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RESUMO

Esteres do dcido fosférico sio potentes inibidores da enzima Acetilcolinesterase (AChE), pois
promovem a fosforilagdo da hidroxila do residuo serina responsdvel pela hidrélise da acetilcolina no
sitio ativo dessa enzima. Esta reacfio pode ser revertida por uma oxima, que promove a desfosforilagao
da serina através de um ataque nucleofilico, reativando a enzima. Essa reativacdo ocorre em duas
etapas: na primeira hd a associagdo da oxima com a AChE inibida e na segunda ocorre a saida da
oxima complexada com o neurotéxico. Neste trabalho estudou-se a interagdo de algumas oximas
conhecidas no sitio ativo da AChE inibida por ciclosarin, por meio de ancoramento molecular
(docking). Os resultados obtidos corroboraram com dados experimentais e estabeleceram uma
tendéncia que pode ser ttil na previsdo de atividade de novas oximas como reativadores de AChE
inibida por ciclosarin.
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A AChE é a enzima responsdvel pela terminacio da transmiss@o dos impulsos nervosos em
sinapses por meio da hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Esta é uma funcio chave na
regulacdo da transmissao dos impulsos nervosos que, se inibida, pode levar rapidamente a morte do
individuo (Albuquerque et al.,2006). A inabilidade da AChE inibida em hidrolisar a Acetilcolina, leva
a um acimulo do neurotransmissor e, conseqiientemente, a super estimulacdo dos receptores
colinérgicos, conhecida como sindrome colinérgica (Worek, et al., 2004). Os organofosforados
conhecidos como agentes dos nervos, compostos quimicos com bastante significincia militar, sdo
inibidores irreversiveis da AChE extremamente téxicos e capazes de causar intoxica¢do severa ou a
morte dos individuos expostos. Estes compostos sdo ésteres de dcido fosférico, que agem como
potentes inibidores da AChE, por meio da fosforilacdo do grupo hidroxila de um residuo serina no
sitio ativo da AChE que ¢ diretamente responsavel pela hidrélise da acetilcolina (Kryger, et al., 2000).
A desfosforilacdo desse residuo, chamada de reativacdo da AChE, é considerada o principal
mecanismo de acdo das oximas ou reativadores AChE. Recentes dados clinicos de pacientes
intoxicados por pesticidas organofosforados fornecem fortes evidéncias para a validade desta hipétese
(Worek et al., 2004). Esta reacdo de reativacdo acontece em duas etapas: (1) a associagdo da oxima
com a AChE inibida, (2) a reativacdo da enzima pela saida da oxima complexada com o agente
neurotéxico (Ramalho, et al., 2010).

Apesar da existéncia de muitas oximas em uso hoje em dia contra intoxicacdo por agentes
neurotdxicos, ndo foi relatada ainda nenhuma oxima universal capaz de agir de forma eficaz contra
todos os neurotoxicos existentes (Kassa, et al., 2007). Esse fato é o responsédvel pela limitada eficdcia
dos antidotos disponiveis atualmente contra intoxica¢do por agentes dos nervos e justifica a busca
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constante por novas oximas bem como os estudos por modelagem molecular focados numa melhor
compreensdo do mecanismo de desinibi¢do (Gongalves, 2009).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as energias de interagdo de oximas conhecidas com
resultados ja reportados de atividade desinibitéria, frente a AChE inibida pelo neurotéxico ciclosarin,
com a finalidade de verificar as interacdes dessas oximas com os residuos do sitio ativo da AChE e
correlacionar os resultados obtidos com os resultados experimentais.

MATERIAL E METODOS

O software PC Spartan Pro 08 foi utilizado para construir e otimizar as estruturas
tridimensionais das oximas 1-6 (Figura 1). As energias de ancoramento (AE) dessas oximas na AChE
inibida pelo agente GF (ciclosarin) foram avaliadas utilizando o software Molegro Virtual Docker
2006 (Thomsen & Christensen, 2006). Todas as principais interacdes e orientacdes dessas oximas
ancoradas no sitio ativo da AChE inibida por GF foram investigadas e as poses com menores energias
de interacdo e conformagdes mais ajustadas a conformacgdo ativa da estrutura cristalina do PDB
(c6digo 2WHQ) foram selecionadas para andlise posterior.
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Figura 1. Oximas selecionadas para os estudos de Docking: (1) BI-6, (2) HI-6, (3) HL6-7, (4) HS-6,
(5) K005, (6) KOO3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ja era esperado, todos os compostos apresentaram valores de energia de interacdo
bastante baixos corroborando com os resultados experimentais que reportam essas oximas como
reativadores da AChE inibida por GF. Os valores das energias de interacdo obtidos para essas
moléculas sdo reportados na Tabela 1. A correlacio com os dados experimentais segue a mesma
tendéncia da Tabela 1 conforme pode ser observado no gréfico da Figura 2 cujo valor de R” é igual a
0.9803, e a equacdo da curva obtida apds a regressao linear € y = -149,016 - 0,8608 x.
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Tabela 1. Valores de energias intermoleculares estimadas (kcal.mol™) usadas para avaliacdo das
melhores poses de Docking.

Ligante pKgr* AE (kcal.mol ™)
K005 5,30 -153,630
HI-6 4,92 -153, 549
K003 4,70 -152,803
HS -6 4,35 -152,728

HL6 -7 3,00 -151,443
BI-6 1,00 -149,978

*Kassa, et al., 2007
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Figura 2. Valores de energias intermoleculares estimadas (kcal.mol™) e comparacdo com os dados
experimentais (Kassa, et al., 2007).

Como ja foi dito, os resultados tedricos seguem a mesma tendéncia dos resultados
experimentais (Kassa, et al., 2007), ou seja, o composto K005 com maior valor de pKy (5,30),
apresentou o menor valor de energia, confirmando seu maior potencial reativador frente aos outros
compostos em estudo. J4 a oxima BI-6, apresentou o maior valor de energia intermolecular,
corroborando novamente com os resultados experimentais, visto que seu valor de pKg igual a 1,00 € o
menor entre as oximas em questdo. Além disso, o composto BI-6 fez o menor nimero de ligagdes de
hidrogénio com o sitio ativo da enzima, provando mais uma vez, que este composto tem menor
potencial de reativacdo da AChE inibida pelo agente Ciclosarin.

CONCLUSAO

As energias de interacdo observadas corroboram com os resultados experimentais que
apontam estas oximas como fortes reativadores de AChE inibida por Ciclosarin. Além disso, a boa
correlagcdo observada na Figura 2 confirma o processo de ancoragem adotado como adequado para este
tipo de estudo e pode eventualmente ser utilizada para a previsdo in silico das atividades de novas
oximas como reativadores da AChE inibida por Ciclosarin.
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