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RESUMO

SILVA, Daniel Rosa. Estudo Teérico do Mecanismo de Inibicdo da

Acetilcolinaesterase de Torpedo californica por Novos Fosforamidatos. 2009. Disserta¢do
(mestrado em Quimica Orginica, modelagem molecular). Instituto de Ciéncias Exatas,

Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

De todas as necessidades do homem, a alimenta¢do é a de maior importancia, sem a
qual o progresso em outras dreas fica comprometido. Em muitos lugares onde hd uma
grande concentragdo populacional e poucas dreas para plantar, torna-se necessirio um
tratamento adequado das plantacdes a fim de aumentar a produgdo e abastecer toda a
populacdo. Este tratamento inclui a utilizacdo de fertilizantes, solo apropriado para a
plantacao e a melhor protecao possivel contra as pragas.

O controle de insetos que atuam como pragas € feito em grande parte com o uso de
compostos organofosforados (OFs). Os OFs atuam inibindo a enzima acetilcolinaesterase
(AChE), responsavel pela hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Apresentam
baixa acdo residual, com pouca estabilidade no meio ambiente e acumulacdo limitada em
organismos vivos, sendo que 80 a 90% dos compostos sdo eliminados apds 48 h do contato.
Novas estruturas sao necessdrias devido ao processo de desenvolvimento de resisténcia as
estruturas conhecidas por muitas espécies de insetos.

A modelagem molecular € uma ferramenta aplicada no planejamento de compostos
com atividade bioldgica, como os pesticidas. Particularmente no caso de inibidores
enzimaticos, que em geral reagem quimicamente com as enzimas, a previsdo tedrica da
reatividade quimica pode trazer informacdes tteis no planejamento de novas estruturas.

Este trabalho se insere em uma linha de pequisa de planejamento de novos OFs e
tem como objetivo principal avaliar por métodos tedricos o perfil de inibicdo da AChE de
Torpedo californica por novos compostos fosforamidatos sintetizados por nosso grupo.

Foram considerados 2 possiveis sitios de interacdo na enzima: o sitio catalitico e o sitio da
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AChE ocupado pelo inibidor reversivel pentileno-bis-tacrina (PBT). As interagdes foram
avaliadas através do uso de cdlculos tedricos pelo método semi-empirico PM3.

As estruturas escolhidas para o desenvolvimento do trabalho foram as de AChE de
Torpedo californica depositadas no PDB com os cédigos 2ACE e 2CMF. Foram
selecionados para o estudo de modelagem alguns aminodcidos de cada estrutura, baseado
em informagdes sobre o sitio ativo da enzima e o sitio de interacdo com a PBT.

Os inibidores foram inseridos no modelo do sitio catalitico, através de modificacdes
na estrutura da ACh, e no sitio da PBT, através de modificacdes na estrutura do inibidor.
No caso do sitio catalitico, 5 etapas do mecanismo de inibicdo foram modeladas para cada
inibidor. Os resultados obtidos permitem concluir que os compostos devem possuir dois
mecanismo de inibi¢do. Os compostos 2, 7 e 8 devem inibir a AChE pelo mecanismo de
interacdo no sitio ocupado pelo inibidor reversivel PBT. As estruturas 9 e 10 devem atuar

pelo mecanismo de inibi¢c@o reacional tradicional no sitio catalitico da AChE.
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ABSTRACT

SILVA, Daniel Rosa. Theoretical Study of Torpedo californica Acetylcholinesterase
Inhibition Mechanism by New Phosphoramidates. 2009. Dissertacio (mestrado em
Quimica Organica, modelagem molecular). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de

Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The most important necessity of humankind is food because without it the
development in other areas is impaired. In many regions where there is a great
concentration of population and a lack of cultivated areas, an adequate treatment of crops is
necessary in order to enhance the production to assure the food supply to the population.
This treatment includes the use of fertilizers, an adequate soil for plantation, and the best
protection against pests.

The control of pest insects is primarily done with organophosphorus compounds
(OPs). OPs act by inhibition of acetylcholinesterase (AChE), the enzyme responsible for
the hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh). These compounds have low
residual effect, low stability in the environment and limited accumulation in living
organisms, such as 80 to 90% are eliminated after 48 h after the initial contact. New
structures are necessary because of resistance development in many insect species to known
compounds.

Molecular modeling is a tool that could be applied for the design of biologically
active compounds, such as pesticides. In the case of enzymatic inhibitors, compounds that
generally react with the enzyme, a theoretical understanding of the chemical reactivity can
bring new information exploitable for the design of new structures.

The present study is part of a research project aiming the development of new OPs.
The principal objective of this work is the evaluation by theoretical methods of the
inhibition profile of Torpedo californica AChE by new phosphoramidates synthesized by

our group. Two possible interaction sites in AChE were considered: the catalytic site and
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the site occupied by the reversible inhibitor pentylene-bis-tacrine (PBT). The interactions
were evaluated by means of theorectical calculations at the PM3 semiempirical level.

The enzyme structures used for the work development were Torpedo californica
AChE 3D structures deposited in PDB with codes 2ACE e 2CMF. Some aminoacids were
selected from each structure based on literature information about the active site and the
PBT interaction site. Ten inhibitor molecules were introduced in the selected sites by
structural modifications in ACh or PBT structures. In the case of the catalytic site, 5 steps
of the inhibition mechanism were modeled for each inhibitor. The results are indicative that
the evaluated compounds could act by two different inhibition mechanisms. Compounds 2,
7 and 8 may inhibit AChE by interaction with the site occupied by PBT. Structures 9 e 10

could act by the traditional mechanism of reaction in the catalytic site of AChE.
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1. INTRODUCAO

De todas as necessidades do homem, a alimentacao € a de maior importancia, sem a
qual o progresso em outras dreas fica comprometido. Em muitos lugares onde hd uma
grande concentragdo populacional e poucas dreas para plantar, torna-se necessario um
tratamento adequado das plantacdes a fim de aumentar a produgdo e abastecer toda a
populacdo. Este tratamento inclui a utilizacdo de fertilizantes, solo apropriado para a
plantacdo e a melhor prote¢do possivel contra as pragas. Devido ao vigoroso crescimento
das safras, além de outros fatores complexos como a localizacdo geogrifica e a
microecologia, os problemas de pragas tém se intensificado desde os tempos mais remotos
(KATSUDA, 1999).

O controle dessas pragas é feito através do uso de pesticidas. Os pesticidas sdo
categorizados pelos tipos de pestes que eles matam. Por exemplo: inseticidas matam
insetos, herbicidas matam ervas daninhas, bactericidas matam bactérias, fungicidas matam
fungos e algicidas matam algas. De um modo geral, muitos s@o nocivos também aos seres
humanos e todo cuidado no manuseio € importante na preservagao da vida.

A FAO (Food and Agriculture Organization), entidade que faz parte da ONU
(Organizacdo das Nagdes Unidas), define os pesticidas como: “Qualquer substincia ou
mistura de substincias destinadas a prevenir, destruir ou controlar pragas, incluindo vetores
de enfermidades de animais e seres humanos que prejudiquem ou interfiram na produgao,
processamento, estocagem, transporte ou comercializacdo de alimentos, produtos agricolas,
madeira e produtos da madeira, ou ragdes para animais, ou aqueles que podem ser
administrados em animais para controle de insetos, aracnideos, ou outras pragas internas ou
externas a seus corpos”(Oliveira, 2003). O termo inclui substancias destinadas ao uso como
reguladores de crescimento de plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes inibidores, ou
agentes destinados a prevenir a queda prematura de frutas, e substincias aplicadas a
culturas, tanto antes como depois da colheita, para prevenir a deterioracdo durante a
estocagem ou transporte” (SCHNEIDER , 2003).

Segundo a Lei brasileira n°. 7.802, de 11 de julho de 1986, artigo 2° sdo

considerados pesticidas e produtos afins:



a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados
ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preservéd-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimulantes
e inibidores de crescimento (BRASIL, 1990)”.

Ao longo de histdria, varios tipos de pragas, como insetos, ervas daninhas, bactérias,
roedores e outros organismos, incomodaram ou ameacaram direta e indiretamente a satde
humana. Pessoas t€ém usado pesticidas hd milhares de anos tentando controlar estas pragas.
Os sumerianos usaram enxofre para controlar insetos a cerca de 5.000 anos atrds. O
mercurio e arsénico eram usados pelos chineses para controlar piolhos e outras pragas. Os
gregos e romanos usaram o6leo, cinzas, enxofre e outros materiais para proteger o gado e as
colheitas de varias pragas. Em vdrias culturas eram usados fumaca e sal para preservar
comida e manter distantes pragas (WHEELER, 2002).

A descoberta e a sintese de moléculas de agdo inseticida, durante a II Guerra
Mundial, desencadearam um notdvel desenvolvimento destas substancias, levando ao
surgimento de inimeros produtos quimicos com essa finalidade. Os métodos de controle de
pragas até entdao empregados (culturais, biolégicos, fisicos) foram rapidamente substituidos
por métodos quimicos, devido a sua rapida acdo e eficiéncia.

Atualmente, o uso de pesticidas sintéticos representa custos elevados para a
producdo agricola mundial. Em 1991, o mercado brasileiro de pesticidas agricolas
apresentava o valor de US$ 972,7 milhdes em vendas, o quinto maior mercado mundial de
pesticidas agricolas, situando-se logo apés os EUA, o Japao, a Franca e a ex-URSS
(PAULINO, 1993). J4& em 1994, segundo o SINDAG (Sindicato das Industrias de
Defensivos Agricolas), quando as vendas atingiram o valor de US$ 1,4 bilhdes, o Brasil
situava-se em quarto lugar no mercado mundial de pesticidas, superando a ex-URSS. No
ano de 1997 o Brasil tornou-se o terceiro mercado do mundo, superando a Franga, na
medida em que se aproximava dos US$ 2,2 bilhdes arrecadados com as vendas de

pesticidas agricolas. No ano de 1998, alcangou os US$ 2,56 bilhdes. Para os anos de 1999,



2000, 2001 e 2002, o cendrio brasileiro registrou ligeira queda, mas no ano de 2003
chegou-se a USS 3,14 bilhdes e, em 2004, a US$ 4,0 bilhdes (SINDAG, 2008).

De acordo com o Relatério da FAO, em 2006, o Brasil era o terceiro maior
consumidor de agroquimicos do mundo. O Brasil assumiu lideranca mundial no consumo
de agroquimicos, em 2008, superando os Estados Unidos, onde as lavouras ocupam uma
drea maior. Dados preliminares indicam que os produtores brasileiros compraram entre
USS$ 6,9 bilhdes e US$ 7 bilhdes em agroquimicos, US$ 200 milhdes a mais que os norte-
americanos, até entdo lideres mundiais. A demanda global cresceu 15% em comparacio
com 2007 (http://www.aged.ma.gov.br/2009/1/21/Pagina245.htm, http://www.
clicrbs.com.br/ canalrural, 2009).

O resultado expressivo no mercado nacional nao deve se repetir em 2009, mas pode
se manter estavel. Enquanto isso, a estimativa para as lavouras de todo o mundo € de queda
de 5% no consumo de pesticidas. O potencial de crescimento no Brasil se deve ao clima
tropical, propicio para pragas nas lavouras, e também pelo efeito fisiolégico garantido com
a terceira aplicagdo, protocolo adotado nas lavouras européias e que comeca a ser usado
aqui, o que pode aumentar a produtividade. Outro motivo apontado para o aumento do uso
de agroquimicos no Pais € a ampliagdo no cultivo de monoculturas, especialmente a soja.
Por sua baixa resisténcia natural a doencas e pragas, a soja requer a aplicacdo de grandes
quantidades de pesticidas. (Departamento de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural, 2009).
Nas lavouras de soja, o nimero de aplicagdes aumentou 5,3% e movimentou US$ 2,38
bilhdes, 33% a mais que na safra anterior (http://www.aged.ma.gov.br/

2009/1/21/Pagina245.htm, http://www.clicrbs.com.br /canalrural).

No caso do controle quimicos dos insetos diversos fatores t€ém servido de estimulo
ao desenvolvimento de novas substancias com essa finalidade, dentre os quais:

¢ A grande competicio com os insetos por alimentos e as grandes perdas de
produtividade em diversos tipos de culturas ao redor do mundo;

¢ As perdas de produtividade dos rebanhos devido a ac¢do de insetos e outros
parasitas hematofagos;

¢ A transmissao de muitas doengas e infeccdes tendo como vetores os insetos;



¢ O desenvolvimento de resisténcia por alguns insetos aos inseticidas disponiveis no
mercado.

A evolucdo da resisténcia € um dos grandes entraves em programas de controle de
pragas envolvendo o uso de produtos quimicos. Dentre as conseqii€éncias do surgimento de
resisténcia estdo a aplicacdo mais freqiiente de pesticidas; o aumento na dosagem do
produto; o uso de misturas indevidas de produtos e a substituicdo por um outro produto,
geralmente de maior toxidade [Georghiou, 1983]. Esses fatores comprometem os
programas de manejo integrado de pragas em vista da maior contamina¢do do meio
ambiente com pesticidas, destrui¢io de organismos benéficos e elevacao nos custos de
controle da praga.

H4 viarias formas de desenvolvimento de resisténcia aos pesticidas, que vdo desde o
decréscimo na disponibilidade do composto téxico no seu sitio de agdo, causadas pelo
aumento da desintoxicagdo metabdlica relacionada a sobreexpressao de enzimas

especificas, até mudancas na susceptibilidade do sitio-alvo que sdo também, em grande

parte, enzimas (Paiva, 2006).

1.1. Enzimas (SILVA, 2005a).

A vida depende de catalisadores poderosos e especificos: as enzimas. Praticamente
todas as reacgdes bioquimicas sdo catalisadas por alguma enzima. Com excec¢do de uns
poucos RNAs cataliticos, todas as enzimas conhecidas sdo proteinas. As enzimas sio
catalisadores extraordinariamente efetivos, que comumente aumentam a velocidade das
reacdes de um fator de 10° a 10"". Para serem ativas, algumas enzimas requerem um co-
fator quimico, que pode estar fraca ou firmemente ligado a enzima. Cada enzima ¢é
classificada de acordo com a reacao especifica que ela realiza. (Nelson e Cox, 2002).

As reacdes catalisadas pelas enzimas sdo caracterizadas pela formacdo de um
complexo entre o substrato e a enzima (o complexo ES). A ligacdo ocorre em uma regiao
na molécula da enzima chamada sitio ativo. A fun¢ao das enzimas e de outros catalisadores

¢ diminuir a energia de ativacao da reacdo e, dessa forma, aumentar a velocidade da reagdo.

O equilibrio de uma reagdo nao € afetado pela enzima. (Nelson e Cox, 2002).



Uma das possiveis origens da energia empregada para aumentar a velocidade da
reacdo enzimdtica sdo as interacdes intermoleculares (ligacdes hidrogénio, interacoes
i0nicas e hidrofdbicas, entre outras) entre o substrato e a enzima. O sitio ativo enzimatico
pode estar estruturado de tal maneira que algumas dessas interagdes ocorrem
preferencialmente no estado de transicao da reagdo, estabilizando-o assim. A necessidade
de interacOes multiplas € uma das razdes para o grande tamanho das enzimas. Além disso, a
energia de interacdo pode aumentar a energia do substrato, tensiond-lo ou provocar uma
mudanca conformacional na enzima (ajuste induzido). Essa mesma energia de interagao
responde pela refinada especificidade das enzimas em relagdo aos seus substratos. Outros
mecanismos cataliticos incluem a catélise geral dcido-base e a catdlise covalente. (Nelson e
Cox, 2002).

Mecanismos de reacdo detalhados t€ém sido propostos para muitas enzimas. A
cinética é uma metodologia importante para o estudo dos mecanismos de rea¢ao, incluindo
os enzimaticos. A maioria das enzimas tem algumas propriedades cinéticas em comum. A
medida que a concentracio do substrato aumenta, a atividade -catalitica de uma
concentracdo fixa de uma enzima aumenta de forma hiperbdlica, aproximando-se de uma
velocidade méxima, v caracteristica na qual praticamente toda enzima estd na forma do
complexo ES. A concentracdo do substrato que produz metade da velocidade méxima € a
constante de Michaelis, K,,, que € caracteristica para cada enzima agindo sobre um
determinado substrato. A equacdo de Michaelis-Menten (EQ. 1) relaciona a velocidade
inicial de uma reag¢do enzimédtica com a concentragao de substrato [S], a vi.x € a constante
K

v, = —I?:Jr [fg] (EQ. 1)

Em condi¢des de saturacdo, a velocidade limite de uma reacdo catalisada
enzimaticamente € descrita pela constante K., também chamada nimero de renovacdo. A
relacdo K.,/K,, fornece uma boa medida de eficiéncia catalitica. A equacdo de Mechaelis-
Menten é também aplicdvel a reagdes com dois substratos, que ocorrem ou pela formagao

de um complexo terndrio ou por uma dupla-troca. Cada enzima tem um pH 6timo (ou

intervalo de pH) no qual apresenta atividade méxima. (Nelson e Cox, 2002).



As enzimas podem ser inativadas por modificagdes irreversiveis de um grupo
funcional essencial para a atividade catalitica. Elas também podem ser inibidas por

moléculas com que se ligam reversivelmente. (Nelson e Cox, 2002).

1.2. Inibidores enzimaticos Reversiveis e Irreversiveis

1.2.1. Inibidores Reversiveis

Os inibidores enzimdticos sdo agentes moleculares que interferem com a catalise,
diminuindo ou parando as reacOes enzimdticas. As enzimas catalisam virtualmente todos os
processos celulares, de forma que ndo € surpreendente que inibidores enzimaticos estejam
entre os agentes farmacéuticos e os pesticidas mais importantes conhecidos. O estudo dos
inibidores enzimdticos também fornece informagdo valiosa sobre o0s mecanismos
enzimaticos e tem ajudado a definir alguns caminhos metabdlicos. Ha duas grandes classes
de inibidores enzimaticos: reversiveis e irreversiveis (Nelson e Cox, 2002).

Um tipo comum de inibicao reversivel é a competitiva (Esquema 2a). Um inibidor
competitivo compete com o substrato pelo sitio ativo de uma enzima. Enquanto o inibidor
(I) ocupa o sitio ativo, ele impede a ligacdo do substrato a enzima. Muitos inibidores
competitivos sdo compostos que se assemelham com o substrato e se combinam com a
enzima para formar um complexo ES, mas sem levar a catalise. Mesmo combinagdes
transitorias desse tipo reduzirdo a eficiéncia da enzima. Levando em consideracdo a
geometria molecular dos inibidores que se assemelham ao substrato, podemos chegar a
conclusdes sobre que partes do substrato normal se ligam a enzima. A inibi¢do competitiva
pode ser analisada quantitativamente pela cinética do estado estaciondrio. Na presenca de

um inibidor competitivo, a equagdo de Michaelis-Menten (equagdo 2) torna-se
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Esquema 1. Trés tipos de inibicao reversivel. (a) inibidores competitivos ligam-se ao
sitio ativo da enzima.(b) Inibidores incompetitivos ligam-se em um sitio
separado, mas une-se apenas ao complexo ES. K; é a constante de

equilibrio para a ligacao do inibidor a E; K’; é a constante de equilibrio



para a ligacdo do inibidor ES. (c) Inibidores mistos ligam-se a sitios

separados, mas podem unir-se quer a E quer a ES (Nelson e Cox, 2002).

Pelo fato de o inibidor ligar-se reversivelmente a enzima, a competi¢cdo pode ser
inclinada a favorecer o substrato simplesmente quando adiciona-se mais substrato. Quanto
[S] exceder [I], a probabilidade de uma molécula de inibidor se ligar a enzima &
minimizada e a reagdo exibe uma Vp,x normal. Entretanto, a [S] onde Vy = 1nVmax, a2 Kiy
aparente, aumenta na presenca do inibidor por um fator de a. Esse efeito na K, aparente,
combinado com a ausé€ncia de um efeito em V., € diagndstico da inibi¢do competitiva e
facilmente revelada em um diagrama do duplo reciproco. A constante de equilibrio para a
ligacdo do inibidor K; pode ser obtida a partir do mesmo diagrama (Nelson e Cox, 2002). .

As duas outras formas de competicdo reversivel, incompetitiva e mista, sdo
frequentemente definidas em termos de enzima com um Unico substrato, mas na pratica tém
sido observadas apenas com enzimas que tem dois ou mais substratos. Um inibidor
incompetitivo (esquema 8b) se liga em um sitio diferente do sitio ativo do substrato, porém,
diferentemente do inibidor competitivo, liga-se apenas ao complexo ES (Nelson e Cox,

2002).

Na presenca de um inibidor incompetitivo, a equagcao de Michaelis-Menten se altera

par
o:% (EQ. 3)
Onde
ol I

Conforme descrito pela equacdo 3, em altas concentragdes do substrato, Vi se
aproxima de Vy,.x. O valor de K;, aparente também diminui porque a [S] requerida para

alcancar a metade da V;,x diminui de um fator de o’.

Um inibidor misto (esquema 2¢) também se liga a um sitio diferente do sitio ativo
do substrato, mas ele pode se ligar tanto a E como a ES. A equagao que descreve a inibi¢ao

mista é



V. ulS
v = VoalS]

= Tmal2] EQ. 4
oK, +a[S] (FQ-4)

onde a e o’ sdo definidas como anteriormente. Um inibidor misto geralmente afeta tanto K,
como a V. O caso especial em que o = o, raramente encontrado na prética, é definido

classicamente como inibi¢dao incompetitiva.

Na prética, as inibi¢cdes incompetitiva e mista sdo observadas somente para enzimas
com dois ou mais substratos (por exemplo, S; e S;), e esses substratos sdo muito
importantes na andlise experimental de tais enzimas. Se um inibidor competitivo se liga ao
sitio ocupado por Si, ele pode atuar como um inibidor competitivo em experimentos nos
quais a [S;] € varidvel. Se um inibidor se ligar ao sitio normalmente ocupado por S,, ele
pode atuar como um inibidor incompetitivo de S;. Os modelos de inibi¢cdo atualmente
observados dependem do fato de as ligagdes de S; e S, serem ordenadas ou ao caso. Desse
modo, pode-se determinar a ordem com que esses substratos se ligam ao sitio ativo e 0s
produtos sdo liberados. Frequentemente, o uso de um dos produtos da reagdo com um
inibidor € particularmente informativo. Se somente um dos dois produtos da reacio estiver
presente, entdo a reacdo inversa nao ocorrerd. Contudo, um produto geralmente se ligard em
alguma parte do sitio atuando como um inibidor. Os estudos de inibicao geralmente sao
elaborados e podem proporcionar uma descri¢cdo detalhada do mecanismo de uma reagdao

bissubstrato (Nelson e Cox, 2002).

Tabela 1. Efeitos dos inibidores reversiveis em V;, e K;, aparentes.

Tipo de inibidor Vmix aparente K, aparente
Nenhum Vimix K
Competitivo Viix o Kn
Incompetitivo Viax / o K./ o
Misto Viax / o oK/ o




1.2.2. Inibidores Irreversiveis

Inibidores irreversiveis sdo aqueles que se combinam com um grupo funcional na
molécula da enzima por exemplo, através de uma associagdo covalente bastante estavel, ou
o destroem. A formagdo de uma ligacdo covalente entre o inibidor e a enzima € muito
comum. Os inibidores irreversiveis representam uma ferramenta muito util no estudo do
mecanismo das reagdes. Os aminodcidos essenciais do sitio ativo que apresentam funcdes
cataliticas importantes frequentemente sdo identificados por meio da determinagcdo de

aminodcido que esta ligado covalentemente ao inibidor depois que a enzima € inativada

(Nelson e Cox, 2002).

Uma classe especial de inibidores irreversiveis € a dos inibidores organofosforados.
Esses compostos sdo relativamente pouco reativos até se ligarem ao sitio de uma enzima
especifica. Um inibidor organofosforado é desenhado para participar dos primeiros passos
quimicos da reacdo enzimatica normal. Entretanto, em vez de ser transformado no produto
normal, o inibidor é convertido em um composto muito reativo que se combina
irreversivelmente com a enzima. Esses compostos sdo chamados de inibidores com base no
mecanismo, porque eles utilizam o mecanismo da reacdo enzimatica normal para inativar a

enzima (Nelson e Cox, 2002). Esses aspectos serdo abordados em mais detalhes depois.

1.3. Acetilcolinaesterase

As colinesterases pertencem a uma familia de hidrolases de serina, que fazem parte
de uma familia maior de alfa/beta (a/f) hidrolases. As colinesterases se dividem em
acetilcolinesterases (AChE) e butirilcolinesterases (BuChE). Cada uma delas tem diferentes
especificidades por seus substratos (TAYLOR, 1994).

A primeira determinacdo da estrutura primdria da AChE foi de uma espécie de peixe
elétrico, Torpedo californica, que possui abundante quantidade da enzima em seu 6rgdo
elétrico (SCHUMACHER, 1986; SUSSMAN, 1991) (Figura 1). Posteriormente, as
seqiiencias da AChE de vdrias outras espécies foram obtidas, inclusive da humana

(SOREQ, 1990).
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A AChE de Torpedo californica (TcAChE) apresenta grande similaridade em
relacio as AChE's de mamiferos. Por possuir cerca de 60% de identidade em suas
estruturas primdrias, estas enzimas apresentam grande semelhanca em suas estruturas
tridimensionais, juntamente com outras enzimas da familia de o/ hidrolases (TAYLOR,

1991; CYCGLER, 1993).

Figura 1. Estrutura tridimensional da acetilcolinaesterase do Torpedo californica.

(SILMAN e SUSSMAN, 2005).

O sitio ativo € constituido por uma triade catalitica, Ser-200, His-400 e Glu-327,
localizada no fundo de um pogo de 20 A de profundidade, com o dtomo O, do residuo de
serina 4 A acima da base do poco. Este arranjo difere de outras hidrolases, onde um residuo
Asp € encontrado fazendo parte da triade, ao invés de Glu. A superficie do poco é em
grande parte formada por residuos aromadticos, com poucos residuos dcidos. Cerca de 40%
do interior da superficie do canal € formado por 14 residuos aromadticos. Foram
identificados residuos que sdao componentes de diferentes subsitios participantes na
acomodacdo do ligante. Estes incluem a cavidade do acil, composta pelos residuos Phe288

e Phe290, o subsitio hidrofébico, constituido pelos residuos aromaticos Trp84, Tyr130,
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Tyr330 e Phe331 e o subsitio “anidnico” (denominagdo antiga, mas que permanece na
literatura), que acomoda ligantes positivamente carregados através da interacdo cation T
com o residuo de Trp84 (SHAFFERMAN et al, 2005).

O mecanismo de hidrélise de ACh (Esquema 2) envolve o ataque nucleofilico da
serina ao carbono carbonilico da ACh, gerando um intermedidrio tetraédrico estabilizado
por liga¢des hidrogénio com grupos NH peptidicos de 3 residuos (a cavidade do oxianion),
o qual produz colina livre e serina acetilada. Ao final, a hidrélise do grupo acetila da serina
por meio de uma molécula de &4gua recupera o sitio catalitico da enzima

(http://academic.scranton.edu/faculty/ CANNM 1/toxicology/toxicologymoduleport. html).
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Esquema 2. Mecanismo de hidrolise da acetilcolina pela AChE (Santos, 2007).

1.4. Inibidores Reversiveis e Irreversiveis da Acetilcolinaesterase

1.4.1. Inibidores Reversiveis

Os inibidores da acetilcolineterase (IAChE) tém aplicacdo como farmacos e sdo as
principais substancias hoje licenciadas para o tratamento especifico da doenga de

Alzheimer. Seu mecanismo baseia-se no principio do déficit colinérgico decorrente da
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doenca, e busca aumentar a disponibilidade da acetilcolina nas terminacdes sindpticas. Os
IAChE sao classificados com base na sua reversibilidade e duracdo da inibicdo das
colinesterase (MARCOS, 2002; FORLENZA, 2005). Tacrina, galantamina e donepezil
(Figura 2) sao inibidores reversiveis da AChE, respectivamente de duracdo -curta,

intermedidria e longa.

NH,
MeO X
/
N
(1]
. Tacrina
Galantamina
(0]
HaCO
st ]
HsCO
N
Donepezil

Figura 2. Alguns inibidores reversiveis da AChE.

A tacrina, cujo nome quimico € 1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina, ¢ comercializada
pelo nome de Cognex®. Foi sintetizada pela primeira vez por Adrien Albert na
Universidade de Sydney. Atua no sistema nervoso central, aumentando as concentragdes da
ACh no cértex cerebral; ao mesmo tempo, evita a degradacdo da ACh liberada pelos
neurdnios colinérgicos ainda ndo danificados pelo processo degenerativo, que continuam
funcionando. Foi indicada para deméncia tipo Alzheimer, leve ou moderada

(http://www.pdamed.com.br/diciomed/pdamed 0001 15547.php), sendo o primeiro

farmaco a ser testado e clinicamente usado contra essa doenca.
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Esse farmaco foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1993 e
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 1994. O grande
inconveniente desse farmaco € a complexa posologia de quatro doses didrias e a toxicidade
hepatica, que fez com que ele caisse em desuso a partir do surgimento dos IAChE de
geragdes mais novas, sendo retirado progressivamente do mercado. A tacrina, usada por
pacientes em estdgios moderados da doenca, ndo possui seletividade para as colinesterases,
sendo mais potente sobre a BuChE que sobre a AChE. Possui alta hepatotoxidade, além de
feitos colaterais indesejaveis como, por exemplo, nduseas/vomitos e diarreia ( GANDIA,
2002; FORLENZA, 2005; GOMES & KOSZUOSKI, 2005).

Estudos computacionais (PANG et al, 1994) sugeriram uma interacdo da tacrina
com AChE envolveria ndo apenas no subsitio catalitico “anidonico” (CAS), principalmente
através de uma interacdo de empilhamento com o Trp84 (Harel et al, 1993), mas também
uma intera¢cdo com menor afinidade pelo anel de ind6lico do residuo Trp279 no subsitio
periférico anidnico (PAS). Foi assim previsto que a bis-tacrina, onde as duas unidades de
tacrina foram separadas por uma cadeia carbdnica de n dtomos de carbono de comprimento
adequado, teria maior potencial inibitdrio e seletividade do que a tacrina, uma hipétese que
foi confirmada através da analise e sintese de uma série de bis-tacrinas (PANG et al, 1996 e
CARLIER et al, 1999). Um desses compostos, a heptileno-bis-tacrina, foi 150 vezes mais
ativo do que tacrina e até 250 vezes mais seletivo para AChE que para BuChE (CARLIER
et al, 1999). A pentileno-bis-tacrina foi menos potente e seletiva do que heptileno-bis-

tacrina (CARLIER et al, 1999).

As estruturas cristalograficas foram resolvidas para complexos da AChE de
Torpedo californica de os dois compostos derivados da tacrina nos quais duas unidades de
tacrina foram ligadas por espacadores de 5 e 7 dtomos de carbono. Os derivativos com 7
carbonos ocupam todo o comprimento do canal ao sitio ativo, estabelecendo interagdes com
residuos aromaticos tanto no CAS (Trp84 e Phe330), na parte inferior do canal, quanto no
PAS, préximo da boca do canal (Tyr70 e Trp279). O derivado com 5 carbonos interage de
forma semelhante no fundo do canal, mas o comprimento mais curto ndo permite a
interacao no PAS. Embora o grupo tacrina superior nio interaja com o residuo Trp279, ela
desloca o residuo Phe331, provocando assim um grande rearranjo no lago Trp279-Ser291.

A capacidade deste inibidor para induzir mudancgas estruturais de grande escala no canal do
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sitio ativo da AChE tem importantes implicagdes para o planejamento de farmacos baseado

na estrutura (RYDBERG et al, 2006).

O donepezil foi o segundo IAChE a surgir. Foi aprovado pela FDA em 1996 e pela
ANVISA em 2000. Esse farmaco tem como vantagem a posologia comoda de uma tomada
ao dia. Porém, tem uma meia-vida muito longa, que pode chegar a até 73 horas, o que é
apontado como desvantagem, assim como todo fiarmaco de meia-vida longa usado em
pacientes idosos. A galantamina € o formaco mais recente desse grupo, aprovado pela FDA
e pela ANVISA em 2001. A galantamina tem um efeito adicional, que € a atividade
moduladora alostérica sobre os receptores nicotinicos da ACh, possibilitando o aumento da
transmissdo colinérgica e um possivel efeito neuroprotetor, questiondvel (GOMES &
KOSZUOSKI, 2005).

Ainda ndo h4 evidéncias sobre a superioridade clinica de um IAChE sobre outro,
mas estudos nessa perspectiva provavelmente trardo respostas em breve (GOMES &

KOSZUOSKI, 2005).

1.4.2. Inibidores Irreversiveis

1.4.2.1. Metil-Carbamatos

Os metil-carbamatos sdo derivados do 4cido carbamico, que t€ém dois grupos
substituintes, R; e R,, onde R; € um dlcool, oxima, ou fenol ¢ R, um hidrogénio ou um
grupo metil (Figura 3) (Baron, 1991).0s derivados do acido carbamico sdo substincias
reconhecidas como altamente eficientes quanto a acdo pesticida, principalmente inseticida.
Os compostos deste grupo apresentam as seguintes caracteristicas: 1) alta atividade
inseticida; 2) baixa acdo residual, devido a instabilidade quimica das moléculas; 3) baixa
toxicidade a longo prazo, quando comparada com os derivados fosforados (Midio e Silva,
1995). Sao exemplos: carbaril (Sevin), aldicarb (Temik), carbofuran (Furadan) (Figura 3)
(Mortensen, 1986, Midio e Silva, 1995, Soares, 1998).
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Os metil-carbamatos podem ser absorvidos por via oral, respiratéria e dérmica

z

(Lima, 1996, Moraes, 1998). A toxicidade dos metil-carbamatos € grandemente

influenciada pelo veiculo e pela via de exposi¢do (Baron, 1991). Uma vez absorvido, os

metil-carbamatos sao rapidamente distribuidos aos tecidos e 6rgaos. O metabolismo e a

eliminacdo sdo relativamente rapidos, e ndo hd evidéncias de haver bioacumulacio de

metil-carbamatos (Baron, 1991, Machemer e Pickel, 1994).

Os metil-carbamatos sdo estruturalmente diferentes dos organofosforados (OFs),

mas funcionam de forma similar, fazendo uma ligagdo no sitio ativo da enzima

acetilcolinaesterase (AChE), inibindo-a. O fato da inibicdo da AChE produzida pelos

metil-carbamatos ser de mais curta duracdo € uma das diferencas destes dois grupos de

compostos (Ford, 1993; Jeyarathnam e Maroni, 1994; Morgan, 1998; e Mendes, 1995,

Soares, 1998).

)

OCNHCH;

Carbaril

CHa o)

HsCS——C——CH=NOCNHCH;

CH3
Aldicarb

Figura 3. Exemplos de carbamatos.

1.4.2.2. Compostos Organofosforados

o} CHs

CHj

Carbofuran
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Os organofosforados (OFs) foram descobertos como compostos toxicos para as

pessoas em 1932 e para insetos em 1937. Eles evoluiram para os principais agentes de

guerra quimica (sarin, soman e VX) e para a principal classe dos agentes inseticidas

(incluindo clorpirifés, acefato, malation), normalmente com toxidade seletiva contra

insetos(Figura 4), em comparagcao com mamiferos (CASIDA e QUISTAD, 2005).

CoHsO

2\

CoH50 OR

(H3C)N

(H3C)oN F

Dimefox

CoHsO
5 \P/S
/N

HsCS NHR

Metamidofos, R = H
Acefato R = COCH;

Paration R = NO,

Cl

Clorpirifos R = Cl

HsCO  ocH=CcH,

Diclorvos

CoH50,
QS\P/S o]

N

CoHsO SCH,CNHCHg

Dimetoato

Figura 4. Exemplos de Organofosforados.

Os OFs inibem a enzima AChE, responsdvel pela hidrélise do neurotransmissor

ACh nas fibras colinérgicas do sistema nervoso (CASTRO, 2002). As fibras colinérgicas

sdo responsdveis pela estimulacdo de varios 6rgaos do corpo e dos musculos voluntarios,

ocorrendo no sistema nervoso central e nos sistemas periféricos simpético e parassimpético.

Neste tipo de fibra nervosa, a ACh é responsdvel pela transmissao do impulso nervoso,
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através da sinapse, até receptores especificos, que podem ser de dois tipos, nicotinicos e
muscarinicos (Figura 5). A terminacdo do impulso nervoso ocorre através da hidrélise da
ACh, realizada pela AChE. Desta forma, a inibi¢do da AChE resulta de acimulo de ACh
em todos os sitios de transmissdo colinérgica, com conseguinte superestimulacdo das
estruturas enervadas por aquelas fibras. (CASTRO, 2002).

Os efeitos da acumulacdo da ACh (sindrome colinérgica) podem ser divididos em
trés tipos: centrais, muscarinicos e nicotinicos. A seqiiéncia dos aparecimentos dos
sintomas depende da rota de intoxicacdo e da quantidade de agente absorvido. Em
intoxicacOes fatais, a morte ocorre por parada respiratéria de origem central (depressiao do

centro respiratorio) ou periférica (paralisia dos musculos respiratérios) (CASTRO, 2002).

Sistemna simpético e
w S
ine B 8 = (norepinefrina) Cloracha
Neardnle ]/ ctiicoling 5 2| Neurdnio o dll’l /
£~ sindptco F.J";{ s sinfipteo s 5,'-] mduies,
= L] E: 2 4 musculos lisos
(=
Sistema parassimpatico
Ur ]
8 3 =
e Acetlicolina £ 3 ——— Acetilcolina £ 5[ Coragio,
Neuronio *3 ‘2| Neurgnio "';_i! .[1‘. gl findulas
a 1 L o = 4 AL T s o n W
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u
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=]
g o8
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Figura 5. Sitios de acao da ACh no sistema nervoso e seus receptores (STINE, 1996)

1.5. Principais Aspectos da Inibicio da AChE pelos Organofosforados
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Os OFs reagem com o fragmento de serina do sitio ativo, permanecendo ligados a
ele (Esquema 3). A reacdo com carbamatos € semelhante, mas o complexo ndo tem uma
vida longa. O grupo hidroxila nucleofilico da serina, localizada no sitio ativo da AChE,
liga-se covalentemente ao fosforo do OF. Da mesma maneira, o mesmo grupo hidroxila
nucleofilico reage com o carbono do grupo carbonila para formar um carbamato ligado
covalentemente, semelhante ao que ocorre na reagdo com a acetilcolina (ACh) (Santos et
al. 2007).

A estabilidade do grupo de saida X, ajuda na sua eliminagdo e inibicdo da enzima
gastando menos energia na quebra da ligacio X-P. Ap6s o grupo de saida do OF ser
deslocado formando a enzima fosforilada, o sitio ativo fica efetivamente bloqueado em uma
segunda etapa, chamada “envelhecimento”, em que hd a eliminacdo de um substituinte
alquila do OF na forma de um carbocation. Esse bloqueio leva ao actimulo de ACh,
causando a interrupcdo da atividade nervosa, com consequente perda de coordenacdo

muscular, convulsdes e, por fim, morte (SILVA, 2005b).

Unidades da AChE
HI5

0 N P__,\\;f’-"‘ e =\
'_‘ 1 = r r 0 - "‘M::_,-’ ~q
- e B _II _|"_|_ M. 1
./ L#] SER
o PO R o
: L g RO LD)-
’ [ I--i'
Organofoifarads X

Organafosforade

HIS

N N @ N
\ i & .
o T SER ”..-'" e {
u R T P ¥
=, 1 |
= S | Lo f SER
||--|Ip P N
-
Bt Re” 0 Ry =Fa
2 R 0
Enzima inative Organaios ferado

Esquema 3. Mecanismo classico de inibicio da AChE por inseticida OF (Santos ef al.

2007).
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A reacdo de inibicdio da AChE por OFs apresenta trés diferengas principais em
relacdo a hidrélise da ACh (BENCSURA, 1995):

e Menor influéncia do grupo de saida X dos OFs em relagd@o a colina;

e Maior estabilidade de estrutura fosforilada em relacdo a estrutura acetilada;

® A barreira de energia para a desfosforilacdo se aproxima do valor para a reacdo
ndo enzimadtica, enquanto que para a desacetilacdo esta diferencga € bastante significativa.

De forma semelhante a hidrélise da ACh, vdrios residuos do sitio ativo agem
estabilizando o complexo formado entre o agente OF e a enzima. O ataque da serina ocorre
pelo lado oposto ao grupo de saida X (posicionando em direcdo a entrada do po¢o) com o
grupo P=0 orientado em direcdo a um subsitio do sitio ativo enzimdtico, chamado cavidade

do oxianion.

1.6. Métodos de Quimica Computacional (CASTRO, 2002)

Dado um sistema molecular, ou seja, um conjunto de diversos dtomos ligados entre
si, pode-se realizar sobre ele varios tipos de cdlculos, cuja escolha deverd depender do tipo
de estudo. Pode-se dividi-los em dois grandes grupos genéricos: os métodos cldssicos,
como a mecanica molecular, e os métodos quanto-mecanicos, como os métodos semi-
empiricos e ab initio.

Quando os métodos supracitados sdo usados para calcular alguma propriedade do
sistema quando ele estdi em uma dada configuragdo de 4dtomos (um ponto em uma
hipersuperficie de energia), diz-se que foi efetuado um célculo de “ponto tinico”. Pode-se ir
mais longe e usar vdrios cédlculos deste tipo para varrer o hiperespaco de fase, enquanto se
altera a disposicao dos dtomos, em busca regides onde o gradiente de energia é baixo e o
sistema € mais estdvel. Esta busca por minimos de energia é chamado de otimizacdo de
geometria e utiliza métodos especiais que a tornam eficiente (FLETCHER, 1980; GILL et
al., 1981). A maioria desses métodos utiliza uma varredura na direcao contréria a do vetor
gradiente, que sempre dd a direcdo de maior variagdo da func¢do, até que a variacdo de
energia seja menor que um limite pré-definido.

Os célculos de otimizacdo de energia sdo bastante custosos do ponto de vista do
tempo computacional, dado o grande nimero de ciclos de célculo que precisam ser

realizados. S3ao também muito importantes, pois na maioria dos casos ndo se tem
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informacdo sobre a estrutura dos compostos que se quer estudar e uma andlise
conformacional (cada ponto estaciondrio na superficie de energia define um conférmero) se
faz necessaria.

A modelagem molecular tem sido empregada para, além de interpretar dados
experimentais, suprir limitacdes destes dados. Esta poderosa ferramenta vem se
desenvolvendo muito nas dltimas décadas devido ao desenvolvimento de computadores e

programas de computador cada vez mais sofisticados (HEHRE et al., 1998).

1.6.1. Mecanica Molecular

A filosofia bdsica dos métodos de mecanica molecular € wusar fungdes
parametrizaveis para descrever as diversas interagdes entre os atomos que compdem a
molécula, ou seja, fundamenta-se na possibilidade de particionar a energia total do sistema
em termos independentes. A forma de tais funcdes depende da interacdo que se quer
descrever. Seus parametros sdo obtidos, dependendo de &4tomos que participam da
interacdo, pela comparacao com dados experimentais.

O campo de forca € o conjunto de expressdes parametriziveis que compde um

método de mecéinica molecular. Em um campo de forca genérico pode-se descrever a

ligacdo entre dois atomos a e b (Figura 6) por meio de um oscilador harmdnico simples.

Vl = Vstiramenm = Z Kr(O) (’,‘_’,‘(0))2 EQ 5

e

ligagoes

Figura 6. Exemplo de variaveis em um campo de forca tipico.

0

Os parametros K e ¥ representam, respectivamente, a constante de forca e a

distancia de equilibrio do oscilador. Dependem dos dtomos que estdo participando da
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ligacdo e seus valores sdao obtidos, por exemplo, através da comparagdo com dados
experimentais, extraidos de um conjunto de moléculas escolhidos como padrio.

O angulo entre duas ligacdes (Figura 6) também pode ser descrito como um
oscilador e a energia V, de dobramento desse angulo pode ser descrita pela expressao

abaixo:

V,=V

dobramento

=Y K7 (6-6V) EQ.6

angulos

A energia de tor¢a@o ao redor de angulos diedros (angulo formado pelos d&tomos a-b-
c-d define o quanto este ultimo distancia-se do plano formado pelos outros trés, Figura 6) é
apropriadamente descrita por séries truncadas de Fourier (V3), pois estas conferem carater
de simetria aos varios minimos presentes.

V3 = Vdiedros = z

diedros

(0)
Vn

1+ cos(ng— 9] EQ. 7

A interagdo de Van der Walls pode ser descrita de vdrias formas: no exemplo
abaixo, usa-se o potencial de Lennard-Jones (potencial 6-12), que é relativamente facil de

calcular e parametrizar (V,):

(0) (0)
V,=V,, => A"—H—R’—G EQ. 8
Vs Rq Rq

A interacdo eletrostatica é dada pela expressdo comum de Coulomb (Vs), onde e®¢
a constante dielétrica:

9,4,
‘/5 = VEJ = z J EQ 9
t = g(O)Rq

A energia potencial total para esse campo de forca é dada pela soma dos termos de
potencial descritos. Muitas outras interacdes, inclusive termos cruzados, podem ser
incluidas para tornar o campo de forca mais preciso e abrangente.

E .,=V,+V,+V,+V, +V, +...+V, EQ. 10

Um dado campo de for¢a, em associagdo a um conjunto de parametros, define um
método especifico de mecanica molecular. Muitos métodos estdo disponiveis hoje em dia, a
maioria deles parametrizados para sistemas organicos, fornecendo Otimos resultados

qualitativos (ALLINGER, 1977; WEINER et al., 1984; BROOKS et al., 1983;
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JORGENNSEN e TIRADORIVES, 1988). Os resultados serdo tanto melhores quanto mais
proxima estiver a estrutura da molécula que esta sendo estudada daquelas usadas como na
parametrizagao.

Um exemplo de campo de for¢a muito difundido ¢ o MM2 (ALLINGER, 1997) e
suas atualizac¢des, desenvolvido com o intuito de descrever pequenos sistemas organicos.
Um outro exemplo, aplicdvel principalmente a macromoléculas de interesse bioldgico,
como proteinas e dcido nucléicos, ¢ 0o AMBER (WEINER et al., 1994).

A grande vantagem dos métodos de mecanica molecular € a rapidez com que podem
ser processados, uma vez que a maioria das fungdes analiticas utilizadas € de cdlculo trivial
para os computadores atuais. Entretanto, informacdes que dependem do carater eletronico
das moléculas, incluindo o estudo de reacdes quimicas, ndo podem ser obtidas por esses

métodos.

1.6.2. Métodos da Mecanica Quantica

Neste trabalho, a énfase € dada a quimica quantica, que descreve as moléculas em
termos da interag@o entre nucleos e elétrons, e a geometria molecular em termos de arranjos
de energia minima dos mesmos. Os métodos da Mecanica Quantica (MQ) se baseiam na
equacgdo de Schrodinger independente do tempo que, no caso particular do 4&tomo com um

unico elétron (nicleo de massa infinita), tem solucdo exata (EQ. 11) (ATKINS, 1997).

72 2
{ }; V- Ze }P(X,Y, 7Z)=E¥(X,Y,Z) (EQ.11)
Az m r

O termo entre colchetes a esquerda representa os operadores de energia cinética e
potencial de uma massa m a uma distancia r do nucleo de carga Z. A constante de Planck é
representada por h e a carga do elétron por e. E € a energia total do d&tomo e y € a funcao de
onda que descreve o movimento do elétron. A fun¢do de onda em um determinado ponto,
quando multiplicada pelo seu complexo conjugado, é a densidade de probabilidade de se
encontrar a particula no ponto (Interpretacdo de Born da funcdo de onda). Se a densidade de

probabilidade for integrada em todo o espago T, o resultado serd 1 (LEACH, 2001):
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[@*wdr=1 (EQ. 12)
As solugdes da equacao de Schrodinger sao ortogonais, ou seja,

f\ym*\ydr=8mn={05em7ﬁn Ilsem=n} (EQ. 13)

onde 0mn € chamado delta de Kronecker.

Pode-se generalizar a equagdo de Schrodinger para um sistema multinuclear e

multieletronico (EQ. 14):
HY = E¥Y (EQ. 14)

onde agora a funcdo de onda é multieletronica e H é o operador Hamiltoniano, que tem a

forma:
2 niicleo 2 elétrons niicleo elétrons niicleo niicleo elétrons elétrons
R — |2 e 1 —h A / 7 1
2 2 2 2 2
A="2% v -2 S vh -2y Y ZA ey Y Sat 2 N N
dr A MA 4zr"m a A a rAa A> B AB a> b rab

(EQ. 15)

Os dois primeiros termos descrevem a energia cinética dos nucleos (A) e dos
elétrons (a), respectivamente. Os trés termos restantes referem-se as interagdes
coulombianas entre particulas. M € a massa nuclear e Ragp, 1 € ra, s3o distancias que

separam nucleos, elétrons, e elétrons e nicleos, respectivamente.

1.6.2.1. As Equacoes de Hartree-Fock (LEACH, 2001)

De acordo com o teorema variacional, a energia calculada a partir de uma forma
aproximada para a fung¢do de onda verdadeira serd sempre maior do que a energia
verdadeira. Consequentemente, quanto melhor a funcdo de onda, menor a energia. No

minimo, a primeira derivada da energia, OE, serd igual azero. As equa¢des Hartree-Fock
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sdo obtidas, impondo, para dada funcdo de onda, que a energia ¢ um minimo sujeito a
restricdo de que os OM’s permanecam ortonormais entre si.

Esta minimizacdo, sujeita a vinculos, € obtida através da aplicacdo do método dos
multiplicadores de Lagrange. Nesta aproximacao a derivada da funcdo a ser minimizada €
acionada as derivadas das restricdes multiplicada por uma constante chamada de

multiplicador de Lagrange, ij. A soma € entdo igualada a zero (EQ.16)

SE+6Y. D A,5,=0 (EQ.16)
i J

Nas equagdes de Hartree-Fock, os multiplicadores de Lagrange sdo realmente
escritos por -2[lij para refletir o fato que eles estdo relacionados as energias dos OM’s. A

equacdo a ser resolvida € entdo (EQ.17).

SE-26) Y £,=0 (EQ.17)

Nao serd escrita a resolugdo desta equacao, serd apenas discutida a sua importancia.
A maior diferenca entre sistema multieletronicos e monoeletronicos é a presenca das
interacodes entre elétrons. O que se deseja € obter a fungdo de onda de menor energia para
um sistema multieletronico mantendo a formulagdo orbital. O problema entdo € achar uma
solucdo que simultaneamente englobe todos os movimentos eletrdnicos, bem como o efeito
que um elétron de um OM exerce no comportamento de outro elétron em outro OM devido
a estes movimentos eletronicos.

Nas equacdes de Hartree-Fock (EQ. 18), considera-se um elétron no OM X; no

campo dos nticleos e dos outros elétrons em seus OM s fixos X;.

X, =) &X, (EQ. 1)

Ji € chamado de operador de Fock, que ¢ um Hamiltoniano efetivo unieletronico para um
elétron no sistema multieletronico.

E possivel manipular matematicamente o conjunto das Equacdes de Hartree-Fock
de modo que os multiplicadores de Lagrange sejam zeros quando i for diferente de j. Assim
as equagOes de Hartree-Fock tomam a forma padrio das equacdes de autovalores, ou

equagdes de Hartree-Fock candnicas (EQ.19 )
fiX. =X, (EQ. 19)

25



O operador de Fock f; depende do préprio orbital X; e cada elétron € assumido se
“mover” num campo fixo provocado pelo nucleo e demais elétrons. Ao se resolver estas
equacdes, obtém-se o conjunto { X; } e, por sua vez, a energia do estado eletronico para
cada geometria nuclear.

A estratégia de resolucdo das equacdes de Hartree-Fock é chamada de Método do
Campo Auto-consistente (SCF), que pode ser resumida no algoritmo abaixo:

1- Arbitra-se um conjunto de orbitais iniciais { X; }.
2- Com este conjunto, calcula-se os operadores de Coulomb e de troca.
3- Resolve-se as equacodes de Hartree-Fock.

4- Novo conjunto { X; } € obtido, recomeca-se no passo 2.

O método SCF ¢ iterativo, prosseguindo refinando as solucodes { X; }, com energia
eletronica total se reduzindo até que se alcance um dado valor, que segundo um critério de

convergéncia ndo muda na intera¢do seguinte: autoconsisténcia atingida.

1.6.2.2. Métodos Semi-Empiricos

Modelos semi-empiricos provém diretamente dos modelos Hartree-Fock (LEACH,
2001). Primeiro, a dimensdao do problema é reduzido por restringir o tratamento aos
elétrons de valéncia somente (0s demais sdo considerados parte fixa do nicleo, formando o
carogo ou ‘“core”). Elementos do segundo periodo incluem fungdes simples do tipo s € um
conjunto de fungdes do tipo p, por exemplo, 2s, 2py, 2py, 2p,; para elementos de transi¢ao
pode se incluido um conjunto de funcdes do tipo d, por exemplo, 3d(x*-y?), 3d(z?), etc.
Hidrogénio € representado por uma fun¢do simples tipo 1s. Integrais de dois elétrons sdao
desprezadas e/ou parametrizadas. Como exemplos de métodos semi-empiricos, t€m-se o
MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) (DEWAR, 1977-a,b), MNDO/d (Modified
Neglect of Diatomic Overlap to d orbitals) (THIEL, 1994), NDDO (Neglect of Diatomic
Differential Overlap) (POPLE, 1965).

Simplificagdes adicionais foram introduzidas para simplificar o cdlculo global e,
mais importante ainda, foi produzir ferramenta para a introducao dos parametros empiricos.

Exceto para modelos de metais de transi¢cdo, as parametrizagdes semi-empiricas sao
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baseadas na reprodu¢do de uma extensa variedade de dados experimentais, incluindo
geometria no equilibrio, calores de formacao, momentos de dipolo e potencial de ionizagdo.
Os métodos AM1 (Austin Model 1) (DEWAR, 1985) e PM3 (Parametric Method 3,
STEWART, 1989-a,b) incorporam essencialmente as mesmas aproximacdes mas diferem
em suas parametrizagdes. Ambos tém sido largamente usados na literatura e embora as
diferencas nos resultados sejam pequenas, o método PM3 ¢é considerado, basicamente, uma
melhoria do método AM1 em termos de parametrizacdo e, por este motivo, foi o método
escolhido para os cédlculos semi-empiricos desenvolvidos no presente trabalho.

H4 dois métodos mais recentes: o PM6 e o RM1. O método PM6 é considerado hoje
uma melhoria dos métodos AM1 e PM3 em termos de parametrizacido, onde a maior parte
das aproximacoes utilizadas € idéntica aquelas usadas em AM1 e PM3. As diferencas estdo
na melhoria da avaliacdo das interagdes, otimizagdes geométricas, calor de formacgao,
momento de dipolo, potencial de ionizacdo e uso de pardmetros para orbitais d de metais de
transicdo (STEWART, 2007).

O método RMI1 possui a mesma estrutura algébrica € o mesmo nidmero de
parametros do método AM1, porém foi parametrizado de uma forma muito mais elaborada.
Assim como a AM1, as propriedades utilizadas no conjunto de parametrizagao foram: calor
de formacao, momento de dipolo, potencial de ionizacao e variavéis geométricas (distancia
e angulos de liga¢do). O método RMI1 foi testado com base na comparacdo de todas as
propriedades envolvidas na parametrizacdo e com os métodos AM1 e PM3. Os resultados
revelam que o método RMI1 apresenta um avanco sobre os métodos comparados

(MORGON e COUTINHO, 2007).

1.6.3. Minimizacao de Energia (CASTRO, 2002)

A energia pode ser expressa como uma fun¢do das coordenadas dos nucleos
atdomicos. Tal funcdo pode ser considerada uma superficie n-dimensional, conhecida como
superficie de energia potencial. Nesta superficie € possivel identificar os pontos
estaciondrios, onde as primeiras derivadas se anulam.

Caso as segundas derivadas de um ponto sejam positivas, tem-se o “ponto de

minimo”, que corresponde a um estado estavel do sistema. Quando o sistema apresentar
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apenas uma segunda derivada negativa, tem-se o “estado de transicdo” (ponto de sela de
ordem 1), muito importante nos estudos das reacdes. Se apresentar mais de uma segunda
derivada negativa, mas ndo todas, o sistema se encontra em um ‘“ponto de sela” de ordem
superior, sem significado quimico.

A determinacdo de um ponto estaciondrio € realizada através de calculo das
freqiiéncias normais de vibragdo para a estrutura. Como as freqiiéncias estdo relacionadas
as segundas derivadas de energia potencial, dizer que o sistema possui freqii€ncia

imagindria € o mesmo que dizer que ha uma segunda derivada negativa.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo € obter, através do uso de célculos tedricos pelo método
semi-empirico PM3 [Stewart, 1989], informagdes estruturais e do perfil da reacdo entre a
AChE do Torpedo californica e fosforamidatos sintetisados por nosso grupo, de forma a
avaliar as possibilidades destes compostos atuarem como inibidores efetivos desta enzima.
Duas possibilidades mecanisticas de inibicao foram avaliadas: a primeira no sitio da AChE
ocupado pela acetilcolina e a segunda no sitio da AChE ocupado pelo inibidor reversivel
pentileno-bis-tacrina (PBT). Serd feita uma andlise comparativa desses resultados com
aqueles obtidos experimentalmente pelo nosso grupo de pesquisa em agroquimica da
UFRRJ.

O estudo foi feito através de calculos semi-empiricos das estruturas evidenciadas na
figura 7, incluindo-se os isdmeros E e Z quando necessario, com o objetivo de prever a

maior inibicdo, e ser capaz de propor o mecanismo mais vidvel para as molecilas

analisadas.
i
__—P: N R»
RO / ~ N/ N
RO H
Ri
Estrutura 1E Estrutura 1Z Estrutura 2E Estrutura 27 Estrutura 3E Estrutura 32
R, = CH, R, =CH,CH; R, =CH,CHCH,CH; R, =CH; R;=CH,COCH;  R;=CH,
R, =CH,CH;  R,=CH, R, = CH, Ry = CH,CHCH,CH; - R, =CH, R, = CH,COCH;
Estrutura 4 Estrutura 5 Estrutura 6E Estrutura 6Z Estrutura 7E Estrutura 72
R, =R, = R =R;= R = CH3 R, = CHZCH3 R, = CH3CHCH2CH3 R] = CH3
Ry ~CH.CH, Ry CH, R,=CH, R, = CH,CHCH,CH,
Estrutura 10
O
Estrutura 8 Estrutura 9E Estrutura 92 R =R;=
R,=CH,COCH; R, =CH,
Ry =R,= R, = CHj, R, = CH,COCH;

Figura 7. Estrutura dos OFs avaliados neste estudo como inibidores da AChE. As
estruturas de 1 a 5 possuem grupo R igual a iso-propila e as de 6 a 10

possuem grupo R igual a butila.
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Os fosforamidatos descritos na figura 7 foram testados in vitro pela aluna Aline F.

Lira, em quatro concentracdes diferentes (Tabela 2) a fim de determinar quais interagem

com a AChE e em que grau a inibem. O OF comercial acefato foi usado como composto de

referéncia.

Tabela 2. Percentual da Inibicio da enzima AChE pelos fosforamidatos (Lira, A F.,

2009).
Estrutura Inibi¢ao (%)*
2 mM 4 mM 10 mM 20 mM 40 mM
1 0 0 0 0 0
2 11,00 12,00 27,20 40,00 -
3 0 0 0 0 0
4 0 8,00 9,20 39,00 88,10
5 2,50 3,00 - - -
6 25,00 33,00 34,60 - -
7 35,00 - - - -
8 25,00 26,00 - - -
9 80,00 97,00 99,85 - -
10 10,00 30,00 - - -
acefato 25,00 30,00 42,00 50,00 -

*Compostos insoliveis sdo indicados por um traco.
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3. METODOLOGIA

A estrutura escolhida para o desenvolvimento do trabalho foi a AChE do Torpedo
californica (RAVES et al.,, 1997), por esta ser a enzima que estd sendo testada
experimentalmente pela aluna de mestrado Aline Figueira Lira, orientada pelo professor Dr.
Victor M. Rumjanek, com os fosforamidatos ja sintetizados pelo aluno de mestrado
Vinicius Tomaz Gongalves, orientado pelo professor Dr. Jodo Batista Neves da Costa. Esta
enzima possui algumas estruturas cristalograficas disponiveis no banco de dados de acesso
publico Protein Data Bank (PDB).

A primeira estrutura cristalografica da AChE de T. californica escolhida foi aquela
depositada no PDB com o c6digo 2ACE (RAVES et al., 1997). Essa estrutura nativa tem
resolucdo de 2,5 A e contém uma molécula de ACh covalentemente ligada ao residuo de
serina da triade catalitica, Ser200. A estrutura do substrato ligado a Ser200 foi obtida pela
orientacdo da molécula na conformacdo totalmente frams, obtida anteriormente por um
procedimento de “docking” manual na mesma enzima (SUSSMAN et al., 1991).

Em funcdo das limitagdes para o cdlculo de sistemas com grande nimero de dtomos
por métodos quanticos, foram selecionados para o estudo de modelagem alguns
aminodcidos da estrutura, baseado em informagdes sobre o sitio ativo da enzima. Foram
selecionados os aminodcidos localizados a 5 A do substrato. O modelo de trabalho inicial
foi constituido dos residuos Trp 84, Gly 117, Gly 118, Gly 119, Glu 199, Ser 200, Ala 201,
Trp 233, Phe 288, Phe 290, Glu 327, Phe 300, Phe 301, His 440, Gly 441, Phe 120, Tyr
121, Glu 327, e trés moléculas de dgua H,O 603, H,O 727 e H,O 742 (Figura 11). Os
residuos foram selecionados de modo a se considerar as vdrias subunidades que compde o

sitio ativo da enzima.
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Figura 8. Modelo de trabalho, sitio da AChE com os aminoacidos localizados a 5 A da

acetilcolina ligada ao residuo Ser200, codigo 2ACE do PDB.

A segunda estrutura escolhida para o desenvolvimento do trabalho foi a AChE do T.
californica (SUSSMAN et al., 2006), depositada no PDB com o cédigo 2CMF (SUSSMAN
et al.,, 2006). Essa estrutura nativa tem resolu¢do de 2,5 A e contém uma molécula do
inibidor pentileno-bis-tacrina. Foram selecionados para o estudo de modelagem alguns
aminodcidos da estrutura, baseado em informagdes sobre o sitio ativo da enzima,
localizados a 5 A do inibidor. O modelo de trabalho inicial foi constituido dos residuos
Tyr70, Asp 72, Gly 80, Ser 81, Trp 84, Gly 117, Gly 118, Gly 119, Tyr 121, Ser 122,
Tyr130, Glu 199, Ser 200, Trp 279, Ile 287, Phe 288, Phe 330, Phe 331, Tyr 334, Gly 335,
Trp 432, lle 439, His 440, Gly 441, Tyr 442, Ile 444 e sete moléculas de dgua H,O 147,
H,0 148, H,0 149, H,0 150, H,O 151, H,O 152 e H,O 153 (Figura 12). Os residuos foram
selecionados de modo a se considerar as vdrias subunidades que compde o sitio de

interacao com o inibidor.
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7
CLYBE WIRP432

Figura 9. Modelo de trabalho, sitio da AChE com os aminoacidos localizados a 5 A da

pentileno-bis-tacrina, codigo 2CMF do PDB.

Os inibidores foram inseridos no modelo do sitio ativo, por meio do programa PC
Spartan ‘08 (Wavefunction, Inc), através de modificacdes na estrutura da ACh, ou no sitio
da pentileno-bis-tacrina, através de modificagdes na estrutura do inibidor. Para cada etapa
do mecanismo de fosforilagdo da serina do sitio ativo pelos fosforamidatos, foram feitas as
modificacOes necessdrias no arquivo inicial de cada inibidor até se obter uma estrutura
adequada para os célculos semi-empiricos. Em alguns casos, foi preciso pré-otimizar as
estruturas por mecanica molecular (campo de forca MMFF) antes de se preparar os
arquivos para os cdlculos semi-empiricos, mantendo-se fixos os 4tomos das ligacdes
peptidicas para se evitar afastamentos dos residuos das suas posi¢des originais na enzima.

Para os célculos semi-empiricos das etapas do mecanismo, cada arquivo inicial, no
formato pdb, foi convertido com o programa Babel 1.6 (Walters e Stahl, 1996) em um
arquivo de coordenadas internas. O programa também foi usado para a adi¢do dos dtomos
de hidrogénio, ausentes na estrutura cristalografica. As otimizagdes das estruturas foram

feitas com o Hamiltoniano PM3 (Stewart, 1989a, Stewart, 1989b) do programa Mopac 6.0
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(Stewart, 1992), até uma norma de gradiente inferior a 0,5 kcal/(A ou rad). Durante as
otimizacdes, os dtomos das ligagdes peptidicas foram mantidos fixos no espaco. Os dtomos
de hidrogénio e todos os dtomos das cadeias laterais, dos ligantes e das moléculas de dgua
foram mantidos livres para que pudessem alcancar conformagdes de menor energia durante
a minimizacdo de cada sistema modelado. A andlise das estruturas, incluindo determinacao
das distancias e angulos de ligacdo, foi feita com o programa Rasmol 2.6 (Sayle, 1995).

As palavras-chave utilizadas para a realizacdo de cdlculos foram as seguintes,
alterando-se apenas a palavra-chave CHARGE=n de acordo com a carga total de cada

estrutura:

PM3 GRAD NOINTER MMOK EF CHARGE=n T=nH

PM3: Hamiltoniano

GRAD: Imprimir todos os gradientes

NOINTER: Néo imprimir as distancias interatbmicas

MMOK: Usar correcdo de mecanica molecular em ligagdes CONH

EF: Usar a rotina EF (Eigenvector Following) na pesquisa de minimo de energia
CHARGE-=n: Define a carga total n do sistema

T=nH: Tempo requerido para o programa executar os cdlculos em n horas
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A continuidade do interesse pela classe dos OFs deve-se a facilidade de sintese de
novos derivados, a possibilidade de sintese de pro-inseticidas, que sofrem ativagcao
preferencial em insetos e ndo em mamiferos, e a maior biodegradabilidade em comparagdo
com os organoclorados. Os OFs apresentam baixa acao residual, com pouca estabilidade no
meio ambiente e acumulagcdo limitada em organismos vivos, sendo que 80 a 90% dos
compostos s@o eliminados apds 48 h do contato. Os inseticidas OFs sdo importantes nao
somente pela protecdo agricola que oferecem mas, também, pelos propdsitos industriais,
domiciliares e ambientais (Klocher et al, 1991). Todos esses fatores tém estimulado o
Grupo de Pesquisa em Agroquimicos da UFRRIJ a planejar, sintetizar e avaliar novas
alternativas estruturais para essa classe de compostos.

Conforme descrito anteriormente, a acdo dos OFs estd associada a inibi¢do da
enzima AChE, que comecga pela fosforilacdo de um residuo de serina do sitio ativo, descrita

em nosso modelo tedrico pelas etapas reacionais mostradas no esquema 4.
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Esquema 4. Modelo reacional dos OFs inibindo a enzima AChE. Foram avaliados os

valores de AH; para os etapas indicadas do mecanismo.

O modelo reacional avaliou a mudanca na entalpia entre modelos, otimizados em
fase gasosa, representando as quatro etapas mecanisticas descritas no esquema 4: na
primeira, a enzima e o OF separados (E + OF) formam o complexo nao-covalente E.OF
(AH;), onde o 4&tomo P do OF mantém a geometria tetragonal. Na segunda, ha formacao do
aduto covalente entre a serina do sitio ativo e o OF (E-OF), onde o atomo P encontra-se

pentacoordenado (AH;,). Na terceira, ha quebra da ligacdo com o grupo de saida e o d&tomo
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P do OF recupera a geometria tetragonal (AH;3). Finalmente, na quarta etapa, o grupo de
saida ¢ eliminado da cavidade do sitio ativo (AH;4) e a serina permanece fosforilada. Nas
tabelas 3 e 4 sdo apresentados os resultados de AH, para cada etapa do mecanismo

modelado e a soma dos valores de AH,, para as estruturas com substituintes iso-propil

(tabela 3) e butil (tabela 4).

Tabela 3. Calores de reacao dos fosforamidatos com R = iso-propil avaliados no sitio

ativo da enzima A ChE, método PM3.

Moléculas AH,* AH,,* AH,5* AH.4* AH?
1E -2,66 9,59 10,83 19,86 37,62
1Z 8,37 10,98 9,83 22,35 51,53
2E 10,25 -14,33 2,20 10,16 8,28
27 10,54 -12,86 8,12 9,28 15,08
3E 19,88 -12,92 16,76 -11,06 12,66
3Z 10,70 1,44 2,91 -3,16 11,89
4 20,04 -13,44 -14,35 10,26 2,51
5 11,78 -6,90 -16,99 -12,65 24,76

a kcal/mol; °AH, = AH,; + AH,» + AH; + AH,

Tabela 4. Calores de reacao dos fosforamidatos com R= butil avaliados no sitio ativo

da enzima AChE, método PM3.

Moléculas AH,* AH,,* AH,5* AH.4* AH?
6E 0,16 0,64 14,89 19,36 35,05
67 3,89 -6,37 24,72 7,15 29,29
7E 16,19 -15,58 5,07 16,23 21,91
7Z 8,44 -14,08 2,01 10,71 7,08
8 14,07 -13,70 -10,22 12,75 2,90
9E 10,38 -5,86 3,52 0,44 1,44
97 12,34 2,97 -14,87 -0,77 -0,33
10 8,74 -18,31 4,53 -11,90 -26,00

* kcal/mol; "AH, = AH;, + AHp, + AHgs + AH,,
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Os resultados mostram que a primeira etapa do mecanismo € entalpicamente
favordvel (AH,; negativo) apenas para o isdmero E da estrutura 1, que tem os menores
substituintes, metil e etil, na dupla ligacdo. Sobrepondo o sitio vazio com os sitios com o0s
OF otimizados, observou-se apenas pequenos deslocamentos das cadeias laterais dos
residuos Phe331, Phe330, Phe290 e Tyrl121. No entanto, as outras estruturas causaram
maiores modificagdes nas posi¢des das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos Trp84,
Trp233, Phe288, Phe290, Phe330, Phel20, His440 e Tyrl21 apds a otimizagdo, o que
sugere que efeitos estéricos podem ser a causa das entalpias desfavordveis para essa etapa
do mecanismo de reacdo. Os deslocamentos estdo exemplificados na figura 10 para a

estrutura 10.

Phe 120

Phe 240

Trp 233 & N
Gly 118 SR

Ala 20

b, ser 200

W

Phe 288

% Phe 331

Gl 327

Figura 10. Estrutura 10 no interior do sitio ativo apds otimizacdo (carbonos em
amarelo) sobreposta com o sitio vazio (carbonos em cinza). Atomos de N
em azul, atomos de O em vermelho, atomos de P em laranja; os atomos de

H foram omitidos para maior clareza.
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A formacdo do aduto covalente, na segunda etapa do mecanismo, é mais favoravel,
com quase todas as estruturas com valores de AH,, negativos; somente a estrutura 1 possui
valor de AH,, positivo consideravel para ambos os diastereoisomeros. Nas condi¢des do
modelo, a transformacdo do complexo ndo-ligado na enzima no intermedidrio
pentacoordenado € favordvel ou muito pouco desfavordvel para os demais compostos. Isso
deve ser resultado, em parte, da formacdo da ligacdo entre Ser200 e o atomo P do
fosforamidato, que € mais estdvel do que a ligacdo que foi quebrada, a ligacdo m da
fosforila. Além disso, a cavidade do oxianion, formada pelo grupo NH peptidicos dos
aminodcidos Gly118, Glyl119 e Ala201, estabiliza a evolug¢do do estado tetraédrico para o
pentacoordenado através de ligacdes hidrogénio com o oxigénio carregado, como se pode

observar na Tabela 5 (distancias b, c, d).

Tabela 5. Distancias de interacoes observadas nos sistemas 2 e 3 para algumas da

estruturas modeladas.

Ala201
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Sistema 2 Distancias*
a b c d e f g h
10 1,72 4,82 442 272 1,72 2,84 5,46 4,76

9E 1,74 3,70 3,60 1,83 1,69 - 4,62 4,03
8 2,38 3,42 348 1,81 1,68 - 4,21 3,46

2,85 4,85 3,65 2,44 1,68 2,90 5,77 5,39
4 2,58 3,36 3,40 1,80 1,68 - 4,18 3,54
1E 1,74 4,56 3,62 1,83 1,67 - 4,76 3,76

Sistema 3

10 - 242 242 1,71 - 2,48 5,19 4,67
9E - 1,88 2,61 1,74 - - 4,89 4,58
8 - 1,83 2,60 1,72 - - 428 397
5 - 274 294 1,72 - 2779 5,777 5,35
4 - 1,84 2,62 1,74 - - 4,60 4,36
1E - 1,84 2,59 1,74 - - 451 4095

*valores em A

Através das reacdes modeladas, o efeito relativo dos substituintes R e X dos
inibidores propostos pode ser avaliado nas etapas envolvidas no processo de inibi¢do. Na
segunda etapa do mecanismo reacional (sistema 2 para 3 da Figura 11), a adi¢do da serina
desprotonada leva a formag¢do do aduto pentacoordenado, fazendo com que um
fosforamidato neutro transforme-se um intermedidrio negativamente carregado. Grupos X
com propriedades establizadoras de cargas negativas, como propriedades retiradoras de
elétrons por ressonincia e efeito indutivo, seriam favordveis. E o caso do substituinte das
estruturas S e 10; esse substituinte poderia colocar, por ressonancia, uma carga positiva no
nitrogénio ligado ao fésforo que, por efeitos indutivo e de campo, ajudaria a estabilizar o
atomo de oxigénio que adquiriu a carga negativa ap6s a adicdo do anion do residuo Ser200

ao atomo P, fazendo o AH,, ser mais negativo.
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Figura 11. Exemplos de estruturas de ressonancia do intermediario com o grupo

retirador de elétrons.

Os fosforamidatos analisados se encontram localizados no sitio da AChE préximos
de uma cavidade formada pelos aminodcidos Trp84, Phe331 e His440 (Figura 12) . Logo,
0s compostos com substituintes aromdticos S e 10 podem formar interacdo do tipo
empilhamento ® e T com as cadeias laterais dos aminodcidos da cavidade, contribuindo
para uma entalpia mais negativa, em cada etapa do mecanismo, como € demonstrado na
tabela 3 e 4 pelos valores de AH; de cada etapa. Na Tabela 5 podem ser observadas algumas
distancias intermoleculares dos sistemas 2 e 3, onde os compostos citados apresentam

distancias adequadas para esse tipo de interagdo com os aminodcidos da cavidade.
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Phe 331

Phe 331 §f ¥

Figura 12. Interacio de empilhamento da estrutura 10 no sistema 2 (carbonos em
amarelo) e no sistema 3 (carbonos em ciano), na cavidade formada pelos
aminoacidos Trp84, Phe331 e Hisd440. Atomos de N em azul, dtomos de O
em vermelho, atomos de P em laranja; os atomos de H foram omitidos

para maior clareza.

Além disso, os fosforamidatos 5 e 10 possuem em comum uma carbonila que faz
uma ligacdo hidrogénio com o grupo NH indélico do residuo Trp84. Com a mudanga do
estado tetraédrico para pentacoordenado houve uma diminui¢do da distancia das ligacdes
hidrogénio, que passou de 2,90 A para 2,49 A no complexo com a estrutura 5 e de 2,84 A
para 2,48 A no complexo com a estrutura 10, indicando uma estabiliza¢io extra na
conversdo entre os sistemas 2 e 3.

Grupos polarizaveis podem gerar dipolos que tém efeito estabilizador sobre sitios
carregados, tanto positivos como negativos, dependendo da direcdo da polarizagcdo. Isso
poderia explicar porque a série com o grupo R mais volumoso, o grupo butil, apresenta
valores de AH,, mais negativos, em geral. Esse grupo € um pouco mais polarizavel do que o
grupo iso-propil, criando um efeito de campo mais favordvel, que ajuda a estabilizar a carga

adquirida pelo aduto. Logo, a molécula do aduto pentacoordenado, qualquer que seja o
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substituinte X, ganha uma maior estabilidade quando o grupo R € butil, o que é confirmado
pelos valores de AH,, da série com esse substituinte.

Para a terceira etapa do mecanismo (sistema 3 para 4), os valores de AH;3 sdo menos
favordveis, em geral, mas a mesma tendéncia pode ser observada para o efeito do grupo X
sobre o valor de AH;,, ou seja, grupos com capacidade estabilizadora de cargas negativas
favorecem a reagdo. Isso € claro para as estruturas S e 10, ja que o substituinte agora pode
entrar em ressonancia direta com a carga negativa do grupo de saida (Figura 13). Além
disso, a ligacdo hidrogénio com o grupo NH indélico do residuo Trp84 pode ser um fator

adicional para estabiliza¢do da carga negativa do grupo de saida.

T T
M RO N
0 _Q -« (o /

C ‘)oo

>

Figura 13. Estruturas de ressonancia para o grupo de saida com substituinte retirador

de elétrons presente nas estruturas 5 e 10.

As estruturas otimizadas contendo os isomeros 9E e 9Z mostram significativa
diferenca devido ao afastamento do seu grupo de saida, como mostra a figura 16. O grupo
de saida da molécula 9Z participa de interagdes favordveis com as nuvens T polarizaveis
dos aminodcidos Trp84, Phe331 e His440, que deve contribuir para um AH;; mais negativo.
Ja o grupo de saida da molécula 9E esta fora dessa cavidade de interacdo, resultando em um

AH;3; menos negativo, como pode se observar na tabela 5.
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Figura 14. Sobreposicao dos sistemas 4 otimizados contendo os isomeros do composto
9 (carbonos em amarelo, 9E e carbonos em cinza, 97). GS indica o grupo
de saida. Atomos de N em azul, atomos de O em vermelho, dtomos de P em

laranja; os atomos de H foram omitidos para maior clareza.

Conforme apresentado nos objetivos, os fosforamidatos foram testados in vitro pela
aluna de mestrado Aline Figueira Lira, orientada pelo professor Dr. Victor M. Rumjanek,

na UFRRIJ, em quatro concentra¢des diferentes (Tabela 2).
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A soma dos valores de entalpia calculada de cada etapa do mecanismo (AH; = AH;;
+ AH;, + AH;s + AH,) mostra que a reagdo de fosforilacio do residuo Ser200 ¢é
entalpicamente favordvel apenas para algumas moléculas. O composto 1 € inativo, mesmo
na alta concentragdo de 40 mM, o que concorda com o resultado teérico de AH;, o mais
positivo da série estudada para ambos os isdmeros.

A atividade dos organofosforados se deve a mistura dos isdmeros E e Z. O
fosforamidato mais ativo é o composto 9; na concentracdo de 2 mM, o composto 9 causou
inibicdo enzimatica de 80,00%, que chegou a praticamente 100% na concentra¢do de 10
mM. O controle apresentou uma inibi¢do de apenas 42% nessa concentragcao, sendo desta
forma um inibidor mais fraco do que 9. Esse resultado estd s6 qualitativamente de acordo
com os dados tedricos, pois o valor de AH; do composto 9 (isdmero Z), apesar de favoravel,
¢ menos negativo do que dos compostos 5 e 10, logo sendo um inibidor previsto como
menos efetivo pelo modelo reacional. Contudo, os compostos S e 10 s6 se solubilizaram
com dificuldade, o que pode ter tido influéncia nas suas atividades determinadas
experimentalmente. Devido a baixa solubilidade e também a sua coloragao amarela, s6 foi
possivel determinar a percentagem de inibicdo de 10 e S em concentracido bem baixa, pois o
aumento de sua concentragdo interfere com o resultado do método usado para determinar a
atividade, o método de Ellman.

No método de Ellman, a AChE tem como fungdo catalisar a reacdo descrita na
figura 15; quando a enzima € inibida, o resultado € a diminuicdo da formacdo de produto
tiocolina e, consequentemente, do produto da reacdo com o DTNB, &4cido 2-nitro-4-
tiobenzdico, um composto amarelo. Neste método estamos medindo a absorvancia final do
produto; se temos um inibidor esta absorvancia deve diminuir, isto é, a coloracdo amarela
deveria ficar menos intensa. Logo, um inibidor amarelo poderia interferir no resultado,

indicando uma atividade menor do que a real.
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Figura 15. Reacoes envolvidas no método de Ellman.

Os compostos 2, 6, 7 e 8 possuem alguma atividade, mesmo na concentracdo mais
baixa, 2 mM. Contudo, os resultados teéricos mostram esses compostos com uma entalpia
de reacdo positiva, o que indicaria baixa ou nenhuma atividade. Isso sugere que esses
compostos poderiam atuar com um outro mecanismo de inibigao.

Como os compostos que apresentam valores de AH; positivos s@o capazes de inibir a
enzima, € possivel que esses fosforamidatos interajam com outro sitio na AChE, como
acontece com alguns inibidores reversiveis, sem de fato reagirem com a enzima. Por isso,
foi avaliada a interacdo destes fosforamidatos no sitio onde interage a pentileno-bis-tacrina
(PBT), para efeito de comparacdo com a reac¢do no sitio ativo da enzima. Na Tabela 6 sdo
apresentados os valores da entalpia de interacdo dos fosforamidados nesse sitio. Como

referéncia, foi determinada a entalpia de interacdo da PBT no mesmo sitio.
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Tabela 6. Entalpias de interaciao (AH;y) calculadas para os fosforamidatos e para a

PBT no sitio ocupado pela PBT.

Estrutura AHjy*
1E -5,25
1Z -5,75
2E -12,82
27 -3,19
3E -1,74
3Z -3,61

4 -7,73
5 -2,51
6E -6,95
6Z -4,83
7E -9,75
77 -7,03
8 -10,32
9E -4,87
9Z -5,52
10 -0,48
PBT -14,32

>I<AHint = AHcomplexo' (AHligante +AHSfti0)’ em kcal/mol

Os resultados mostram que, dentre todas as moléculas analisadas, a PBT é a que tem
a interacdo mais favordvel entalpicamente (AH;,, mais negativo). A PBT apresenta uma
forte interacdo de empilhamento T com os aminodcidos Trp 84 e Phe 330 e com os

aminodcidos Trp 279 e Tyr 70, responsdvel pela inibicdo mais efetiva da enzima (Figura

16).
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re Phe 330

Figura 16. Interacoes da pentileno-bis-tacrina com os aminoacidos Trp 84, Trp 279,
Phe330, His440,Tyr70. Atomos de C em amarelo, 4tomo de N em azul,
atomos de O em vermelho, atomos de P em laranja; os atomos de H foram

omitidos para maior clareza.

Todos os fosforamidatos analisados também interagem favoravelmente, possuindo
um AHj, de intera¢do negativo. A interacdo € menos favordvel do que com a PBT, porque
os fosforamidatos interagem mais efetivamente com os aminoécidos do CAS Trp 84 e Phe
330 e nao tao bem com os aminoacidos do PAS, pois as moléculas sao menores que a PBT,

como pode ser observado na figura 17.
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Figura 17. Fosforoamidato 2E otimizado no sitio da PBT, com os principais

aminoacidos responsaveis pela inibicao destacados.

Tentativas de correlacionar os dados de atividade com cada conjunto de dados
tedricos (AH;, € AH;) ndo foram bem sucedidas, o que sugere que podem haver compostos
que atuam por mecanismos diferenciados. Analisando os resultados de AHj,, podemos
observar que os fosforamidatos 2E, 8 e 7E tém boas interacdes, proximas da calculada para
a PBT. Isso poderia explicar porque esses compostos inibem em certo grau a AChE. Ja a
estrutura mais ativa, 9 possui um valor de AHj, no sitio da PBT semelhante a da estrutura
1, inativa. A estrutura 10 também tem um valor de AHj, menos favoravel que o de AH;.
Esses resultados sugerem que as estruturas 9 e 10 devem de fato reagir com a enzima no

sitio catalitico.
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6. CONCLUSOES

Na primeira parte do estudo, concluimos, através do modelo reacional do perfil
inibitério proposto sobre a enzima acetilcolinaesterase, que os compostos S, 9
(principalmente o isdmero Z) e 10 sdo provaveis inibidores desta enzima, pelo menos nas
condi¢des do modelo, pois apresentam uma entalpia resultante de fosforilacio mais
favoravel em relagdo aos outros compostos avaliados. Isto é um indicativo de que esses
novos compostos tém potencial atividade inseticida. Os resultados experimentais obtidos
por nosso grupo mostram que o composto 10 e, principalmente, o composto 9 t€m atividade
inibitéria sobre a AChE nas concentracdes mais baixas avaliadas (2 mM e 4 mM). O
composto 9 causou quase 100% de inibicao na concentragdo de 10 mM, mas o composto 10
apresentou problemas de solubilidade e nao pode ser avaliado em concentragdes além de 4
mM.

As entalpias das vérias etapas do mecanismo sdao em geral mais favordveis quando o
grupo alcoxi ligado ao fosforo tem cadeia carbonica mais longa, o que deve ser resultado do
efeito estabilizador da nuvem eletronica desse grupo, maior e mais polarizdvel, sobre a
carga proxima. Esse efeito € tipico em reacdes em fase gasosa e pode ter reflexo nas
reacdes em solugdo, onde o efeito do solvente também € importante.

Para a etapa de afastamento do grupo de saida, os grupos retiradores de elétrons sdo
favoraveis, visto que eles distribuem a carga negativa do grupo liberado, estabilizando-a e
fazendo a entalpia da etapa do mecanismo ser mais negativa.

Na segunda parte do estudo, concluimos, que os compostos 2 (isdbmero E), 7
(isomero E) e 8 tem entalpias de interagdo no sitio da AChE ocupado pelo inibidor
reversivel PBT préximas do valor da propria PBT. Na concentracdo mais baixa avaliada
experimentalmente (2 mM) por nosso grupo, além dos compostos 9 e 10, os compostos 2, 7
e 8 estdo entre os mais ativos. O composto 2 aumentou a inibi¢cdo até a concentracdo de 20
mM, mas os compostos 7 e 8 apresentaram problemas de solubilidade. Esses compostos
nao apresentaram valores favordveis para a entalpia de fosforilacdo da serina do sitio ativo
(primeira parte do estudo). Esses resultados sugerem que os compostos avaliados podem

apresentar mecanismos diferentes de inibicao da AChE.

50



Concluimos que os compostos 2, 7 ¢ 8 devem inibir a enzima AChE pelo
mecanismo de interacdo no sitio da AChE ocupado pelo inibidor reversivel PBT,
interagindo mais efetivamente com os aminodcidos do CAS Trp 84 e Phe 330 e ndo tdo
bem com os aminodcidos do PAS, pois as moléculas sdo menores que a PBT. As estruturas
9 e 10 devem atuar pelo mecanismo de inibi¢do reacional tradicional no sitio da AChE

ocupado pela ACh.

7. PERSPECTIVAS

Avaliar outros modos de interagdo dos fosforamidatos na AChE através do uso da
metodologia de atracamento molecular, seguida de cdlculos semiempiricos para avaliar a
entalpia de interacdo para estes modos.

Incluir o efeito do solvente nos célculos semiempiricos para ter uma melhor
aproximacao do sistema experimental.

Propor modificacOes estruturais baseadas nas estruturas modeladas buscando a

melhoria do perfil de inibicao da AChE.
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