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RESUMO

A butirilcolinesterase (BChE) € a enzima responsavel pela segunda parte
da hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh). A reacao entre o residuo de
Ser198 do sitio ativo da BChE humana (HssBChE) e agentes
neurotoxicosresulta na inibigdo desta enzima da mesma forma como acontece
com a enzima acetilcolinesterase humana (HssAChE), cuja reacdo com os
neurotoxicos pode levar a uma inibicdo irreversivel eresultar na chamada
sindrome colinérgica. Para evitar isto, € necessdrio um nucleéfilo, como uma
oxima, cujo grupo hidroxila é capaz de remover o neurotdxico do sitio ativo e
reativar a HssBChE ou a HssAChE. Neste trabalho, aplicamos uma metodologia
tedrica envolvendo ancoramento molecular, andlise dos componentes principais
(ACP) e estudo por teoria do funcional de densidade (TFD), usando os
programas Molegro®, Spartan”®, Gaussian09W, STATISTICA e MatLab para
avaliar a capacidade de reativagdo da HssBChE inibida pelos neurotoxicos sarin
(GB) e ciclosarin (GF) por duas novas oximas,uma no estado neutro e a outra
carregada positivamente,comparando energia de interacdo, forcas das ligagdes
hidrogénio e residuos de aminoacidos que interagem com a oxima, estabilizando
sua entrada no sitio ativo da HssBChE. Os resultados do ancoramento foram
tratados quimiometricamente usando o método de andlise multivariada ACP
como objetivo de selecionar conférmeros estaveis para o estudo do mecanismo
molecular. Os resultados sugerem que as poses localizadas no intervalo de + 0,2
U.A. (unidade arbitraria) entre as duas primeiras componentes principais sdo as
mais indicadas para se realizar o mecanismo de rea¢do.Todos os conformeros
selecionados pelo método multivariado foram reativos quando realizado o
mecanismo reacional. Os graficos onde as curvas de energia potencial (CEP)
demonstraram que para o GB as oximas / e // formaram estados de transi¢do
(ET) do tipo pogo-duploque ¢ caracterizado por um estado intermediario de
transicdo (preET), um estado de transi¢do principal (ET principal) e, também,
um ET posterior (posET). Ja para o GF, as oximas / e // formaram ET do tipo
pogo-triplo que € assinalado por dois estados intermediarios preET, um ET
principal e dois posET. Nossos resultados apresentaram uma boa correlacio
entre as energias livres de ligagdo e dados experimentais das oximas esugerem
que a oxima /I ¢ mais eficiente para ambos neurotdxicos, pois o ataca a uma
maior distincia, cerca de 7 A. Além disso, a sua geometria molecular e a carga
positiva propiciaram uma maior estabilizagdo no sitio ativo da HssBChE,
facilitando assim sua entrada e, consequentemente, a reagdo com 0 neurotoxico.

Palavras-chave: Butirilcolinesterase. Oximas. Ancoramento. Mecanismo de
Reagdo. Organofosforados e Quimiometria.



ABSTRACT

Butyrylcholinesterase (BChE) is the enzyme responsible for the second
part of the hydrolysis of neurotransmitter acetylcholine (ACh). The reaction
between the Ser198 residue of the active site of human BChE (HssBChE) and
neurotoxic agents results in the inhibition of this enzyme in the same manner as
with human acetylcholinesterase (HssAChE), of which reaction with the
neurotoxic agents can lead to an irreversible inhibition, resulting in the so-called
cholinergic syndrome. To avoid this, a nucleophile is necessary as an oxime, of
which hydroxyl group is capable of removing the neurotoxic from the active site
and reactivate the HssBChE or HssAChE. In this work, we applied a theoretical
method involving molecular anchoring, principal component analysis (PCA) and
study by density functional theory (DFT), using the Molegro”, Spartan®,
Gaussian 09W®, STATISTICA® and MatLab® programs to assess the
reactivation capacity of the HssBChE, inhibited by the serin (GB) and ciclosarin
(GF) neurotoxic agents, with two new oximes, one in the neutral state and the
other, positively charged. We also compared the interaction energy, hydrogen
bonding and amino acid residues that interact with the oxime, stabilizing its
entrance in the active site of the HssBChE. The docking results were
chemiometrically treated using the ACP multivariate analysis in order to select
stable conformers for studying the molecular mechanisms. The results suggest
that poses located in the interval of + 0.2 AU (arbitrary unit) between the first
two principal components are the most suitable to perform the reaction
mechanism. All conformers selected by the multivariate method were reactive
when conducting the reaction mechanism. The graphs of potential energy curves
(PEC) demonstrated that, for the GB, oximes / and // formed transition state
(TS) of the double-well type, which is characterized by an intermediate
transition state (preTS), a principal TS (principal TS) and a post TS (postTS).
For the GF, oximes / and /I formed a triple-well type TS, which is marked by
two intermediate state preTS, a principal TS and two postTS. Our results
presented good correlation between the free binding energies and the
experimental data of the oximes, suggesting that oxime // is more efficient for
both neurotoxic, since it attacks from a greater distance, of about 7 A.
Furthermore, the molecular geometry and the positive charge provided higher
stabilization in the active site of the HssBChE, thus facilitating the entry and,
consequently, the reaction with the neurotoxic.

Keywords: Butyrylcholinesterase. Oximes. Docking. Reaction mechanism.
Organophosphate and chemometry.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

Os agentes de guerra quimica e bioldgicasdo classificados comoarmas
ndo convencionais, de baixo custo, dificil deteccdo e capazes de causar um
grande nimero de mortes, além de terem um alto potencial deuso por parte de
grupos terroristas, independente do seu tamanho ou importancia. Os ataques em
2013 na Siria, utilizando o agente neurotoxico sarin (GB), alertaram mais uma
vez a opinido publica mundial e a comunidade cientifica quanto a utilizacdo de
armas quimicas e/ou bioldgicas(GIACOPPO, 2014). Na atualidade, nenhum pais
do mundo encontra-se em condi¢des ideais para enfrentar um ataque com armas
desse tipo que, normalmente, requerem uma resposta rapida a fim de minimizaro
espalhamento do agente, e, consequentemente, diminuir o nmimero de
baixas(FRANCA; SILVA; CASTRO, 2010).

Na Primeira Guerra Mundial, as armas quimicas ganharam importancia
bélica, quando em 1915, o exército alemao utilizou 180 toneladasde gas cloro
contra as tropas aliadas em Ypres, na Bélgica, ocasionando 15.000 vitimas, das
quais 5.000 fatais. Ainda, durante a guerra surgiram novos agentes como o
fosgénio, difosgénio, cianeto de hidrogénio, cloreto de cianogénio e o gas
mostarda (SILVA et al., 2012) for¢andoo desenvolvimento demascaras, que
impediam a inalagdo dos gases toxicos, € roupas de prote¢do para prevenir que
0s agentes atingissem o corpo por meio da pele.

Com o término da guerra (1918), o desenvolvimento de novos e mais
agentes toxicos de guerra quimica continuou, culminando com o surgimento dos
agentes neurotdxicos no periodo entre 1936 e 1950. Os principais representantes
desta classe sdo: somam (GD), tabun (GA), sarin (GB) e VX. Esses compostos
sdo extremamente toxicos e podem levar a vitima ao oObito em questdo e
minutos. S&o conhecidos como agentes dos nervos por agirem nos sistemas

nervosos central (SNC) e periférico (SNP). De fato, estes compostos sao



19

potentes inibidores da butirilcolinesterase (BChE) e acetilcolinesterase (AChE),
enzimas responsaveis por realizar a hidrdlise da butirilcolina (BCh) e
acetilcolina (ACh) e, consequentemente, a terminagdo da transmissdo dos
impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas. O acumulo de BCh ¢ 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 nivel de intoxicagdo (FRANCA; SILVA; CASTRO,
2010). Uma recente estratégia na intoxicacao por agentes dos nervos consiste na
administracio da enzima BChE complexada com a devida oxima para sequestrar
parte do fosforo, limpando a fenda sindptica diminuindo, assim, a inibi¢do das
enzimas colinérgicas. No entanto, a limpeza ocorre de forma lenta e propicia ao
envelhecimento (sem possibilidade de reativacdo). A melhoria na taxa de
reativa¢do por novas ¢ mais eficientes oximas poderia contribuir para atenuar
esse problema e aumentar a eficiéncia da HssBChE como removedor de OP
(CERASOLI et al., 2005).

Embora existam programas de defesa contra armas quimicas, os
antidotos existentes apresentam muitas limita¢cdes e, ainda, existem grandes
estoques destas armas em diversos paises. Essas armas constituem, portanto,
uma ameaga real, fato que justifica a busca e o desenvolvimento de
antidotosmais eficientes, principalmente, contra os neurotoxicos. A quimica
computacional contribui de forma significativa nesses estudos, tendo em vista a
dificuldade de se testar esses compostos em humanos. Além disso, ela propicia
uma grande economia de recursos financeiros com reagentes e materiaisbem
como o ganho de tempo na busca por antidotos mais eficazes (COCHRAN et al.,

2011).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Armas quimicas, um breve histérico

Agentes quimicos de guerra sdo definidos como quaisquer substancias

quimicasutilizadas com a finalidade principal de matar, ferir ou incapacitar

individuos, animais ou plantas (SILVA et al., 2012) erelatos de seu uso vém

desde a antiguidade (FRANCA; SILVA; CASTRO, 2010).

Tlustrando o uso desses agentes em guerras, podemos citar:

a)

b)

d)

Em 600 a.C, os atenienses envenenaram as aguas do rio Cefiso com
raizes de Heléboro provocando intenso mal estar e diarreianos
soldados do exército de Pisistrato que consumiram suas aguas
(SIDELL; TAKAFUIIL; FRANZ, 1997; SMART, 1996).

Nas batalhas de Plateia e Délio, durante a Guerra de Peloponeso
(431 — 404 A.C), os espartanos utilizaram o fogo grego, uma mistura
de piche e enxofre em chamas (SIDELL; TAKAFUIJI; FRANZ,
1997; WHEELLIS, 2002).

Em 190 a.C, na batalha de Eurimedon, Anibal, considerado por
muitos como um dos maiores taticos militares da histdria, lancou
vasos contendo cobras venenosas nos navios Romanos de Pérgamo
(FRANCA; SILVA; CASTRO, 2010).

Em 200 a.C, os cartagineses utilizaram raizes do género mandragora,
cujos principios ativos sdo a escopolamina e a atropina, ambos
alcaloides da familia do tropano, para contaminar o vinho ¢ intoxicar
seus inimigos (SIDELL; TAKAFUIJI; FRANZ, 1997; SMART,
1996).
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e) Entre os séculos V e VX, intensificou-se a utilizacdo de armas nédo
convencionais nas batalhas, embora ainda de maneira bastante
rudimentar. A dinastia Sung na China utilizou gasesa base de arsénio
em batalhas entre anos de 960 e 1279. Os povos Tupinambas do
nordeste do Brasil Colonial desenvolveram uma forma bem
rudimentar de gas lacrimogénio, utilizando pimenta que, ao ser
queimada a favor dovento, for¢ava seus inimigos a abandonar

posicdes defensivas (URBAN, 1992; PINTO, 1935).

Apesar das armas quimicas serem utilizadas desde a antiguidade, pode-
se dizer que, na verdade, a guerra quimica moderna teve inicio na Primeira
Guerra Mundial,em 15 de abril de 1915, quando os alemées utilizaram dezenas
detoneladas de gas cloro contra as tropas aliadas em Ypres, na Bélgica
(SIDELL; TAKAFUIJI; FRANZ, 1997). Varios ataques com agentes quimicos
por ambos os lados em conflito se seguiram ao de Ypres incluindo, além do
cloro, também o fosgénio e o agente mostarda (SILVA et al.,, 2012).Esses
acontecimentos levaram ao desenvolvimento das primeiras mascaras contra
gases e, consequentemente, ao surgimento de novos agentes cujas propriedades
fisico-quimicas dificultassem a sua retengdo pelasmascaras. Ao final da Guerra,
a utilizacdo de agentes quimicos resultou em, aproximadamente, 100 mil mortes
e 1,3 milhdes de feridos (GONCALVES, 2009).

Na década de 30, o pesquisador alem@o Gerhard Schraeder, ao pesquisar
inseticidas com base em uma estrutura organofosforada, chegou aos compostos
o-etil-N, N-dimetil-fosforoamida-cianidato (GA) e o-isopropil-metil-fosfono-
fluoridrato (GB). Em razdo desua alta letalidade para mamiferos, esses
compostos logo foram descartados como potenciais insumos agricolas.
Todaviapesquisadores e militares alemies enxergaram as substincias toxicas

como agentes de guerra elogo comegaram a estudar, fabricar e estocar os
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compostos. Em 1944, foi sintetizado pelo pesquisador Richard Kuhn, o o-
pinacolil-metil-fosfono-fluoridrato, posteriormente conhecido como soman
(GD). No inicio dos anos 50, foi sintetizado na Inglaterra o VX ou o-etil-S-[2-
(di-isopropilamino)-etil]-metil-fosfonotiato, dando origem a uma nova classe de
neurotdxicos, conhecida como série V, de venomous que significa venenosos. Os
neurotoxicos dessa série sdo mais toxicos e persistentes que os da série G e,
consequentemente, muito mais letais.

Os neurotdxicossdo inibidores irreversiveis extremamente toxicos dos
agentes anticolinesterasicos (PATOCKA et al., 2005). Eles sdo capazes de
depositar um grupo fosforilno sitio ativo da AChE e BChE, resultando em um
acimulo do neurotransmissor ACh) e BCh, na consequente ativagdo
descontrolada das sinapses colinérgicas (EDDELSTON et al., 2002). As

estruturas dos principais neurotoxicos sdo apresentadas na Figura 1.

- =g

0-P—F O—II|3|—F o-p-F
I
Ciclosarin (GF) Sarin (GB) Soman (GD)
@ — 2 M
N-P-0 O-P-S N
/N M =
Tabun (GA) VX

Figura 1 Estruturas dos principais agentes neurotdxicos

O actimulo dos neurotransmissores ACh ¢ BCh nas fendas sinapticas
levam a uma hiperestimulagdo das estruturas enervadas pelas fibras colinérgicas
(coragdo, glandulas e musculos lisos), provocando a chamada sindrome

colinérgica que ¢ caracterizada por tonturas, convulsdes, mic¢do involuntaria,
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diminui¢do do ritmo cardiaco, depressdo respiratoria, lacrimagdo, salivagdo,
corrimento nasal, transpiragdo excessiva, ansiedade, fraqueza e cdlicas. A morte
normalmente ocorre poucos minutos apos a exposi¢doem virtude de uma
disritmia que leva o miocardio a faléncia. No entanto, se a vitima sobreviver aos
efeitos da sindrome colinérgica, os efeitos da intoxicacdo sdo geralmente
reversiveis ¢ ndo deixam sequelas (GONCALVES, 2009).

Antes do envelhecimento, a inibi¢3o da enzima pode ser revertida pela
saida do grupo fosforilo ligado ao aminoécido serina, por meio de um nucleéfilo,
normalmente uma oxima pirimidinica, capaz de remover o agente neurotoxico
ereativar a enzima, como mostra o esquema da Figura 2 para a enzima AChE, o
mesmo esquema pode ser montado para a BChE, a tinica diferenca que o fosforo

estard ligado ao residuo Ser198, enquanto da AChE no residuo Ser203.

Oxima—OH o
P
Oxima~"| "R
0 HX o OR,2
MR A I i‘
ACHE—Ser—OH + X707 ACRE~ 5P~ 5-R1 AChE— Ser—OH
2 2
AChHE Inibida AChE Reativada
Rﬂi
Q
P
AChE-. P
Rz

AChE Envelhecida
Figura 2 Processo de inibigcdo e reativagdo da AChE

Legenda: R; = grupo alquila, O-alquila ou amida, R, = grupo O-alquila ou amida; e X =
grupo abandonador.

Atualmente, o tratamento padrdo contra neurotdxicos inclui a utilizagio
de um anticolinérgico, Atropina intravenosa, por exemplo, para diminuir os
efeitos da acumulag@o dos neurotransmissores combinados com um depressor do

sistema nervoso central, como o Diazepan, para reduzir as convulsdes e



24

espasmos musculares, e uma oxima catidnica (Figura 3) para reativar os agentes
anticolinesterasicos. Essa combinagdo pode ser usada em seringas autoinjetoras
que fazem parte dos kits de defesa contra agentes quimicos atualmente em uso

pelos exércitos de varios paises (FRANCA; SILVA; CASTRO, 2010).

HO. = _OH
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Figura 3 Estruturas de algumas oximas comercializadas como antidotos contra
agentes dos nervos

Existem inimeras oximas reportadas na literatura e disponiveis no
mercado como antidotos contra neurotoxicos. Todavia ainda nio foi encontrada
uma oxima universal capaz de agir de maneira eficiente contra todos os
neurotoxicos conhecidos. Normalmente, uma oxima ¢ eficiente contra alguns
neurotoxicos e completamente inutil contra outros (CASTRO; FIGUERO-
VILLAR, 2002; WOREK et al., 2007). Uma explicacdo para esse fato sé sera
possivel quando houver um maior entendimento do mecanismo de acdo, ainda

desconhecido, desses compostos no sitio ativo da AChE.
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2.2 Butirilcolinesterase

Em bioquimica, colinesterase ¢ um termo que se refereas duas enzimas
que hidrolisam a acetilcolina, sendo elas a AChE, também chamada de
colinesterase de glébulo vermelho,existente principalmente nas hemacias,
sinapses (terminagdo nervosas) ¢ musculos estriados, ¢ a butirilcolinesterase
(BChE), (formalmente denominada acilcolinaacil-hidrolase) existente no figado,
plasma, pancreas e no intestino delgado. Ambas catalisam a hidrdlise do
neurotransmissor ACh na fenda sinaptica (HORNBERG; TUNEMALM;
EKSTROM, 2007; QUINN, 1987). Os tipos de colinesterase diferem-se pelas
preferéncias dos substratos. A AChE quebra a ACh mais rapidamente, enquanto
a BChE hidrolisa mais rapidamente o neurotransmissor butirilcolina (BCh)
(LARINI, 2008).

Alguns neurotoxicos, por formarem compostos conjugadoscom fosforo
ligado covalentemente ao residuo catalitico Ser198, interferem no mecanismo
catalitico da BChE. Estes compostos impedem a hidroélise da BCh, obstruindo a
transmissdo colinérgica (GONCALVES, 2009; HORNBERG; TUNEMALM;
EKSTROM, 2007).

Uma das novas estratégias para o tratamento de intoxicag¢des agudas por
neurotdxicos, envolve a administragio da BChE como biosequestrante para
prevenir a inibicdo completa da AChE e da BChE enddgenas nas sinapses
(RAVESH et al., 1993; RAVESH et al., 1997, CERASOLI et al., 2005). As
limitagdes dessa estratégia incluem a exigéncia de grandes quantidades da BChE
exdgena para a retirada estequiométrica de organofosforados (OP) de baixa
massa molecular, a sua propensdo para o envelhecimento, ¢ uma baixa taxa de
reativagdo (WOLFE et al., 1992). A fim de reduzir o problema da lenta taxa de
reativag@o, varias novas oximas estdo sendo desenvolvidas e testadas (RAVESH

et al., 1993; RAVESH et al., 1997).
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A cinética da reagdo global entre uma oxima e o OP complexado no sitio
ativo da BChE pode ser descrita de acordo com a Figura 4. Inicialmente, a
oxima entra na cavidade da BChE (simulado por ancoramento molecular) ereage
com o OP, retirando-o (mecanismo de reagdo) da cavidade,e regenerando, assim,
a enzima. A primeira etapa ¢ caracterizada pela constante de ligacdo Ky, € a
segunda etapa ¢ caracterizada pela constante de velocidade k,.Quanto maior o
valor de k, mais eficiente sera a oxima.k; e k| correspondem as constantes de
velocidade direta e inversa relativas ao ancoramento molecular da oxima com a

enzima inibida.k, é a constante de velocidade da reacdo entre a oxima e o OP.

kl k2
E-OP*OX ———= E-OH + OxP

E-OP + Ox

ka
ke

Kox = (kg + o)k,

K, = koK

Kobs = ka/{1+ (Kol/[OX])}
ky, <<k,

KDx - k_ifkl

Figura 4 Cinética da reagdo entre uma oxima e a BChEinibida por um OP

As oximas [ e II (Tabela 1) desenvolvidas Sit et al. (2014) foram
testadas como reativadores da BChE humana (HssBChE) inibida pelos
neurotdxicos GB e GF e tiveram seus parametros cinéticos determinados. Os
resultados apresentados na tabela 1 mostram que a oxima /I se mostrou
supreendentemente eficiente na reativagdo da HssBChE inibida por GF, em
compara¢do com a oxima /. Em ambos os casos, 0 K., da oxima // se mostra

superior tanto com GB como com GF, sendo que,no ultimo caso,essa diferenca ¢
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bastante significativa. Estudos por quimica computacional poderiam ser
utilizados numa tentativa de explicar esses resultados e, eventualmente, levar a
um melhor entendimento do mecanismo de reativagio da BChE inibida por

agentes dos nervos.

Tabela 1 Dados experimentais das oximas / e /I reportados por Sit (2014).

Oximas Constantes experimentais da enzima HssBChE

GB GF

= N‘\_@ Kabs =0.15 Kaps = 0.12

'%/N_\_Q Kops = 0.23 Kops= 5.7

2.3 Quimica computacional: génese e desenvolvimento

Nas ultimas décadas, o avanco tecnoldgico possibilitou o
desenvolvimento das ciéncias de maneira geral. Em quimica, isso foi plantado
no inicio do século XIX, por meio da mecénica quantica, quando as solu¢des da
equagdo de Schrodinger permitiram obter informagdes sobre sistemas atdmicos e

moleculares (CASTRO; CANUTO, 2007). A mecédnica quéntica tem seus
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principios elaborados particularmente da mecanica newtoniana e da teoria
eletromagnética de Maxwell MAXWELL, 1881).

Os conceitos da fisica cldssica e eletromagnética sdo suficientes para
interpretar e explicar o universo macroscopico, porém, incapazes de encontrar
uma explicacdo adequada e coerente do obscuro mundo microscdpico, ou se¢ja,
atomico-nuclear e também molecular. Em razio disso, por volta de 1900, Max
Planck desenvolveu a chamada "teoria dos quanta de energia" ou Antiga
Mecénica Quéntica. Posteriormente, Einstein (1905), Bohr (1913) e De Broglie
(1924) desenvolveram a entdo ciéncia abstrata. Todavia, tal ciéncia ndo foi
suficientemente robusta para explicar outros fenomenos fisico-quimicos. Assim,
Heisenberg (1925) encontrou uma convergéncia de seus resultadospor meio de
um novo caminho chamado por ele de Mecanica Matricial. Uma abordagem
puramente matematicaque ndo emprega nenhum modelo atémico. Um ano mais
tarde, Schrodinger, baseando-se nas ideias de De Broglie, desenvolveu a
Mecénica Ondulatéria, a qual tem um aspecto mais fisico, embora ainda
impreciso. Essa imprecisdo nos resultados foi estudada e minimizada por Pauli
(1924) e Dirac que desenvolveram a chamada Mecénica Quantica Moderna

(SILVA, 2003).

2.4 Métodos de calculo: semiempirico e TFD

Prever propriedades moleculares, tendéncias qualitativas dessas
propriedades ou explicar a natureza de uma ligagdo quimica s@o os objetivos da
quimica computacional. Existem varios niveis ou métodos para encarar esses
problemas, alguns tradicionais como os ab initio, empiricos e semiempiricos e
também outros mais sofisticados como a Teoria do Funcional de Densidade

(TFD).
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Os métodos semiempiricos sdo baseados no formalismo de Hartree-Fock
(campo autoconsistente), contudo, utilizam varias aproximagdes ¢ dados
retirados do experimental. J4 o TFD contempla o sistema eletronicopor meio de
funcionais, que s@o fungdes da fung¢do de onda de Schrédinger (V) que
espacialmente dependem da densidade eletronica. Esse método ¢é
particularmente importante no estudo de sistemas moleculares, pois osdescreve
relativisticamente, aumentando a acuraciadas informagdes. Por esta e outras
razdes, a metodologia tem sido empregada nas areas farmacéutica, agroquimica,
biotecnoldgica e na ciéncia dos materiais. Os conceitos modernos desta teoria
foram inicialmente formulados para estados ndo degenerados e encontram-se
nos trabalhos de Hohenberg (HOHENBERG; KOHN, 1964) ¢ Kohn (KOHN;
SHAM, 1965).

Nem sempre os métodos ab initio sdo satisfatérios em relagdo
aosexperimentais, e, além disso, requerem meios de calculo extremamente
extensos, dispendiosos ou inacessiveis. Por isso existe uma gama de métodos
semiempiricos, nos quais se fazem vdrias aproximag¢des adicionais, de modo a
reduzir as dificuldades de célculo e consequentemente aumentar a sua precisao.
Em geral, os métodos semiempiricos limitam-se a elétrons de valéncia, ndo
considerando explicitamente os elétrons do cerne, que pouco contribuem para o
comportamento quimico das moléculas.

O operador de Fock, dado pela equagéo 1:

f = hERNE + 3y — Kp) (D

Contem oh“"™*, que inclui os termos de energia cinética e de atragdo

para o cerne. Em mecénica quantica o operador de Fock ¢ a aproximagdo da

matriz do operador energético do elétron. As integrais envolvendo oh“™™* sio

em geral substituidas por pardmetros empiricos ou calculados separadamente. As
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energias e os orbitais moleculares sdo calculados, de modo idéntico, pela fungdo

diferencial conhecida como equagdo secular (equagao 2):

_hd%y
2m dx?

+V(x) px) = E(x) )

Um dos métodos de calculo da estrutura eletronica de atomos, moléculas
e sélidos, com maior sucesso atualmente, é a TFD. A teoria ¢ baseada na nogéo
de que a energia total de um sistema, incluindo todas as interagdes ou permutas
de correlagdes, é um funcional Unico da densidade eletronica, € que o minimo
desse funcional ¢ a energia do estado fundamental. A proposta da TFD ¢ obter as
propriedades do estado fundamental das moléculas sem a necessidade da funcdo
de onda multieletronica.

As diferencas podem ser evidenciadas com uma regressdo aos
primodrdios da mecanica quantica. Uma alternativa simples para a equacdo de
Schrodinger foi proposta por H. L. Thomas e Enrico Fermi em 1927, conhecida
como a aproximacdo de Thomas-Fermi (FERMI, 1928). Nesta aproximagio, em
vez da funcdo de onda do sistema, considera-se a densidade eletronica r(r). A
energia total E do sistema é escrita como um funcional de p(7), ou seja,
E[p (r)JE. Uma simplificagdo drastica e admiravel: a equagdo para um sistema
de N elétrons, e, portanto, com 3N coordenadas independentes, ¢ reduzida pela
aproximagdo de Thomas-Fermi a um problema em 3 dimensdes apenas.
Algumas observagdes sobre a aproximacao de Thomas-Fermi e o formalismo de
Schrodinger sdo pertinentes. Célculos com a equagdo de Schrodinger para
sistemas multieletronicos requerem a solugdo de integrais envolvendo,
simultaneamente, coordenadas de um elétron ou de dois elétrons, com
recorréncias a espagos de trés e seis dimensdes, respectivamente. Sendo os
elétrons particulas indistinguiveis, percebe-se que bastaria conhecer as fungdes

de distribuigdo de um e dois elétrons para calcular estas integrais. Logo, pode-se
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argumentar que a equac¢do de Schrodinger, ao considerar as coordenadas de
todos os elétrons simultaneamente, contém mais informagdo do que o
necessario.

Assim, a teoria do funcional da densidade consiste em obter informacdes
sobre um dado sistema baseadas em sua densidade eletronica, p(r), como

descreve a equagdo 3:

E = E[pg]
Elprlmin = Eo = E[por]
Elpor] = Tlpor]l + Englpor] + Eee E[por]
Elpor] = Tlpor] + J porViedR + Eeelpor]) 3)

Onde T € o termo atribuido a energia cinética, Ey, € relativo a energia
potencial de atragdo nucleo-elétron e Eee é a energia potencial de repulsdo
elétron-elétron, enquanto Vy, refere-se ao potencial de atragdo entre o nucleo e
os elétrons, denominado de potencial externo. Rearranjando-a, obtém-se o

funcional de Hohenberg-Kohn, FHK po(7) como apresentado na equacao 4:

ElpoM] = [ po@Vypdr + Fuglpo()]
Fuk[po ()] = Tlpo ()] + Eeelpo(r)] =< ¥|T + V. |¥ 4)

Desde a sua proposi¢do, a TFD tem sido muito utilizada para estudar a
estrutura eletrénica de solidos. Avancos consideraveis foram conseguidos na
proposi¢cdo de funcionais adequados para a utilizagdo da TFD no célculo de
propriedades moleculares. Kohn e Sham (KOHN; SHAM, 1965) relacionaram
um sistema de referéncia ficticio e densidade ps(r), no qual os seus n elétrons
ndo interagem entre si nem com um sistema real. Admitindo que ambos os

sistemas possuissem densidades iguais obtiveram a equag@o cinco:
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ps(r) = X7 Xelor, s)*| = po(r) Q)

Os orbitais de Kohn-Sham sdo determinados, utilizando-se o teorema
variacional na FTD. Minimizando a energia (€i) e aplicando o operador de

Kohn-Sham (4 ) obtém-se a equacio 6.

hLKS(pi (r) = €¢;(r)

2
- 3+ sl o) = a0 ©®

Portanto, os autovalores das energias da TFD ndo possuem significado
fisico e ndo ha um teorema equivalente ao de Koopmans na teoria de Kohn-
Sham que relacione as energias dos orbitais com as energias de ionizagéo.
Contudo, o autovalor de energia do mais alto orbital ocupado (g, ) relaciona-
se com a energia de ionizagao, se for utilizado o potencial de correlagdo e troca
exato (Vyc), e este por sua vez, esta associado ao funcional de correlacéo e troca,
conforme apresentado na equacdo 7 onde os subscritos X e C significam

correlagéio e troca provenientes dos termos escritos na lingua inglesa.

Vor = SExc[p(r)]
X sl

(7)

Na pratica, a qualidade da aproximagdo do funcional da densidade
depende principalmente da escolha da aproximagao utilizada para o funcional de
correlagdo e troca (Exc) para a descricdo das propriedades do sistema em
questdo, que podem ser do tipo ADL (aproximacdo da densidade local), ADSL
(aproximag@o da densidade de spin local), AGG (aproximagdo do gradiente

generalizado), hibridos e outras. As aproximacdes objetivam o funcional energia
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de troca e correlagdo para se obter a densidade eletronica do estado fundamental
(Vxg). Considerando-se que todas as metodologias ou codigos da FTD tentam
resolver a equagdo 7, entdo, para encontrar o potencial de Kohn-Sham, (Vgs),

utiliza-se a equagéo 8:

Vks [P(r)] = Vext (T‘) + Viartree [P(T)] + Vxc [,0(7”)] 3

Assim, resumidamente os calculos realizados com os métodos da TFD

seguem os passos mostrados na Figura 5.

| ; Coordenadas da Escolha do funcional
[pﬁ (7 )] molécula | econjunto de base

[Ves (7)]

] W (F) =&, (F) ‘
‘ Nio

p(#)=2 | (F)f

Sim
- Convergiu? —— FINAL

Figura 5 Fluxograma genérico com os principais passos seguidos nos calculos
coma TFD

O grande impacto da TFD na quimica quantica est4 relacionado com o
fato de esta teoria produzir resultados superiores aos obtidos com o método de
Hartree-Fock (SLATER, 1951), a um custo computacional muito menor. Ja ha
algum tempo, a TFD foi implementada em varios programas computacionais de

quimica quéntica, dentre os quais a versdo 94 do programa Gaussian® produzida
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pelo grupo do Prof. Pople. Destaca-se, também, a evolucdo de conceitos ¢
metodologias para extrair da TFD grandezas tteis para a interpretacdo de
propriedades moleculares. Estas novas facilidades computacionais, apoiadas por
uma fundamentagio tedrica consistente, tem incentivado a utilizacdo da TFD na
investigacdo de propriedades eletronicas de sistemas quimicos poliatdmicos.
Exemplos incluem os estudos dos sitios ativos de enzimas, rea¢des em
superficie, propriedades de catalisadores, propriedades eletronicas de sélidos e

polimeros.
2.5 Ancoramento molecular

A simulagdo computacional do ancoramento molecular (docking) ¢ uma
das mais importantes técnicas de investigagdo das interacdes moleculares entre
uma proteina e um ligante, nos casos em que a estrutura 3D da proteina ja foi
elucidada (SILVEIRA, 2003) seja por cristalografia ou pela técnica
computacional de modelagem por homologia, também conhecida como
modelagem comparativa (D’ALFONSO; TRAMONTANO, 2001; FRANCA;
SILVA; CASTRO, 2010; SOUZA et al.,, 2008).0s valores da fungdo de

desempenho do ancoramento E;... sdo definidos pelas Equacdes (9 ¢ 10) abaixo:

ESCORE = EINTER + EINTRA (9)

qi9;
Einrer = Zjeligante Zjeprote ima [ EpLp (rij) + 332 47,_2_] (10
i

onde,
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Einter corresponde a energia de interacdo ligante-proteina. O termo
Epprepresenta a energia potencial do inibidor por partes que usa dois conjuntos
diferentes de paradmetros: 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 eletrostticas entre atomos 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
para kcal-mol'l(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006; SOUZA et al.,, 2008;
RAMALHO et al., 2009; OGUNGBE;SETZER, 2009).

E;nTrRa € a energia interna do ligante (Equacdo 11):

EINTRA = XLIGANTE 0) ZLIGANTE(]’) Eprp (Tij) + 2 riexivers AL —

cos(m -0 — 609)] + Epgnavizapa (11)

As duas primeiras somas contidas na equac¢do estio relacionadas a todos
os pares de atomos do ligante excluindo os pares de a&tomos conectados por duas
ligagdes. O segundo termo refere-se a energia de tor¢do, onde 0 € o angulo de
torcdo da ligacdo. O ultimo termo, Epgyarizapa (chamado de termo de
corregdo), atribui uma penalidade de 1.000 se a distancia entre dois atomos
pesados (mais de duas ligagdes distantes) for menor que 2,0 A, punindo
conformagdes inexistentes do ligante. Em resumo, essas func¢des sdo usadas para
ancorar automaticamente uma molécula flexivel em uma molécula molde
(proteina).

A técnica de ancoramento molecular encontra uma média de estruturas
estaveis do ligante na proteina e calcula essa estabilidade relativa como mostra o

esquema da Figura 6, porém, nem sempre as estruturas escolhidas sao reativas.
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Figura 6 Representacdo do ancoramento de um ligante em uma proteina. V =
favoravel e X ndo favoravel

Para encontrar a estrutura de menor energia, sem qualquer suposigéo
prévia, é necessario analisar todos os modos de interagdo, considerando a
flexibilidade conformacional do ligante a ser introduzido no sitio ativo da
proteina. Como esses dois problemas estdo interligados (interagdo oxima enzima
inibida e reatividade), eles podem ser resolvidos ao mesmo tempo. Contudo, o
numero de combinagdes envolvidas ¢ muito grande (MIZUTANI; TOMIOKA;
1Al 1994).

2.6 Mecanismos de reacio

Em quimica, uma sequéncia passo a passo de reacdes elementares,por
meio das quais a transformag@o quimica acontece, ¢ conhecida como mecanismo
de reagdo. De outro modo, a reagdo universal (ou, global) acontece por meio de
um conjunto de processos quimicos descritos por etapas ou reagdes elementares.

Um mecanismo € uma proposta académica da qual se pode escrever uma lei de
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velocidade que estd de acordo com a lei de velocidade observada. O fato de um
mecanismo explicar os resultados experimentais ndo significa necessariamente
que ele esteja correto. A descrigdo mecanistica nada mais é do que uma
atividade artistica do quimico em imaginar de que modo uma reagéo no seu todo
acontece. A proposta de um mecanismo de reacdo ¢ uma excelente atividade
académica de exercicio mental (VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT,
2006).

Uma reacdo elementar expressa as configuragdes das moléculas ou ions
reagindo entre si. A equagdo em um processo elementar representa a reagdo no
seu nivel molecular, ndo a reag@o global. De acordo com o numero de moléculas
envolvidas na etapa elementar, trés tipos de passos elementares sdo propostos:
unimolecular (equagdo 12), bimolecular (equagido 13) e trimolecular (equacdo
14). Em cada um desses processos, pode-se escrever uma lei de velocidade, a
qual deve ser escrita sempre de acordo com a equagédo proposta. A derivagido da
lei de velocidade final pode ser bem diferente da equag@o de velocidade dessas

etapas elementares (LUMBINY; HUI; ISLAM, 2014).

As;— A, + A, Velocidade (ou taxa de reagdo) = k [A;] (12)

C + AB,— BC + AB;, Velocidade (ou taxa de reacdo) = k [C] [AB4] (13)

C+ AB + A,— AB; + A,, Velocidade (ou taxa de reagdo) = k [C] [AB] [A3]
(14)

Os processos elementares sdo escritos para mostrar o avango de uma
reacdo quimica até a sua finalizagdo. A colecdo desses processos elementares
forma o mecanismo de reagdo. Processos elementares apresentam diferentes

velocidades. A etapa lenta € a determinante na velocidade de reagdo. A ordem
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dessa etapa € a ordem de uma reagdo e as concentragdes das espécies que ali
reagem devem ser expressas em termos das concentragdes dos reagentes. O
mecanismo descreve quais ligacdes sdo quebradas, em que ordem elas sdo
transformadas, qual ¢ a natureza do estado de transicdo (ET) e qual ¢é a
velocidade relativa de cada etapa. Uma descricdo completa do mecanismo deve
considerar todos os reagentes e substratos utilizados, a fun¢do do catalisador, a
estereoquimica, todos os produtos formados ¢ a quantidade de cada um. Um
mecanismo de reacdo deve também considerar a ordem na qual as moléculas
reagem (WU et al., 2014).

Ao se estudar reagdes organicas, pode-se perceber que alguns
mecanismos ocorrem na natureza via substituicdo e/ou eliminacdo. A reagdo de
substituicdo ¢ aquela em que o nucledfilo, rico em elétrons, substitui em uma
posi¢do eletrofila, pobre em elétrons, de uma molécula a um atomo ou grupo,
denominado labil (L), como pode ser visto no esquema representado pela

equagdo 15. Se ignorarmos as cargas formais a reagéo geral consiste em:

Nu: + R-L - R-Nu+ L: (15)

O nucléofilo (Nu:), mediante seu par de elétrons, substitui no substrato
R-L, onde R ¢ o eletrofilo, ao grupo L, o qual leva consigo um par de elétrons. O
nucléofilo pode ser uma espécie neutra ou um anion, ainda que o substrato possa
ser neutro ou ter carga positiva. As reagdes de substitui¢do se subdividem, de
acordo com o tipo de mecanismo envolvido, em Syl e Sy2, onde S significa
substituicdo, N simboliza nucleo6filo e os nimeros 1 ou 2 representam a ordem
de reacdo.

A reag¢do Sn2 (substituigdo nucleofilica bimolecular) ocorre em uma
unica etapa na qual a adi¢do do nucléofilo e a eliminagdo do grupo de saida o

correm simultaneamente como mostra o esquema da Figura 7. Portanto ¢ uma
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reacdo concertada, sendo favorecida quando a posicdo do atomo de carbono

eletrofilo é facilmente acessivel ao nucledfilo.

Figura 7 Substituicdo Sy2. Nu: é um nucleéfilo e I o grupo abandonador

A reacdo por Sy2 origina produtos cujas configuragdes sdo
absolutamente opostas a inicial. Isso porque a entrada do nucleofilo (no caso do
exemplo acima, o Nu:) se d4 em lado contrario ao grupo abandonador (Figura 7,
I), em decorréncia das repulsdes entre pares eletrénicos dos grupos ligantes. O
carbono, inicialmente com geometria tetraédrica, adquire uma estrutura radial,
no ET, com cinco ligantes: a ligagdo com o [ estd sendo desfeita e,
simultaneamente, estd se formando a ligagdo com o Nu:. Em seguida, apds a
saida do I, o carbono reassume a forma tetraédrica, mas em configuragéo
invertida a original (WADE, 2003).

Por outro lado, a reagdo Syl (substituigdo nucleofilica unimolecular)

implica duas etapas, uma lenta e a outra rapida (equagdes 17 e 18).

Nu: +R-L >R +L° (17), LENTA

R"+:Nu—R-L (18), RAPIDA

Na primeira etapa tem lugar a eliminagdo do grupo de saida e a

formagao do intermediario carbocation (etapa determinante da velocidade) e, na
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continuagdo, (segunda etapa) o nucledfilo se une a este. A Syl tende a ser
importante quando o atomo de carbono do substrato estd rodeado de grupos
volumosos, em razio dos fatos que tais grupos interferem estericamente com a
reagdo Sn2 e que os carbonos mais substituidos formam carbocéations mais
estaveis (WADE, 2003).

Espécies contendo atomos de fosforo pentavalentes desempenham um
papel chave em uma ampla gama de processos bioquimicos nos seres humanos.
Esses processos acontecem sob mecanismos de substituigio nucleofilica
bimolecular (Sx2 P). No entanto, a natureza destas reacdesndo estatotalmente
compreendida, em particular, ndo ¢ possivel identificar se os intermedidrios s&o
complexos de transi¢do (CT) ou ET que se desfazem antes de serem isolados
para caracterizagdo ou deteccdo (VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT,
2006).

Os célculos de mecanismo revelam que os principais fatores que
determinam a forma da curva de energia potencial - CEP, ou seja, a presenca ou
auséncia de barreiras de reacdo, sdo a demanda estérica de substituintes no
fosforo e, em menor medida, a natureza do grupo abandonador. Em particular, o
aumento do efeito estérico no atomo a ser substituido desloca o mecanismo para
o tipo potencial Pogo Simples (com um centro estavel do CT que é comum para
substituicdo em atomos do terceiro periodo, por meio de um potencial Pogo
Triplo (com um pré e pés-ETantes e depois do CTcentral), de volta para o pogo
de potencial Po¢co Duplo (com um ETcentral) que ébem conhecido para a
substituicdo do atomo central. A figura 8 ilustra as diferentes formas para a
curva de energia potencial (VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT,
2006).
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Figura 8 Curva de energia potencial AE versus avango reacional via rea¢des do
tipo Sn2: Pogo Simples, Pogo Duplo e Pogo Triplo

Fonte: (Adaptado: VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT, 2006).

2.7 Energia de ancoramento vs reatividade

Uma das maiores dificuldades para se calcular os intermediarios de
reagdo e 0 mecanismo de reacdo com base em um resultado de ancoramento ¢ a
escolha de qual pose utilizar na simulacdo. Geralmente, as poses de menor
energia sd0 as mais indicadas para o mecanismo, porém, nem sempre essas
estruturas formam ET e sdo as mais representativas do conjunto de todas as
possibilidades de ligagdo entre substrato e proteina. Na Figura 9 sdo ilustrados

os processos de ancoramento molecular e mecanismo de reacdo para BChE.

%
BChE-Neurotéxico + Oxima —[ BChE-Neurotéxico-Oxima ]7- BChE + Oxima-Neurotéxico

Figura 9 Processo de ancoramento e reatividade de uma oxima na BChE
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Como visto na Figura 9, ndo necessariamente o conférmero escolhido do
ancoramento molecular reage conforme esperado, ou seja, para uma oxima ser
considerada reativa, deve-se formar ET que leve a formacdo do produto final da
reagdo. A caracterizacdo dos ET pode acontecer em pontos de minimo ou
maximo, dependendo da natureza da reagdo quimica. Reacdes que acontecem
sob dominio do mecanismo Sy2 puro formam um ponto de minimo, conhecido
como curva do tipo Pogo Simples (Figura 9). No entanto, alguns mecanismos
apresentam pontos de maximo, como ¢ caso das curvas do tipo Pogo Duplo e
Triplo. Dessa forma, uma andlise mais criteriosa desta conformacgao inicial se
torna fundamental para uma descrigdo mais realistica dos resultados

experimentais (VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT, 2006).

2.7.1 Modelo de deformacéo da ligacdo quimica via TFD (Activation strain

model)

Um dos pré-requisitos para um planejamento mais eficiente de novos
farmacos ¢ determinar se uma reagdo catalisada tem uma baixa barreira de
ativac@o. O entendimento da reatividade quimica pode ser avaliadopela forma
comoos reagentes que originam as reagdes sdo deformados ao longo do
mecanismo (VAN ZEIST; BICKELHAUPT, 2010).

O modelo de deformacdo da ligacdo quimica fornece os recursos
necessarios para uma compreensdo completa da reatividade quimica e as
tendéncias das mesmas em termos das propriedades dos reagentes (VAN ZEIST;
BICKELHAUPT, 2010). Este modelo refere-se a barreira de ativacio
relacionada a rigidez dos reagentes ea deformacgio geométrica que esta associada
com (e caracteriza) o caminho de reacdo sob consideracdo. Este aspecto de

distor¢ao geométrica aparece na energia de desestabilizagdo. O modelo também
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estd relacionado com a capacidadede de ligacdo e interagdo mutua entre os
reagentes cada vez mais deformados ao longo de uma mesma via.
O ponto de partida s@o os dois reagentes separados, que se aproximam

desde oinfinito e comecam a interagir para formar o produto. Neste modelo, a

energia de ativagio AE*do ET é decomposta em AEgEFORM Acdo» @ energia de

deformagdo e a energia de interacio AE?NT, como mostra a equagdo (21)

abaixo:
#
AE* = AEpgrorma cio + AE}nr (21)

A tensdo de ativagio AE?TR 41N € a energia associada com a deformagio
dos reagentes a partir da sua geometria de equilibrio em dire¢do a geometria que
adquire no complexo ativado. Ela pode ser dividida em contribui¢des de cada
um dos reagentes, por exemplo, do catalisadore do substrato. O AE#NT ¢ a
energia de interagdo efetiva entre os reagentes deformados no estado de

transi¢do (Figura 10).

™Mo+
J CRyMEX

Figura 10 Ilustragdo de um esquema de andlise do modelo de deformacio da
ligacdo quimica
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O modelo pode ser estendido para incluir todo o caminho de reacdo. A
decomposicdo dos termos de energias AE({) em AEZEFORMA cio(§) e
AEfNT (¢) é levada em considera¢do ao longo da coordenada de reacdo ({), ou
seja, com base em reagentes por meiodo ET e dos produtos. A { é geralmente
obtida pelo calculo de coordenadas intrinsecas de reacdo (CIR) a partir de um
calculo do gradiente. Este caminho de reagdo pode entfo ser projetado sobre um
parametro critico geométrico, tal como a ligacdo que é quebrada durante o
processo de ativagdo (VAN ZIEST; BICKELHAUPT, 2010).

Os valores de AEgEFORM Acio © AEJyr no ET devem ser interpretados
com muitocuidado, tendo em vista que o ET da estrutura otimizada ¢ resultado

de um balango dos componentes de AEZ gForma cio(§) € AE?NT (0). Ao longo da

coordenada de reagdo, a tensdo AE?NT (¢) aumenta, em geral, porque o substrato
fica altamente deformado. Ao mesmo tempo, a interagio AE}#NT (¢) se torna mais
estabilizante na maioria dos casos. O resultado liquido € o perfil total de energia
AE() que atinge seu maximo em um ponto (por exemplo, o ET) no decorrer da

dAE] gropma cio©) _ _ dAEfyr (©)
d() d(@)

coordenada da reacdo onde: (VAN ZEIST;

BICKELHAUPT, 2010).

O objetivo deste modelo é entender mecanismos de reagdes de
substitui¢do nucleofilica e também reagdes cataliticas (BICKELHAUPT, 1999;
DIEFENBACH, 2005; VAN STRALEN; BICKELHAUPT, 2006).

2.8 Quimiometria

A quimiometria envolve a aplicagio de métodos matematicos,
estatisticos e computacionais para investigar, interpretar, classificar e fazer
previsdo de conjuntos de dados de interesse quimico, sendo atualmente

considerada como uma disciplina da quimica e inserida na grade curricular de
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diversos cursos de graduacdo e de pds-graduacdo em universidades brasileiras
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006).

Dentre as diversas subdreas da quimiometria pode-se destacar o
planejamento de experimentos, o reconhecimento de padrdes e a calibracio
multivariada. Na area de planejamento de experimentos, busca-se encontrar
quais as varidveis que mais afetam um determinado processo, assim como a
interacdo entre elas. No reconhecimento de padrdes, a partir de uma vasta gama
de informagdes (medidas quimicas ou espectrais, por exemplo) sobre uma série
de objetos, pretende-se encontrar agrupamentos de amostras (objetos) que sdo
similares entre si e, assim, detectar tendéncias nos dados. Na calibragio
multivariada, busca-se estabelecer um modelo que relacione uma série de
medidas (quimicas ou espectrais) realizadas em amostras com uma determinada
propriedade (concentragdo, por exemplo) (HOUGHTON; KALIVAS, 2000). Na
literatura podem ser encontrados diversos experimentos didaticos em calibracao
multivariada, (LIMA et al., 2008) reconhecimento de padrdes (CAZAR, 2003) e
planejamento de experimentos (RUSAK et al., 2003).

A quimiometria é dindmica e constantemente novos algoritmos surgem
ou sdo modificados, por isso ambientes computacionais sio largamente
empregados por pesquisadores especializados em consequéncia da possibilidade
de programagcio de rotinas dentro destes ambientes, como no caso do MatLab"
(HANSELMAN; LITTLEFIELD, 1997), do Scilabedo Octave (LEVENSPIEL,
1972).Todos ambientes computacionais interativos de alto desempenho,
voltados para o calculo numérico, cujo elemento basico de informagdo ¢ uma
matriz, sendo largamente empregados no desenvolvimento de métodos
quimiométricos (LIMA et al., 2008).

Os métodos de analise exploratoria sdo utilizados para extrair
informacdo e detectar tendéncias nos dados, baseados nas medidas multivariadas

das amostras. De maneira geral, eles podem ser classificados como métodos
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supervisionados como, por exemplo, Andlise Liner de Discriminantes (ALD)
(LACHENBRUCH, 1975), Vizinho Mais Préoximo - K(VZP-K) (GARCIA;
DEBREUVE; BARLAUD, 2008), Andlise Quadrdatica de Discriminantes
Minimos (AQDM) (BARKER; RAYENS, 2003) e Programa-Independente de
Modelagem por Classes Andlogas (PIMCA) (SVANTE; MICHEL, 1977), ou
ndo supervisionados como, por exemplo, a Analise dos Componentes Principais
(ACP) e Anadlise de Agrupamentos Hierdrquicos (AAH) (ANDERBERG, 1973)
permitindo assim a interpretacdo multivariada de conjuntos de dados complexos
por meio de graficos bi ou tridimensionais. Nos métodos supervisionados, ¢é
necessario que exista alguma informagao inicial sobre a identidade das amostras
para a formag@o das classes e o objetivo é desenvolver um modelo baseado nas
informagdes contidas nas amostras. Por outro lado, nos métodos ndo
supervisionados, a separacdo de classes acontece sem a necessidade de
informagdes iniciais sobre a natureza das amostras e o objetivo ¢ identificar

agrupamentos naturais entre as amostras (BRERETON, 2007).

2.9 Analise de componentes principais

A analise de componentes principais (ACP) é uma técnica que consiste
em transformar um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de
variaveis de mesma dimensdo denominadas de componentes principais (CP). As

CP apresentam as seguintes propriedades:

a) Cada CP é uma combinacdo linear de todas as varidveis originais;
b) S&o independentes entre si e estimadas com o propdsito de reter, em
ordem de estimagdo, o maximo de informagdo, em termos da

variagdo total contida nos dados;
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¢) A ACP ¢ associada a ideia de redug@o de massa de dados, com
menor perda possivel de informagio;

d) Procura-se redistribuir a variagdo observada nos eixos originais de
forma a se obter um conjunto de eixos ortogonais ndo

correlacionados.

Este método permite a reducdo da dimensionalidade dos pontos
representativos das amostras, pois, embora a informacdo estatistica presente nas
n varidveis originais seja a mesma das nCP, é comum obter em apenas 2 ou 3
das primeiras CP mais que 80% desta informagdo. O grafico da CP1 versus a
CP2 fornece uma janela privilegiada (estatisticamente) para observagdo dos
pontos no espaco n dimensional. A andlise de CP também pode ser usada para
julgar a importancia das proprias varidveis originais escolhidas, ou seja, as
variaveis originais com maior peso (loadings) na combinacdo linear das
primeiras CP sdo as mais importantes do ponto de vista estatistico (WANG;
MIZAIKOFF; KRANZ, 2009).

Portanto, a tarefa do quimico que trabalha com estatistica multivariada,
consiste em interpretar a distribuicdo dos pontos no grafico de CP e identificar
as variaveis originais com maior peso na combinac¢do linear das CP mais
importantes (LIMA et al., 2008).Existem pacotes computacionais de estatistica
que fazem todas as operagdes necessarias a obtengdo de CP, inclusive o
tratamento prévio de padronizagio e escalonamento dos dados, como ¢é o caso do
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) (NOROSIS, 1994) e do
SYSTAT (Statistics and Graphics Package Softaware) (WILKINSON, 1992).
Em alguns programas, como o SPSS, a op¢éo de CP aparece no menu por meio
de uma de suas finalidades: a reducdo de dados. O procedimento matematico

para obtencdo de CP pode ser facilmente seguido por aqueles que tém
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conhecimento de algebra matricial e é encontrado em diversos artigos e livros

direcionados para quimicos (RINNAN; VAN DEN BERG; ENGELSEN, 2009).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a descrigdo, em nivel molecular, das
intera¢des entre as duas oximas (/ e I/) reportadas na Tabela 1 (item 2.2) ¢ a

HssBChE, em dois sistemas:

1- HssBChE inibida pelo neurotéxico GF;
2- HssBChE inibida pelo neurotdxico GB;

Além disto, comparar diferentes pardmetros (energia de interacéo,
distdncia entre oxigénio e fdésforo, angulo de ataque e posicdo espacial da
molécula em reagdo) das duas oximas que se encontram em diferentes estados de
ionizagio.

Também investigar o mecanismo da reagdo de substituicdo nucleofilica
e também o processo de reativa¢io da HssBChE.

Finalmente, utilizar a ACP no estudo de correlagdes entre as variaveis,
com o intuito de constatar quais dispersam os resultados de ancoramento.
Almeja-se também explicar por meio da ACP, as divergéncias entre ancorar e

reagir bem.
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4 METODOLOGIA

4.1 Estruturas 3D das moléculas estudadas

As estruturas da HssBChE inibida por GF ¢ GA foram construidas
usando como moldes as estruturas da AChE de Mus musculus (MmAChE)
inibida por GB e complexada com HI-6, depositada no Protein Data Bank
(PDB) (BERMAN; LEONARD, 1990) por Akfur, Artursson e Ekstrom (2013)
(cédigo PDB 2Y2V; resolugio = 2.45 A, R = 0.185) e a estrutura da HssBChE
complexada com tacrina depositada no PDB por Nachon et al. (2013) (cddigo
PDB 4BDS; resolu¢io = 2.10 A, R = 0.176). Inicialmente MmAChE e HssBChE
foram superpostas utilizando o programa spdbviwer ¢ as coordenadas do GB da
MmAChHE foram copiadas para o sitio ativo da HssBChE com o objetivo de
gerar o complexo HssBChE/GB. Logo, para construir o complexo HssBChE/GF,
a estrutura do GB no complexo HssBChE/GB foi convertida em GF por meio
da insercdo e otimizag¢do do grupo—CH>CH,CH,— usando o programa Discovery
Studio 3.5. As estruturas das oximas foram construidas por meio do programa
PC Spartan Pro e otimizadas utilizando o método semiempirico PM3
(STEWART, 1989).

Neste trabalho, utilizaram-se os métodos QM/MM, que podem ser
aplicados no desenvolvimento de um modelo para simulagdo da reagdo entre as
oximas ¢ a HssBCHE inibida por GF e GB, possibilitando estudos das
caracteristicas principais do sistema. Nesses estudos, tratamos quanticamente os
atomos constituintes da oxima e do neurotdéxico que estdo diretamente
envolvidos no mecanismo de reacdo e também dos dtomos mais proximos, e
alguns outros aminoacidos pertencentes ao sitio ativo. A parte MM foi obtida
principalmente dos resultados dos estudos por ancoramento molecular. A

conformagdo dos reativadores e dos residuos de aminoacidos da HssBChE
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inibida, obtida do ancoramento, foi recortada de forma a deixar somente a parte
que sera utilizada nos calculos de QM. Esta metodologia sequencial de calculo
tem sido validada para mecanismos de reagdes e obtencdo de propriedades

espectroscopicas (RAMALHO et al., 2009).

4.2 Ancoramento molecular das estruturas

Os calculos das energias de interagdo das oximas dentro das cavidades
de HssBChE/GF e HssBChE/GB foram realizadas utilizando o programa
Molegro Virtual Docker® (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Este
programa ¢ capaz de prever a conformacdo mais provavel na qual um ligante ira
interagir com uma macromolécula.

A identificag@o da conformacdo do ligante é feita por meio da avaliagio
de um mimero de candidatos (conformagdes dos ligantes ou poses) estimando a
energia de suas intera¢des com a enzima. Os complexos foram construidos no
programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Nesta etapa, a
identificacdo dos modos de interacdo do ligante é interativo, avaliando certo
numero de solugdes (conformagao e orientagdo do ligante) e estimando a energia

de suas interagdes com os residuos da proteina.

4.3 Mecanismo de reacio

Os célculos de mecanismo de reagdo foram efetuados nos programas PC
Spartan Pro e Gaussian09W. A regido QM consiste dos atomos da oxima e do
neurotdxico que estdo envolvidos diretamente no mecanismo de reacdo e
também dos atomos mais proximos, e a regido MM consiste do restante do
sistema. Cada conférmero foi totalmente otimizado em nivel TFD, com

gradiente de conjugacdo e algoritmos quasi-Newton-Raphson. A geometria final
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foi obtida com o funcional de densidade Becke’s e o gradiente funcional
corrigido de Lee, Yang e Paar (B3LYP) (YANG; THOMSEN; CHRISTENSEN,
2005) usando a base 6-31g+ (d,p).

4.4 Analise multivariada

A dispersdo entre cada variavel determinada nas conformagdes das
oximas ancoradas na HssBChE foi estudada pela APC. Os dados obtidos foram
autoescalonados como forma de pré-processamento e os softwares MATLAB,
R2012b (8.0.0.783) e STATISTICA versao 10 (ELECTRONIC VERSION,

2013), foram utilizados para a realizacéo das analises.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a melhor compreensdo dos resultados, os dados foram divididos em
dois sistemas, os quais representam a HssBChE inibida por GB e GF. Nesses
sistemas, as oximas [/ e Il (Tabela 1), foram estudadas por ancoramento

molecular, TFD e quimiometria conforme discutido a seguir.

5.1 HssBChE inibida por GF

Os resultados de ancoramento molecular, estudos por TFD do
mecanismo de reacdo e quimiometria para o sistema HssBChE/GF estio

descritos e discutidos nos subitens a seguir.

5.1.1 Ancoramento Molecular

O reancoramento da estrutura cristalografica do HI-6 no interior dos
complexos HssBChE/GF e HssBChE/GB retornou valores de desvio médio
quadratico (DMQ), de 0,804 A e 1,245 A, respectivamente. Tendo em vista que
um valor de DMQ por volta de 2,000 A ¢é considerdvel aceitavel
(KONTOYANNI; McCLELLAN; SOKOL, 2004; LEACH; SHOICHET;
PEISHOFF, 2006; WARREN et al., 2006), estes resultados validam o protocolo
de ancoramento utilizado.

Um algoritmo de predi¢do da cavidade baseado em uma caixa 3D foi
usado para avaliar o sitio de ligacdo do sistema HssBChE/GF por meio do
software MVD (THOMSEM; CHRISTENSEN, 2006). O volume da cavidade
calculado foi de 332, A’(Figura 11).
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Figura 11 Cavidade do sistema HssBChE/GF

Os resultados tedricos obtidos no ancoramento molecular das oximas / e
I no complexo HssBChE/GF foram avaliados e comparados com os resultados
experimentais dessas oximas apresentados na Tabela 1. As oximas em estudo
foram ancoradas no sitio ativo do complexo HssBChE/GF usando como
referéncia a estrutura da HI-6 copiada da estrutura cristalografica da MmAChE
depositada no PDB (BERMAN; LEONARD, 1990) sob o coédigo 2Y2V, por
Akfur, Artursson e Ekstrom (2013). As energias de interag@o intermolecular
ligante-proteina foram calculadas para melhor entender as variagdes entre os
modos de interagdo dos compostos do sitio ativo da enzima e verificar quais os
fatores responsaveis pela atividade das oximas.

Na Tabela 2 s3o apresentados os valores de energia de interagdo e das
ligacdes hidrogénio com os aminoacidos do sitio ativo do complexo
HssBChE/GF para os trés conférmeros de menor energia de interagdo

intermolecular da oxima /.
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Tabela 2 Valores de energia de encoramento entre os melhores conféormeros da
oxima / com o complexo HssBChE/GF

Energia de Ligaciao

Pose Interacio Hidrogénio Distzncia Aminoacidos
(kcal'mol™)  (kcal'mol™) (A)
6 -125, 25 -2,50 2,60 Tyr128
-0,02 2,87 Trp82
1 -122,76 -0,22 2,93 Trp82
7 -120,96 - - -

Com base nos conférmeros selecionados, foram analisadas as interagdes
intermoleculares realizadas entre a oxima / e os residuos de aminoacidos do sitio
ativo do complexo HssBCHE/GF (Figura 12). Nesse sentido, cada ligagdo
hidrogénio formada entre o reativador e a enzima foi analisada, destacando
sempre os residuos de aminoacidos que interagiram mais fortemente com as
oximas em estudo. Os aminodcidos da HssBChE que interagiram com a oxima /
foram o Trp82 e a Tyr128 (Figura 12), com energias de ligagdo hidrogénio de
cerca de -2,50, -0,02 e -0,22 kcal-mol™, respectivamente, para as poses 6 ¢ 1,
permanecendo a uma distdncia maxima de 2,93 A. Foi observado que a pose 7
ndo realizou nenhuma ligacdo hidrogénio com os residuos de aminodcido
presentes no sitio catalitico da enzima. Isso, provavelmente, deve-se a forma em
que os atomos eletronegativos ficaram posicionados em rela¢@o aos hidrogénios

da enzima.
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Figura 12 Ligagdes hidrogénio formadas entre as poses da oxima / de menor
energia de interacdo e os residuos de aminoacidos no sitio ativo do

sistema HssBChE/GF

Na Tabela 3 s@o apresentados os valores de energia de interagdo e
informagdes sobre as ligagdes hidrogénio realizadas com os aminoacidos do sitio

ativo do complexo HssBChE/GF para as trés poses de menor energia da oxima

1I

Tabela 3 Valores de energia de encoramento entre os melhores confoérmeros da

oxima /I e o complexo HssBChE/GF

Pose Energia Ligacdo de Distincia Aminoacidos
Intermolecular Hidrogénio (A)
(kcal'mol™) (kcal'mol™)

4 - 128, 46 -2,39 3,12 Thr120

- 0,86 2,75 Thr120
13 -125,94 -1,09 2,71 Tyr128

-2,50 3,26 Glyl15
1 -124,64 -2,5 2,89 Tyr128
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Cada interagdo do reativador com a enzima foi analisada, destacando os
residuos de aminoacidos que interagiram mais fortemente com a oxima em
estudo. Os residuos de aminoacido da HssBChE que interagiram com as
conformagdes da oxima // foram: Gly115, Thr120 e Tyr128 (Figura 13), com as
seguintes energias de interagdo, -2,39, 0,86, -1,09, -2,50 e -2,50 keal'mol™,

respectivamente, e permanecendo a uma distdncia maxima de 3,26 A.

Thr120

Tyr 128

Figura 13 Ligag¢des hidrogénio formadas entre as conformacdes da oxima /I e os
residuos de aminoacidos no sitio ativo da HssBChE/GF

As duas unicas diferengas entre as estruturas das oximas em estudo estio
no substituinte metilico e na carga positiva presente em um dos nitrogénios do
anel heterociclico da oxima /I. Essas diferencas estruturais proporcionam a
oxima /I uma maior estabilidade de entrada no sitio ativo da HssBChE em
relagdo a oxima /. Visto que o sitio ativo da HssBChE possui uma cavidade
anidnica, ou seja, uma regido onde a densidade eletronica € maior, um composto
com uma carga positiva (oxima [I) gera estabilidade adicional quando

comparado com outro no estado neutro (oxima /). E importante observar que
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uma mudanga minima na estrutura molecular das oximas pode interferir na sua

reatividade e logo, na sua capacidade de reativacdo da HssBChE.

5.1.2 Selecao de estruturas

Uma vez realizado o ancoramento molecular, o MVD (THOMSEM,;
CHRISTENSEN, 2006) reporta inumeras poses, ou conformeros de entrada no
sitio ativo da enzima com seus respectivos valores de energia. Usualmente, os
conformeros de menor energia sdo escolhidos para representar a oxima no
mecanismo de reagdo. No entanto, esse método de selecionar os conférmeros de
menor energia pode ndo ser satisfatorio (CUNHA et al., 2012), pois nem sempre
as poses de menor energia serdo representativas, gerando conférmeros efetivos
para a reacgdo. Isto pode levar a uma inconsisténcia no método de selegdo de
estruturas para o mecanismo de rea¢do a partir dos resultados de ancoramento
molecular. Por meio da ACP pode-se explicar a falha em escolher as poses de
menor energia para representar a estrutura no mecanismo de reagdo. A seguir
serd discutida a aplicagdo da ACP para as oximas [/ e /I na reativagdo do
complexo HssBChE/GF.

A Figura 14 mostra a selecdo das componentes principais (novas
variaveis geradas) e a porcentagem de variagdo explicada pela componente esta
no eixo das ordenadas e os autovalores estdo representados em ordem
decrescente no eixo das abscissas. Como se pode observar na Figura 14, as duas
primeiras componentes explicam cerca de 70% da variancia total, havendo uma
estabilizacdo relativa do grafico apds a segunda componente. Pode-se observar,
também, que as outras componentes apresentaram sempre uma menor taxa de

explica¢do, ndo sendo aconselhavel inclui-las na andlise neste caso.
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Figura 14 Gréfico da explicacdo de propor¢do de variagdo de cada componente
principal do sistema HssBChE/GF/Oxima /

A interpretacdo dos componentes principais €, sem divida, um dos
pontos mais delicados da andlise. Aqui, um aspecto importante que pode ser
explorado é a correlacdo das variaveis originais com as componentes, as quais
fornecem a contribui¢do de maior relevincia entre as varidveis. A Figura 15
apresenta informagdes sobre as variaveis no chamado grafico de pesos onde P_x,
P y e P_z representam as coordenadas cartesianas do atomo de P do GF,
O Ser x, O Ser ye O Ser zrepresentam as coordenadas cartesianas do atomo
de O da Ser198 ¢ O Ox x, O Ox y e O _Ox_z correspondem as coordenadas

do atomo de O da oxima /.
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Figura 15 Gréfico da contribuicdo da nuvem de variaveis, no circulo unitdrio de
correlagdes para o sistema HssBChE/GF/Oxima [

A Figura 15 retrata o circulo de correlagdo unitario com a nuvem de
variaveis. Pode-se observar que as varidveis se aglomeraram em quatro regides
principais (quatro quartos do circulo). No primeiro semicirculo, observa-se que
as variaveis O Ser z, O Ser X, P z e energia possuem alta correlagido
estatistica, pois se encontram na mesma regido do circulo. Como o foco ¢ avaliar
a energia de interagdo como varidvel efetiva, a interpretagdo ird focar apenas nas
correlagdes envolvendo esta variavel.

A representatividade de um quarto de circulo € medida pelo tamanho
desse vetor. Quando o valor tende a 1, essa variavel possui alto peso em relacio
as outras, ou seja, ela possui maior representatividade. Na regido em estudo
pode-se observar que as varidveis de maior representatividade sdo as

coordenadas cartesianas z ¢ x da Serina. Consequentemente as de menor peso
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sdo a coordenada cartesiana z do P do GF e a energia. Esse resultado indica que
a variavel energia ndo se mostra uma boa op¢ao como pardmetro de escolha.

Da mesma forma que para a oxima /, foi realizado um estudo onde se
demonstra as porcentagens de variacdo de cada componente principal para a

oxima /I. Os resultados sdo apresentados no grafico da Figura 16.
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Figura 16 Grafico de explicagdo da propor¢do de variagdo de cada componente
principal para o sistema HssBChE/GF/Oxima /]

Da mesma forma que para a oxima /, serfio utilizadas para este estudo
apenas duas componentes que representam cerca de 62 % do sistema original de
dados. A redugdo de variaveis consiste basicamente em extrair o minimo de
variaveis com a maxima porcentagem de explicacdo do conjunto original de
dados. Nesse caso a porcentagem de explicagdo da terceira componente nao ¢

significativa o suficiente para que ela seja adicionada no estudo.
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O grafico de pesos para a oxima [/ no sistema HssBChE/GF,
expressando o comportamento das duas primeiras variaveis, é apresentado na

Figura 17.
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Figura 17 Gréfico da contribuicdo da nuvem de variaveis, no circulo unitdrio de
correlagdes para o sistema HssBChE/GF/Oxima [/

Na Figura 17, pode-se observar que as variaveis O Ser x, O_Ser y,
O Ser z, O Ox _x, 0 Ox_ye O_Ox_z possuem um maior peso em relacdo as
demais variaveis (P_x, P_y, P_z, distancia, dngulo e energia) que se encontram
mais distantes do perimetro do circulo unitario. Como no caso da oxima /, foi
observado que a energia é um parametro inadequado para representar o grupo.
As coordenadas da Ser198 e da oxima /I representam, portanto, com maior peso
o grupo de variaveis em estudo.

Os resultados apresentados nas Figuras 15 e 17 sugerem que a energia

de interagdo ndo ¢ a variavel de maior representatividade para ambas as oximas
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no sistema HssBChE/GF. Assim, a sele¢do de estruturas para o mecanismo de
reagdo provenientes do ancoramento molecular, baseada apenas no critério de

menor energia, pode ndo ser adequada.
5.1.3 Selec¢io por frequéncia de ocupacio

Uma vez que a energia ndo pode ser colocada como pardmetro de
escolha, surge a questio de como garimpar os resultados de ancoramento
molecular para escolher a conformagio (pose) mais adequada para os estudos de
mecanismo de reagio. E desejavel que esta conformagio seja um bom
representante do conjunto constituido pelas varias formas de interacdo da oxima
com a HssBChE. Procurou-se resolver esse problema por meio do método
quimiométrico de ACP-3D (nessa abordagem ha o uso de trés CP) pelo qual é
possivel delimitar as moléculas que mais possuem representatividade no
conjunto. O método de selecio baseia-se na ideia de frequéncia de ocupagio, ou
seja, selecionar a(s) molécula(s) que menos contribui(em) para o desvio padrio
da estrutura mediana.

A Figura 18 apresenta o resultado da analise tridimensional por ACP
para a oxima / no sistema HssBChE/GF. A ilustragdo exprime em apenas trés

dimensdes uma representatividade de 67% do conjunto original de dados.
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Figura 18 Gréfico tridimensional das trés primeiras CP para o sistema
HssBChE/GF/Oxima /

Em um grafico tridimensional, a interpretacio varia em relagdo ao
angulo de observacdo dos eixos. Entdo, serdo construidas representacdes
bidimensionais, combinando as projeg¢des de forma a maximizar as informagdes
contidas nelas. Na ACP, a porcentagem de explicagdo da componente 1 serd
sempre maior que a da componente 2 e assim sucessivamente. Logo, as
projegdes que podem representar o conjunto original sdo: CP1 vsCP2 e CP1 vs
CP3, pois sempre CPy> CPyu.

As Figuras 19 e 20 apresentam os angulos de visdo que possibilitam a
melhor interpretacdo e, consequentemente, a indicagdo de um conjunto de poses

adequadas para o mecanismo de reagao.



65

0.8t ° o

o

0.6

-t
o
o~

04} o 8
o

o=
qma
+]

021

ot

0.0t 15

CP219 %
o

02 o 23 |

04t o o
06| o

08t [

40 08 06 04 02 00 02 04 06 08 1,0
CP134%

Figura 19 Projecdo CP1 vs CP2 para o sistema HssBChE/GF/Oxima /

A Figura 19 reporta a dispersdo das poses em func¢do da primeira e da
segunda CP. A pose 2, que estd no limiar do quadrado, ¢ teoricamente o
conférmero mais representativo do conjunto original de dados, ou seja, a pose
que possui maior semelhanga com a estrutura média, ou aquela que se acredita
que possa representar de forma mais adequada a interagdo entre a oxima ¢ a
HssBChE. Esta conformagéo sera fundamental para o processo de reativagdo. Os
limites (-0,2 e +0,2) foram escolhidos arbitrariamente ¢ determinam as estruturas
mais proximas a pose média, com erro de = 0,2.

A fim de corroborar os resultados encontrados acima, a Figura 20
representa a dispersdo das poses em fungdo de CP1 vs CP3. Uma comparacio
entre as Figuras 19 e 20 foi feita com o objetivo de projetar conformacgdes

representativas para o mecanismo de reagio.
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Figura 20 Projecdo da CP1 vs CP3 para o sistema HssBChE/GF/Oxima /

Na Figura 20, pode-se observar que as poses que possuem menor
variancia em relacio 4 média global sdo as poses 17, 18 e 21. E notavel que as
poses delimitadas nio se repetem nas Figuras 19 e 20, porém, é conhecido que o
plano da Figura 19 contém uma maior explicacdo do conjunto original de dados.
Nesse sentido, a ideia serda utilizar como primeira aproximacdo a pose 2,
indicada no plano CP1 vs CP2. Se necessario as poses da Figura 20 serdo as
préximas a serem investigadas. Esta escolha serd baseada na menor varidncia do
conjunto original de dados observada via andlise multivariada, mais
especificamente reducdo das variaveis em CP.

O mesmo procedimento foi aplicado para a oxima //. A Figura 21
representa a projecdo tridimensional das primeiras CP as quais de forma
ortogonal somam 65%. Esse valor corresponde a representatividade do grupo

original de dados com apenas 3 variaveis.



67

Figura 21 Gréfico tridimensional das trés primeiras CP para o sistema
HssBChE/GF/Oxima 11

As Figuras 22 e 23 representam os dois planos que possibilitaram a
melhor interpretacdo e, consequentemente, a indicagdo de um conjunto de poses

que poderdo ser usadas no estudo do mecanismo de reacio.
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Figura 22 Proje¢do da CP1 vs CP2 para o sistema HssBChE/GF/Oxima /I

A Figura 22 demonstra a dispersdo das poses em fun¢io da primeira e da
segunda CP. A pose 22, que estd dentro do quadrado, € teoricamente o
conférmero mais representativo do conjunto original de dados, ou seja, a pose
que possui maior semelhangca com a estrutura média. Os limites (-0,2 e +0,2),
escolhidos arbitrariamente, determinam as estruturas mais proximas a pose
média (tedrica) com erro de = 0,2.

A Figura 24 representa a dispersdo das poses em funcéo da CP1 vs CP3.
A comparacao entre as Figuras 23 e 24 possibilitou a garimpagem de poses para

o estudo do mecanismo de reacao.
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Figura 23 Projegdo da CP1 vs CP3 para o sistema HssBChE/GF/Oxima /I

Na Figura 23, pode-se observar que as poses que possuem menor
variancia em relagdo a média global sdo as poses 14 e 30. Estatisticamente, as
poses 14, 22 e 30 podem formar um conjunto a ser levado ao mecanismo de
reacdo, uma vez que essas estruturas assemelham-se a estrutura média. Elas
foram as estruturas que melhor representam a média nessa projecdo, ou seja,
aquelas que se encontram mais proximas ao ponto de origem das CP (o ponto
0,0). Porém, como o plano CP1 vs CP2 possui maior explicacdo do conjunto
original de dados, para o mecanismo de reagdo, sera usado o conférmero 22
como primeira aproximacao.

Uma vez escolhidas as poses das duas oximas, foi feito um estudo
analisando criteriosamente as energias de interacdo, ligacdo hidrogénio e forca
de ligagdo para as oximas / ¢ /I complexadas com a HssBChE inibida por GF. O

algoritmo de predi¢do da cavidade baseado em uma caixa 3D foi usado para
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avaliar o sitio de ligacdo HssBChE por meio do software MVD (THOMSEM,;
CHRISTENSEN, 2006).

As energias de interagdo intermolecular ligante-proteina foram
calculadas para melhor entender quais sfo as variagdes entre os modos de
interagdo dos compostos do sitio ativo da HssBChE e verificar quais fatores sdo
responsaveis pela atividade das oximas.

Na tabela 4 pode-se observar os melhores conférmeros das oximas 7 e I/
projetados pela ACP e seus respectivos valores de energia de interacdo e
também das liga¢cdes hidrogénio feitas com os aminoacidos presentes no sitio

ativo do complexo HssBChE/GF.

Tabela 4 Valores de energia de encoramento das poses das oximas [ e
ITescolhidas por ACP no complexo HssBChE/GF

Oxima Pose Energia Ligacdo de = Comprimento Aminoacidos
Intermolecular Hidrogénio  da ligacdo de
(kcal'mol™) (kcal'mol™)  Hidrogénio (1&)

1 2 -122,76 -0,22 2,92 Trp82
/4 22 -94,15 -2,5 2,84 Thr120
-1,95 3,20 Thr120

Analisando a tabela 4, pode-se observar que a oxima / possui menor
energia intermolecular e faz uma ligagdo hidrogénio com o residuo Trp82 da
HssBChE. Porém, como demonstrado anteriormente, apenas a variavel energia
ndo consegue apontar um conférmero reativo, ou seja, aquele capaz de formar o

ET favoravel para a conclusdo da reagéo.
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5.1.4 Mecanismo de reacio

A fim de projetar novos e mais estereoseletivo reativadores da
HssBChE, ¢ fundamental compreender os processos mecanisticos da reacdo
quimica em questdo. A quimica computacional é capaz de investigar e,
consequentemente, maximizar o processo de reativagdo levando em conta os
efeitos estéricos ou deformativos e eletronicos da reacdo quimica.

O estudo por QM/MM ¢ o primeiro passo na compreensdo, de forma
tedrica, do processo de reativagdo, pelas oximas / e /I, da HssBChE inibida por
GB e GF. Uma vez dentro da cavidade da enzima, o reativador precisa
sequestrar o P ligado a Ser198. Para avaliar teoricamente esse processo simulou-
se, em nivel QM/TFD, o mecanismo da reagdo. Por meio do método de calculo
daCEP (VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT, 2006) foi possivel
prever o produto da reagdo por meio dos estados de transicdo (E-OP*Ox) da
reagdo: E-OP + Ox. Os resultados mostram que a oxima / desviou muito do
sistema Sy2 padrdo, pois sua curva de energia potencial (Figura 24) tende ao
modelo de transi¢do do tipo poco triplo (VAN BOCHOVE; SWART;
BICKELHAUPT, 2006). A reagdo Sy2 perfeita seria representada pelo grafico
de transi¢do do tipopogo unico. O grafico da Figura 24 sugere que a oxima /
efetua seu ataque ao atomo de P do complexo HssBChE/GF a uma distancia em
torno de 4,3 A. Tal fato pode ser observado pelos pontos de cela do grafico CEP,
onde os estados intermediarios, principais e posteriores de transicdo sdo

representados pelas letras: a, b, ¢, d e e.
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Figura 24 Curva de variacdo da energia potencial AE ao longo da reacdo entre a
oxima / e o sistema HssBChE/GF

O modelo de pogo triplo é caracterizado na Figura 24 pela presenga dos
dois intermediarios de ET, o RC (a, 6,45 A) e preET (b, 5,75 A), um ET (c, 4,35
A)e os dois ET posteriores, postET (d, 3,65 A) e PC (e, 2,95 A) gerando uma
curva bastante singular. A fim de investigar com mais detalhe os efeitos
eletronicos e estéricos que governam a formagdo dos ET, as contribuigdes das
energias eletronica (EE) e deformacional (ED) para o modelo pogo triplo foram
calculadas e sdo apresentadas na Figura 25. Neste sentido, pode-se notar que a
medida que os reagentes se transformam em ET que potencialmente se
rearranjaram para formar produtos, ou seja, naquele momento de rompimento e
formagdo de ligagcdes quimicas, a EE aumenta de forma assintética passando por
dois pontos de cela. Ja a contribuicdo da ED decai bruscamente passando por
trés pontos de inflexdo. A fim de esmiucar os ET envolvidos no processo de

reativagdo da enzima, foi feita uma analise da contribuicdo de dois parametros
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os eletronicos e estéricos entre oxima e enzima. Pode-se ver pela

Figura 25 que a contribuicdo da energia de interacdo é maior em todos os ET da

reacgdo de reativacdo da enzima.

Energia Eletronica (kcal mol'ﬂ)

Figura 25
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Contribui¢do das energias eletronica e deformacional nos ET para as
interagdes entre a oxima / € o complexo HssBChE/GF

Isso sugere que a oxima / ¢ bastante promissora, pois na distncia

ancorada na enzima ela ja inicia uma interagéo elétrica com a estrutura inibida

que pode leva-la para dentro do sitio ativo da HssBChE. Logo apds esse

momento,

as EE aumentam sua contribuicdo na formag¢do dos ET. Ou seja,

ocorrem deformacdes favordveis para que haja arranjos mais estaveis para a

formac@o dos ET, e consequentemente, a formagdo dos produtos E-OH e Ox*P.

A enzima reativada (E-OH) pode agora retornar a sua atividade bioquimica. Ja

nos ET seguintes a contribui¢io da EE supera em torno de -0,34 ¢ -0,12

keal'mol'no preET e no postET, respectivamente. Uma vez que a distincia vai

diminuindo ¢ natural que as ED caiam abruptamente, pois nesse momento todos
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os atomos ja adquiriram posi¢do favoravel para a reacdo acontecer. No estado
PC, a diferenca de energia é de -0,27 kcal-mol™.

A Figura 26 ilustra o grafico de CEP (VAN BOCHOVE; SWART;
BICKELHAUPT, 2006), para a reativagdo, pela oxima /I, da HssBChE inibida
por GF. Nesse grafico € possivel notar que a oxima I/ comega a substitui¢do do
4tomo de P por um 4tomo de H a uma distincia de 7,35 A do GF. De mesma
forma que para a oxima /, o modelo do poco triplo mostrou-se o mais adequado

para elucidar os ET dessa oxima na reativagdo molecular.
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Figura 26 Curva de energia potencial AE ao longo da reagdo entre a oxima I/ e
o complexo HssBChE/GF

Para a oxima /I, os preET ocorreram em 7,45 A (a, RC), 5,95 A (b,
preET), 4,55 A (¢, ET/TC), 3,15 A (d, postET) e 1,75 A (e, PC). A curva gerada
pelo CEP (VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT, 2006) sugere que os
ET foram mais acentuados e as curvas de energia que representam os estados

intermediarios da reagdo foram mais agudas quando comparadas com a oxima /.
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De modo a entender melhor o mecanismo de reagdo para a oxima /I, foi
calculada a contribui¢do das EE e das ED na reativacio da HssBChE inibida por

GF (Figura 27).
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Figura 27 Contribui¢do das energias eletronica e deformacional nos ET para as
interagdes entre a oxima I/ e o complexo HssBChE/GF

Pode-se notar que antes da formago dos pré-estados intermediarios (d >
7,5A), a contribui¢io da ED é bastante inferior a EE relativa e no ponto RC a
diferenga ¢ de -0,95 kcal'mol”. A medida que a distdncia vai diminuindo ¢
possivel notar que a diferenca entre as EE e ED relativas vio aumentando. No
preET e no ET/TC a discrepancia ¢ de -0,29 e -0,23 kcal-mol™ respectivamente.
Apds a formacdo do estado ET/TC a diferenca entre as energias ¢ mais
acentuada, girando em torno de —0,05 kcal'mol”. Fato que corrobora o0s
resultados experimentais que mostram que a oxima // ¢ muito mais reativa com

a HssBChE inibida por GF. Se considerarmos as distdncias do ET/TC, para as
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oximas [ e 11, é factivel que o ataque ao P complexado com a enzima ocorra a
uma distancia de 7,35 A. Portanto, o ataque ao P pela oxima I/ ocorre 3A antes
quando comparado com a oxima /, fato que corrobora o experimental nos
resultados das constantes de velocidade para a reativacdo. A razdo
K g OXIMAIL e | OXIMAT 24,78 sugere que a reagdo de substituicdo entre E-OP e
Oxima /I ocorre cerca de 24,78 vezes mais rapido que a oxima /. A fim de
comparar as capacidades de reativacdo das duas oximas foi construido o grafico
da Figura 28 que apresenta as energias relativas das mesmas em fun¢do da

distancia entre o P do GF (E-OP) e o0 O da oxima (Ox-H).
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Figura 28 Comparacdo entre as oximas / e Il na formagdo do ET com a
HssBChE inibida por GF

Nota-se pela curva tracejada na Figura 28 que a oxima I/ apresenta
pontos de inflexdo mais agudos e a uma distancia superior em relagdo a oxima /.

Deste modo, os ET da oxima // s3o mais favoraveis energeticamente,
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viabilizando o ataque nucleofilico a distancias maiores quando comparada a

oxima /.

5.2 HssBChE inibida por sarin

Os resultados de ancoramento molecular, estudos por TFD do
mecanismo da reagdo e quimiometria para o sistema HssBChE/GB estio

descritos e discutidos nos subitens a seguir.

5.2.1 Ancoramento Molecular

Um algoritmo de predigdo da cavidade baseado em uma caixa 3D foi
usado para avaliar o sitio de ligagdo do sistema HssBChE/GB por meio do
software MVD (THOMSEM; CHRISTENSEN, 2006). O volume da cavidade
calculado foi de 352,57 A® (Figura 29).

Figura 29 Cavidade em estudo para o sistema HssBChE/GB
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Os resultados tedricos obtidos no ancoramento molecular das oximas / e
1I no complexo HssBChE/GB foram avaliados e comparados com os resultados
experimentais apresentados na Tabela 1. As oximas em estudo foram ancoradas
no sitio ativo do complexo HssBChE/GB usando como referéncia a estrutura da
HI-6 copiada da estrutura cristalografica da MmAChE depositada no PDB
(BERMAN; LEONARD, 1990) sob o codigo 2Y2V, por Akfur, Artursson e
Ekstrom (2013). As energias de interagdo intermolecular ligante-proteina foram
calculadas para melhor entender quais sdo as variagdes entre os modos de
interagdo dos compostos do sitio ativo da enzima e verificar quais os fatores
responsaveis pela atividade das oximas.

Na tabela 5 sdo exibidos os valores de energia de interagdo e das
ligagdes hidrogénio com os aminoacidos do sitio ativo do complexo
HssBChE/GB para as trés poses de menor energia de interagdo intermolecular da

oxima /.

Tabela 5 Valores de energia de encoramento entre as melhores conférmeros da
oxima / e o complexo HssBChE/GB

Pose Energia Ligacio de Distancia  Aminoacidos
Intermolecular  Hidrogénio (A)
(kcal'mol™) (kcal'mol™)

2 - 122,37 -2,50 2,78 His438
- 0,67 3,29 Trp82

8 -119,12 -1,16 3,25 Trp82
-2,49 2,60 Gly78

-1,62 3,07 Trp430

-2,5 2,92 Tyr440

20 -118,97 -1,08 3,38 Thr120
-2,5 2,86 Thr120

-2,5 3,09 Glyl15

-2,5 2,63 Tyrl28
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A partir dos conférmeros selecionados, foram analisadas as interagdes
intermoleculares realizadas entre a oxima / e os residuos de aminoacidos do sitio
ativo do complexo HssBCHE/GB (Figura 30). Nesse sentido, cada ligagdo
hidrogénio formada entre a respectiva pose e a enzima foi analisada, destacando
sempre os residuos de aminoacidos que interagiram mais fortemente com as
oximas em estudo. Os aminodcidos da HssBChE que interagiram com as
conformagdes selecionadas foram Gly 78, Trp 82, Gly 115, Thr 120, Tyr128,
Trp 430, His438 e Tyr440. E observado que a pose 2 realiza 2 ligagdes
hidrogénio com energias de -2,50, -0,67 kcal'-mol”, enquanto as poses 8 e 20
realizam 4 com energias em torno de -1,16, -2,49, -1,62, -2,50, -1,08, -2,50, -
2,50 ¢ -2,50 keal'mol™. J4 as distincias das ligagdes hidrogénio variaram de 2,60

a 3,28 A, respectivamente.

Tyr 128

Pose 20

Figura 30 Ligagdes hidrogénio formadas entre as poses de menor energia da
oxima / e os residuos de aminoacidos no sitio ativo do sistema
HssBChE/GB

Na tabela 6 sdo apresentados os valores de energia de interagdo
intermolecular e das ligagdes hidrogénio com os aminoacidos do sitio ativo do

complexo HssBChE/GB para as trés poses de menor energia da oxima /1.
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Tabela 6 Valores de energia de encoramento entre as melhores poses da oxima
1l e o complexo HssBChE/GB
Pose Energia Ligacio de = Comprimento Aminoacidos
Intermolecular Hidrogénio da ligacdo (1&)
(kcal'mol™) (kcal-mol™)

24 134,24 2,25 3,19 Tyr128
2,50 3,15 Tyr128
1,82 2,69 Tyr128
2,50 3,20 Glu197
-1,23 3,11 Glyl15
6 -129,34 -0,23 3,11 Trp82
-0,10 2,61 Trp82
-2,50 2,95 His438
0 -129,32 -2,50 3,09 Tyr128
-0,33 3,00 Glyl21
-2,50 3,18 Trp82

Cada interag@o do reativador com a enzima foi analisada, destacando os
aminoacidos que interagiram mais fortemente com as oximas em estudo. Pode-
se observar que a oxima [/ apresentou mais interacdesno sitio do complexo
HssBChE/GB que do complexo HssBChE/GF. Fato que sugere uma maior
afinidade pelo sitio ativo da enzima inibiba por GB. Os residuos de aminoacidos
da HssBChE que interagiram mais fortemente com as conformagdes da oxima //
foram a Trp82, Glyl115, Glyl121, Tyr128, Glul97 e His438 (Figura 31), com as
respectivas energias de interagdo, -1,82, -2,25, -1,82, -0,23, -0,10, -1,23, -0,33, -

2,50, -2,50 e -2,50 kcal-mol”, permanecendo a uma distancia de no maximo 3,20

A



81

Gly 121

Pose 24 Se®

3 5

Figura 31 Ligag¢des hidrogénio formadas entre as conformacdes da oxima /I € os
residuos de aminoacidos no sitio ativo do complexo HssBChE/GB

5.2.2 Sele¢ao de estruturas

A Figura 30 mostra a selecdo das CP (novas variadveis geradas), para o
sistema HssBChE/GB/Oxima /I, visto que a porcentagem de variagdo explicada
pela componente estd no eixo das ordenadas, e os autovalores estdo
representados em ordem decrescente no eixo das abscissas. Como se pode
observar na Figura 31, as duas primeiras componentes explicam cerca de 69%
da variancia total, havendo uma estabilizacdo relativa do grafico apds a segunda
componente. Pode-se observar, também, que as outras componentes
apresentaram sempre uma menor taxa de explicacdo, ndo sendo aconselhdvel

inclui-las na analise neste caso.
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Figura 32 Gréfico da explicacdo de propor¢do de variagdo de cada componente
principal do sistema HssBChE/GB/Oxima /

A Figura 33 apresenta informagdes sobre as variaveis no grafico de
pesos, em que P_x, P_y e P_z representam as coordenadas cartesianas do atomo
de P do GB, O Ser x, O Ser y ¢ O Ser z representam as coordenadas
cartesianas do 4atomo de O da Serl98 e O Ox x, O Ox y e O Ox z

correspondem as coordenadas do atomo de O da oxima /.
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Figura 33 Gréfico da contribui¢@o da nuvem de varidveis, no circulo unitario de
correlagdes do sistema HssBChE/GB/Oxima /

No primeiro semicirculo, observa-se que as variaveis Pz, O Ser z,
O _Ox_x e energia possuem alta correlagdo estatistica, pois se encontram na
mesma regido do circulo. As varidveis O-Ser z e O_Ox_x possuem a maior
representatividade deste grupo, acompanhadas pela coordenada z do P e
finalmente pela variavel energia. Como o foco ¢ avaliar a energia de interagéo
como varidvel efetiva, a interpretacdo irda focar apenas nas correlagdes
envolvendo esta variavel.

A representatividade de um % de circulo é medida pelo tamanho desse
vetor. Quando o valor tende a um, essa variavel possui alto peso em relag@o as
outras, ou seja, ela possui maior representatividade. Na regido em estudo pode-
se observar que as variaveis de maior representatividade sdo as coordenadas

cartesianas da serina e, também, da oxima. Consequentemente as de menor peso
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sdo a coordenada cartesiana x do P e a energia. Esse resultado indica que a
variavel energia ndo se mostra uma boa opg¢ao como pardmetro de escolha.

Da mesma forma que para a oxima /, um estudo em que se avaliam as
porcentagens de variacdo de cada componente principal para a oxima /I foi

realizado. Os resultados sdo apresentados no grafico da Figura 34.
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Figura 34 Grafico de explicagdo da propor¢do de variagdo de cada CP do
sistema HssBChE/GB/Oxima /]

Da mesma forma que para a oxima /, apenas duas componentes, que
representam cerca de 62% do sistema original de dados, serdo utilizadas para
esse estudo. A redugdo de variaveis consiste basicamente em extrair 0 minimo
de varidveis com a maxima porcentagem de explicacdo do conjunto original de
dados. Nesse caso, a porcentagem de explicacdo da terceira componente ndo ¢

significativa o suficiente para que ela seja adicionada no estudo.
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O grafico de pesos, expressando o comportamento das duas primeiras

variaveis, para a oxima /I no sistema HssBChE/GB, ¢ apresentado na Figura 35.
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Figura 35 Gréafico da contribui¢do da nuvem de variaveis, no circulo unitario de
correlacdes do sistema HssBChE/GB/Oxima 17

Na Figura 35, pode-se observar que as varidveis O_Ser x, O Ser y,
O Ser z, O Ox x, 0 Ox_ye O Ox_z possuem um maior peso em relacdo as
demais varidveis (P_x, P_y, P_z, distancia, dngulo e energia) que se encontram
mais distantes do perimetro do circulo unitario. Como no caso da oxima /, foi
observado que a energia é um parametro inadequado para se representar o grupo.
As coordenadas da Ser198 e da oxima // representam, portanto, com maior peso
o grupo de variaveis em estudo.

Os resultados apresentados nas Figuras 33 e 35 sugerem que a energia
de interagdo ndo ¢ a varidvel de maior representatividade para ambas as oximas

no sistema HssBChE/GB. Assim, a selecdo de estruturas para o mecanismo de
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reacdo provenientes do ancoramento molecular, baseada apenas no critério de

menor energia, pode ndo ser adequada.
5.2.3 Selecdo por frequéncia de ocupacio

Uma vez que a energia ndo pode ser colocada como parametro de
escolha, surge a questdo de como garimpar os resultados de ancoramento
molecular para escolher a conformac¢io mais adequada para os estudos de
mecanismo de reacdo. E desejavel que esta conformacdo seja um bom
representante do conjunto constituido pelas varias formas de interagdo da oxima
com a HssBChE. Procurou-se resolver esse problema por meio do método
quimiométrico de ACP multivariado, ou 3D por meio do qual € possivel
delimitar as moléculas que mais possuem representatividade no conjunto. O
método de selecdo baseia-se na ideia de frequéncia de ocupagdo, ou seja,
selecionar a(s) molécula(s) que menos contribui (em) para o desvio padrio da
estrutura mediana.

A Figura 36 apresenta o resultado da andlise tridimensional por ACP
para a oxima /. A ilustragdo exprime em apenas trés dimensdes uma

representatividade de 72% do conjunto original de dados.
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o AT

Figura 36 Grafico tridimensional das trés primeiras CP para o sistema
HssBChE/GB/Oxima /

Em um grafico tridimensional, a interpretagdo varia em relagdo ao
angulo de observacdo dos eixos. Entdo, serdo construidas representacdes
bidimensionais, combinando as projeg¢des de forma a maximizar as informagdes
contidas nelas. Na ACP multivariada, a porcentagem de explicagdo da
componente 1 sera sempre maior que a do componente 2 e, assim,
sucessivamente. Portanto, as proje¢des que podem representar o conjunto
original s30:CP1 vs CP2 e CP1 vs CP3, pois sempre CPx> CPys;.

As Figuras 37 e 38 apresentam os angulos de visdo que possibilitam a
melhor interpretacdo e, consequentemente, a indicagdo de um conjunto de poses

adequadas para o mecanismo de reagao.
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Figura 37 Projecdo da CP1 vs CP2 para o sistema HssBChE/GB/Oxima /

A Figura 37 apresenta a dispersdo das poses em fungdo da primeira e
segunda CP. As poses 17, 10 e 2, dentro do quadrado, sdo teoricamente os
conférmeros mais representativos do conjunto original de dados, ou seja, as
poses que possuem maior semelhanga com a estrutura média, ou aquela que se
acredita que possa representar de forma mais adequada a intera¢do entre a oxima
¢ a HssBChE. Os limites (-0,2 e +0,2) foram escolhidos arbitrariamente. Eles
determinam as estruturas mais proéximas a pose média (teérica), com erro de +
0,2.

A fim de corroborar os resultados encontrados acima, a Figura 38
demonstra a dispersdo das poses em fungdo da CP1 vs CP3. Uma comparagéo
entre as Figuras 18 e 19 foi feita com o objetivo de projetar conformagdes

representativas para o mecanismo de reacdo.
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Figura 38 Projecdo da CP1 vs CP3 para o sistema HssBChE/GB/Oxima /

Na Figura 38, pode-se observar que as poses que possuem menor
varidncia em relacdo a média global sdo as poses 1, 14, 27¢ 29. Esses
conformeros podem ser considerados potenciais candidatos a serem levados ao
mecanismo molecular. Portanto, o conjunto de poses a serem consideradas nos
estudos do mecanismo molecular sera: 1, 2, 10, 14, 17, 27 e 29. As poses
delimitadas ndo se repetem nas Figuras 37 e 38, porém, ¢ conhecido que o plano
da Figura 37 apresenta maior explicagdo do conjunto original de dados.
Portanto, a ideia serd utilizar como primeira aproximag¢éo a pose 17, indicada no
plano CP1 vs CP2. Se necessario as poses da Figura 38 serfo as proximas a
serem investigadas. Esta escolha serd baseada na menor variancia do conjunto
original de dados observada via andlise multivariada, mais especificamente
redugdo das variaveis em componentes principais.

O mesmo procedimento descrito acima foi aplicado para a oxima /1. A

Figura 39 representa a projecdo tridimensional das primeiras componentes
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principais,as quais de forma ortogonal somam 65%. Esse valor corresponde a

representatividade do grupo original de dados com apenas 3 varidvesis.

a1 5D

Figura 39 Grafico tridimensional das trés primeiras componentes principais
para o sistema HssBChE/GB/Oxima I/

As Figuras 40 e 41 representam os dois angulos que possibilitaram a

melhor interpretacdo e, consequentemente, a indicagdo de um conjunto de poses
a serem utilizadas nos estudos do mecanismo de reagdo.
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Figura 40 Projecdo da CP1 vsCP2 para o sistema HssBChE/GB/Oxima I/
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Figura 41 Projegdo da CP1 vs CP3 para o sistema HssBChE/GB/Oxima I/
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Na Figura 41 pode-se observar que a pose que possui menor variancia
em relacdo a média global ¢ o conférmero 22. Estatisticamente, as poses 4 ¢ 22
podem formar um conjunto a ser levado ao mecanismo de reagio, uma vez que
essas estruturas assemelham-se a estrutura média. Elas foram as estruturas que
melhor representaram a média nessa projecdo, ou seja, aquelas que se encontram
mais proximas ao ponto de origem das CP (o ponto 0,0). Porém, como o plano
CP1 vs CP2 possui maior explicagdo do conjunto original de dados, o
conformero 4 serd usado para o mecanismo de reagdo como primeira
aproximacao.

Uma vez escolhidas as poses das duas oximas, foi feito um estudo
analisando criteriosamente as energias de interagdo, ligacdo hidrogénio e forga
de ligagdo para as oximas / e // complexadas com a HssBChE inibida por GB. O
algoritmo de predi¢do da cavidade baseado em uma caixa 3D foi usado para
avaliar o sitio de ligacdo HssBChE por meio do software MVD (THOMSEM;
CHRISTENSEN, 2006).

As energias de interagdo intermolecular ligante-proteina foram
calculadas para melhor entender quais sfo as variagdes entre os modos de
interagdo dos compostos do sitio ativo da HssBChE e verificar quais os fatores
s8o responsaveis pela atividade das oximas.

Na tabela 7, pode-se observar os melhores conférmeros projetados pela
ACP das oximas [ e Il e seus respectivos valores de energia de interacdo e
também das ligagdes hidrogénio feitas com os aminoacidos presentes no sitio

ativo do complexo HssBChE/GB.
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Tabela 7 Valores de energia de encoramento das conformagdes escolhidas por
ACP no complexo HssBChE/GB

Oximas Pose Energia Ligacio  Distancia (A) Amino4cidos
Intermolecul Hidrogénio
ar (kcal-mol'l)
(kcal'mol™)
1 17 -110,33 -2,46 3,10 Tyrl28
-2,24 3,09 Glyl15
-0,86 2,96 Glyl121
1 4 -119,56 -2,5 3,00 Ser287

Analisando a tabela 7, pode-se observar que a oxima /I possui menor
energia intermolecular e faz uma ligacdo hidrogénio com o residuo Ser287 da
HssBChE. Porém, como demostrado anteriormente, apenas a variavel energia
ndo consegue apontar um conférmero repersentativo do conjunto de docking, ou

seja, aquele capaz de formar o ET favoravel para a conclusdo da reacao.

5.2.4 Mecanismo de reacio

Os resultados dos estudos do mecanismo de reacdo para o sistema
HssBChE/GB mostram que a oxima / desviou muito do sistema Sy2 padrio, pois
sua curva de energia potencial (Figura 40) tende ao modelo de transi¢do do tipo
pogo triplo(VAN BOCHOVE; SWART; BICKELHAUPT, 2006). A reagdo Sx2
perfeita seria representada pelo grafico de transicdo do tipopogo unico. O grafico
da Figura 40 sugere que a oxima [ efetua seu ataque ao atomo de P do complexo
HssBChE/GB a uma distancia em torno de 5,53 A. Tal fato pode ser observado
pelos pontos de cela do grafico CEP onde os estados intermediarios, principal e

posterior de transi¢do, sdo representados pelas letras: a, b e c.
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Figura 42 Superficie de energia potencial AE ao longo da reag@o entre a oxima /
e o complexo HssBChE/GB

O modelo de pogo Duplo € caracterizado na Figura 42 pela presenga de
um estado intermediario de ET, o RC (a, 6,23 A), um ET (b, 5,53 A) e um PC (c,
4,13 A) gerando um modelo bastante singular. A fim de investigar com mais
detalhe os efeitos eletronicos e estéricos, que governam a formagio dos ET, as
contribui¢des das energias eletronica (EE) e deformacional (ED) para o modelo
pogo duplo foram calculadas e sdo apresentadas na Figura 43. Nos estados RC,

ET e PC a diferenca entre EE ¢ ED ficou em torno de -82,33 kcal-mol™.
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Figura 43 Contribui¢do das Energias Eletronica e de Deformagdo no ET da
oxima / no interior do complexo HssBChE/GB

As informagdes contidas na Figura 43 sugerem que a oxima / ¢ bastante
promissora, pois na distancia ancorada na enzima, ela ja inicia uma interacdo
elétrica com a estrutura inibida que, consequentemente, pode leva-la para dentro
do sitio ativo da HssBChE. Em todos os estados intermedidrios da reacdo a
contribui¢éo da EE ¢ superior a da ED.

A Figura 44 ilustra o grafico de CEP (VAN BOCHOVE; SWART;
BICKELHAUPT, 2006) para a reativagdo, pela oxima /I, da HssBChE inibida
por GB. Nesse grafico, ¢ possivel notar que a oxima // comega a substituicdo do
4tomo de P por um 4dtomo de H a uma distancia de 8,60 A do GB. Da mesma
forma que para a oxima /, o modelo pogo duplo mostrou-se o mais adequado

para elucidar os ET dessa oxima na reativagdo molecular.
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Figura 44 Curva de energia potencial AE ao longo da reacdo entre a oxima I/ e
complexo HssBChE/GB

Para a oxima II os ET ocorreram em 9,30 A (a, RC), 8,60 A (b, ET) e
7,20 A (c, PC). A curva gerada pela analise de CEP (VAN BOCHOVE;
SWART; BICKELHAUPT, 2006) sugere que a oxima // formou um estado de
transi¢do estavel, propiciando a geometria ideal para formar produtos que no
caso sdo a HssBChE reativada e o complexo Oxima-GB. A curva acentuada (b)
indica que muitas ligagdes foram quebradas em reagentes e formadas nos
produtos. De forma a melhor compreender o processo de reativacdo da
HssBChE inibida por GB, as contribui¢des eletronicas e deformacionais nos
estados intermediarios de reagdo for\m calculadas. A figura 45 demonstra a

contribuicdo eletronica e estérica para os ET do reativador e a enzima inibida.



97

-1756,570 . -m— EE s [-1367610
—+—ED i

- -1367,612
-1756,575 —

m

= 2
5 =
.E ]
Z w)
g L 1367614 S
X =
o -1756,580 " é
s Q.
B - -1367,616 O
= =
= B
i -
@ 1756585 X
B L 1367618 8
o 3
Lu 9
-1756,590 - | L -1367,620 ~

T T T T
7 8 9

Distancia (A)

Figura 45 Contribui¢do das Energias Eletronica e de Deformagdo no ET da
oxima /I no complexo HssBChE/GB

Por meio da Figura 45, pode-se notar que a EE ¢ superior a ED em todos
os pontos de transicdo da reativacdo da enzima inibida por GB. No RC, a ED ¢
maxima ao passo que permanece constante para o estado intermediario seguinte
(ET) e diminui a sua contribui¢do no PC. A EE é minima no RC, tornando-se
maxima no ET, logo diminuindo no estado seguinte PC. Portanto, os achados
sugerem que a oxima [/ se comporta muito bem nos estados preET e ET
tornando-se mais eficiente que a oxima /. Fato tal que a oxima [/ ataca o
complexo HssBChE/GB a uma maior distancia (9,30 A) quando comparado com
a oxima / (5,54A). A fim de comparar o poder de reativagio das duas oximas foi
elaborado o grafico da Figura 46 que apresenta as energias relativas das mesmas

em fungio da distancia entre o P do GB (E-OP) e O da oxima (Ox-H).
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Figura 46 Comparagdo entre as oximas / e /[ na formagdo do ET com a
HssBChE inibida por GB

De acordo com o grafico da Figura 46, a oxima /I comegou a formar os
estados preET e ET a uma maior distdncia quando comparada com a oxima 1,
justificando a maior constante experimental de reativacdo Kops apresentada na
Tabela 1. Deste modo, a oxima /7 ¢ mais eficiente, pois consegue atacar o &tomo

P e formar um ET antes da oxima / na HssBChE inibida por GB.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Uma boa concordancia entre os dados experimentais e tedricos na
HssBChE corrobora as metodologias de ancoramento e mecanismo de reagdo
como adequadas para os sistemas em estudo. A metodologia tedrica proposta ¢
capaz de prever qualitativamente a afinidade e a reatividade entre as oximas / e
1l e a HssBChE inibida pelos neurotéxicos GF e GB.

A oxima /I apresentou nos estudos por ancoramento os menores valores
de interacdo intermolecular, resultado que sugere que essa oxima se estabiliza
melhor no sitio ativo da HssBChE inibida por GF ou GB. Acredita-se que o
substituinte metila e a carga positiva (agente redutor) no anel pirimidinico
contribuiram para tais resultados. Interagdes com os residuos Glyl115, Thr120,
Thr128 e Glul97 podem ser as responsaveis pela maior estabilidade nos
sistemas HssBChE/GF e HssBChE/GB em relago a oxima /.

Por meio da ACP, foi possivel verificar que conférmeros de menor
energia de interagdo nio sdo, necessariamente, uma boa escolha para os estudos
de mecanismo de reagdo (reatividade), pois a variavel energia apresentou, neste
estudo, uma baixa significancia em relacdo as demais. As coordenadas X, y ¢ z
das oximas 7, /I e da Ser198 foram as varidveis mais significativas no estudo
quimiométrico. Tal informacdo corrobora a ideia de que para a oxima ser reativa
ha a necessidade do posicionamento ideal para que possa haver a reagdo de
reativagao.

Pelo novo método de selecdo por frequéncia de ocupagdo, foi possivel
selecionar conformeros reativos conforme as poses obtidas nos estudos de
ancoramento. Todas as estruturas selecionadas por essa abordagem estatistica
apresentaram estados intermediarios que confirmam sua reatividade.

Com base nos calculos de mecanismo de reacdo para o GF, foi

observado que as oximas / e II apresentaram o ET do tipo poco triplo, formando
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uma curva muito singular, representada por RC, preET, ET, postET e PC. J4,
para o GB, as oximas / e I/ apresentaram o ET poco duplo, onde a curva é

representada por RC, ET e PC.
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