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RESUMO GERAL

Compostos organofosforados (OP) vém sendo utilizados como armas quimicas desde a
década de 1930 pelos Alemées, quando pesquisavam novas substancias pesticidas. Esses
compostos tém a capacidade de inibir a enzima Acetilcolinesterase (AChE), enzima
responsavel pela hidrélise do neurotransmissor Acetilcolina. Com a inibicdo, ocorre o
acumulo do neurotransmissor na terminacdo nervosa, resultando em uma crise colinérgica,
que pode levar a morte. Diversas substancias vém sendo estudadas no intuito de reativar a
atividade catalitica da AChE e dentre elas destacam-se as oximas. Oximas sdo uma classe de
compostos que através do ataque de uma extremidade (grupo oxima) ao atomo de fosforo do
inibidor, ttm mostrado bons resultados no processo de reativacdo da AChE inibida. Até o
momento, ndo existe um reativador universal e pequenas alteracfes estruturais nas oximas
resultam em diferentes resultados experimentais. Com isso, 0 objetivo desse estudo € a
comparacdo de duas oximas isébmeras, K203 e K206, cuja diferenca é a posicdo do grupo
carbamoil no anél piridinico (posi¢des 4 e 3 para a K203 e K206, respectivamente). Para isso,
calculos tedricos de ancoramento molecular e calculos QM/MM de mecanismo de reacao
foram realizados. Os resultados mostraram que a pequena diferencga de cadeia entre as oximas
gera diferentes taxas de reativacdo frente aos diferentes inibidores estudados, além de
influenciar significativamente na energia de interacdo intermolecular e na barreira energética
de ativacdo em relacdo a AChE inibida pelos diferentes agentes dos nervos.

Palavras-chave: K203. K206. Ancoramento molecular. Estudo de mecanismo. Agentes dos
nervos.



GENERAL ABSTRACT

Organophosphorus compounds (OP) have been used as chemical weapons since the 1930s by
the Germans, when researching new pesticides. These compounds have the ability to inhibit
the enzyme Acetylcholinesterase (AChE), the enzyme responsible for the hydrolysis of the
neurotransmitter Acetylcholine. With inhibition, neurotransmitter accumulation occurs at
nerve endings, resulting in a cholinergic crisis, which can lead to death. Several substances
have been studied in order to reactivate the catalytic activity of AChE, among them the
oximes. Oximes are a class of compounds which, through a attack of one extremity (oxime
group) to the phosphorus atom of the inhibitor, have shown good results in the reactivation
process of inhibited-AChE. So far, there is no universal reactivator and small structural
changes in oximes result in different experimental outcomes. Therefore, the objective of this
study is to compare two isomeric oximes, K203 and K206, whose difference is the position of
the carbamoyl group in the pyridinium ring (positions 4 and 3 for K203 and K206,
respectively). For this, theoretical molecular docking calculations and QM/MM calculations
of reaction mechanism were performed. The results showed that the slight difference between
the oximes generate different reactivation rates in relation to the different inhibitors studied,
as well, as significantly influence on intermolecular interaction energy and on activation
barrier energy in relation to AChE inhibited by different nerve agents.

Keywords: K203. K206. Molecular docking. Mechanistic study. Nerve agents.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Armas quimicas de guerra sdo definidas como substancias capazes de matar, causar
danos a salde e incapacitar inimigos em situacdes de guerra ou operacfes militares. Existem
relatos do uso de armas quimicas desde a antiguidade, como por exemplo na China antiga,
batalhas de Troia, na guerra do Peloponeso dentre outros exemplos. Alguns exemplos da
utilizacdo dessas substancias variam desde contaminacdo de suplementos de dgua e comida,
até o envenenamento de projéteis utilizados nas batalhas (SPIERS, 2000).

As armas quimicas de guerra se dividem basicamente em 5 grupos: agentes dos
nervos, sanguineos, sufocantes, urticantes e vesicantes. Dentre eles destaca-se 0 grupo dos
agentes dos nervos de guerra, cujos componentes sao 0s compostos organofosforados (OP),
basicamente ésteres de acidos com Fdsforo. Esses compostos foram descobertos entre a
Primeira e Segunda Guerra Mundial, na década de 1930, com resultados de pesquisa para o
desenvolvimento de pesticidas (CHAUHAN et al., 2008).

Os agentes dos nervos de guerra agem inibindo a enzima Acetilcolinesterase (AChE),
enzima responsavel pela hidrélise do neurotransmissor Acetilcolina (ACh) na terminacgédo
nervosa, causando uma crise colinérgica. A inibicdo da AChE, consequentemente com a
interrupcdo das sinapses, resulta em varios problemas ao organismo, tais como perda da
coordenacdo das contracfes musculares, nausea, diarreia, vomito, colicas intestinais e crises
respiratorias (SMART, 1997).

Devido a rapida acdo dos agentes dos nervos de guerra, o tratamento deve ser iniciado
rapidamente. Um dos tratamentos contemporaneos consiste na aplicacdo de um antagonista,
como por exemplo a Atropina, juntamente com a ministragcdo de oximas. As oximas Sd0 uma
classe de compostos quimicos capazes de realizar um ataque nucleofilico ao Fésforo dos OPs,
num processo chamado de reativacao, no qual a AChE inibidida é recuperada (WOREK et al.,
2004).

A classe das oximas € muito grande, podendo ter uma grande gama de estruturas, por
exemplo mono-piridinicas, bipiridinicas, sem anéis piridinicos, dentre outras variacGes
estruturais. Com isso surgem varias possibilidades para aplicacdo de oximas como antidotos
para 0 envenenamento por OPs. Apesar do grande nimero de pesquisas a respeito do assunto

e 0 grande numero de oximas desenvolvidas, ja presentes no mercado, nao existe um
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reativador universal, capaz de ter uma boa eficiéncia com amplo espectro entre os OPs,
demandando assim novas pesquisas buscando reativadores mais eficientes com maior
espectro de acao.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho é modelar e comparar a interacao e reatividades de duas
Oximas de estruturas isoméricas, a K203 e a K206, reativando a AChE inibida por diferentes

agentes quimicos de guerra.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Armas Quimicas de Guerra

Armas quimicas de guerra sdo definidas como qualquer substancia quimica cujas
propriedades téxicas sdo utilizadas com a finalidade de matar, ferir ou incapacitar algum
Inimigo na guerra ou associada a operacOes militares (SMART, 1997).

O uso de substancias quimicas com fins militares tem registros desde a antiguidade.
Em 600 a.C., os atenienses envenenaram as aguas de um rio com raiz de Heléboro, e o0s
inimigos consumiam essa agua e apresentavam intensa diarreia, pois a raiz € um dréastico
laxante. Em 429 a.C., os espartanos queimaram enxofre para produzir fumos toxicos durante a
Guerra do Peloponeso. Em 200 a.C., Cartago derrotou os inimigos ap6s contaminar tonéis de
vinho com Mandragora, uma raiz que provoca sono narcotico. Depois do consumo do vinho
pelos soldados inimigos, os cartagineses voltaram e os mataram. Anibal, em uma batalha
Naval contra Eumenes Il de Pérgamo, langou cobras venenosas nos conveses de navios
inimigos para derrotar 0s inimigos pergamenos. Outra forma de utilizagdo de substéancias foi
através de flechas impregnadas com substancias venenosas nas pontas e arcos para dispara-las
contra os inimigos (ECKERT, 1991; SMART, 1997; SCHECTER; FRY, 2005; CHAUHAN,
et al. 2008).

Ao longo dos anos, acordos foram feitos para a ndo utilizacdo de armas quimicas em
conflitos. Em 1675, ocorre em Estrasburgo a assinatura do acordo Franco-Germanico
proibindo a utilizacdo de balas envenenadas. Depois de alguns anos, é realizada a Convencéo
de Bruxelas, em 1874, numa tentativa de estancar o uso de armas envenenadas. Em 1899, a
Conferéncia Internacional da Paz, em Haia, promove um acordo mundial em que declara
ilegal 0 uso de projéteis com gases venenosos. Com 0s acordos espera-se uma diminuicdo de
pesquisas e desenvolvimentos de novos agentes quimicos de guerra, porém, o contrario
ocorreu: o grande potencial das armas quimicas em conflitos militares acabou acelerando o
desenvolvimento de novas substancias (ECKERT, 1991; GOLISZEK, 2004; SCHECTER,;
FRY, 2005; SZINICZ, 2005).

Os agentes quimicos ficaram famosos principalmente apds seu uso na 12 Guerra
Mundial, porém muitos desses agentes ja foram descobertos nos séculos XVIII e XIX. Carl
Scheele descobriu o cloro em 1774 e em 1782 estudou o cianeto de hidrogénio. Claude Louis

Berthollet sintetizou o cloreto de cianogénio em 1802. Humphry Davy foi responsavel pela
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sintese do fosgénio em 1812. O gas mostarda foi sintetizado em 1822 e identificado por
Victor Meyer em 1886. Em 1848, a cloropicrina foi sintetizada por John Stenhouse (SMART,
1997).

Na 1* Guerra Mundial, tanto franceses, ingleses como alemées investigavam
substancias para uso como armas quimicas. O conceito de criar nuvem de gas toxico foi
creditado a Fritz Haber, do Instituto de Fisica de Berlim, em 1914. Devido a escassez de
granadas, Haber pensou que uma nuvem de gas quimico poderia incapacitar os combatentes
inimigos sem a utilizacdo de explosivos, além do que, a liberacdo do gas se dispersaria por
uma area muito mais ampla do que ataques de artilharia, e selecionou o gés cloro, devido a
sua abundéncia na industria alemd (SMART, 1997; HILMAS et al. 2008).

Em abril de 1915, ocorreram os primeiros ataques alemaes utilizando gas cloro, em
Ypres. Apds cerca de 10 minutos 1000 soldados franceses haviam morrido e outros 4000
foram incapacitados. O uso dessa tecnologia foi considerado um grande marco nas guerras,
talvez o mais importante desde a invencédo da pélvora (FITZGERALD, 2008).

No periodo entre guerras também houve grande mobilizacdo, tanto para o
desenvolvimento de antidotos como para o desenvolvimento de novos agentes quimicos. Em
1936, o quimico alemdo Dr. Gerhard Schrader obteve o primeiro composto organofosforado,
que foi relatado para a Secdo de Armas Quimicas das forcas armadas alemas. Os militares
alemées ficaram impressionados com os efeitos produzidos no sistema nervoso pelo novo
composto e 0 recomendaram para novas pesquisas. Tal composto foi denominado Tabun.
Apbs a Segunda Guerra Mundial, o CWS o designou por GA (SZINICZ, 2005). Em meados
de 1938, o Dr. Gerhart Schrader desenvolve um agente similar, o Sarin, cinco vezes mais
toxico que o Tabun, rebatizado mais tarde como GB. Os alemédes recrutaram diversos
quimicos para desenvolverem novos agentes neurotdxicos e comecaram a construir uma
planta piloto para produzir estes compostos em 1939 (SMART, 1997).

A Segunda Guerra Mundial ndo foi marcada pela utilizacdo intensa de agentes
quimicos, nem mesmo pela Alemanha. As razdes pelas quais a Alemanha, mesmo com um
estoque absurdo de agentes quimicos, ndo os utilizou sdo varias, entre elas 0 mais certo € que
Hitler havia sido vitima de um ataque com gas cloro durante a Primeira Guerra Mundial e
apenas os utilizaria como ultimo recurso. Outra hipotese para a ndo utilizacdo era que Hitler
acreditava que os paises inimigos conheciam e produziam os agentes neurotdxicos (PITA,
2008; SMITH, 2008).

ApoOs o término da guerra, houve a descoberta de vérias instalacbes com grandes

estoques de agentes quimicos e varios cientistas alemaes foram capturados. Foi apenas apos
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essa apreensdo, em abril de 1945, que os aliados tiveram conhecimento do Tabun e dos seus
efeitos fisioldgicos. Outros cientistas foram capturados apds o término da guerra e revelaram
informacdes sobre a existéncia de um antidoto, a atropina, e também sobre a existéncia do
Soman, e que os documentos estavam enterrados em uma mina abandonada em Berlim. Os
soviéticos conseguiram capturar esses documentos, e soldados soviéticos também capturaram
Tabun e Sarin em féabricas abandonadas. Americanos e britadnicos também conseguiram
capturar documentos referentes aos agentes neurotoxicos (SMART, 1997; HILMAS et al.,
2008; PITA, 2008; SMITH, 2008).

Ao longo dos anos, como muitos paises possuiam a tecnologia de armas quimicas de
guerra, houveram ocasides em que houve a eminéncia do uso dos agentes quimicos; porém,
por medo de retaliacdes, em poucas ocasides 0s compostos foram realmente postos em acéo.

Alguns casos que valem a pena ressaltar sdo os atentados terroristas nos metrds do
Japdo em 1994 e 1995, de autoria de um grupo religioso conhecido como Aum Shinrikyo
(Verdade Suprema), que utilizaram o gas Sarin. O ataque de 1994, ocorrido na cidade de
Matsumoto, deixou 8 mortos e 200 feridos. Ja o ataque de 1995, ocorrido na capital Téquio,
atingiu 5 vagbes de um metrd, resultando em 11 mortes e aproximadamente 5000 feridos
(OKUMURA et al., 1996).

Dentre 0s casos mais recentes que se tem noticia do uso de substancias consideradas
armas quimicas, estdo o uso de gés sarin na Guerra Civil da Siria em 2013, e 0 assassinato do
irmdo do ditador norte-coreano, Kim Jom-nan em 2017 na Malasia (MASSON; NACHON,
2017). Ambas as substancias citadas nesse paragrafo, Sarin e VX, pertencem a classe dos
compostos organofosforados. Sabe-se que estoques de Sarin e VX existem em 6 bases
continentais dos EUA, além de outros agentes quimicos de guerra. Declaradamente paises
como india, Iraque, Japdo, Russia, Siria, Israel, Coreia do Norte, entre outros possuem

estoques de armas quimicas.

2.2 Compostos Organofosforados

Compostos organofosforados vem sendo manipulados desde a Idade Média. Ao longo
dos anos vieram estudos mais consistentes sobre as propriedades dessa classe de compostos.
Em 1820, Lassaigne, estudou a esterificacdo de acido fosférico. Em 1845, Thinard e
colaboradores estudaram uma série de derivados de fosfinas, o que deu base para um rapido
avanco dos estudos na area. A segunda metade do seculo XIX teve icones como Michaelis, A.
E. Arbuzov e seu filho B. A. Arbuzov. Futuramente, Shrader e colaboradores descobriram e
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estudaram as propriedades toxicas desses compostos, precursores de atuais usos industriais e
bélicos destes compostos (TOY, 1976).

O atomo de fosforo € polarizavel, com baixa eletronegatividade, geralmente com
valéncia igual a trés e, quando pentavalente, normalmente faz trés ligacdes simples e uma
ligacdo dupla com Oxigénio ou outro atomo bivalente. Os compostos trivalentes de fosforo
sdo bons redutores, devido ao par de elétrons ndo ligantes e a facilidade da formacdo da
ligacdo P=0. Os compostos fosforados sdo facilmente oxidados por Oxigénio, Ozénio,
Peroxidos e outros oxidantes. A ligacdo C-P € muito resistente a hidrolise e oxidacéo
(FISHER; WAZER, 1961). Os compostos de fosforo sdo precursores de moléculas essenciais
a vida, sendo constituintes do protoplasma, além de estarem presentes em &cidos nucléicos,
coenzimas, nucleotideos, intermediarios metabolicos e fosfatideos (DOS SANTOS et al.,
2007).

Compostos organofosforados vém sendo amplamente utilizados na sociedade em
diversas areas como indlstria, veterinaria, medicina, agricultura e usos militares
(MACILWAIN, 1993). Porem o uso inadequado desses compostos € altamente nocivo a
salde, além de serem potenciais contaminantes ambientais. Segundo a Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS), todo ano ocorrem cerca de 3 milhdes de casos de intoxicacdo por OPs, alem
de aproximadamente 200.000 mortes (SOGORB et al., 2004). Além do uso na agricultura,
OPs sdo a estrutura base para diversos agentes quimicos de guerra. Tais agentes quimicos de
guerra, como Sarin, Tabun e VX, foram empregados ao longo da histéria em conflitos
armados, por exemplo na Siria em 2013 e em alguns atentados terroristas, como no Japao em
1995 e o recente assassinato do irmdo do ditador Norte-Coreano Kim Jong-nam (NAGAO et
al., 1997; OKUMURA et al., 2005; MASSON; NACHON, 2017).

A estrutura geral dos OPs esta representada na figura 1, em que R1 e R2 sdo radicais
arila, alquila, ariloxila ou alcoxila e X grupos variados, como halogénios, alifaticos,
aromaticos, etc. As diferentes atividades de OP estdo relacionadas, evidentemente, com
caracteristicas estruturais, tais como o tipo de heteroatomo ou grupo funcional ligado ao
atomo de fdsforo e a seu estado de oxidagdo (STODDART, 1979).
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Figura 1 - Estrutura geral dos OPs.
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Compostos OP também fazem parte de um grupo de substancias amplamente
utilizadas como inseticidas na agricultura, como anti-helminticos ou no controle de
ectoparasitas em algumas espécies domésticas. Dentre os OP disponiveis no mercado,
encontram-se o metamidofos, triclorfon, clorfenvinfos, malation e paration, representados na
figura 2 (BARBOSA et al., 2005; OSWEILER, 1998). Segundo Elhalwagy e Zaki (2009),

cerca de 40% do mercado de pesticidas sdo de produtos derivados de OPs.
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Figura 2 - Principais representantes dos OPs pesticidas.
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A exposicdo humana a OPs pode ocorrer em varios segmentos, por exemplo,
agricultores que manuseiam esses produtos, populacdo em geral no controle doméstico de
pestes, em residuos em alimentos e no uso preventivo de vetores de doencas. A atividade
biolégica dos OPs vai depender do tempo de exposicdo, concentracdo e tipo de OP. O tipo

mais perigoso de OP ¢ o utilizado como agente quimico de guerra, sendo que sua toxicidade
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esta relacionada a sua estrutura e aos grupos ligantes ao atomo de fésforo (ELHALWAGY;
ZAKI, 2009; CUNHA et al., 2013).

2.2.1 Agentes dos Nervos de Guerra

Uma importante classe dos agentes quimicos de guerra sdo os agentes dos nervos de
guerra. Esses compostos organofosforados sdo os mais mortais dentre os agentes quimicos de
guerra (CHAUHAN et al., 2008).

Na década de 1930, foi desenvolvida a formula geral dos OPs e sintetizado o Sarin
(GB) e Tabun (GA), bem como houve o desenvolvimento de outros agentes neurotoxicos
(CHAUHAN et al., 2008). Ha a estimativa que a Alemanha tenha fabricado cerca de 12 mil
toneladas desses agentes na 22 Guerra Mundial. Além disso, grandes estoques de armas
quimicas baseados em organofosforados ainda estdo disponiveis em diversos paises e sao uma
ameaca real a populacdo mundial (MACILWAIN, 1993).

Os agentes quimicos de guerra apresentam dois nomes, 0 nome quimico, e duas letras
do cddigo OTAN. As principais séries de agentes dos nervos sao a serie G, devido ao pais de
origem do composto (Germany), e a série V, que acredita-se que venha da palavra
“Venonous” que significa “venenoso”. Os principais representantes da série G sdo: GA
(Tabun), GB (Sarin), GD (Soman) e GF (Ciclosarin) (Figura 3). Ja& a série V tem como
principais representantes o VX e 0 (VR) VX Russo (Figura 4) (SMART, 1997).



Figura 3 - Estruturas dos principais agentes nervosos da série G.
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Os agentes dos nervos de guerra sdo comumente armazenados na forma liquida e,

dependendo de sua volatilidade, podem ser descarregadas como nuvens de vapor ou aerossol,

18



19

praticamente sem cheiro e incolor e intoxicam via inalagdo ou penetracdo cutanea, reagindo
assim, com Vvérias enzimas no corpo (ALCANTARA; VANIN, 1992; ALVIM et al., 2014).

O mecanismo de acdo desses compostos é a fosforilacdo de alguns grupos funcionais.
Esse processo ocorre principalmente em proteinas, sendo a reacdo mais comum com residuos
de serina, o que acontece fortemente nas enzimas colinesterases, como a Acetilcolinesterase
(AChE) (Figura 5) (KIBONG et al., 2011; PETRONILHO; FIGUEROA-VILLAR, 2014). O
processo de intoxicacdo por neurotdxicos ocorre no sistema nervoso central e periférico, onde
esses compostos atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE), que é fundamental para
nosso sistema de controle de transmissdo nervosa (MATOS, 2012; PETRONILHO;
FIGUEROA-VILLAR, 2014).

Figura 5 - Esquema geral de inibi¢cdo da AChE, onde X é o grupo de saida do composto

organofosforado.
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2.3 Acetilcolina (ACh)

Acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor encontrado em vertebrados e artropodes, e
é um dos principais compostos responsaveis pela sinalizacdo do nervo para 0 masculo nas
sinapses, designadas jungdes neuromusculares (HOUGHTON; REN; HOWES, 2006). No
entanto, aléem da sua funcdo no sistema nervoso periférico (SNP), também tem um papel
importante no sistema nervoso central (SNC), no qual esta envolvida a memoria e
aprendizagem (SIEGEL; SAPRU, 2006).

Existem dois receptores neuronais sensiveis a ACh, muscarinicos e nicotinicos, que
estdo distribuidos no SNC e no SNP. Os receptores muscarinicos estdo, principalmente,
associados com o SNP e com musculos lisos e cardiacos. O efeito da ligacdo com ACh esta
geralmente associado com a estimulacdo do sistema nervoso parassimpatico (HOUGHTON;
REN; HOWES, 2006). Os receptores nicotinicos encontram-se no SNC e na placa motora
terminal (EPP), que sdo as sinapses entre 0s nervos e musculos esqueléticos. Com o avanco
do Mal de Alzheimer, hd a perda de receptores nicotinicos, constituindo evidéncias de um
papel desses receptores na deficiéncia de cognicdo e memoria (SCARPINI; SCHELTENS;
FELDMAN, 2003; SILMAN; SUSSMAN, 2005).

Quimicamente, a ACh é um éster de colina, sendo sintetizada no terminal pré-
sinaptico, a partir de colina e acetil-coenzima A (acetil-CoA), sendo a reacgdo catalisada pela
enzima colina acetiltransferase (ChAT). Quando um estimulo ocorre, desencadeia-se a
liberacdo da ACh na fenda sinéptica por exocitose. ACh liga-se aos seus receptores, sendo,
posteriormente, hidrolisada em colina (Ch) e acetato, pela AChE. A colina é reutilizada na
sintese de novas moléculas de ACh e posteriormente armazenada em vesiculas (SIEGEL;
SAPRU, 2006).

2.4 Acetilcolinesterase (AChE)

O principal papel biologico da AChE ¢ a transmissdo do impulso nervoso na sinapse
colinérgica pela rapida hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), através da seguinte

reacao (Equacéo 1):

CH5COOCH,CH,N*(CHs)5 + AChE — CHsCO—AChE + HOCH,CH,N*(CHs)s +
H,0 > CH,CO0™ + H* + AChE (1)
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Ela é uma enzima pertencente & familia das colinesterases, sendo responsavel pela
finalizagdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas. A AChE esté
presente no sistema nervoso central e periférico (RANG; DALE; RITTER, 2001).

Compostos organofosforados tém o poder de inibir a AChE. Eles inibem pela
formacdo de uma ligagdo covalente com um residuo de serina no sitio ativo (Figura 5).
Inibidores de AChE, além de OPs, tais como carbamatos e haletos de sulfonila, sdo usados em
tratamentos de varias desordens como miastenia e glaucoma, além de terem sido propostos
como possibilidade terapéutica para a manutencdo do Mal de Alzheimer (HALLAK;
GIACOBINI, 1989).

No sistema nervoso periférico, AChE é responsavel pela modulagdo dos impulsos
nervosos que controlam os batimentos cardiacos, pela dilatacdo dos vasos sanguineos e pela
contracdo dos musculos lisos, enquanto que, no sistema nervoso central, ela esta envolvida no
controle motor, na cogni¢do e na memoria. O excesso de impulsos nervosos pode causar
problemas, e por isso é importante que o processo de interacdo da ACh com o receptor seja
interrompido, para evitar o excesso de transmissdo da informacao elétrica, que pode levar a
problemas de funcionamento do corpo (PATRICK, 2001).

A ACh interage com os sitios anibnicos e esteraticos da AChE, por forcas de van der
Waals, formando o complexo enzima-substrato. Entdo, a colina € liberada, restando a enzima
acetilada. A agua entdo reage com essa enzima acetilada, formando acetato e regenerando a
AChE. Os compostos organofosforados agem se ligando ao sitio esteratico. Dessa forma, a
AChE ndo consegue se ligar a ACh, que, por sua vez, acumula-se nas fendas sinapticas,
promovendo 0s varios sinais caracteristicos da intoxicacdo (LARINI, 1999). Os sintomas da
intoxicacdo dependem da dose a qual o individuo sofreu exposicdo e o tipo de
organofosforado, resultando em distarbios de numerosas funcgdes, tais como a paralisia das
funcBes neuromusculares e, finalmente, parada respiratéria e morte (EYER; WOREK, 2007;
WOREK et al., 2005).

Além do sitio “anidnico” catalitico, existe um segundo sitio aniénico, conhecido como
sitio “anionico” periférico (Figura 6). Esse sitio, identificado com base na ligagdo de
compostos bis-quaternarios, pode estar envolvido na acéo de alguns inibidores da enzima ou
na inibicdo por excesso de substrato. Sendo assim, a ocupacao do sitio anidnico periférico
influenciaria a conformacdo do sitio ativo, assim como a afinidade ou conformagéo dos
compostos ligados a esse sitio. Esse sitio ativo é caracterizado por possuir residuos de

triptofano hidrofébicos, além de grupos aniénicos. Consequentemente, esse sitio pode ser alvo
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de inibidores, que impediriam a saida do produto de reacdo (NUNES-TAVARES et al., 2002;
SILMAN; SUSSMAN, 2005).

Em humanos, o sitio oxianidnico consiste em glicina e alanina (Gly116, Glyl117 e
Alal99). Esses trés residuos peptidicos formam ligac6es de hidrogénio com o intermediario
acil-AChE, que ¢é formado durante o processo catalitico, estabilizando-o. O sitio anidnico de
ligagdo ao substrato (AS) é geralmente composto por residuos aromaticos, como triptofano e
fenilalanina (Trp82 e Phe339), que possuem uma pequena carga negativa por meio da qual se
ligam os amoénios quaternarios por interagdes m-cation. O local de ligacdo a acila (ABS) é
composto por Leu286 e Val288, desempenhando um papel importante na limitacdo da
dimensdo de substratos que sdo capazes de entrar no sitio ativo. (HOUGHTON; REN;
HOWES, 2006; ZHOU et al., 2008).

Figura 6 - Esquema do sitio anidnico periférico da AChE com numeracdo da Torpedo

Californica.
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Fonte: HOUGHTON et al (2006).
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O sitio catalitico (ES) contém a triade catalitica Ser198-His438-Glu325. As
colinesterases utilizam essa triade para reforcar a nucleoficilidade da Serina catalitica, uma
vez que a forte ligacdo de hidrogénio entre histidina (His) e serina (Ser) melhora a capacidade
da Ser atacar nucleofilicamente o substrato, enquanto o glutamato (Glu) estabiliza o cation de
histidina no complexo ligante-enzima (HOUGHTON; REN; HOWES, 2006; ZHOU et al.,
2008).

A supressdo do sistema nervoso central resulta em perturbacdes que vao desde tensdo
e ansiedade, com labilidade emocional e dificuldade na concentracdo, até confusdo, ataxia,
astenia generalizada, com abolicdo de reflexos, respiracdo de Cheyne-Stokes, convulsoes,
depressdo do centro respiratério e circulatério, taquicardia e tensdo arterial. A morte no caso
de envenenamento por OP é causada pela paralisia dos musculos respiratorios, provocando
uma parada respiratoria, em razdo da insuficiéncia do sistema (KISS; FAZEKAS, 1970;
LUDMIRSKY:; KLEIN, 1982).

A principal dificuldade em combater as armas quimicas de guerra € a baixa eficiéncia
dos antidotos disponiveis, sendo que atualmente ndo existem antidotos universais de amplo
espectro de acdo. Atualmente, o tratamento para envenenamento por OPs inclui trés
estratégias: primeiro, a administracdo de um receptor antagonista muscarinico da ACh como
por exemplo a atropina, para boquear a superestimulacdo do receptores colinérgicos pela
ACh; segundo, aplicagdo de uma oxima com a fungéo de reativar a enzima inibida; e terceiro,
uma droga anticonvulsivante (ACHARYA et al., 2011). Um passo que desperta muito
interesse para novos estudos é a descoberta de novos reativadores, com maior eficiéncia e

com maior espectro de atividade.

2.5 Reativacédo da AChE

Os OPs inibem a AChE pelo processo de fosforilagdo. Ao ocorrer esta inibicao, o local
esterdsico fosforilado sofre regeneracdo hidrolitica com uma velocidade muito lenta.
Pesquisas mostraram que grupos nucleofilicos como as oximas, hidroxilaminas e os &cidos
hidroxamicos sdo capazes de reativar a enzima com maior velocidade do que a hidrolise
espontanea. Também foi constatado que a AChE, com sua capacidade de esterase perdida,
poderia ser restaurada por compostos que deslocassem o grupo fosforil da enzima. A
reativacdo seletiva da AChE poderia ser alcancada por um nucleofilo, contendo um nitrogénio
quaternario que interagisse com o subsitio negativo do centro ativo, deixando este nucledfilo

em posi¢do oposta ao atomo de fosforo (SILMAN, 2005).
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O principal tratamento para o envenenamento por OPs é a combinacdo de alguns
farmacos, com o intuito de diminuir os efeitos do acumulo do neurotransmissor nas
terminacOes nervosas e reativar a enzima fosforilada (KASSA; CABAL, 1999). Geralmente,
individuos que apresentam uma sintomatologia caracteristica de sindrome colinérgica séo
submetidos a combinagdo de drogas anticolinérgicas, tais como o sulfato de atropina, € um
reativador da enzima AChE, usualmente um composto da classe das oximas (KUCA et al.,
2005; PETROIANU et al., 2006).

A atropina (Figura 7) age competindo pelo sitio ativo da AChE, inibindo a acdo da
ACh sobre o 6rgdo efetor. Esta competicdo ocorre preferencialmente nos receptores
colinérgicos muscarinicos. Desta forma, a atropina reverte apenas sintomas muscarinicos e

deve ser administrada assim que se suspeitar o diagndstico de intoxicacdo por compostos OPs.

Figura 7 — Formula estrutural da Atropina.
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Ja as oximas tém a propriedade de reativar a AChE através de um ataque nucleofilico
ao dtomo de fosforo do OP, através do mecanismo apresentado na figura 8. Algumas oximas
possuem um nitrogénio quaternario que se liga diretamente ao sitio aniénico da AChE,
deslocando a ligacdo dos OPs junto ao sitio esterasico por serem doadores de préton H,
estabelecendo ligagdo oxima-OP e reativando a enzima (KUSHIK; CHANDRABHAN, 2003;
RUSYNIAK; NANAGAS, 2004). A eficiéncia das oximas varia de acordo com a estrutura

quimica dos OPs, com a estrutura quimica da oxima e com a taxa de desalquilagcdo pos-
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inibitoria conhecida como “envelhecimento”. O envelhecimento ¢ o processo de quebra da
ligacdo P-O, a qual resulta na formagdo de um complexo estivel fosfonil-colinesterase
carregado negativamente que interrompe o ataque nucleofilico pela oxima, como mostrado na
figura 9 (ELHANANY et al; 2001).

Figura 8 - Esquema geral de reativagdo por oximas.
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Fonte: (PETRONILHO; FIGUEROA-VILLAR, 2014)

Figura 9 - Esquema geral do processo de envelhecimento.
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Fonte: (RAMALHO et al., 2016)

2.5.1 Oximas

Na decada de 1950, a atropina era o Unico antidoto disponivel para tratamento por
envenenamento por OPs (STOJILJKOVIC; JOKANOVIC, 2006). Descobriu-se um tempo
depois que a hidroxilamina serviria como remediagdo para OPs em experimentos in vitro,
conseguindo a primeira reacdo de reativacdo conhecida da AChE inibida, sendo que até entdo
esse processo era considerado irreversivel. Em 1955, as oximas foram identificadas como
antidotos especificos mais eficientes que as hidroxilaminas (EYER; WOREK, 2007,
STOJILIJKOVIC; JOKANOVIC, 2006).
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Derivados neutros de acido hidroxdmico ou oximas sdo descritos como potenciais
reativadores da AChE inibida. Nos ultimos anos, foi observado um uso crescente de
compostos contendo piridina quaternizada como reativadores de AChE. Ainda que a literatura
reporte eficiéncia de reativacdo maior que 60% para alguns destes derivados, a acdo contra
OPs especificos e a sua toxicidade tém sido fatores limitantes no processo (KUCA et al.,
2006; KUCA et al., 2013).

Oximas, geralmente, sdo obtidas por uma reacdo de condensacao entre uma substancia
carbonilada e uma hidroxilamina. O termo oxima foi primeiramente definido no seculo XIX e
deriva da contracdo das palavras oxigénio e imina (oxigénio + imina) = oxima (ARENA,
1979).

As oximas sdo compostos quimicos que obedecem a formula molecular geral
R1R2CNOH. Dependendo dos radicais R1 e R2, as oximas podem ser classificadas como
aldoximas ou cetoximas. As aldoximas possuem uma cadeia lateral organica como um dos
radicais ligados ao carbono e um atomo de hidrogénio como sendo o segundo radical. J& as
cetoximas apresentam duas cadeias organicas como radicais. As oximas geralmente sao
solidos cristalinos, pouco sollveis em agua e derivados da condensacdo de uma porcao
hidroxilamida com um aldeido ou uma cetona por catalise acida (ADAM, 1997).

O processo de reativacdo ocorre através de duas etapas. A primeira € a formacdo de
um complexo reversivel AChE-fosfil (quando inibido por OPs), com estado de transicéo
penta-coordenado, do tipo Michaelis, seguido do deslocamento do fosfil do estado de
transicdo. O Kp aproxima-se da constante de dissociacdo, a qual é inversamente proporcional
a afinidade da oxima pela AChE fosforilada, e entdo a reatividade pode ser expressa em
funcdo da constante kr. A constante kr> da taxa de reagdo de segunda ordem pode ser obtida
pela razdo kr2 = kr/ KD, como mostra a figura 9 (EYER; WOREK, 2007; WOREK et al.,
2004).

Figura 9 - Esquema da reativagdo da AChE por uma oxima.
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Cada molécula de oxima tem forte carga positiva que interage com os sitios aniénicos,
carregados negativamente no sitio ativo da AChE, sendo atraida assim, para mais proximo da
enzima. O sitio aniénico da AChE néo é afetado pela inibicdo enzimatica e pode contribuir no
processo de reativacdo ligando a enzima a parte cationica do reativador. Em seguinte, ocorre o
ataque nucleofilico no atomo de fosforo do organofosforado, formando o complexo instavel
enzima-inibidor-oxima. Por fim, ha a separacdo do complexo oxima fosforilada e enzima
reativada (WILSON; GINSBURG, 1995; STOJILJKOVIC; JOKANOVIC, 2006).

Atualmente existem cinco oximas piridinicas que sao disponibilizadas para uso clinico
no tratamento de intoxicagdo por OPs: pralidoxima, trimedoxima, abidoxima, asoxima e HLo-
7 (KAVALCI et al., 2009). No Brasil, a pralidoxima é a Unica oxima autorizada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para ser usada em tratamentos de envenenamento
por OPs (ARAUJO et al, 2014). Estudos foram feitos com oximas bis-quaternarias e estas
mostraram ser reativadores potentes da AChE, como por exemplo as oximas K203 e K206,
objetos de estudo neste trabalho (Figura 10). Ainda ndo existe uma oxima com espectro de
acao satisfatorio para todos os agentes neurotdxicos, sendo esta a principal motivacdo para
novos estudos (PETRONILHO; FIGUEROA-VILLAR, 2014). Dentre as abordagens dos
estudos mais recentes para o desenvolvimento de novos antidotos e farmacos, estd a
modelagem molecular, que relaciona métodos de estrutura eletrbnica e simulacdes
computacionais, sendo muito Util para entendimento do comportamento das moléculas e
sistemas moleculares (ALENCAR FILHO; SANTOS; OLIVEIRA,2017; LYAGIN;
EFREMENKO, 2018).
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Figura 10 - Estruturas das oximas K203 e K206.
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2.6 Quimica Computacional

Grandes avancos tém sido obtidos no desenvolvimento cientifico em nivel elementar,
com processos cada vez mais complexos tendo um maior entendimento. Grande parte desses
avancos deve-se aos trabalhos de cientistas tedricos, que caracterizam quantitativamente as
forcas responsaveis pelos processos quimicos e seus mecanismos. Os avancos da informatica
nos ultimos tempos possibilitavam o processamento mais rapido e eficaz de grandes
guantidades de informacdo, juntamente com novas ferramentas e metodologias
computacionais. E possivel obter resultados cada vez mais precisos, que sdo usados para
simular diversos parametros quimicos e correlagdes (CARVALHO et al., 2003).

Uma das principais vantagens da quimica computacional sobre metodologias
experimentais, € o baixo custo devido ao prego de equipamentos tecnoldgicos estarem sempre
diminuindo pela constante renovagdo tecnoldgica, além de cortar gastos e a ndo geracdo de
residuos com repeticdes de analises. A aplicacdo de métodos computacionais para solucionar
problemas quimicos estende-se as areas onde a quimica desempenha um importante papel,
direto ou indireto (MATQOS, 2012).



29

Pode-se definir a quimica computacional como o dominio dos métodos
computacionais aplicados a Quimica. Ela apresenta-se como um dominio interdisciplinar, que
se ramifica pelas areas classicas divisdes da quimica, como Quimica Organica, Fisico-
Quimica, Bioguimica, Quimica Medicinal, etc., juntamente com a ciéncia dos computadores
(FEVEREIRO; CAETANO; SANTOS, 2001).

A quimica computacional € dividida em 2 areas: a Mecénica Molecular e a Quéntica,
sendo que a primeira se utiliza das leis da mecanica classica enquanto a quantica se utiliza de
leis da mecénica quantica e classica, além de constantes fisicas. Os quimicos computacionais
utilizam-se de softwares e metodologias especificos para o entendimento de determinados
problemas. Com isso, € possivel entender melhor os processos desde o nivel macro até o
microscopico (SIEGBAHN; BLOMBERG, 2000). Uma das principais aplicacdes dessa
metodologia é na area de quimica medicinal.

A quimica medicinal tem um papel fundamental no planejamento de novos farmacos.
Ela é fundamentada no conhecimento prévio dos processos envolvidos e na selecdo de alvos
terapéuticos. Atraves de diversas estratégias, que englobam selecdo, identificacdo e
otimizacao de estruturas de moléculas capazes de interagir com o alvo selecionado, a Quimica
Medicinal computacional tem potencial para desenvolver pesquisas tanto na &rea de
desenvolvimento de novos farmacos como na obtencdo de antidotos contra armas quimicas de
guerra, provando ser extremamente versatil e de grande importancia e interesse, tanto
cientifico como econémico (LOMBARDINO; LOWE, 2004).

A oferta de softwares para modelagem molecular, juntamente com bancos de dados,
disponiveis nas redes, sdo fundamentais para o desenvolvimento de pesquisas visando a
obtencdo de novos compostos farmacoldgicos. Essas informaces permitem uma analise
rapida da atividade bioldgica e propriedades fisico-quimicas de uma série de moléculas de
interesse (CARVALHO et al., 2003).

2.6.1 Modelagem Molecular

Modelagem molecular, segundo a IUPAC, é a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares, pelo uso da quimica computacional e técnicas de visualizacao
gréfica, visando a fornecer uma representacdo tridimensional sob um dado conjunto de dados
(CARVALHO et al., 2003; SANT’ANNA, 2002). O estudo das relagOes entre a estrutura de
um composto e sua atividade e seus andlogos pode ser a chave para entender quais partes da

estrutura sdo responsaveis por determinada atividade bioldgica. Tendo-se essa ciéncia, €
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possivel utiliza-1& como base para a obtencdo de novas estruturas com melhores propriedades
e atividade (THOMAS, 2003).

A modelagem molecular consiste em um conjunto de ferramentas que possibilita a
compreensdo da interacdo, a nivel molecular, de uma substancia com seu receptor (COHEN,
1996), por meio de simulacdo computacional. Isso ocorre através da geracdo de estruturas
realistas. Os métodos tedricos relacionados a essa técnica permitem calcular propriedades de
moléculas, tais como conformacdes estaveis, cargas e interacdes atdmicas, propriedades e
energias de moléculas associadas; exibir, sobrepor e comparar modelos moleculares (SILVA,
2006). A modelagem e suas representacOes graficas sdo, portanto, ferramentas utilizadas para
a construcdo, edicdo, visualizacdo, analise e armazenamento de sistemas moleculares
complexos (BARREIRO; RODRIGUES, 1997; COHEN et al., 1990).

Os softwares de modelagem sdo capazes de desenhar estruturas moleculares,
realizando célculos de otimizacdo geométrica e estudos de analise conformacional. Os
arquivos de saida desses calculos podem ser utilizados como arquivos de entrada para outros
programas. Sendo assim, o primeiro passo da modelagem molecular € desenhar a estrutura da
molécula. Seguido da otimizacdo da molécula, objetivando encontrar parametros estruturais,
como comprimentos e angulos de ligacdo, para posterior comparagdo com valores préximos
aos valores determinados experimentalmente (CARVALHO et al., 2003; RODRIGUES,
2001).

As representacdes graficas sdo, portanto, ferramentas utilizadas para a construcéo,
edicdo, visualizacdo, analise e armazenamento de informacdes de sistemas moleculares
complexos. Estas ferramentas podem ser utilizadas no desenvolvimento de novos compostos
de forma direta e indireta (COHEN, et al. 1988; COHEN et al., 1990). Indiretamente, quando
ndo se dispGe da estrutura do receptor, na tentativa de se obter parametros eletrénicos e
estéricos que elucidem as relacBGes estrutura-atividade biologica. Diretamente, quando se
conhece a estrutura tridimensional do alvo biol6gico, na tentativa de compreender as
interacbes do complexo ligante-receptor. Ambos os modos tentam otimizar o encaixe da
molécula com o receptor (SILVA, 2006).

Nesse contexto, € importante ressaltar que as moléculas desenhadas
tridimensionalmente, ndo necessariamente estdo na conformagdo mais estavel. Durante o
processo de obtencdo de uma estrutura podem ocorrer distor¢fes na molécula, que envolvem
a formacdo desfavoravel de parametros estruturais, tais como comprimentos e angulos de
ligagBes. Repulsdes estérica e eletrostatica também podem ser provocadas por interacdo entre

atomos ndo ligados. Portanto, a minimizacdo de energia e a analise conformacional sao
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utilizadas interativamente, para otimizar a geometria de moléculas e corrigir possiveis
distor¢des (CARVALHO, 2003; PATRICK; FLANAGAN, 2001).

2.6.2 Ancoramento Molecular (Docking)

Dentre 0os métodos de modelagem molecular, podemos citar o ancoramento molecular
(docking). A simulagdo computacional do ancoramento molecular (“docking”) é uma das
mais importantes técnicas de investigacdo das interacdes moleculares entre a proteina e um
ligante nos casos em que a estrutura 3D da proteina ja foi elucidada. Esse tipo de simulacdo
encontra a estrutura mais estdvel do complexo proteina-ligante e calcula essa estabilidade
relativa. Para encontrar a estrutura de menor energia, sem qualquer suposicdo prévia, é
necessario analisar todos os modos de interacdo, considerando a flexibilidade conformacional
do ligante a ser introduzido no sitio ativo da proteina. Como esses dois problemas estdo
interligados, eles podem ser resolvidos ao mesmo tempo, contudo o nimero de combinacgdes
envolvidas é muito grande (MIZUTANI; NIWA; TANAKA, 1994).

LEACH e ZNUIL (1992) alavancaram a eficiéncia dos estudos através de
ancoramento molecular ao propor que 0 método consiste em primeiro determinar a posicao e
a orientacdo dos fragmentos rigidos do ligante e entdo pesquisar as conformacgfes da regido
flexivel do ligante de modo sistematico. A energia de interacdo intermolecular é calculada
através da soma das contribuicdes de energia entre todos os atomos das duas moléculas,
desconsiderando as interacfes entre os atomos da mesma molécula. Assim, a metodologia
utiliza a energia envolvida no processo para identificar a conformacdo do ligante
energeticamente mais favoravel quando ligado ao alvo. Valores mais baixos de energia
representam melhor as interacdes entre proteina e ligante, quando comparados com valores
mais elevados (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Entender as interacGes ligante-receptor requerem estudos complexos. Os ligantes
precisam mudar sua conformacé@o conforme ocorre o0 avan¢o da molécula no sitio ativo da
proteina. Conforme o ligante adentra no sitio ativo, também ocorrem mudancas
conformacionais na cavidade, induzidas pela presenca do ligante, o que pode ser essencial
para a atividade catalitica ou inibi¢do de determinada proteina (GONCALVES, 2008).

De maneira geral, os “softwares” de “docking” sd@o formados por uma combinacao de
dois componentes: um algoritmo de busca e uma funcdo de energia. O algoritmo é utilizado

na busca de possiveis modos de ligacdo, e permite explorar os graus de liberdade
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translacional, rotacional e conformacional do ligante, bem como o de liga¢des rotacionaveis
na proteina. A funcdo de escore é aplicada para tentar distinguir os modos de ligacdo
teoricamente mais proximos dos obtidos experimentalmente entre os demais modos de
ligacdo, explorados pelo algoritmo de busca e, dessa forma, ordenar os diferentes modos de
ligacdo apresentados. As funcdes de escore podem ser estabelecidas de acordo com campos
de forca de mecénica molecular, parametros empiricos de calculos de energia livre ou até de
acordo com parametros denominados “knowledge-based” score (VERDONK et al., 2003;
TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX, 2002).

Uma das caracteristicas mais valiosas dos métodos de “docking” ¢ a sua capacidade de
reproduzir modos de ligagdo observados experimentalmente, funcionando até como uma
forma de validacdo dos mesmos. Para realizar um teste desse nivel, um ligante é extraido de
seu complexo cristalografico e submetido a simulagfes com o sitio ligante da proteina. Dessa
forma, os modos de ligagdo obtidos nas simula¢bes sdo comparados com 0S respectivos
modos de ligacdo obtidos experimentalmente. Outra possibilidade inerente ao método é a
capacidade de sua funcdo de escore de ordenar ligantes de acordo com valores experimentais
de atividade (VERDONK et al., 2003).

Os valores da fungdo de desempenho do ancoramento (Docking Scoring Function),
Escore, S80 definidos pela Equacéo 2:

Escore = Einter + Eintra (2)

Em que:
qiq;j
Einter = Zi=ligant Zj:protein [EPLP (rij) + 332.0 417,21_ (3)
ij

O termo de EPLP é um “potencial linear por partes”, que usa dois conjuntos diferentes
de parametros: um para a aproximacdo do termo estérico (van der Waals) entre atomos, e
outro potencial para a ligacdo de hidrogénio. O segundo termo descreve as interacfes
eletrostaticas entre a4tomos carregados. E um potencial de Coulomb com uma constante
dielétrica dependente da distancia (D(r) = 4r). O valor numérico de 332,0 converte as
unidades de energia eletrostatica para quilocalorias por mol (THOMSEN; CHRISTENSEN,
2006).

Eintra € @ energia interna do ligante:
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Eintra = Zi:ligant Zj:protein EPLP (rij) + ZflexiblebondsA[1 - cos(mH - 00)] +
Eclash (4)

As duas primeiras somas referem-se a todos os pares de atomos do ligante, excluindo
0s pares de &omos conectados por duas ligagbes. O segundo termo refere-se a energia
torsional, em que 6 é o angulo de tor¢do da ligagdo. A média da contribui¢ao da energia
torsional é utilizada se diversas torsdes sdo determinadas. O Gltimo termo, Eciash, atribui uma
penalidade de 1000 se a distancia entre dois atomos pesados (mais de duas ligacfes distantes)
for menor que 2.0 A, punindo conformagdes inexistentes do ligante (Molegro ApS). Em
resumo, essas fungdes sdo usadas para sobrepor automaticamente uma molécula flexivel em
uma molécula molde parcialmente rigida (proteina) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

2.6.3 Métodos Quanticos

Em 1900, Max Plack postulou que a troca de energia entre a radiacdo emitida por um
corpo aquecido e os &tomos da parede ocorria de forma quantizada, ou seja, a energia se
apresentava como pacotes indivisiveis de energia. O fisico francés Louis de Broglie formulou
a hipotese, futuramente comprovada experimentalmente, de que o elétron teria
comportamento ondulatério. Schrodinger, em 1926, desenvolveu a equacdo de onda da
mecanica ondulatoria. Essa equacgdo, quando aplicada ao modelo atémico desenvolvido por
Bohr, demonstrou que os valores de energias quantizados estavam de acordo com oS
resultados experimentais obtidos por Heisenberg e Dirac, sendo que ambas abordagens foram
desenvolvidas separadamente. Essa equacdo é conhecida como equacdo de Schrédinger, base
para os célculos de energia para atomos (NYMAN; YU, 2000; ELIAS, 2007).

O ponto de partida para descrever quanticamente o comportamento da matéria a nivel
atdbmico, no caso ndo relativistico, € atraves da resolucdo da equacdo diferencial linear de
Schrodinger independente do tempo (Equacdo 5), que pode ser escrita em fungdo das trés

dimensdes espaciais da seguinte forma:

h: (9% | 9% | 02
(ﬁ toe T ﬁ) +V(xy, Z)] ¥Y(x,y,2) = E¥(x,y,2) ()

2m
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Os termos dentro do colchete sdo um operador matematico chamado hamiltoniano,
representado comumente pela letra H. Podemos reescrever a equacdo simplificada de

Schrédinger em funcgéo de r (Equacéo 5), onde r representa as trés coordenadas espaciais:

AY(r) = E¥(r) (6)

Em quimica, usa-se essa equacdo, geralmente, para a obtencdo do valor energético de
sistemas (ALCACER, 2007; REIS, 2009)

Essa equacdo é usada para descrever as fungdes de onda das particulas em estados
estacionarios. Através dela € possivel obter, por exemplo, o espectro de energia do &tomo de
Hidrogénio, o que é base de diversos céalculos quanticos, abrangendo diversos métodos
computacionais, dentre eles a Teoria do Funcional de Densidade, que corresponde a sigla do

termo na lingua inglesa DFT.

2.6.4 Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

Prever propriedades moleculares, tendéncias qualitativas dessas propriedades ou
explicar a natureza de uma ligacdo quimica sdo os objetivos da quimica computacional.
Existem varios niveis ou métodos para encarar esses problemas. Alguns tradicionais como 0s
ab initio, empiricos e semiempiricos e também outros mais sofisticados como a Teoria do
Funcional de Densidade (DFT). Os métodos semiempiricos sdo baseados no formalismo de
Hartree-Fock (campo autoconsistente), contudo, utilizam varias aproximacfes e dados
retirados do experimental. J4 o DFT contempla o sistema eletrénico por meio de funcionais,
que sdo funcgdes da funcdo de onda de Schrodinger (W) que espacialmente dependem da
densidade eletrdnica. Esse método é particularmente importante no estudo de sistemas
moleculares, pois os descreve relativisticamente, aumentando a acurécia das informacdes. Os
conceitos modernos desta teoria foram inicialmente formulados para estados ndo degenerados
e encontram-se nos trabalhos de Hohenberg (HOHENBERG; KOHN, 1964) e Kohn (KOHN;
SHAM, 1965).

Devido ao grande nimero de 4&tomos em sistemas biologicos e a complexidade das
interacOes, quebra e formacdo de ligacOes, estudar a catalise enzimética € um grande desafio
para a quimica computacional. Métodos quanto-mecanicos de alto nivel tedrico sdo limitados
a aplicacdes em sistemas com numero relativamente pequeno de atomos. A combinagdo dos

métodos quanto-mecanicos e de mecanica molecular (QM/MM) excede o dominio dos
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calculos QM a macromoléculas. Na regido QM, os atomos sdo representados por ndcleos e
elétrons e a superficie potencial é construida dentro da aproximagdo de Born-Oppenheimer
(BORMAN, 2004).

Um método para se obter os resultados de QM é o de funcional de densidade (Density
Functional Theory, DFT), desenvolvido por Hohenberg, Kohn e Sham (KOHN;
HOLTHAUSEN, 2001). Segundo Tom Ziegler (1991, p. 651): “A no¢ao basica em DFT, de
que a energia de determinado sistema eletrénico possa ser expressa em funcdo de sua
densidade, ¢ quase tdo antiga quanto a propria mecanica quantica [...]”. Hohenberg e Kohn
mostraram também que a energia, funcdo de onda e outras propriedades moleculares s&o
univocamente determinadas por essa densidade de probabilidade eletronica p [X,y,z] (segundo
teorema de Hohenberg-Kohn), ou seja, a densidade eletrdnica e o Hamiltoniano tém uma
relacdo funcional que permite a computacdo de todas as propriedades moleculares no estado
fundamental sem uma funcgdo de onda. Um problema desses teoremas € ndo mencionar como
encontrar a energia do estado fundamental a partir de p ou a partir de y. Isso foi contornado
por Kohn e Sham, na década de 60, quando eles propuseram que a energia puramente

eletrbnica de uma molécula com muitos elétrons no estado fundamental seria (Equacédo 7):

1 Zgp(1) 1 1)p(2
Eo = =3 S (P (DIVEIP () = B f 222 dv, + 5 [[ 2222 dvy dv, + B[]

2 la

(")

Em que Wi (1), i=1, 2,..., n sdo os orbitais Kohn-Sham, e Exc [p] é a energia de troca e

correlagdo. Kohn e Sham também mostraram que “p” exato para o estado fundamental pode

ser determinado pelos orbitais Wi (Equacéo 8):
p=3r, ¥ (8)
O terceiro teorema de Hohenberg-Kohn diz que Eo[p] < Eo[p’], onde p € a densidade
exata e p’ a densidade aproximada pela expansédo (Equacgéo 8) para “n” finito. Esse teorema ¢

equivalente ao teorema variacional de Hartree-Fock. Os orbitais Kohn-Sham podem ser

determinados pela expressédo (Equacéo 9):

FKS(l)lPi(l) = Si,szi(l) )
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onde Fks € o operador de Kohn-Sham apresentado pela Equagéo 10:
Frs = =5V =T 2+ X1 D + V(D (10)

O potencial Vx é a principal diferenca entre os métodos Hartee-Fock e DFT
(MORGON, 1995).
Dessa forma, pode-se minimizar a energia em relagdo a densidade através das

condicdes de contorno (Equagéo 11):
—=0 (12)

Sendo a integral p’dr = N, onde N é o nimero de elétrons do sistema. O principal
problema do método é a falta de um processo sistematico para determinar Exc[p], assim varios
tipos de funcionais ja foram propostos. Este funcional é na realidade, dividido em duas partes:
um de troca e outro de correlacéo.

Um dos funcionais de troca mais utilizados é o B3, proposto por Becke, em 1993
(BECKE, 1993), que foi utilizado neste trabalho (Equacdo 12):

E, = (1 — ag)ELPA + o EHF + a,, AEE8® (12)

Para correlacdo, foi utilizado o funcional proposto por Lee, Yang e Parr (LEE;
CHUNG, 2009). A partir dai, conceitos importantes na descricdo tedrica das reacdes
quimicas, tais como potencial quimico e conceito de dureza e moleza, sdo incorporados na
DFT, uma vez que p(r) e o nimero de elétrons N pode ser relacionado mais facilmente do que

funcBes de onda de muitos elétrons.

2.6.5 Métodos Hibridos QM/MM

Como ja visto, e de alta complexidade realizar calculos de Mecénica Quéantica (QM)
para sistemas macromoleculares devido ao alto custo computacional. Mesmo utilizando a
DFT como uma alternativa viavel, se ndés almejarmos uma convergéncia de um experimento
virtual para uma proposta de sistema real havera o encarecimento do tempo de célculo,

inviabilizando ainda mais sua realiza¢do quando a funcédo de base escolhida for muito extensa.
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Logo, uma boa escolha para tratar sistemas mais reais, é contornar as limitagdes de um
calculo utilizando-se de métodos hibridos, contendo consideracfes de Mecéanica Quantica e
Mecanica Molecular (MM), chamados métodos hibridos quanto-mecanicos (QM/MM)
(MOROKUMA, 2004).

As bases do método QM/MM sdo: uma pequena por¢do € selecionada para o
tratamento QM, por exemplo, a um nivel ab initio, semiempirico, ou Teoria do Funcional de
Densidade (DFT) (LONSDALE; RANAGHAN; MULHOILLAND, 2010; VAN DER
KAMP; MULHOLLAND, 2013). O tratamento QM, como trata de formalismo quéntico,
permite quebra e formacdo de ligagcBes quimicas. No estudo tedrico de catélise enzimatica, a
regido delimitada pela teoria QM corresponde ao sitio ativo da enzima, regido que abrange
residuos de aminoacidos da enzima, substratos e cofatores. O resto do sistema, que nao esta
diretamente ligado a reacdo quimica, € tratado através da teoria de mecénica newtoniana, pela
escolha de um campo de forcas (LONSDALE; RANAGHAN; MULHOILLAND, 2010).

Uma caracteristica distintiva entre os métodos QM/MM é o acoplamento dessas duas
regides, ou seja, como as interacdes entre os sistemas QM e MM sdo tratados (BAKOWIES;
THIEL, 1996). A estratégia mais simples de acoplamento envolve a utilizacdo de cargas
pontuais na regido QM que interagem com o resto da regido de MM (LONSDALE;
RANAGHAN; MULHOILLAND, 2010). No desempenho desse tipo de célculo, a energia
QM/MM de todo o sistema, Erorac®"MM, ¢ calculada como mostrado na Equagéo 13:

Efotar = ET0taL + Eegizo ou — ERbgiao om (13)

Em que a Erorac™M é a energia MM de todo o sistema, Eqm regizo M € a energia QM da
regido QM e Eom regiza™™ € a energia MM da regido QM isolada. Varios métodos QM/MM
ainda incluem o efeito de polarizacdo na regido QM pelo ambiente MM. Isso € importante
para varias enzimas, dado o mecanismo de reacdo (SENTHILKUMAR et al., 2008). Métodos
desse tipo estdo relacionados com as interacOes eletrostaticas entre as regides QM e MM no
calculo (LONSDALE; RANAGHAN; MULHOLLAND, 2010; MULHOLLAND, 2007,
VAN DER KAMP; MULHOLLAND, 2013).

A energia total do sistema ndo pode ser calculada apenas pela soma das energias de
cada subsistema, pois € muito importante considerar as interacfes da interface QM com MM.
Dependendo do tipo de QM/MM, deve haver na regido de fronteira (parte entre regiées QM e

MM) atomos adicionais que fazem parte do subsistema QM e que nédo sejam parte de todo o
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sistema, ou pode consistir de ligacGes de 4&tomos com caracteristicas especiais que aparecem
em ambos os célculos QM e MM (HEYDEN; LIN; TRUHLAR, 2007; SENN; THIEL, 2009).

Métodos QM de alto nivel, combinados com métodos de MM, podem ser utilizados
para estudar as reacfes enzimaticas, permitindo o célculo das barreiras de energia para o
processo da reagdo (BORMAN, 2004). Anteriormente, devido a restrigdes por demanda
computacional, célculos QM eram restritos a pequenos sistemas possuindo poucas dezenas de
atomos. Os efeitos de grandes sistemas em uma regido QM podem agora ser estimados e
corroborados a investigacdes experimentais (BRAUN-SAND et al., 2005; MULHOLLAND,
2007). Warshel e Levitt aplicaram o primeiro QM/MM a lisozima, da clara de ovo, em 1976
(WARSHEL,; LEVITT, 1976). Eles apresentaram os conceitos de QM/MM, detalhando

situacOes essenciais, e 0s aplicaram a reagdes enzimaticas.
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ARTIGO - SLIGHT DIFFERENCE IN THE ISOMERIC OXIMES K206 AND K203
MAKES HUGE DIFFERENCE FOR THE REACTIVATION OF
ORGANOPHOSPHORUS-INHIBITED ACHE: THEORETICAL AND EXPERIMENTAL
ASPECTS
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Abstract: Experimental and theoretical studies with oximes have been extensively developed
to create and identify new molecules, reactivators with better efficiency, and greater spectrum
of action among the known nerve agents. In this study, we aimed to analyze the influence of a
group position change in the pyridinium ring, at the non - reactivant extremity (carbamoyl
group), of two isomeric oximes, K203 and K206, in the reactivation rate of Mus musculus
AChE, inhibited by different nerve agents. Theoretical molecular docking and hybrid
QM/MM calculations were performed to assess the difference between oxime activity with
inhibited AChE-complexes, in addition to understanding the factors that govern this
difference. Comparing experimental with the obtained data, it was possible to observe that
this slight modification at the carbamoyl group position results in distinct reactivation rates
for the same inhibited enzyme-complex, furthermore, this chain change between the two
oximes interferes significantly in both energy interaction enzyme-complex-inhibitor-oxime,
such as alteration of the activation energy barrier.

Keywors: K203; K206; nerve agents; reactivator; mechanistic studies
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Introduction

Chemical warfare agentes (CWA) are defined as any substance which, because of its
toxic properties, whether gaseous, liquid or solid, can cause harm to humans, animals and
plants. In a military context, they would be substances destined to cause death, damage to the
health or incapacity of individuals in wars, military operations, among other scenarios [1-3].
After many armed conflicts and episodes of CWA being used, with intent to stop the use of
this kind of mass destruction weapon, administered by the Organization for the Prohibition of
Chemical Weapons (OPCW) located in The Hague, Netherlands, the Chemical Weapons
Convention (CWC) was created in 1993 and it came to forced in 1997, where 170 countries
signed the treaty agreeing to destroy existing chemical weapons stocks within a ten-year
period[4—6]. Many toxic subtances are known, but only a few are classified as CWA by the
CWC, due to a number of characteristics such as high toxicity, rapidity of action after
dissemination, imperceptiblity to senses and persistence. Despite the agreement, many of
these subtances have great agricultural and industrial importance, being difficult to replace

such products for new compounds with the same action and efficiency.[7].

Among these classes, the most dangerous and toxic to humans are the nerve agents.
Nerve agents have as their base structure organophosphorus compounds (OP), which is also
the structure of several pesticides. Pesticides based on OP are of major agroindustrial
importance and among the most used pesticides, especially in third world countries[8].
Poisoning by OP may occur through skin contact, oral use and respiratory tract. The OPs act
by inhibiting, in a irreversible form, the enzyme Acetylcholinesterase (AChE), responsible for
the hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) in acetate and choline. ACh is
responsible for the synapse in the nerve endings of the skeletal muscle, it also plays an
important role in central nervous system, still not very clear[9]. The accumulation of the
neurotransmitter at the central and peripheral cholinergic site results in an over-stimulation of
the cholinergic receptors. The main symptoms of poisoning are excessive salivation,
lacrimation, urination, defecation, sweating, broncho-constriction, neuromuscular block, the

last one especially affecting the muscles responsible for respiration, leading to death[9-11].

AChE has an active site where the hydrolysis by serine residues occurs at the bottom
of a gorge and a peripheral site at the beginning of that gorge which assists in the orientation
of charged groups within the site[12]. The active site, in Mus musculus, is composed of the
triad Ser203, Glu334 and His447, and the hydrolysis of the neurotransmitter ACh occurs by
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the addition of this serine residue to the substrate carbonyl. In the presence of OPs, this
residue spontaneously reacts with the phosphorus atom forming a phosphorylated complex.
The phosphorylated enzyme reacts slowly with water, allowing the dealkylation of phophorus

in a process called aging, that makes AChE inhibition irreversible (Figure 1) [2,13].

Oxime-OH
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Figure 1. (a) Inhibition process, where the formation of inhibited enzyme complex occurs through the
phosphorylation of the residue Ser203; (b) Reactivation process, where the oxime makes a nucleophilic attack to
the OP, releasing the reactivated enzyme and the oxime-OP complex; (c) Aging process, where the dealkylation
of the OP bound to the enzyme occurs, releasing a radical and forming the aged enzyme, a process that is
irreversible.

It is estimated that approximately 3 million cases of OP poisoning, including
accidental contamination due to misuse of these substances in agricultural activities and
suicide attempts, occur in the world annually, in addition to about 260 000 deaths within the
same period of time[14,15]. Nerve agents have been used over the years in armed conflicts
and terrorist attacks such as the use of Sarin (GB) and Tabun (GA) in the 1980s in the Iraq
war, GB and VX were used in terrorist attacks in Japan in 1994 and 1995. In the Syrian war,
in 2013, it was used GB, affecting troops and several civilians and the most recent famous
case, in 2017, the murder of Kim Jong-nam in Malaysia with VX[16]. Knowing the large
number of cases of pesticide poisoning and large stocks of still available nerve agentes,
besides possibly leaking inventory found in excavations and constructions that can

contaminate humans and environment, poisoning by OP is a global concern[17-20].

The current treatment protocol for OP poisoning is the use of two classes of drugs

concurrently: a competitive muscarinic receptor antagonist such as atropine, which blocks the
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effects of over-stimulation caused by the ACh accumulation; and the use of a reactivating
substance, generally an oxime class compound, which through a nucleophilic attack is able to
restore the AChE catalytic activity, attenuating the effects of the poisoning until the OPs are
degraded and AChE levels reestablished[21-23]. According to Chakravorty, the name oxime
is the contraction of oxy-imine[24]. Oximes posses great intrinsic hydrolytic stability, being
an important property for the pharmacological use of these substances. Oximes are usually
differentiated by the number of pyridinium rings (monopyridinium and bispyridinium oximes)

and by the position of the oxime group on the pyridinium ring[25,26].

Unfortunately, there is no universal antidote, a broad-spectrum oxime capable of
reactivating all types of OP-inhibited AChE. In recent years, efforts have been focused on the
screening and identifying of better oximes, with high permeabilities in the blood brain barrier,
maintaining a high rate of reactivation[21,27,28]. The efficiency of the reactivation is
primarily dependent on the nucleophilic displacement rate of the organophosphorus, but other
factors also interfere with the efficiency as the organophosphate bound structure, enzyme
source, oxime structure, nucleophilic force of the oxime group, reactivator concentration in
the tissue and post-inhibitory dealkylation rate[26,29,30]. Thus, knowing the importance of
structural parameters for the efficiency of oxime reactivation, the objective of this work is to
evaluate and compare the influence of the non-attacking extremities of oximes K203 and

K206 (Figure 2) on the rate of AChE reactivation inhibited by different nerve agents.

O/CONHZ
O/\/\/
HON=CH

(A) K203
O‘ /\/\/ O\CONHZ
HON=CH
(B) K206

Figure 2. Structures of oximes K203 (A) and K206 (B).
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Methods

Experimental Part

Oximes K203 [(E)-1-(4-carbamoylpyridinium)-4-(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-
but-2-ene dibromide] and K206 [(E)-1-(3-carbamoylpyridinium)-4-(4-
hydroxyiminomethylpyridinium)-but-2-ene dibromide] were prepared at department of
Toxicology in Faculty of Military Health Sciencies (Czech Republic), according to the
synthesis described earlier[31]. The reactivators purity were detected through TLC and HPLC
technique and NMR[32]. All nerve agents were obtained from the Military Facility Brno
(95% purity and higher).

The animals used in this study were handled under the supervision of the Ethics
Committee of the Faculty of Military Health Sciences in Hradec Kralove, Czech Republic. As
source of cholinesterases, the 10% rat brains homogenate (w/v) were used. The homogenate
was prepared as discribed: Ether-narcotized rats (n=6) were killed by bleeding from a carotid
artery. Brain was removed, washed with saline and homogenized using an Ultra-Turrax
homogenizer, in distilled water.

For in vitro test, 0.5 mL of brain homogenate was mixed with 20 uL of isopropanol
solution of selected nerve agent and distilled water (0.5 mL). The mixture was incubated for
30 minutes at 25 °C to achieve 95% inhibition of AChE. 2.5 mL of sodium chloride (3 M) and
distilled water were added to a volume of 23 mL. Finally was added 2 mL of the substrate —
acetylcholine iodide (0.02 M). The enzyme activity (analyzed by potentiometric titration of
decomposed acetylcholine iodide) was measured at pH 7.6 and 25 °C on an autotitrator RTS
822 (Radiometer, Denmark). The same procedure was taken with inhibited-enzyme and
further treatment for 10 min incubation with an aqueous solution of the reactivator (0.2 mL of
10 M), which replaced 0.2 mL of water. Activities of intact AChE (ao), inhibited AChE (a;)
and reactivated AChE (ar) were deduced from the consumption of NaOH solution (0.01M)
with time; NaOH reacted with realesed acetate from decomposed acetylcholine iodide. The
percentage of reactivation (%) was calculated from the measured data according to the

formula:

The whole method is discribed in detail in the work of Kuca and Cabal[33].
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Docking procedure

For molecular docking studies, the oximes K203 and K206 and the crystal structure of
Mus musculus acetylcholinesterase (MmAChHE), in the non-aged form, inhibited by GB and
HI-6 oxime docked into the cavity, obtained from the RCSB Protein Data Bank website (PDB
code: 5FPP)[34] were employed. The 3D structures of K203 and K206 oximes were
constructed in PC Spartan Pro® software[35], followed by DFT level optimization using
B3LYP density functional and 6-31G(d,p) basis set, through Gaussian 09 package[36]. The
partial charges of the atoms were elucidated through the Chelpg method. AChE structures
inhibited by the other nerve agents, GA, Cyclosarin(GF) and VX, were obtained through PC
Spartan Pro® software, with subsequent minimization of structures. Docking calculations
were performed using the software Molegro Virtual Docker® (MVD)[37]. Molecular docking
softwares uses scoring functions to estimate the binding energy of the ligand-receptor
complex. The algorithms evaluate factors such as intra and intermolecular interactions,
desolvation and entropic effects. The MVD software uses the MolDock algorithm, which has
force-field-based scoring functions, which obtains the score value by summing the
contributions of bonded terms (bond stretching, angle bending and dihedral variation) and
non-bonded terms (electrostatic and van der Waals interactions) into a major general function.
MolDock uses a heuristic search algorithm, which combines cavity prediction and differential
evolution algorithms. Its scoring function is derived from piecewise linear potencial[38,39].
The molecular docking technique was performed to predict the interaction modes between
AChE and the studied oximes, finding this way the best ligands poses in the inhibited
enzymes complexes cavity. For the calculations, only one enzyme chain was considered
(monomer A) and water molecules were excluded using the MVD software. Residues within a
radius of 12 A were considered flexible, from the cavity center. For each ligand, 100 poses
(conformation and orientation) were generated. The best pose of each ligand was chosen
based on the best interaction energies with the enzyme, taking into account good overlap of

the ligand chain with the crystallographic HI-6 oxime chain.
QM/MM procedure

Due to the large number of atoms present in the studied system, a huge computational
demand is associated to these systems, being impossible the treatment of such molecular

complexes with quantum mechanics (QM). On the other hand, certain covalent bonds re-
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arrangements can not be ignored and treated only with molecular mechanics (MM). Thus, a
hybrid method of quantum mechanics and molecular mechanics (QM/MM) is used to study
the pathway in which the process of the enzyme-OP complex reactivation by oximes
occurs.[40]. Basically, the QM/MM approach consists of delimiting a small portion of the
system, an essential portion for the chemical reaction, which is treated for example with DFT
method, which computes well electronic correlations where bond breaking and formation
processes occur, and the rest of the system is treated with molecular mechanics method[41].
From the selected molecular docking calculations, QM/MM calculations were performed to
determine the energetic barrier of the reactivation process of each enzyme-OP complex with
both target oximes of this work. This theoretical strategy has previously been employed on
other occasions[41-45]. The QM part of the calculations were performed through Gaussian 09
package, using density function theory (DFT) level and basis set 6-31G(d,p). DFT methods
have been widely used, showing good results for large systems such as biomolecules[46,47].
This relationship of functional and basis sets has been tested for similar systems[48-50]. The
delimited QM region includes: the Ser203 residue bound to the respective OP, the residues
Tyrl24, Glu285, Trp286, Ser298, Tyr337 and Tyr341, in addition to one of the oximes. In the
simulation of the reaction mechanism, all precursors, transition states and intermediates were
calculated and characterized identifying imaginary frequencies[49,51,52]. Each system was
fully optimized at DFT level with conjugate gradient and quasi-Newton-Raphson algorithms.
The final geometries were obtained with the density functional Becke’s three-parameter
exchange functional and the gradient-corrected functional of Lee, Yang and Paar
(B3LYP)[50,53], using 6-31g (d, p) basis set.

Results and Discussion

In vitro test: experimental results

The results obtained obtanined through the experimental part of this study, are

summarized in Table 1.
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Table 1. Reactivation activity of oximes K203 and K206.

K203 K206
System React. (%) React. (%)
Conc. 103 M Conc. 103 M
AChE-GA 55 10
AChE-GB 36 40
AChE-GF 4 0
AChE-VX 62 24

As described in the literature, the minimum rate of reactivation of an oxime is
considered at least 10% to it be able to save an intoxicated organism[54]. Thus, it is possible
to observe that both oximes have the potential to reactivate the studied enzymes, with the
exception of GF. It is well known that reactivators with the oxime group at the position 4 do
not have good activity in the reactivation of GF-inhibited AChE[55,56]. Opposite to this, the
oxime group at the position 4 has been shown to be preferential for reactivation of GA-
inhibited AChE[57]. In addition, the literature states that AChE inhibited by GB and VX has
no preferred position for the oxime group in the reactivation process[58,59]. This information
is in agreement with the obtained results, as it can be seen from Table 1, because both K203
and K206 had almost no activity for GF-inhibited AChE reactivation, whereas in at least one
of the inhibitors were significant reactivation rates by the oximes.

At the concentration tested, K203 had impressive results for GA-inhibited AChE,
showing a reactivation rate of 55%, corroborating with the trend of previous studies, showing
to be currently, one of the most promising reactivators for this inhibitor[44]. As mentioned in
the previous paragraph, the results presented in Table 1 show that both inhibitors, GB and
VX, have no preference for position of the oxime group in the selectivity of the reactivation
process. Both reactivators presented good results in the reactivation of these inhibitors,
highlighting the reactivation of VX-inhibited AChE by K203, presenting the highest
reactivation value among the studied systems. This difference in the activity rates of the
oximes in the reactivation gives indications that the slight structural difference strongly
influences the performance of these reactivators, observed as an example the values of 62 and
24% AChE reactivation inhibited by VX, respectively for K203 and K206. Forward,
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thermodynamic and kinect parameters that influence the experimental results observed, will
be studied theoretically.

Investigating thermodynamics parameters for biological activity: Docking results

At first, molecular docking calculations were performed in order to investigate the
affinity between oximes and inhibited-AChE. For this, a cavity prediction algorithm, based on
a 3D box was used to find binding sites in the active site of the inhibited enzyme. Among the
cavities found, there was a small volume variation between the systems, from 113.1 to 126.4
A3, In figure 3, it is possible to observe that the studied cavity supported the oximes to dock
into two different orientations. Despite the two possibilities, in general, all systems had a
lower ligand interaction energies for the red orientation in Figure 3. In addition, this
orientation is the same as the crystallographic HI-6 oxime, that was docked in the starting
structure of this study. Thereby, all the systems were studied using the orientation represented

in red in the figure, due to their better interaction with the ligands.
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Figure 3. The calculated cavity with crystallographic orientation of the oxime on the left, and an
alternative orientation on the right.

After the docking calculations, there were generated several poses of the oximes
within the cavities of the inhibited complexes and their respective intermolecular interaction
energies. Generally, the lowest energy conformers are chosen for subsequent quantum-
mechanical calculations, however, the lower energy structures are not always the
representative conformations of the system [60]. Thus, from the docking results, the best
conformer of each system was chosen, based on only in the lower energies of intermolecular
interaction, but considering also orientation and overlapping of the K203 and K206 structures
with the HI-6 crystallographic structure. Table 2 and Table 3 show the obtained values from
the docking calculation of the most appropriated K203 and K206 poses with the different
inhibited complexes.
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Table 2. Docking results for K203 inside different AChE-OP complexes.

System Residue Strength Bond  AE* (kcal.mol
(kcal.mol?) D)

AChE-GA Ser298 -2,5 -74,68
Ser298 -1,27
Tyrl24 -0,53

AChE-GB Tyrl24 -0,70 -40,94
Gly121 -0,08

AChE-GF Ser298 -1,47 -84,74
Tyrl24 -1,07
Glu285 -0,05

AChE-VX Ser298 -2,48 -78,25
Tyrl24 -1,08

*AE =Energy of intermolecular interaction.

Table 3. Docking results for K206 inside different AChE-OP complexes.

System Residue Strength Bond  AE (kcal.mol?)
(kcal.mol?)

AChE-GA Arg296 -2,21 -66,88
Tyrl24 -1,47
Tyrl24 -0,59

AChE-GB Phe295 -2,5 -55,53
Tyri24 -1,39

AChE-GF Arg296 -2,5 -71,99
Tyrl24 -0,69

AChE-VX Tyrl24 -1,18 -73,29

Glu285 -0,58
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Data reported in Tables 2 and 3 show that both oximes have good interaction with the
complex inhibited-enzyme’s site, for all OPs. This feature can be checked by the negative AE
values for all systems. In addition, it is possible to notice a certain trend in the interaction of
oximes with the different systems, for example AChE-VX and AChE-GF, which presented
the lowest intermolecular interaction energy values for both K203 and K206. Likewise, we
can observe a tendency of the AChE-GB system to have higher interaction values, especially
with K203, which also has weak interactions with amino acid residues of the active site of the
enzyme, thus being able to explain its higher interaction energy in relation to the same system
with the K206. Intermolecular interactions are responsible for the stabilization of the ligand
within the enzyme site. Hydrogen interactions are generally the most important in studies of
biological systems, but other factors such as electrostatic and hydrophobic interactions have
contributed to the final value of interaction energy. It is worth mentioning that in all systems,
both oximes perform interactions with the residue Tyrl24. The literature describes this
interaction as a possible n-n stacking, occurring between Tyr124 residue and the pyridine
ring, and it is described as an important interaction for the stabilization of the transition
state[2,49,61].

Different inhibitors result in different cavities for the ligand docking. In order to
evaluate the influence of the position change of the carbamoyl group, the structure and energy

parameters of the docking of the oximes with the same inhibitor (Figure 4) were compared.
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Figure 4. Structures of docked oximes and important residues of AChE-VX. (A) K203 (red) and K206 (yellow)
overlaped; (B) K203 and residues interaction; (C) K206 and residues interaction.

In Figure 4, it is possible to observe the spatial coordinates of K203 (red) and K206
(yellow), docked at the AChE-V X active site. Both have roughly the same coordinates, with a
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main difference in the carbamoyl group. In spite of the great similarity between the two
structures and the way they fit in the cavity, they have different interactions with amino acid
residues with different intensities and slightly different intermolecular interaction energy
values are observed, being the smaller one for the system with the K206, whose contribution

of the residues to stabilization is higher, as observed in Tables 2 and 3.

Table 4 and Table 5 display the experimental values of the reactivation rate of oximes
for the different inhibitors [62]. It is important to note that the interaction energy results do
not explain the experimental results satisfactorily. By performing a linear regression with the
reactivation rate by the interaction energy, correlation values (r?) equal to 0.01 and 0.51 are
obtained for K203 and k206, respectively.

Investigating Kinectics parameters for biological activity: Relative activation energy

In this context, theoretical calculations were carried out to determine the relative
activation energy AAE” related to each system studied, where AE* values were compared

between the transition states and the initial system configuration from the reactants.

For the study of the reactivation reaction mechanism, it is important to consider steric
and electronic effects of the chemical reactions. For this, a combined procedure of docking
and DFT calculations at the interface QM/MM for the mechanism were carried out, the
transition states were characterized through the calculation of potential energy curves. Tables
4 and 5 show the kinetic parameters AAE?, the experimental values of reactivation of K203
and K206 at the concentration of 10 mol.L? and the respective imaginary frequencies that

characterize the structures of each transition state.
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Table 4. Experimental results, intermolecular interaction energy, relative activation energy

for K203.
System React. (%0) AE AAE* Frequency
Conc. 10 M (kcal.mol?) (kcal.mol) (cm™)
AChE-GA 55 -74.68 14.70 1291.26
AChE-GB 36 -40.94 30.01 1301.49
AChE-GF 4 -84.74 25.44 1226.38
AChE-VX 62 -78.25 0 1201.62

Table 5. Experimental results, intermolecular interaction energy, relative activation energy

for K206.
System React. (%) AE AAE? Frequency
Conc. 102 M (kcal.mol) (kcal.mol) (cm™)
AChE-GA 10 -66.88 28.13 1190.11
AChE-GB 40 -55.53 32.61 i308.33
AChE-GF 0 -71.99 35.99 189.49
AChE-VX 24 -73.29 0 i279.59

Considering AAE?, by performing a linear regression between this parameter and the
reactivation rate, we obtained correlation values of 0.54 and 0.05 respectively for K203 and
K206. This results make clear that neither AE nor AAE* individually explain the experimental
results. With the increase of the number of descriptors of the system, a better correlation
between theory and experiment is expected. Based on this, a multiple linear regression (MLR)
of the reactivation rate by the AE and AAE” values was performed. Thus, two line equations,
each representing the efficiency of each oxime for the different inhibitors, were obtained with
correlation values 0.86 and 0.95 for K203 and K206, respectively. The equations of the
straight lines are arranged to follow (Equations 1 and 2).

%reactivation = 0.87AE — 2.09AAE* + 136.97 (1)

%reactivation = 2.31AE — 0.80AAE* + 193.09(2)
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Equations 1 and 2 refer to K203 and K206, respectively. By analyzing the equations
some important characteristics of the studied systems are obtained. Beginning with the
correlation values were better for the MLR than the simple linear regressions, showing that
the docking conjugated to QM/MM calculations reveal a better representation of these
systems. Focusing on the coefficients of the equations, it is also possible to evaluate the
importance of each stage for the reactivation process of AChE by these oximes. In Equation 1,
the highest modulus of the coefficient of the term AAE* gives indications that the reaction step
has a greater weight for AChE reactivation than the interaction step for K203. The inverse is
observed in Equation 2, where the term that accompanies AE has a greater weight, indicating
that the interaction stage could be more significant for K206 in the reactivation process than
the reactivation efficiency. This means that K206 can slightly more easily fit to the transition
state structure in the reactivation process of AChE than K203. However, the binding mode of
K206 is critical for the oxime activity.

In line with our theoretical findings indicate that both steps, interaction and
reactivation, play an important role in the reactivation process. On the other hand, it is
possible to observe in Tables 4 and 5 a tendency of the reactivation values to increase as the
interaction energy values decrease. For example, comparing the two oximes, for the AChE-
GA complex with the reactivation values of 10 and 55%, the AE values are -66.88 and -74.68
kcal.mol? for K206 and K203, respectively. There is also a tendency to increase reactivation
with the activation energy barrier decrease. For example, for the AChE-GA complex, where
the reactivation rate is 10 and 55%, the relative activation energy barrier is 28.13 and 14.70
kcal.mol™* for K206 and K203, respectively.

Conclusions

We tested in vitro efficiency and applied computational calculation methods on two
isomeric oximes, K203 and K206, in order to evaluate the kinetic factors and interactions that
govern the AChE enzyme reactivation process inhibited by different nerve agents and the
influence of the carbamoyl group position change on the pyridinium ring. Our theoretical
results indicate that the change in the position of the carbamoyl group on the pyridinium ring
from 4 to 3 for K203 and K206, respectively, generates some differences in the intermolecular
interaction of the oxime with the inhibited enzyme, since some changes in the spatial
coordinates, which can influence in the accommodation in the site as well as in the amount
and intensity of interactions with amino acid residues, resulting in differences in the total
interaction energy value. The results also indicate that the structural difference between the
oximes influences the reactivation reaction occurring within the enzyme due to different
modes of electrostatic and electronic interaction. Our experimental results show that neither
K203 nor K206 can be considered broad-spectrum reactivators, but they are potential
reactivators for specific inhibitors. K203, as reported in the literature, has been shown to be
one of the most promising reactors for AChE inhibited by GA. A suggestion for future studies
may be the addition of a substituent, for example Fluor, in one of the pyridine rings, with the
intention of increasing the permeability of this molecule in the blood brain barrier, allowing
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better rates of reactivation with lower concentrations, thus avoiding side effects that the high
concentration of this drug can cause in living beings. The search for a universal reactivator is
still objective for future studies.
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