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RESUMO

Os pesticidas possuem propriedades letais, capazes de eliminar ou controlar um
organismo vivo, ou seja, bloqueiam os processos metabolicos vitais dos organismos.
Eles sao eficazes no controle de pragas, aumentando a produtividade e a qualidade dos
alimentos, mas ao mesmo tempo, provocam graves problemas ambientais e para a satide
humana, pois apresentam grande toxicidade. Os pesticidas mais utilizados e que sdo
considerados toxicos, sdo conhecidos como organofosforados, e esses tem sido motivo
de estudo sobre o seu metabolismo e toxicologia. A toxicidade desses pesticidas ¢
aumentada quando ocorrem reagdes de dessulfuracdo metabdlica oxidativa, onde a
ligagcdo P=S ¢ transformada em uma ligagdo P=0O. Baseado nesse contexto, o objetivo
desse trabalho ¢ estudar o modo de interagdo de diferentes pesticidas organofosforados
(com ligagdes P=S e P=0) com a enzima Acetilcolinesterase humana (HssAChE),
utilizando-se as técnica de ancoramento molecular (docking). Os resultados teodricos
obtidos mostraram que os organofosforados com ligagdo P=O apresentaram valores de
energia de interagdes intermoleculares mais estdveis do que os compostos com ligagdo
P=S no sitio ativo da enzima HssAChE. Dentre os organofosforados, o paration com
ligacdo P=0 foi o que obteve um melhor valor de energia de interacao intermolecular
dentro do sitio ativo da enzima acetilcolinesterase humana, sendo um valor igual a -
76,22 kcal mol™!. Essa investigacio tedrica pode ser utilizada como um ponto de partida
para direcionar o desenvolvimento de novas drogas a base de fosforo, contribuindo

assim, para o tratamento de doencas neurodegenerativas.

Palavras chave: Docking, Enzima Acetilcolinesterase Humana, Pesticidas
organofosforados.
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1 INTRODUCAO

Os pesticidas sao uteis na remogdo de pragas que danificam a agricultura, mas ao
mesmo tempo, possuem grande toxicidade aos organismos vivos. Quando os pesticidas
sdao usados de forma excessiva ¢ errada, causam a contaminagdo dos ecossistemas
aquaticos e terrestres. Os pesticidas mais utilizados e que sdo considerados toxicos, sao
conhecidos como organofosforados, e esses tem sido motivo de estudo sobre o seu
metabolismo e toxicologia. Os organofosforados mais utilizados sdo os clorpirifos,
diazinon, dimetoato, malation e paration (BELLO-RAMIREZ, CARREON-
GARABITO E NAVA-OCAMPO, 2000).

Os organofosforados podem ser absorvidos pelo organismo humano através de vias
respiratorias, dérmicas, membranas mucosas e do trato intestinal, pois possuem elevada
lipossolubilidade, ou seja, facilidade de atravessar uma membrana bioldgica. A
toxicidade desses pesticidas ¢ aumentada quando ocorrem reagdes de dessulfuracio
metabodlica oxidativa, onde a ligagdo P=S ¢ transformada em uma ligacdo P=0O
(ALMEIDA, 2010). Através de estudos j& realizados, foi possivel avaliar que, a
toxicidade causada no ser humano, de diversos compostos organofosforados (OP), esta
relacionada as ligagdes P=0O, presente em sua estrutura molecular ou em seus
metabolitos ativos (BURATTI; TESTAI 2007). Como a ligagdo P=O possibilita a
transferéncia de elétrons do fosforo para o oxigénio, cargas mais intensas sdo geradas
nos dois elementos, resultando em interagdes mais fortes dos OP com o centro esterasico
da enzima Acetilcolinesterase (AChE) (BURATTTI; TESTAI 2007).

Como a maior parte dos organofosforados possuem a ligagao P=S, € preciso que
ocorra a rea¢cdo de dessulfuracdo para que os mesmos possuam uma consideravel
atividade anticolinesterase (BURATTI; TESTAIL 2007). Mas ainda ndo h4a um estudo
mostrando se o processo de biotransformacdo oxidativa ocorre a todos os pesticidas
organofosforados com ligagdo P=S. Através do uso das técnicas de quimica
computacional como, por exemplo, docking ¢ possivel obter informagdes importantes
do modo de interacdo destes compostos no sitio ativo da enzima Acetilcolinesterase
humana (HssAChE). E a partir deste estudo, novas técnicas de remediacdo da
contaminacao dos pesticidas serdo desenvolvidas, bem como a descoberta de drogas a

base de fosforo para o tratamento de doencas neurodegenerativas.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar o modo de interagdo de alguns pesticidas organofosforados (FIGURA
1) no sitio ativo da enzima Acetilcolinesterase humana (HssAChE), utilizando modelos

e calculos computacionais.

Figura 1- Estruturas dos OP Clorpirifés, Diazinon, Dimetoato, Malation e Paration
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Fonte: Barbosa et al. (2005).

2.1 Objetivo Especifico

Estudar, através da técnica de ancoramento molecular, 0 modo de interacdao de
diferentes pesticidas organofosforados (com ligagcdes P=S e P=0) no sitio ativo da

enzima HssAChE.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3. 1 Contaminacao dos ecossistemas

Os pesticidas sdo considerados um dos maiores poluentes do ambiente, pois sdo
utilizados de forma intensiva na agricultura. Os residuos desses produtos quimicos
podem estar presentes nos alimentos, na atmosfera, nas precipitagdes secas € umidas e
nas aguas superficiais e subterraneas (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

O manejo inadequado do solo e a retirada da mata ciliar causa o transporte de
agrotoxicos do solo para a agua, devido ao escoamento superficial promovido pela
chuva ou irrigacdo da cultura. (LOURENCATO, 2010). A 4agua doce vem sendo
ameacada por extingdo de sua qualidade e biodiversidade, devido a contaminagao por
pesticidas. Os pesticidas podem causar grandes efeitos na agua doce, impedindo
importantes funcdes das espécies e afetando o funcionamento do ecossistema
(SCHAFER; VON DER OHE; RASMUSSEN; KEFFORD; BEKETOV; SCHULZ;
LIESS, 2012).

Técnicas agricolas podem ser utilizadas a fim de diminuir a contaminagao dos solos
e rios, como terraceamento, curvas de nivel, plantio direto, rotacao de culturas, entre
outras. O manejo do solo e culturas e o gerenciamento dos recursos hidricos sdo
alternativas capazes de controlar a contaminacdo por pesticidas, porém, um estudo sobre
os pesticidas ¢ de suma relevancia para garantir uma maior protecdo ao ecossistema e a

populacdo (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

3. 2 Pesticidas organofosforados

Os Pesticidas organofosforados sao um dos agrotdoxicos mais utilizados na
agricultura, devido a sua alta eficiéncia no combate as pragas, porém apresentam alta
toxicidade aos organismos vivos. Os compostos organofosforados (OP) sdo usados
como anti-helminticos (vermicidas) ou ainda no controle de ectoparasitas em algumas
espécies domésticas (RADOSTITIS et al., 2000). Os OP ganham destaque, pois dentre
os pesticidas, eles representam as maiores ameacas para a saude humana, devido seus
efeitos neurotdoxicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Além disso, os agentes neurotoxicos OP sdo considerados uma das armas quimicas

mais letais a vida (MARTIN; LOBERT, 2003). Em 1854, foi sintetizado o primeiro OP,
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conhecido como como TEPP (tetratilpirofosfato). A férmula geral dos OP foi
desenvolvida no ano de 1937, e nesse mesmo ano foi sintetizado o Sarin (GB), Tabun
(GA) e outros agentes neurotoxicos (CHAUHAN et al., 2008).

Os agentes neurotoxicos OP foram usados em ataques terroristas, como no atentado
ocorrido no metrd de Téquio, em 1995, sendo utilizado o gés Sarin (MUNRO et al.,
1999; SHIH; KAN; MCDONOUGH, 2005). Esse mesmo gas foi utilizado em 2013, em
ataques terroristas ocorrido nos arredores de Damasco na Siria (WOREK;
THIERMANN; WILLE, 2016).

Como os organofosforados possuem elevada lipossolubilidade, eles podem ser
absorvidos pelo organismo humano por diversas vias, como oral, nasal, cutanea e pela
via ocular (RADOSTITIS et al., 2000). Apds a absor¢do, os OP se depositam nos tecidos
adiposo, figado, rins, glandulas salivares, pancreas, pulmdes, sistema nervoso central,
musculos, paredes do estomago e do intestino. Eles se tornam mais toxicos quando
ocorrem reagdes de dessulfuracdo metabolica oxidativas, ou seja, a ligacdo P=S ¢
transformada em uma ligagdo P=O (ALMEIDA, 2010).

Os OP sdo ésteres e derivam do acido fosforico, do acido tiofosférico ou do acido
ditiofosforico. Eles sdo compostos por um atomo de fosforo polarizavel, pentavalente,
e apresentam os radicais arila ou alquila representado por R1 e R2 (FIGURA 2), que
podem ser metil ou etil, e 0 X pode ser diferentes grupos, como halogénios, alifaticos,
aromaticos, entre outros, ligados diretamente ao atomo de fosforo central. Esse X ¢
liberado do atomo de fosforo quando o pesticida organofosforado ¢ hidrolisado. O
atomo central de fosforo estd ligado a um atomo de oxigénio ou enxofre mediante dupla
ligacao (KANEKAR; BHADBHADE; DESHPANDE; SARNAIK, 2004). Como eles
sdo ésteres, as moléculas do OP apresentam posi¢des capazes de sofrer hidrdlise. As
reagdes que podem ocorrer envolvendo os OP sdo a hidrélise, oxidagdo, alquilagdo e

desalquilacao, entre outras.

Figura 2- Estrutura geral dos OP.
ﬁ I
P P

R? R?
Fonte: Stoddart (1979).
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3.3 Toxicidade dos organofosforados

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Conselho das Comunidades
promovem periodicamente reunides para mostrar a gravidade das intoxicagdes por
pesticidas e assim promover agdes para encontrar solucdes para esse grande desafio. E
essa preocupacdo abrange as autoridades de diversos paises e organizagdes
internacionais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

No mundo, aproximadamente milhdes de agricultores sdo intoxicados anualmente
e devido a falta de estatisticas oficiais, sdo responsabilizados as pessoas que nao
cumprirem medidas eficazes de controle da produgdo, distribuicdo ¢ a venda dos
pesticidas. Ainda ndo se sabe o niimero de tentativas de suicidio por ingestdo dos OP. A
intoxicagdo decorrente dos OP, ocorre devido as altas taxas do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) na sinapse (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Os sintomas causados pela intoxicagdo pelos OP podem ser dores de cabeca,
tremores, nauseas, caimbras abdominais, diarréias, suores, falta de clareza e
escurecimento da visdao, confusdo, tensdo no térax e tosse, podendo ocorrer também
edema pulmonar. Quando os sintomas incluem descontrole, falta de consciéncia e
convulsdes, sdo indicios de grave envenenamento (COUTINHO et al., 2005).

A acdo pesticida e toxica dos compostos OP ¢ o resultado da inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE). Enzima responsavel pela finalizagdo da transmissao dos

impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas e pela hidrélise do neurotransmissor

acetilcolina (SILVA, 2015).

3. 4 Enzima acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima que pertence a familia das
colinesterases, e € responsavel pela finalizacao da transmissao dos impulsos nervosos
nas sinapses colinérgicas por meio da hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh).
A AChE encontra-se no sistema nervoso central e periférico (RANG, 2001).

No sistema nervoso central, a AChE atua no controle motor, na cogni¢ao e na
memoria. Ja no sistema nervoso periférico, a AChE modula os impulsos nervosos que

controlam os batimentos cardiacos através da dilatacdo dos vasos sanguineos e na

contragdo dos musculos lisos (PETRONILHO et al., 2011).
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A ACh ¢ um neurotransmissor, encontrada no axonio terminal, regido terminal dos
neurdnios. A ACh ¢ armazenada em vesiculas sindpticas, mas quando um impulso
nervoso chega no axdnio terminal, a ACh ¢ liberada pelo neurénio para a regido
sinaptica, sendo atraida pelos receptores colinérgicos que encontram-se no proximo
neurdnio. Quando a interacdo da ACh ocorre com os receptores, o impulso nervoso no
neurdnio ¢é regenerado, dando continuidade a transmissdo (PETRONILHO et al., 2011).

ApOs a transmissdao do impulso nervoso, o processo de interacao da ACh com o
receptor precisa ser interrompido, evitando assim, o excesso de transmissao nervosa,
que pode causar problemas de funcionamento do corpo (PATRICK, 2001).

A enzima AChE esta presente no nosso organismo, ela recolhe o neurotransmissor
ACh, modificando sua estrutura molecular e transformando em colina (Ch), sendo
reabsorvida pelo primeiro neurdnio para ser reconvertida em ACh, para ser reutilizada
na transmissao de impulsos nervosos. Na Figura 3, encontra-se a modificagdo da ACh,

que € considerado um processo de hidrolise (PETRONILHO et al., 2011).

Figura 3- Hidrélise da ACh pela AChE

O
\ I )L \ )K
— AChE 21
M A TIE | N -
__',.f’

Acetilcolina Colina Acido acético

Fonte: Petronilho et al. (2011).

A AChE apresenta uma grande eficiéncia catalitica, podendo hidrolisar até 6x10°
moléculas de ACh por molécula de enzima por minuto (SILMAN, 2005). No sitio ativo
da enzima AChE, existem trés residuos principais de aminoacidos, sendo que esses estao
presentes no processo de hidrolise da ACh, sendo eles: a serina nimero 200, a histidina
nimero 440 e o 4cido glutdmico numero 327 (SUSSMAN, 1991). Uma regido anionica
encontra-se também no sitio ativo da AChE, que interage com a parte cationica da ACh
e ainda orienta o substrato para a posi¢ao necessaria para ocorrer o processo de hidrolise
(TAYLOR, 1999).

Ha também um segundo sitio anidnico periférico (peripheral anionic site- PAS), o
qual pode estar presente na acdo de alguns inibidores da enzima ou na inibi¢do por

excesso de substrato (SILMAN, 2005; NUNES- TAVARES, 2002). A conformagao do
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sitio ativo, a afinidade ou configuracdo dos compostos ligados ao centro ativo ¢
influenciada pela ocupagdo do sitio ativo periférico (PAS). Outro sitio ativo que existe
e que pode ser alvo de inibidores, ¢ o sitio de ligacao a colina, o qual possui residuos de
triptofano hidrofobicos e grupos anionicos (PETRONILHO et al., 2011).
Neste contexto, um melhor entendimento da atua¢do dos compostos OP no sitio
ativo da AChE ¢ necessario para o desenvolvimento de novos farmacos e novos

métodos de remediagao.

3.5 Métodos computacionais

A disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de dados
em rede sdo, atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e o design de
novos farmacos. Essas informagdes permitem uma analise rapida da atividade biologica
versus propriedades fisico-quimicas de uma série de moléculas de interesse,
especificamente neste trabalho, os compostos OP Clorpirifés, Diazinon, Dimetoato,
Malation e Paration (Figura 1). Os modelos moleculares gerados pelo computador sdo
resultantes de equacdes matematicas que estimam as posi¢des e propriedades dos
elétrons e nucleos; os calculos realizados exploram, de forma experimental, as
caracteristicas de uma estrutura, fornecendo uma molécula sob nova perspectiva. Dentre
as inumeras ferramentas computacionais, destaca-se o docking que ¢ um método bem

versatil para a analise (MANCINI, 2011; CARVALHO et al., 2003).

3.6 Ancoramento molecular

O ancoramento molecular (em inglé€s, molecular docking) € um processo que indica
a conformacdo do ligante e a sua orientacdo dentro do sitio ativo da enzima. Para
compreender o mecanismo de interacdo dos pesticidas, ¢ preciso saber qual a sua
posicao tridimensional na interagdo molecular com a enzima, ou seja, a sua geometria e
a energia de interacdo (MANCINI, 2011; TWATA et al., 2000).

A simulacdo computacional do ancoramento molecular ¢ uma técnica muito
utilizada e de grande importancia para investigar as interagdes moleculares entre a
enzima e o ligante apds a elucidagdo da estrutura tridimensional da enzima. Através
dessa simulagdo, encontra-se a estrutura que apresenta maior estabilidade do complexo

enzima-ligante e essa estabilidade relativa ¢ calculada. As conformacdes estruturais que
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apresentam maior confiabilidade ¢ obtida por meio da analise de raios-X de cristais do
complexo ou RMN, porém h4 uma grande dificuldade em obter os dados experimentais
de todos os inibidores de interesse (MANCINI, 2011; GUIMARAES, 2010; SILVEIRA,
2003).

Os valores da funcdo utilizada no ancoramento (Docking Scoring Function), Escore,

sdo definidos pela Equagao 1 (MANCINI, 2011).

Escore = Einter + Eintra

Equacio 1

O termo Einer, € a energia de interacdo ligante-enzima e ¢ definido de acordo com

a Equagdo 2 (MANCINIL, 2011).

Ener= 3 Y Epr(ru)+332.0%

ieligante  je proteina ij

Equacio 2

Na Equacdo 2, o primeiro termo Eprp, € 0 de energia potencial inibidor por partes
que utiliza dois conjuntos diferentes de parametros, um para a aproximacao do termo
estérico (Van de Waals) entre atomos e o outro para o potencial para a ligacdo de
hidrogénio. J4 o segundo termo descreve as interacdes eletrostaticas entre atomo
carregados, ou seja, ¢ um potencial de Coulomb com uma constante dielétrica
dependente da distancia (D(r) = 4r). O valor numérico de 332,0 fixa as unidade de
energia eletrostatica para Kcal mol! (MANCINI, 2011; RAMALHO et al., 2009;
THOMSEN; CHRISTENSEN, 2000).

O termo Eintra € a energia interna do ligante e ¢ definido de acordo com a Equacao

3 (MANCINI, 2011).

Eintra = Z Z EPLP(rij) + Z A[l— cos(m 0— 00)]+ Epenalizada

icligante jeligante ligacdes flexiveis

Equacio 3
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As duas primeiras somas referem-se a todos os pares de atomos do ligante, exceto
os pares de atomos conectados por duas liga¢des. Ja o segundo termo refere-se a energia
de tor¢do, onde o O ¢ o angulo de tor¢ao da ligacao. Para determinar diversas tor¢des, ¢
utilizada a média da contribuicdo de tor¢cdo da ligagdo da energia. O ultimo termo,
Epenalizada (termo de corre¢do), atribui uma penalidade de 1.000 se a distancia entre dois
4tomos pesados (mais de duas ligacdes distantes) for menor que 2,0 A, punindo
conformagdes inexistentes do ligante. Todas essas fungdes sdo usadas para ancorar
automaticamente uma molécula flexivel em uma molécula molde (enzima) (MANCINI,
2011).

A técnica de ancoramento molecular encontra a média das estruturas que possuem
estabilidade do ligante na enzima e essa estabilidade relativa € calculada. Apds analisar
todos os modos de interagdo considerando a flexibilidade conformacional do ligante a
ser introduzido no sitio ativo da enzima, encontra-se a estrutura mais estavel

(MANCINI 2011; MIZUTANTI et al., 1994).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo por ancoramento molecular

O programa utilizado para o ancoramento molecular foi o Molegro Virtual Docker
(MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) um programa que permite determinar a
conformagdo mais provavel do ligante na enzima. A identificagao da conformagao do
ligante ¢ feita através da avaliacdo de diversos candidatos (conformacdes dos ligantes)
estimando as energias de suas interagdes com a enzima (THOMSEN; CHRISTENSEN,
20006).

As estruturas tridimensionais dos compostos OP (FIGURA 3) foram construidas
por meio do programa Gaussview e suas cargas parciais atomicas foram calculadas
utilizando o método DFT 6-31G. Esse procedimento ¢ necessario para obter a
conformagao inicial dos OP, importante para o estudo de ancoramento molecular.

Apds a construgdo das estruturas 3D dos OP, eles foram transferidos para o
programa MVD, onde cada composto foi ancorado no sitio ativo da enzima HssAChE
(codigo PBD 5HF9; resolugdo = 2.20 A; inibidor = paraoxon). Nesta etapa, a
identificacdo dos modos de intera¢do do ligante ¢ interativa avaliando um numero de
solucdes (conformagdo e orientacdo do ligante) e estimando a energia de suas interacdes
com a proteina. As melhores solugdes sdo retornadas para uma andlise adicional
(MANCINI, 2011). Para melhores resultados consideramos como flexiveis os residuos
a 12A do ligante, a conformagcdo de cada OP foi selecionada usando seu maior grau de

similaridade espacial com o ligante ativo.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Estudo de docking

Um algoritmo de predi¢ao da cavidade baseado em uma caixa tridimensional foi
usado para gerar o sitio de ligagdo da enzima SHF9 através do programa MVD. O
volume da cavidade foi de 174,08 A e esta representado na Figura 4 juntamente com o

paraxon (composto cristalizado no sitio ativo).

Figura 4- Volume da cavidade (roxo) da enzima SHF9 com o paraxon (amarelo) ancorado.
Para melhor visualiza¢do omitiu-se a proteina.

Fonte: Programa MVD.

5.1.1 Re-docking

A Figura 5 mostra o resultado de re-docking para a estrutura mais bem encaixada
do inibidor paraxon dentro da enzima SHF9. E importante notar que os RMSD para a
superposicio foi de 0,95 A. De acordo com a literatura, um valor de RMSD inferior a

2,00 A ¢ considerado aceitavel (Guimaries, Oliveira, et al., 2011b; Warren et al., 2006).

Figura 5- Re-docking do inibidor paraxon dentro da enzima SHF9, estrutura do cristal esta

representada de amarelo. Para melhor visualizagdo omitiu-se a proteina.
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Fonte: Programa MVD.

E importante destacar ainda que, a energia de interagdo intermolecular obtida no
re-docking foi de -57,08 kcal mol™!, ou seja, esse valor se encontra dentro da faixa de
variagdo dos 10 compostos estudados no sitio ativo da SHF9, que foi de -27,86 — 76,22
kcal mol-1 (TABELA 1 e TABELA 2), validando assim, a metodologia tedrica utilizada
para os calculos de ancoramento molecular. Além disso, € possivel observar na Figura
6 que o ligante ativo apresenta um total de cinco interacdes de hidrogénio com os
residuos do sitio ativo, sendo que as interagdes mais fortes sdo com os residuos Ala204,
Glyl21 e Glyl122.

Figura 6- Liga¢des de hidrogénio (tracejado azul) entre o ligante ativo e os residuos do sitio
ativo. Tracejado mais forte indicam as interagdes mais fortes e tracejados mais fracos as
intera¢des mais fracas.

Ala 204 i

Fonte: Programa MVD.

5.1.2 Docking dos ligantes
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Os cinco compostos OP mostrados na Tabela 1 foram ancorados no sitio ativo da
SHF9 e comparados ao ligante ativo. As energias de interacdo intermolecular e de
ligacao de hidrogénio ligante-proteina foram calculadas para melhor se entender quais
sdo as variacodes entre os modos de interacdo dos compostos no sitio ativo da enzima e
verificar quais os fatores que sao responsaveis pela atividade dos compostos.

Como pode ser observado na Tabela 1, o Paration foi o que apresentou um valor
mais estavel de energia de interagao intermolecular, ou seja, possui uma maior interagao
com o sitio ativo da SHF9 e, consequentemente, uma maior estabilidade. Por outro lado,
o Clorpirifés apresentou uma energia de interagdo intermolecular menos estavel que os
outros compostos, ou seja, possui uma menor interagdo com o sitio ativo e com isso,
uma menor estabilidade.

E importante ressaltar ainda que, os resultados tedricos de DL50 (dose letal
mediana dos compostos) obtidos no ADMET (acrénimo utilizado na farmacocinética e
na farmacologia para “absor¢do, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade", e
descreve a disposicdo de um composto farmacéutico em um organismo,
http://biosig.unimelb.edu.au/pkesm/prediction) para enzima HssAChE, estdo de acordo
com os resultados tedricos obtidos nos célculos de ancoramento molecular (TABELA
1). O DL50 ¢ frequentemente usado como um indicador da toxicidade aguda de uma
substancia, quanto maior a dose que sera letal, menos toxica ¢ considerada. De acordo
com a home do IPCS INCHEM que apresenta valores experimentais de DL50 para os
organofosforados (P=S) na enzima HssAChE, o Paration ¢ o composto mais toxico, ou
seja, apresenta um valor experimental de DL50 igual a 13 mg/kg. Por outro lado, o
Clorpirifos ¢ o menos toxico, com um valor experimental de DL50 igual a 135 mg/kg
(http://www.inchem.org/documents/pims/chemical/pimg001.htm#PartTitle:1.9620%20
NAME).

Com o estudo tedrico de ancoramento molecular, foi possivel observar que o
Paration foi o que melhor se posicionou no interior do sitio ativo (FIGURA 7),
apresentando uma energia de ligagdo de hidrogénio mais estavel do que a maioria dos
outros compostos (TABELA 1) e, consequentemente, um maior potencial inibitorio na

enzima SHF9, corroborando assim, com os resultados experimentais de DL50.

Figura 7- Sobreposicdo dos organofosforados Paration e Clorpirifés apds o ancoramento. O
ligante ativo esta representado em amarelo e os organofosforados em verde. Para melhor
visualizag@o omitiu-se a proteina.
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YRR

Paration Clorpirifés

Fonte: Programa MVD.

Outro aspecto importante analisado nos estudos de ancoramento molecular foram
as ligacdes de hidrogénio que cada composto realizou com a enzima, assim, tornou-se
mais facil de visualizar quais sdo os residuos de aminoacidos que estdo interagindo mais
fortemente aos organofosforados estudados no presente trabalho. Observou-se que o
Paration apresentou no total, sete interacdes de hidrogénio com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo da enzima, ou seja, duas interagdes de hidrogénio com os
residuos Gly122 e Tyr124 uma intera¢do com os residuos Gly121, Ala204, Ser203. Por
outro lado, o Clorpirifés apresentou somente duas interacdo de hidrogénio com os

residuos Ser203 e Gly122 (FIGURA 8).

Figura 8- Ligacdes de hidrogénio (tracejado azul) entre os organofosforados e os residuos do
sitio ativo.

Paration Clorpirifés

Fonte: Programa MVD.

Tabela 1- Valores da energia de interagdo intermolecular (kcal mol ™) proteina/compostos

(P=S) ¢ ligagdo de hidrogénio (kcal mol ™) obtidos do ancoramento.
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Compostos Energia de Energia de ligacdo | *Tox. (DLso,
interacao de hidrogénio mol kg!)
intermolecular
Clorpirifos (P=S) -27,86 -3,04 3,87
Diazinon (P=S) -28,21 -10,91 3,08
Dimetoato (P=S) -31,06 -3,57 3,08
Malation (P=S) -29,29 -1,24 3,46
Paration (P=S) -44.,75 -10,53 2,81

Resultados teoricos obtidos do ADMET (absorgao, distribuigdo, metabolismo, excregdo ¢

toxicidade, http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction).

De acordo com a literatura, os OP se tornam mais toxicos quando ocorrem
reacdes de dessulfuracdo metabdlica oxidativas, ou seja, a ligacdo P=S ¢ transformada
em uma ligacdo P=0O (ALMEIDA, 2010). Mas ainda ndo ha um estudo mostrando se o
processo de biotransformacgao oxidativa ocorre a todos os pesticidas organofosforados
com ligagdo P=S. Com isso, neste trabalho também foi estudado a forma com que os
OP (P=0) interagem no sitio ativo da enzima SHF9. A Tabela 2 mostra os valores da
energia de interagdo intermolecular e ligacdo de hidrogénio obtidos do ancoramento
entre os cinco OF com ligagdo P=O e a enzima SHF9.

Com os estudos de ancoramento molecular para os OP com ligagdo P=0, foi
possivel observar que todos os compostos apresentam energia de interacdo
intermolecular mais estavel no sitio ativo da enzima (TABELA 2) quando comparados
aos OP com ligagdo P=S, corroborando com os resultados apontados pela literatura. A
maior estabilidade dos OP com P=0 no sitio ativo da enzima pode ser explicado pelo
fato do oxigénio aumentar o nimero de ligagdes de hidrogénio no sitio ativo da enzima.

Porém, os resultados tedricos de DL50 obtidos no ADMET para os OP com P=0,
mostraram que os valores sdo bem proximos aos encontrados para os OP com P=S, a
diferenca maior ocorre somente para o Clorpirifés. Ou seja, estes resultados indicam
que nem todos os metabdlitos com P=0O s3o mais toéxicos. Entretanto, novas
investigacdes como dinamica molecular e estudos de QM/MM serao necessarios para
avaliar se o processo de biotransformacao oxidativa ocorre para todos os metabdlitos

com liga¢des P=S e o que contribui para aumentar ou nao a toxicidade desses OP.
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Tabela 2- Valores da energia de interagdo intermolecular (kcal mol™!) proteina/compostos
(P=0) e ligagdo de hidrogénio (kcal mol™!) obtidos do ancoramento

Compostos

Energia de

Energia de ligacio

*Tox. (DLso,

interacao de hidrogénio mol kg!)
intermolecular
Clorpirifés (P=0) -72,48 -1,76 4,14
Diazinon (P=0) -71,59 -3,65 3,08
Dimetoato (P=0) -48,44 -9,40 3,07
Malation (P=0) -37,02 -6,80 3,41
Paration (P=0) -76,22 -0,12 2,88

Resultados tedricos obtidos do ADMET (absorg¢ao, distribui¢cdo, metabolismo, excregado e

toxicidade, http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os resultados teoricos obtidos mostraram que os organofosforados
com ligagao P=0 apresentaram valores de energia de interagcdes intermoleculares mais
estaveis que os compostos com ligagdo P=S no sitio ativo da enzima HssAChe, essa
estabilidade se da, pois o oxigénio ¢ capaz de aumentar o numero de ligacdes de
hidrogénio no sitio ativo da enzima, e essas ligagdes influenciam significativamente na
estabilidade dos compostos estudados.

Dos compostos OP estudados, o paration apresentou uma maior estabilidade,
mostrando uma boa interacdo com o sitio ativo da SHF9. Apos o estudo tedrico de
ancoramento molecular, o paration foi o que se posicionou melhor no interior do sitio
ativo, apresentando também uma energia de ligagdo de hidrogénio com uma grande
estabilidade, e com isso, os resultados tedricos obtidos do paration mostraram um bom
acordo com a literatura estudada.

Ja os resultados tedricos de DL50 obtidos, quando comparados com o resultado
experimental, mostraram que nem todos os compostos com ligacdo P=O sao realmente
os que apresentam maior toxicidade, portanto, novas investigagdes serdo necessarias a
fim de avaliar se o processo de biotransformagdo oxidativa ocorre para todos os
compostos com ligagdes P=S e também o que faz aumentar ou ndo a toxicidade desses

OP.
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7 PERSPECTIVAS

Até o presente momento pequena parte desse projeto foi estudado para ser
apresentado nessa monografia, pois 0 mesmo ¢ extenso e contribui significativamente
para a comunidade cientifica. Portanto, esse projeto continuard sendo estudado no meu
mestrado, a fim de se chegar no objetivo final. Para isso, novas investigacdes serdo
realizadas, como dindmica molecular e QM/MM. Esse projeto tem como base um estudo
dos modos de interagdo de varios pesticidas organofosforados frente a enzima
Acetilcolinesterase (AChE) em uma reagdo inibitoria. Por meio do conhecimento do
processo de biotransformacao oxidativas, ¢ possivel obter um melhor entendimento da
toxicidades desses agentes, assim como na avaliagdo dos potenciais terapéuticos de
compostos organofosforados. Estes compostos poderdo ser eficientes no tratamento de
doencas neurodegenerativas, e essa investigacdo tedrica poderd guiar o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos a base de fosforo.
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