the relative
number of this element in that signal, as well as the possible couplings that they can
perform with each other. The fluorine nuclear spin (1) quantum number is 1/2, allowing
its coupling with neighboring protons and carbons, with relaxation times long enough to
be observed and with reliable integration values®.

Due to the wide industrial application of organofluorides, fluorine nuclear

magnetic resonance (**F NMR) spectroscopy has gained great relevance in the last



years*°, So spectroscopic techniques involving F atoms able to enhancement for the better
detection limit and to capture precisely information about relaxation mechanisms, are
currently available in industries and academic institutions, having probes for the fluorine
nucleus. So, it is evident the importance of the organofluorates, which makes the °F NMR
spectroscopy the third most used after those of *H and *C NMR.2425%,

Considering that the fluorinated molecules are essentially rare in the biological
environment, for in vivo analysis there is no overlap of background signals. Then the
fluorinated molecules applied in the body can be studied by °F NMR without any signal
interference of endogenous substances, as in the case of *H and *C and >N NMR ¥, since

is the case of the environment of the molecules studies observed in the table 2.



Table 2: & *°F for the 3-F-4-PAM molecule interacting with H.O and BMIM-BF4 in ppm.

Level of approximation YFE (ppm)
de (Acetylcholinesterase //B3LYP) -64.0

8¢ (//B3LYP) -138.5

8 [//IB3LYP/PCM(H.0)] -147.4

8¢ (//B3LYP/H20) -151.5

8e [PCM(H20)//B3LYP/PCM(H.0)] -137.6
8e (H20//B3LYP/H,0) -140.9
8¢ (BMIM-BF4//B3LYP/BMIM-BF4) -171.3
831K (//B3LYP) -193.5+4.7
531K [PCM(H20)//B3LYP/PCM(H20)] -195.2 +4.1
319K (H,0/B3LYP/H,0) -207.3+5.9

531K (BMIM-BF4/B3LYP/ BMIM-BFs) -213.4+5.3

When the system is &e (//B3LYP), a chemical shift for -138.5 ppm fluorine is
observed. With the insertion of the implicit solvent, &e [//B3LYP/PCM(H20)], in the
NMR calculation, it is possible to notice that there is a sharp decrease for the fluorine
nucleus of almost 9 ppm, compared to de (/B3LYP). When dée (/B3LYP/H20) is
observed, the chemical shift underwent a smaller variation, but decreased about 4 ppm
from the value observed when &e [//B3LYP/PCM(H20)] in the NMR calculation. In this
way, the geometry of the molecule is strongly influenced by the presence of the solvent,
because when inserted explicitly, the displacements are smaller than the observed
displacements for the other systems, which may be the result of the intermolecular

interactions between the fluorine atom, resulting in smaller shields as observed.



When the effects of the solvent are inserted into the optimization and NMR
calculations of the molecules, the insertion of the implied solvent, de [/ B3LYP / PCM
(H20)], increases the chemical shift of fluorine by approximately 1 ppm , with the
insertion of water molecules explicitly ée (H20//B3LYP/H20), a deviation of about 3
ppm less than that of the oxime in vacuum is observed for fluorine. With the insertion of
ionic liquid, de (BMIM-BF4//B3LYP/BMIM-BF,), the chemical shifts of the fluorine
presented lower & values when in contact with the water inserted explicitly, &e
(PCM(H20)//B3LYP/H20), being the smaller chemical shifts observed for the oxime
interacting with the ionic liquid, which means that they are less shielding by the others
atoms of the molecule due to the greater interactions with the BMIM-BF4 molecules,
which can be explained by the energys of coulomb and Lennard Jones that presents the

mean values for the study systems in table 3.

Table 3: Coulomb and Lennard-Jones energies of the systems extracted from MD

simulations .

System/ Energy (KJ.mol™?) | Coulomb Lennard Jones

Oxime + Water -83060,7 12068,0

Oxime + IL -22186,4 -3741,18

To calculate the energy between pairs of molecules a and b, we consider an
electrostatic contribution described by Coulomb potential and a non-electrostatic
contribution described by the van der Waals model, here represented by a Lennard-Jones
potential, which should be the smallest possible to demonstrate the stability of the system.
From Table 3 we can highlight that lower energies were obtained for the ionic liquid,
corroborating with that observed by the NMR results, even though the number of samples
is different for each system studied in the two techniques.

With the insertion of the dynamic and thermal effects, strong decreases of the
chemical displacements were observed, more evidenced for the IL, that in comparison to
the §%1°K (//B3LYP), about 10 units. Thus, it is possible to point out that the geometry of

the molecule is strongly influenced by the presence of the solvent. When inserted



explicitly, §%1%€ (H,O/B3LYP/H,0) and §%°¢ (BMIM-BF4//B3LYP/ BMIM-BF.), the
chemical shifts are smaller than the observed values for the other systems of study and
that thermal effects, as observed for the oxime 4-PAM, are crucial for describing the
fluorine chemical shifts of 3-F-4-PAM oxime.

Through the pharmacophoric map, it is possible to find the average bonds along the
dynamics and to observe which the main connections the oxime makes in the active site

of the AChE, which are described in figure 5.

THR TRP HIS Interactions
A:83 A:86 A:447
TYR
A:133
ILE van der Walls
A:451
AT-§§7 - Unfavorable bump
....... Carbon Hydrogen Bond
Npeor il
Halogen (Fluorine)
Pi-Alkyl
SER
GLY .
A:120 6Ly P

SER
A:125

Figure 5: Pharmacophore map of the interaction of 3-F-4-PAM in the active site

of the enzyme AChE.

Through the pharmacophoric map, it is possible to notice that the main oxime bonds
in the active site of AChE are the connection of the halogen F with the glycine 120 and
the connection of hydrogen and carbon that the F does with the glycine 121, which
suggests to us that the main interactions with the solvents should be of the halogen-type
bonds and the bonds between the F"minH——C = considered the strongest bond in
organic chemistry because it is shorter and has a partially ionic character, which suggests
that to enter more easily into the AChE site to perform the treatment of possible
intoxications by organophosphorus compounds, the oxime must be in a reaction medium

close to the reality of AChE, so that it reaches the active site of the oxime and does the



appropriate treatment without being lost throughout the organism, favoring also the
absorption by the enzyme.

When 3-F-4-PAM is introduced in the AChE active site, de (Acetylcholinesterase
/IB3LYP), the smallest § for §°1°K (BMIM-BF4//B3LYP/ BMIM-BF,) are reached, which
mean that they are less shielded by the other atoms of the molecule due to the greater
interactions with the molecules of BMIM-BF. The values obtained are in agreement with
those reported by Lindon and Wilson (2015)* who report that °F chemical shifts in
organofluorine compounds can vary from -75 to -220 ppm depending on the type of
group, in which they are bound in the molecule.

It is should be kept in mind that the §%°X(BMIM-BF4/B3LYP/ BMIM-BF)
scenario leads to the largest difference considering the drug in the enzyme active [Je
(Acetylcholinesterase //B3LYP)]. It is well-known that by enhancing the contrast
between tissues and biological medium, the use of contrast agents in magnetic resonance
(MR) imaging leading to a larger difference in the drug signal facilitates a more accurate

diagnosis.

CONCLUSIONS

The GIAO method associated with the DFT functional B3LYP and the function
bases 6-31G are sufficient to analyze the chemical shifts for °F NMR spectroscopy.

From the theoretical findings, it is possible to conclude that the use of the 3-F-4-
PAM oxime associated to the ionic liquid BMIM-BF4 can be a spectroscopic probe, since
it has greater displacement variations if observed the system in vacuum and the oxime in
the biological system, when coupled to human AChE.

In this line, from our calculations, the use of ionic liquids can provide a reasonable
balance between cost and accuracy for detection and modeling of MRI contrast agents for
AChE enzymes inhibited by organophousphorus compounds. Thus, the use of
computational approaches in the prediction of molecules with well-defined
pharmacological activities brings the expectation of reduction the time in researches and

the expenses with synthesis and preclinical test.
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