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O esquecimento do perdao
Muito tempo se passou
Esquecemos um ao outro

Vocé tinha olhos verdes, cor de algas
Suas palavras eram claras como prata

Um verso de Yorgo Seferis diz:

"Compartilhamos vinho e pao"
Estavamos conectados

Um perdao pelo esquecido
E melhor que uma lembrancga forcada, nao é?

Como é boa a graga que chega sem tempo ou lugar,
quando lhe chega, nao é?

Muito tempo se passou
Esquecemos um do outro

Vocé tinha olhos verdes como algas
Meus olhos perderam os seus...

(Ybrahim Berksoy)

BAGISLANMIS UNUTUS

Cok zaman gecti aradan
Unuttuk birbirimizi

Yosun yesili gdzlerin vardi
Sozlerin gimus temizi

Yorgo Seferis'tem bir dize:
“Ekmegi yé sarabi paylastik seninle”
Baglamisti bizi birbirimize

Bagislanmis bir unutus
Zoraki animsamalardan daha iyi, degil mi?

Zamansiz ve adressiz bir tesekklr
Alicisina ulastiktan sonra guizel degil mi?

Ne ¢ok zaman gecmis aradan
Unutmusuz birbirimizi

Yosun yesili gézlerin vardi
Ozlemis gozlerim gézlerini

(Ybrahim Berksoy)
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RESUMO

A Doenga de Alzheimer (DA) é um tipo de deméncia degenerativa e progressiva de grande preocupacao
social. Estima-se hoje que, 40 milhdes de pessoas no mundo apresentem algum tipo de deméncia, dentre
essas, 25 milhdes apresentam sintomas caracteristicos da doenca de Alzheimer. As causas da DA nao sao
determinadas, assim, os sintomas da doenga podem ser apenas amenizados. A estratégia mais usada para
tratar pacientes com DA é a terapia colinérgica, que consiste no uso de farmacos com agao inibitéria a
acetilcolinesterase (AChE) para impedir o decréscimo da concentracao do neurorreceptor acetilcolina nas
fendas sinapticas, que é drasticamente diminuida nas regides neuronais do cortex cerebral de pessoas com
DA. As drogas tacrina (THA), donepezil (E2020), galantamina (GALA), rivastigmina (RIVA) e a fisostigmina
(PHYSO) sado drogas aprovadas para o ftratamento da DA, classificadas como inibidoras da
acetilcolinesterase (AChEI). Outras drogas como o metrifonato (METRI), diclorvos (DDVP), huperzina A
(HUPE), fenserina (PHEN) e o dimero da tacrina (DIMTHA) estdo em fases de teste clinicos. Neste trabalho
foram determinados parametros estruturais, eletronicos e espaciais das AChEls, bem como para analise
das interagbes entre estas, a triade catalitica (Ser200-Glu327-His440) e o sitio ativo (GORGE) da AChE por
meio de célculos ab initio e semi-empirico no vacuo e em meio solvatado. O método de multivariaveis de
andlise das componentes principais (PCA) foi aplicado a 18 parametros para determinagdo do perfil
farmacoférico de um bom candidato a AChEI. Os pardmetros foram obtidos por meio dos célculos nos niveis
AM1, PM3, RHF/6-31G*, RHF6-31+G(d,p), B3LYP8/6-31G, B3LYP/6-31+G(d,p) e 0 modelo de solvatacédo
CPCM no nivel RHF/6-31G. O estudo da PCA foi realizado para reducdo do espago amostral de
propriedades, a fim de obter aqueles que sdo componentes principais entre essas AChEls com estruturas
moleculares diferenciadas. Propriedades eletrdnicas como a energia do orbital HOMO-1 e o coeficiente de
particdo logP, propriedades estruturais como o tamanho da droga e a distancia entre os dois hidrogénios
mais acidos da molécula sdo algumas das componentes principais utilizadas para a descricdo do perfil
farmacoférico de candidatos a AChEI.

Palavras —chaves: Doencga de Alzheimer, inibidores da acetilcolinesterase, semi-empirico, RHF, DFT, PCA.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a degenerative and progressive type of dementia of great social concern. The
latest worldwide estimate shows that 40 million people have some form of dementia, among these, 25 million
have symptoms of Alzheimer's disease. The causes of AD are still not determined, thus the symptoms of this
disease may only be relieved. Most patients are treated with the cholinergic therapy, which consists in use
drugs with inhibitory effects against acetylcholinesterase (AChE), in order to prevent the decrease of the
concentration of acetylcholine (the neurorreceptor) in the synaptic region, which is drastically reduced in
regions of neuronal cerebral cortex of people with AD. The drugs tacrine (THA), donepezil (E2020),
galanthamine (GALA), rivastigmine (RIVA) and physostigmine (PHYSO) were approved for treatment of AD
and are classified as inhibitors of acetylcholinesterase (AChEI). Other drugs such as metrifonate (METRI),
dichlorvos (DDVP), huperzine A (HUPE), phenserine (PHENE) and the tacrine dimer (DIMTHA) are in
clinical testing. In this work calculations were performed in vacuum and in solvated medium at ab initio and
semi-empirical levels for determination structural, electronic and spatial parameters for AChEls, as well as
analysis of interactions between the AChEls, the catalytic triad (Ser200-GLu327-His440) and the active site
GORGE of AChE. The multivariate method of the principal components analysis (PCA) was applied to
selected18 parameters of AChE for determining the pharmacoforic profile of a good candidate for AChEI.
The parameters were obtained from the calculations in AM1, PM3, RHF/6-31G *, RHF6-31 + G (d, p),
B3LYP8/6-31G, B3LYP/6-31 + G (d, p) and CPCM solvation model at the RHF/6-31G levels. The PCA study
was applied to reduce the sample space of properties to obtain the most relevant properties that are major
components of these AChEI, which have different molecular structure. Electronic properties such as the
orbital energy of HOMO-1 and the partition coefficient logP, structural properties such as the size of the drug
and the distance between the two most acidic hydrogens of the molecule are some main components of the
pharmacoforic profile of candidates to AChEI.

Keywords: Alzheimer’s Disease, acetylcholinesterase inhibitors, semi-empirical, RHF, DFT, PCA.
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Gréfico dos escores PC1 versus PC3 no nivel B3LYP/6-31+G(d,p).
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1.1 Introducao

Entre os varios tipos de deméncia existentes os mais comuns e incidentes na
populacdo acima dos 60 anos de idade sdao a Doenca de Alzheimer, deméncias
vasculares, doenca com corpos de Lewy, doenca de Pick.! Entende-se por deméncia um
estado ou condicdo anormal progressiva e degenerativa do funcionamento cerebral, que
compromete a fungéo cognitiva, a memoria, o comportamento, o estado emocional e a
operacionalidade de tarefas cotidianas de um individuo.?

Sao indicados varios fatores de risco para o acometimento de deméncias, mesmo
que ainda ndo sejam conhecidos todos 0os mecanismos que as desencadeiem. A maioria
das deméncias é da ordem idade-dependente, além desse fator a hereditariedade,
doencas cardiovasculares, uso abusivo de drogas licitas e ilicitas, diabetes, doencas da
tiredide e traumatismo craniano s&o tidos também como fatores de risco.? Estima-se que
40 milhdes de pessoas no mundo apresentem algum tipo de deméncia, dentre essas, 25
milhdes apresentam sintomas caracteristicos da doenca de Alzheimer (DA).

Com o crescimento da expectativa de vida, o risco é real para todos que
ultrapassam os 60 anos de idade. Em 2002, mais de 8 milhdes de pessoas vieram a dbito
portando algum tipo de deméncia, metade delas por DA. As doengas advindas de estado
de deméncia sao a 42 causa de morte na populagcdo com mais de 60 anos e dentre essas
a DA ocupa, infelizmente, o primeiro lugar.?™*

No Brasil, com o0 aumento da expectativa de vida, 0 numero de pessoas com mais
de 60 anos tende a aumentar exponencialmente nos préximos 30 anos. Segundo dados
do IBGE o numero de pessoas acima dos 60 ja comecou a aumentar e a tendéncia é o
envelhecimento rapido da populacdo, uma vez que a taxa de natalidade do pais vem
diminuindo ano apds ano. Em 2030, estima-se que o pais tenha 340 milhdes de
habitantes, destes 20% estardo acima dos 60 anos de idade.” Com o envelhecimento da
populacao, politicas publicas de saude capazes de prover melhoria na qualidade de vida
da populacao sao necessarias, uma vez ser evidenciado que a partir dos 60 anos 40% da
populacao é acometida por algum tipo de deméncia, sendo que 10 a 15% da populacao
nessa faixa etaria € afetada pela DA, e a partir dos 85 anos de idade essa fracdo pode
chegar a 50% da populacéo.

A Figura 1 mostra o nimero de casos de deméncia em 2001 e a expectativa para
0s anos de 2020 e 2040 na populagao mundial com maior incidéncia de casos nos paises

em desenvolvimento.



17
904

[ aises e desenvlvinentn
ridos

70
60 —

50—

40—

Nimnero de pessoas com Demeéncia (milhdes)

30—

20 =1

10—

0
2001 2020 2040

Figura 1. Casos de deméncia na populacdo mundial até 2040.°

A Doenca de Alzheimer foi descrita pela primeira vez na literatura pelo psiquiatra
alemao Alois Alzheimer em 1907. Alzheimer, apds a autdpsia de centenas de cérebros
observou que em grande parte de suas amostras havia diminuicado da massa encefalica,
além de manchas escuras e aglomerados fibrilares.” E conhecida erroneamente por
“esclerose”, muitos a definem como “mal do século” ou “epidemia silenciosa”, € uma
doenca pouco divulgada apesar do impacto social gerado, pois, causa grandes
modificacdes nas vidas dos pacientes e de suas familias.* E uma doenca de grande
preocupacao social, pois € onerosa para a sociedade, para a economia e principalmente
para o veio familiar.”

A doencga ndo tem cura e sua incidéncia aumenta com o aumento da idade da
populacdo.”'" E uma doenca degenerativa e progressiva.®'! Os principais sintomas desta
doenca sado perda gradual de memoria e do senso critico, desorientagdo temporal e
espacial, mudancas bruscas de personalidade sem motivo aparente, dificuldade de
aprendizado e memorizacédo, queda acentuada na realizacdo de atividades cotidianas e o
déficit cognitivo. A evolugcao da DA é de 5 a 15% da cognicao por ano de doenga, com um
periodo meédio de oito anos desde seu inicio até seu ultimo estagio.

As primeiras manifestagbes da Doenca de Alzheimer passam muitas vezes
despercebidas, marcadas inicialmente por lapsos de memodria que vao se agravando
paulatinamente. Ha casos relatados de pacientes com 40 anos de idade diagnosticados
com a doenca, porém sua incidéncia acontece acentuadamente apds dos 60 anos de
idade.

Nao se sabe ao certo 0 que causa a DA, suspeita-se de fatores genéticos, de fatores
ambientais e dos habitos intelectuais praticados ao longo da vida. Os pacientes
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acometidos pela DA com histérico da doenca na familia sdo chamados paciente com DA
do tipo hereditario ou pacientes com DA familiar, estdo entre 15 a 20% dos casos
conhecidos.'? J& pacientes com auséncia de casos de DA na sua ancestralidade sao
chamados pacientes com DA do tipo esporadico e ndo apresentam padrées genéticos
que os relacione.*’

Estudos recentes indicam que no caso de DA do tipo familiar, algumas mutagdes em
alguns genes localizados nos cromossomos 12, 14, 19 e 21 estejam envolvidas
diretamente no mecanismo que desencadeia a doenca.*’Como as causas da DA ainda
sdo desconhecidas, varias hipoteses sao lancadas para determinar os mecanismos de
acao da doenca. Algumas caracteristicas histolégicas e bioquimicas sdo aceitas como
relacionadas intrinsecamente com a doenca:

¢+ presenca de placas neuriticas, constituidas principalmente pela proteina -
amildide A/4 (B-A), que se acumulam no meio extracelular neuronal do cortex cerebral; as
placas neuriticas sdo derivadas do precursor da proteina amildide (PPA) com gene
localizado no cromossomo 21, este depdsito é considerado neurotéxico;*”:!

+ formacao de emaranhados fibrilares, compostos por filamentos da proteina
tau hiperfosforilada dentro dos neurénios (intracelular) e de suas projecdes ramificadas
(dentritos e axdnios) principalmente nos neurdnios piramidais do cortex cerebral, do lobo
temporal, do hipocampo e da amidala;*”*''acentuada queda na quantidade de
neurotransmissores nas regides sinapticas, dentre eles a acetilcolina (ACh), serotonina,
dopamina, noradrenalina, glutamato e a substancia P. A ACh tem sua concentracéo
bruscamente diminuida devido a baixa concentracdo da enzima acetilase, necessaria na
sua producao dentro do neurdnio.” 111314

Neurotransmissores sao substancias produzidas nos neurbnios, com a funcao de
transportar mensagens quimicas entre dois ou mais neurdnios. A acetilcolina € o
neurotransmissor mais abundante no cérebro e o principal responsavel pela propagacao
do impulso nervoso nas fendas sinapticas. Tem como precursores a colina e a acetil-
coenzima A (acetil-CoA), que sob a acao da enzima acetilase, reagem produzindo a
acetilcolina dentro das células nervosas que armazenam o neurotransmissor em vesiculas
sinapticas.'1>16

A colina é uma substancia essencial ao organismo obtida a partir de uma dieta rica
em proteinas e pela reabsorgdo da juncdo sinéptica'® apds a ACh sofrer hidrélise pela
acao da enzima acetilcolinesterase (AChE). J& a acetil-coenzima A, encontrada dentro

dos neurdnios, é proveniente das principais vias geradoras de energia das células.
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A transmissao de impulsos nervosos de um neurdnio a outro adjacente a ele se da
pela atuagdo da ACh da seguinte forma: quando um neurénio é estimulado, séo liberadas
moléculas de ACh que estdo armazenadas nas vesiculas sinapticas. Essa molécula é
difundida pela fenda sinaptica até chegar a um neurdnio adjacente e estimula a liberacao
de outra molécula de ACh desse neurdnio.

Esse processo € continuado até que as moléculas liberadas cheguem aos
receptores de acetilcolina, mais especificamente aos muscarinios —M- e nicotinicos —N-,
onde os impulsos sdo passados ao neurdnio adjacente. Os canais idnicos de Ca?*/Na*
sdo abertos e o fluxo desses ions propaga o impulso resultando em algum processo
cognitivo ou de contragcdo muscular. Nesse momento a concentracao de ACh na fenda
sinaptica aumenta de 10 nM para 500 uM em menos de 1 ms.'® A primeira molécula de
ACh liberada é entao desativada por hidrélise pela acdo da acetilcolinesterase que libera
acetato e colina no meio intraneuronal. Esta Ultima sera reabsorvida pelo neurbnio para
producdo de outra molécula de ACh.*'31®

A supressdo da quantidade de acetilcolina (ACh), provoca a perda massiva da
capacidade de acdo do Sistema Nervoso Central (SNC).'®'” Além disso, a diminuigdo na
concentragdo da ACh esté relacionada diretamente com o déficit cognitivo, caracteristica
marcante em pacientes acometido pela DA.*7911.14

Em pacientes com DA, a concentracdo de ACh nas situacdes de transmissao de
impulso neuronais sao acentuadamente reduzidas, devido a sua baixa producédo dentro
dos neurénios, ocasionando o déficit colinérgico, ficando a fun¢do cognitiva gravemente
comprometida.’® A fim de tratar a doencga, a partir destas informagées foi sugerida a
hipétese do déficit colinérgico.' Além dessa hipétese, varias outras estdo sendo
propostas, uma vez que as causas e o0 mecanismo completo que desencadeiam a DA é
assunto controverso e ndo esclarecido: hipétese amildide, hipoétese do glutamato entre
outras.

Na hipotese amiléide acredita-se que o acumulo de placas seniles constituidas
principalmente pela proteina B-amildide A/4 (B-A) possa ser evitado utilizando
medicamentos que inibam a producédo excessiva da B-A.*

Ja na hipétese do glutamato é suposto que alta concentracdo desse
neurotransmissor promova a entrada anormal (excessiva) de fons Ca®" no interior do
neurbnio levando-o a morte. Medicamentos como a memantina sao utilizados no
tratamento de pacientes com DA para impedir que o neurotransmissor atue sobre os
receptores de glutamato evitando o fluxo descontrolado de ions célcio.*
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A hipotese colinérgica gerou uma corrida na busca de drogas capazes de trazer
beneficios e melhora significativa das funcdes cognitivas de pessoas com DA. Para atacar
o problema do déficit colinérgico, varias estratégias foram lancadas por diversos grupos
de pesquisa no desenvolvimento de drogas capazes de atenuar os efeitos deletérios da
DA. Citando Sugimoto:’

“Foram desenvolvidos 6 classes de drogas que buscam diminuir o déficit colinérgico em
pacientes com DA:

1. Drogas inibidoras (AChEIs) e bloqueadoras da acetilcolinesterase (AChE)”.

2. Precursores da colina, como a fosfatidilcolina, para aumentar a biodisponibilidade da
ACh.

3. Liberadores de ACh, para auxiliarem na liberagdo de ACh nos receptores pos-
sinapticos e terminais.

4. Agonistas dos receptores M1 e M3, que mimetizem a ACh nos receptores pds-
sinapticos e terminais.

5. Agonistas dos receptores M2 e M3, autoreceptores que regulem a liberagédo de ACh
via feedback negativo.

6. Agonistas nicotinicos ou substancias com mesmo efeito para melhorar a liberagéo de
ACh.”

A primeira classe de drogas citadas como inibidoras da acdo da enzima
acetilcolinesterase, sdo as chamadas AChEls e constituem hoje a principal estratégia
para o tratamento de pacientes com DA, a terapia colinérgica. O tratamento consiste na
melhora da transmissao de impulso nervoso na sinapse. O impedimento da hidrélise da
acetilcolina pela AChE, por inibicdo da enzima é feito por farmacos que interagem com a
enzima permitindo a manutencdo da concentracdo do neurotransmissor (acetilcolina),
durante os processos de conducdo de sinal para outros neurdnios. O uso de
medicamentos corretos, que auxiliem no aumento da concentragcdo de ACh na sinapse,
tém efetivamente retardado a evolugéo da doenca.*’

A AChE é uma enzima alostérica da classe das hidrolases, com 537 residuos de
aminoacidos na sua sequéncia, encontrada ancorada na membrana pos-sinaptica na
forma tetramérica. A AChE hidrolisa a ACh, em acetato e colina'® no sitio catalitico (triade
catalitica) constituido pelos residuos Ser200-Glu327-His440 (SEH), situado no fundo do
seu sitio ativo.'%2023

O sitio ativo da AChE denominado GORGE (Figura 2) é composto por quatro sub-
sitios e tem aproximadamente 20 A de profundidade. O sitio periférico esta localizado na
entrada e o sitio ligante de aménio quaternario situa-se na regiao central do GORGE.
Estes dois sub-sitios sdo constituidos por varios residuos aromaticos e por isso a
totalidade da area que abrangem é denominada sitio aromatico da AChE.

Os outros dois sub-sitios da AChE, sitios catalitico e anidnico situam-se no fundo

do bolso de acilacado, onde ocorre a desativacao da ACh.
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Figura 2. Sitio ativo da AChE (pdb:2ACE; 2,5 A).2®

Alguns inibidores da AChE agem competindo com a ACh, outros inibem a acilagao
do grupo OH da Ser200, formando um éster de carbamila, mais estavel que o acetato e
menos apto a sair do sitio ativo.®'°

O mecanismo proposto para a acao da AChE sobre a ACh (Figura 3) é dividido em
duas etapas: a hidrolise da ACh e a acilagao do grupo acetila. A acetilcolina, depois de
ser reconhecida pelos residuos Asp72 e Tyr70, situados no sitio periférico da AChE,
move-se para o fundo do GORGE, ligando-se a triade catalitica, mais especificamente a
hidroxila da Ser200 que atua como nucledéfilo usando um par de elétrons livres do
oxigénio de sua hidroxila para atacar a carbonila da ACh formando em seguida um
intermediario reativo tetraédrico com a His440 atuando como catalisador basico para
aumentar a nucleofilicidade da serina (passos 1 e 2 da Figura 3). Apds a formacgéao do
intermediario reativo, a histidina, agora acida, protona o grupo ‘O-R’ que se torna um
melhor grupo de saida que os outros, liberando dessa forma a colina da ACh (passos 3, 4
e 5 da Figura 3). O grupo acila da ACh encontra-se ligado covalentemente com a Ser200.
Uma molécula de H>O interage com a triade catalitica da AChE, atuando como nucledfilo.
O par de elétrons livres do oxigénio da agua ataca a carbonila, do grupo acila, formando
um novo intermediario reativo que é atacado pela His440 (passo 6 da Figura 3). Em
seguida a histidina, novamente acida, sofre ataque de um par de elétrons livres, do
intermediario tetraédrico, que protonado sofre rearranjo liberando o acetato formado
(acido acético) (passos 7, 8, 9 e 10 da Figura 3). Desta forma, a Ser200 é restaurada e o

processo se repete enquanto houver impulsos nervosos a serem transmitidos. '
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Figura 3. Mecanismo proposto para hidrélise da ACh pela AChE."®

Algumas drogas atuam como inibidoras da AChE, dentre elas, a tacrina (THA)” 924

primeiro farmaco aprovado pelo FDA para o tratamento da DA, seguida pelo donepezil
(E2020)"'°, pela rivastigmina (RIVA)"'° e pela galantamina (GALA)."® Outras drogas
foram estudadas e testadas clinicamente para serem usadas no tratamento da DA, como
a fisostigmina (PHYSO)." Algumas outras estdo em fase de teste e sdo candidatas
promissoras a aprovacdo, entre elas, huperzina A (HUPE)'®?', metrifonato (METRI)™,
diclorvos (DDVP)'™, fenserina (PHEN)'® e dimero da tacrina (DIMTHA).?® Essas drogas
sdo indicadas para o tratamento nas fases leve e moderada, quando o paciente ainda tem

atividade cognitiva independente.
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Quimicamente as AChEls citadas anteriormente tém em comum a acéo inibitéria da
AChE, porém possuem estrutura e natureza quimica distintas.
A tacrina (Figura 4), aprovada para o tratamento de pacientes com DA em 1993,2%
€ um derivado da acridina, (1,2,3,4—tetraidro 9-acridinamina) sintetizada em 1945,
atuando primeiramente como agente antimicrobiano e bloqueador da monoaminoxidase.?*
E comercializada sob os nomes Cognex® e Nivalin® sendo a detentora de sua patente a
industria farmacéutica Warner-Lambert. Essa droga € um inibidor reversivel, nao-
competitivo e nao seletivo para AChE. Tem alta hepatotoxicidade, farmacocinética lenta e
alta incidéncia de efeitos colaterais.?” Aumenta moderadamente a fungéo cognitiva em
pacientes com boa tolerancia a ela. Embora ndo seja mais usada ainda é tida como droga
de referéncia na busca de outras AChEls,?* analogos da tacrina ainda sdo estudados na
busca de uma AChEI mais potente. Na Figura 4 esta representada uma molécula de THA

com pontos susceptiveis a modificacado molecular.

Analogos da THA podem ser formados por:

1.Substituicdo ou anelacdo no anel A;
2.Substituicdo no grupo amino primario;
3.Contragao ou expansao do anel C;
4.Substituicdo com heteroatomos nos anéis A/C;

5.Anelagdo de anéis no anel C;

6.Substituicdo no anel C.

Figura 4. Estrutura molecular da THA.

Estudos de “docking” molecular entre a THA e a AChE evidenciaram que a THA é
reconhecida no sitio ativo da AChE pelo sitio anibnico por meio de interagdes
hidrofébicas; no sitio periférico da enzima por interacdes fracas do tipo van der Waals e
transferéncia de carga via elétrons ©** e no sitio catalitico da AChE por ligagao hidrogénio
com o residuo His440 da triade catalitica, interagao eletrostatica do tipo “n—n stacking”
com os residuos Trp84 e Phe330, mais especificamente forma um complexo de

transferéncia de carga com o residuo Trp84.%°

Em 1996 a segunda AChEI foi aprovada para o tratamento de DA, o donepezil,
comercializado como Aricept® (Figura 5). Essa droga foi desenvolvida, sintetizada e
avaliada pela industria farmacéutica japonesa Eisai Co., para os quais foram utilizados
estudos de reconhecimento molecular e a partir de estudos de QSAR, mesmo antes da

determinagdo da estrutura tridimensional da AChE.?®
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O donepezil ((R,S)1-benzil-4-[(5,6-dimetoxi-1-oxoindanon)-2-yl)-metil] piperidina) é
uma droga da familia das N-benzilpiperidinas. E uma AChEI altamente seletiva ligando-se
reversivelmente e de forma nao-competitiva @ AChE.”?®%* O uso desse medicamento
resulta em melhoras significativas comparando-a a THA, no tratamento da DA leve e
moderada.
Foi desenvolvido para superar as desvantagens da THA. E bem tolerada pelo
organismo, apesar de causar efeitos colaterais caracteristicos das AChEls como nausea,
diarréia, constipacdo, dor de cabeca, tonturas, distirbios do sono e complicacoes

estomacais. ™

Figura 5. Estrutura molecular da E2020.

Estudos de reconhecimento molecular realizados a partir da estrutura cristalina do
complexo AChE-E2020 mostraram que a AChEIl interage com residuos dos sitios
anidnicos e periférico da enzima e nao diretamente com a triade catalitica. Similarmente a
THA, o anel benzénico da E2020 faz interagéo eletrostatica do tipo “n—x stacking” com o
residuo Trp84. A E2020 faz varias ligacoes de hidrogénio dentro do sitio ativo da AChE
com moléculas de agua estruturais presentes durante sua presenca dentro do GORGE.*
Os oxigénios dos dois grupos metoxi fazem interacao n—n classica com o residuo Trp279
da AChE.*Todas as formas enantioméricas deste inibidor mostram o mesmo perfil de
seletividade, pois se interconvertem rapidamente em solucao aquosa via intermediario

cetoendlico, existindo, portanto como uma mistura racémica.?®

A terceira AChEI utilizada no tratamento de DA foi a fisostigmina (PHYSO) (Figura 6),
um alcaldide natural, pertencente ao grupo dos carbamatos, extraido dos feijoes de uma
leguminosa nativa do oeste africano conhecida como feijao-de-Calabar (Physostigma
venenosum).?” Era utilizada por tribos africanas para dar o veredicto em julgamentos de

crimes, caso o criminoso ao tomar uma dose do extrato morresse ele era considerado o
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autor do crime do qual estava sendo acusado. Sua estrutura foi determinada em 1925."
Foi a primeira AChEI estudada clinicamente para ser aplicada no tratamento da DA."

Figura 6. Estrutura molecular da PHYSO.

E seletiva, pseudo-irreversivel, para AChE por se complexar ao seu residuo Ser200
e formar uma ligacdo pseudo-covalente com o atomo de oxigénio da sua hidroxila. A
PHYSO durante os estudos clinicos apresentou baixo indice terapéutico, baixo tempo de
meia-vida e biodisponibilidade variavel. Apesar de proporcionado melhora da cognicao
dos pacientes, essa droga foi rejeitada pelo FDA devido a sua baixa eficiéncia em longo
prazo nas fases clinicas Il e 1Il.”?” Porém, é uma droga usada ainda hoje para tratar
glaucoma, comercializada com o nome de Antilirium®. A exemplo da THA, apesar de nao
ser mais usada no tratamento para DA a PHYSO é objeto de referéncia no
desenvolvimento de novos analogos para o tratamento da DA.

Em meados de 1998 foi aprovada na Europa a rivastigmina (RIVA) (Figura 7) droga

derivada da fisostigmina por modificagdes moleculares. E uma AChEI seletiva e pseudo-

irreversivel como a PHYSO, porém tem menor seletividade do que sua geradora.'®'%2®
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@
Figura 7. Estrutura molecular da RIVA.

A rivastigmina, diferente da fisostigmina, apresentou perfil farmacolégico superior,
com boa seletividade e bioatividade consideravel in vivo, boa tolerancia por parte dos
pacientes, propriedades neuroprotetoras e melhora na cognicdo dos pacientes durante as

0.101426 o & comercializada

fases de testes clinicos. Foi aprovada pelo FDA no ano 200
com o nome de Exelon®, um dos farmacos mais indicados hoje no tratamento de
pacientes com DA.

A RIVA é considerada uma AChEI pseudo-irreversivel por se complexar a AChE no
reconhecimento molecular, carbamilando a enzima no oxigénio da hidroxila do residuo
Ser200, formando uma ligacdo covalente com distancia de ligacdo da ordem de 1,39 A
que é lentamente desfeita (descarbamilacdo). Além da carbamilacdo, a RIVA interage

com os residuos Trp84 e PheF330.%°

A terceira AChEI aprovada pelo FDA para o tratamento da DA foi a galantamina
(GALA) (Figura 8). E um alcaldide encontrado em varias plantas da familia das
amaryllidaceae, particularmente numa planta nativa da regido do Caucaso europeu
chamada “snow drop”.'®?® Foi descoberta acidentalmente por um farmacéutico bulgaro
em 1950. O extrato dessa planta era utilizado para tratar dores dos nervos, poliomielite, e

usado como anestésico.®’
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Figura 8. Estrutura molecular da GALA.

Além de ser um inibidor seletivo, competitivo e reversivel da acetilcolinesterase é
modulador alostérico dos receptores nicotinicos cerebrais, musculares e gangliais.*?
Tendo atividade diferenciada sob o sistema nervoso central, facilidade para penetrar a
barreira hematoencefédlica, boa biodisponibilidade, boa tolerancia do organismo, foi
aprovada em 2001 para o tratamento da DA por promover melhoras significativas na
cognicdo e outros sintomas ndo-cognitivos nos pacientes. E comercializada com o nome
de Reminyl®.3#3% A GALA interage com os residuos do sitio ativo da AChE, principalmente

Ser200 e Phe330 por ligagdes de hidrogénio e com o Trp84 por interagdes do tipo m—m.28

A fenserina (PHEN) (Figura 9) é um fenil carbamato analogo da fisostigmina. E
uma AChEI altamente seletiva e pseudo-irreversivel.’ Est4 na fase | dos testes clinicos e
€ uma promessa por ter janela terapéutica relativamente larga em comparacao as outras
AChEls.

Figura 9. Estrutura molecular da PHEN.



28

Em estudos pré-clinicos a PHEN apresentou baixa toxicidade, alta
biodisponibilidade e acentuada poténcia na melhora das fungdes cognitivas, quando
comparada com a THA e a PHYSO."°

A () huperzina A (HUPE) (Figura 10) € um alcal6ide natural obtido da Huperzia
serrata, planta muito utilizada pela medicina chinesa. E um potente inibidor reversivel da
AChE®® com potencial para o tratamento de DA, considerando sua agdo prolongada sobre
o SNC, baixa toxicidade, além de agao protetora sobre os neurdnios contra o excesso de
glutamato que pode causar a morte das células nervosas.'*?°

Esta sendo utilizada nos EUA como suplemento alimentar (extrato seco). Como
ainda nao tem rota sintética definida para ser produzida em larga escala, a busca por
analogos tem sido intensificada. Alguns de seus analogos mostraram ser 8 vezes mais

potentes que a HUPE."

Figura 10. Estrutura molecular da HUPE.

Em estudo de “docking” realizado por Raves (1997) e colaboradores é mostrado
que a HUPE tem reconhecimento molecular com a AChE por meio de interacbées do tipo
n -1 com os residuos Trp84 e Phe330, além da ligacdo de hidrogénio com o residuo
His440.%

Os compostos organofosforados foram estudados a partir da década de 1920 como
poderosos inibidores irreversiveis da AChE. O primeiro deles foi o gas Sarin, utilizado
como arma quimica em guerras.'”® A Unica droga da classe dos organofosforados

estudada como potencial AChEI para o tratamento de pacientes de DA é o metrifonato
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(METRI) (Figura 11), uma “pro-droga” nao ativa, utilizada inicialmente como anti-
helmintico, que quando metabolizada produz o metabdlito ativo 2,2-diclorovinil
dimetilfosfato (DDVP) (Figura 9)."

METRI DDVP
Figura 11. Estrutura molecular da METRI e DDVP.

Quantidades minimas de DDVP sao suficientes para inibir efetivamente a AChE por
um longo periodo de tempo. Estudos pré-clinicos realizados em ratos mostraram melhora
significativa na cognicéo e boa tolerancia. Quando testado em humanos, ja na fase Ill dos
testes clinicos, os resultados obtidos nos estudos pré-clinicos foram confirmados. Porém,
alguns dos efeitos colaterais advindos do uso do metrifonato, como fraqueza muscular e
insuficiéncia respiratoria em alguns pacientes levaram os pesquisadores a abandonarem

os estudos com estes compostos.

Na busca por drogas mais eficientes tanto para a melhora da funcédo cognitiva dos
pacientes quanto na reducao de efeitos colaterais, varias outras tém sido obtidas a partir
de drogas com conhecida eficiéncia. Este € o caso do dimero da tacrina (Figura 12), uma
AChEI formada a partir de duas unidades da THA ligadas por um esqueleto carbénico de
unidades de (CHz),, na qual, para n=7 o composto formado tem maior seletividade para a
AChE.?®
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Figura 12. Estrutura molecular da DIMTHA.

Estudos de “docking” realizados por Rydberg e colaboradores (2006) mostraram
que o DIMTHA interage com a AChE em todo seu sitio ativo. No sitio anibnico é
observado empilhamento entre os anéis das unidades da THA com os anéis dos residuos
Trp84 e Phe330. Nas interacobes com o sitio periférico também é observado o
empilhamento entre os anéis da outra unidade de THA e os anéis dos residuos Trp279 e
Tyr70. Durante o reconhecimento molecular do DIMTHA foi observado um rearranjo na
estrutura da triade catalitica da AChE.?
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1.2 Objetivo

O objetivo deste trabalho é relacionar propriedades estruturais e eletrénicas de
drogas, consideradas inibidoras da enzima acetilcolinesterase (AChE), com sua atividade,
por meio de andlise multivariada, buscando componentes principais (PCA) que
evidenciem o perfil farmacoférico destas drogas. Desta forma, podendo contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos inibidores da AChE. Para isso, estudos teoricos de
estrutura eletrbnica de diferentes drogas AChEls, da interagdo dessas com a triade
catalitica SEH e com os residuos do sitio ativo, GORGE, da AChE, por meio de simulacéo
computacional foram realizados. Um fator importante para esta interacdo é o efeito do
solvente, que foi estudado, com diferentes modelos de solvatacdo e niveis de calculo

quanticos.



CAPITULO 2
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2.1 Metodologia e Referencial Teérico

Foram realizados calculos no vacuo e em meio solvatado no nivel ab initio e semi-
empirico para determinacdo de parametros estruturais, espaciais e eletrénicos das
AChEls, bem como para analise das interagdes e as modificacdes ocorridas nas AChEls
quando interagindo com os diversos sistemas obtidos a partir da enzima
acetilcolinesterase.

Os sistemas estudados foram:

1.  AChEls;

2. residuos da triade catalitica da AChE obtida de arraias da espécie Torpedo
californica - TcAChe (S200-E327-H440) com todas as AChEls ( SEH-AChEIs);

3.  principais residuos do sitio ativo da TcAChE (GORGE) envolvidos no processo
de reconhecimento moléculas das AChEls citados da literatura Asn65-Tyr70-Asp72-
Ser81-Trp84-Gly117-Gly118-Gly119-Tyr121-Ser122-Gly123-Ser124-Tyr130-Glu199-
Ser200-Trp279-Ser286-Phe288-Glu327-Phe330-Phe331-His440 com as  AChEls
(GORGE-AChEIs).

Figura 13. Estrutura 3D da TcAChE complexada com ACh (pdb:2ACE; 2,5 A).%°

A estrutura 3D (Figura 13) da AChE esta depositada no Protein Data Bank (PDB)
com codigo de entrada 2ACE, quando complexada com a ACh. As estruturas 3D de

algumas drogas complexadas a AChE também foram depositadas no PDB, dentre estas:
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AChE-THA (PDB 1ACJ)®, AChE-GALA (PDB 1DX6)?®, AChE-E2020 (PDB 1EVE)*,
AChE-DIMTHA (PDB 2CKM)?*, AChE-HUPE (PDB 1VOT)** e AChE-RIVA (1GQR)>.
Essas estruturas foram utilizadas para uma otimizacao inicial. As estruturas de farmacos
qgue nao foram resolvidas e depositadas no PDB foram construidas utilizando o programa
GaussView, utilizando dados das estruturas propostas na literatura.

Os farmacos avaliados nesse estudo foram: Tacrina (THA), Donepezil (E2020),
Galantamina (GALA), Fisostigmina (PHYSO), Dimero da Tacrina (DIMTHA), Rivastigmina
(RIVA), Huperzina A (HUPE), Metrifonato (METRI), Diclorvos (DDVP) e a Fenserina
(PHEN).

Para analisar a atividade das AChEls avaliadas neste estudo, foram utilizadas
propriedades eletrénicas e estruturais dos respectivos conférmeros: dipolo, energia dos
orbitais de fronteira (HOMO, HOMO-1, LUMO e LUMO+1), carga dos heteroatomos e dos
hidrogénios mais acidos, volume, distancia entre os hidrogénios mais acidos, tamanho da
droga, LogP, LogS, numero de receptores e doadores de hidrogénio (Hrecp © Hdon)s
quantidade de anéis aromaticos, GAP (LUMO-HOMO) e o0 Mapa de Potencial Eletrostatico
(MEP). Todas estas propriedades foram determinadas para cada AChEI, utilizando
diferentes métodos quanticos. O modelo ChelpG foi utilizado para os calculos das cargas.

As propriedades eletrénicas ndo sdo descritas por meio de mecénica molecular,
devido a forma como este método avalia o problema de sistemas moleculares, avaliando
as equacoes de movimento e dinAmica newtoniana, que negligenciam a contribuicado dos
elétrons nas propriedades moleculares.

Para obter o perfil farmacoférico das AChEIls envolvidas nesse estudo utilizou-se o
método de andlise multivariada para tracar os componentes principais (PCA), a partir das
propriedades estudadas. O PCA permite que de um sistema complexo de propriedades
seja obtido uma visdo das contribuicdes principais, ou seja, permite reduzir 0 espacgo
original das variaveis. O PCA é bastante util quando o objetivo final é prever a partir de
varias amostras e propriedades, como estas amostras se assemelham com relagéo as
suas variaveis. Foram avaliadas as propriedades, com maior peso para a atividade dos
compostos conhecidos como AChEls.

Os estudos tedricos para determinar os parametros estruturais e eletrénicos foram
realizados por meio dos programas Gaussian 03,%® Mopac 2000,%” LocalSCF,*® CAChe,*
e OSIRIS.* Os estudos PCA foram realizados com o programa MATLAB®.*!

Para a otimizacdo da geometria e o estudo de estrutura eletrénica tanto das
AChEls quanto do sistema SEH-AChEIs foram realizados célculos em nivel ab initio com
os métodos RHF e DFT, este ultimo usando o funcional hibrido B3LYP, empregando as
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funcdes de base 6-31G* e 6-31+G(d,p) (com a adicdo de funcdes de polarizagao e
difusa). Todos os sistemas foram estudados no vacuo e solvatados com o modelo
COSMO e CPMC.

Todas as geometrias dos farmacos foram otimizadas em coordenadas internas
com otimizagdo completa de todos os parametros geométricos.

Calculos de frequiéncia vibracional foram utilizados para acompanhar o minimo de
energia das geometrias obtidas, bem como correlacionar com dados experimentais com o
método RHF, empregando a fungao de base 6-31G*.

Os célculos foram realizados no Laboratério de Quimica Computacional do 1Q-UnB,
que conta atualmente com um cluster de microcomputadores com disponibilidade para
este estudo e no Centro Nacional de Processamente de Alto Desempenho (CENAPAD)

de Sao Paulo localizado na Universidade de Campinas.
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2.2 Métodos

Com o advento da teoria quéantica no inicio do século XX, a forma como a matéria
passou a ser tratada mudou drasticamente. Os &tomos, constituintes basicos das
moléculas, foram definidos possuindo nucleo e elétrons. Com o desenvolvimento de
ferramentas computacionais (hardwares e softwares) é possivel, hoje, tratar sistemas
moleculares complexos utilizando métodos aproximados da teoria quantica.

A mecanica quantica considera que a energia de uma molécula pode ser descrita
como sendo um somatério de termos energéticos resultantes das interacdes eletrostaticas
entre as entidades que compdem seus atomos: nucleos e elétrons (energia cinética e
potencial).

O postulado fundamental da mecéanica quantica diz que existe uma funcao de onda
para cada sistema quimico, onde um operador matematico pode ser aplicado a esta
funcdo resultando em propriedades observaveis desse sistema. A Equacao 1 é o foco de
estudo dos métodos quanticos para estudo de sistemas quimicos e é conhecida como
equacao de Schrédinger, independente do tempo e sem correcdes relativisticas;

HY = E¥ (1)

no qual, H & um operador matematico que retorna a energia do sistema como um
autovalor chamado de operador Hamiltoniano. A funcdo de onda ¥ é que descreve o
estado do sistema a partir das coordenadas das posicoes dos nucleos e dos elétrons, dos
atomos da molécula. E o autovalor representa a energia total do sistema.*?

O operador Hamiltoniano, descrito na Equacao 2, carrega informacdes a respeito
das energias potenciais e cinéticas de um sistema atémico composto por N elétrons e M

ndcleos. Em unidades atdbmicas, esse operador assume a forma:

: M | MM
H‘“ZV "Z—V ZZ—+ZZ ZZ @)
i1 29 M, =l 4=l Ty =l i Ty 4=l Bod

no qual i e j representam os N elétrons do sistema; A e B representam os M nlcleos; Z é
o nimero atémico; /2 é o operador Laplaciano em funcdo das coordenadas (X, y, z); fia, Fi
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e Rag sdo respectivamente a distancia entre o elétron i e 0 nicleo A, distancia entre os
elétrons i e |, e a distancia entre os nucleos A e B.

Os primeiros dois termos do operador Hamiltoniano descrevem a energia cinética
dos elétrons e dos nucleos, respectivamente. Os outros trés termos refletem a interacao
Coulémbica entre as particulas carregadas eletricamente (potencial).

O quadrado da funcdo de onda, ¥, fornece a densidade de probabilidade de um
elétron ser encontrado dentro do espaco (X, y, z) € quando seu valor é multiplicado pela
carga do elétron tem-se a densidade eletrénica, uma observavel que pode ser obtida por
meio de experimentos da difracdo de raio-X.*

A equacao de Schrédinger s6 pode ser resolvida analiticamente para um pequeno
conjunto de sistemas contendo no maximo 1 elétron e um ndcleo. Para resolver
parcialmente o problema de sistemas multi-eletrénicos sdo utilizadas aproximagdes onde
alguns termos do operador Hamiltoniano s&o considerados constantes ou nulos. A
aproximacdo de Born-Oppenheimer* leva em consideracdo que sendo os nucleos mais
pesados e lentos que os elétrons, as contribuicdes energéticas relativas ao movimento
dos nucleos podem ser desprezadas e o termo de repulsdo entre os nucleos pode ser
considerado constante. Assim, as contribuicdes cinéticas exclusivamente nucleares
representadas no operador Hamiltoniano da Equacéo 2 (segundo termo) sdo eliminadas.
O operador H é simplificado e passa ser chamado de operador Hamiltoniano eletrénico
(He), que da sequéncia ao surgimento da equacdo de Schrddinger eletrGnica
representada pela Equacao 4,

1y N N
EEP RGO I @
< =1 i=] A=l =l i
Hel Wer = Eel We (4)

A energia eletrbnica total do sistema, Eeiota, € dada pela soma da energia Eg mais
a energia nuclear do termo de repulsdo dos nucleos. A aproximagdao de Born-
Oppenheimer nao permite a solugdo exata de um sistema em estudo por considerar
apenas as descricdes eletronicas.*?

O problema em sistemas de mais de dois elétrons consiste em tornar os elétrons
entidades indistinguivel quando descritos matematicamente, uma vez que a funcao de
onda ¥ ndo tem qualquer correspondéncia fisica por si s6. Ao se trocar a posicao de dois

elétrons quando se eleva ¥? deve-se obter o mesmo valor, sempre, independente da
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troca. Mas, como ¥ representa a probabilidade de encontrar os elétrons dentro de um
determinado volume, ao se integrar W2, ¥ deve ser antissimétrica e normalizada como é
exigido pelo principio da exclusao de Pauli.

Outra aproximagcao desenvolvida na tentativa de solucionar a equacdo de
Schrédinger para sistemas multieletrénicos é a aproximacdo de Hartree-Fock, dentro da
aproximagao de Born-Oppenheimer. Neste método, as fun¢des das interagdes eletronicas
sao trocadas por produtos de funcdes de um elétron (funcdes spin-orbital), respeitando o
principio da antissimetria de Pauli. Esse produto resulta num determinante denominado
determinante de Slater, no qual cada elemento do determinante é uma fungéo spin-orbital
representado na Equagao 5.

o (LR) ¢@,L:R) --- ¢, (LR)
p (2:R p,(2:R) - @,(2:R
v, (12, .N:R) = —— PR GZR) e a(ZR) ®)
v N! : : . :
@,(N:R) @,(N:R) --- @,(N:R)

em que N é numero total de elétrons do sistema em estudo e @i(j;R) o orbital de spin do

elétron i dependente parametricamente das coordenadas dos nucleos.

Tomando,
2.1 + K, (1) = vHF(1), (6)
. 1
J (Do, = |:[ @ (2) r_@f(z)drz}@f (7)
e
K, (D, = {jmf {2)}@@@ 9, ®

o termo v (1) é o potencial médio que atua sobre o i-ésimo elétron na presenca dos

demais elétrons, representa uma aproximagao para o comportamento do elétron 1 sob a

acdo do campo gerado pelos outros elétrons. O termo J,(1) é o termo couldmbico ou o
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potencial couldbmbico médio sentido pelo elétron 1 e representa a média do potencial total
proveniente dos demais spin-orbitais atuando sobre o elétron 1 no spin orbital ¢¢. O temo
K, (1) é um termo de natureza quantica, denominado termo de troca.

A equacao de Hartree-Fock (HF) é uma equacao de autovalor definida da seguinte

forma
F(1) ¢i(1;R)= & ¢i(1;R) (9)

onde, F é o operador monoeletrénico de Fock dado pela Equacéo 10,

F(1)= h(1) + 212 Ji(1) + K, (1) ] (10)

O desafio em solucionar a equacao HF esta na resolugdo analitica das integrais
multi-eletrénicas constantes dos sistemas com mais de um elétron.

O método do campo auto-consistente (self consistent Field, SCF) é utilizado para
resolver as equacoes de Fock, enquanto que a aproximacao LCAOQ (linear combination of
atomic orbitals) é a forma analitica usada para resolver a fungdo de onda do sistema.

Para resolver a Equacao 9 pelo método SCF é feita a escolha prévia de um
conjunto de orbital de spin-orbital ¢%. Esta solucdo gera um novo conjunto de spin-
orbitais ¢i'" que sdo entdo novamente aplicados a Eq. 9 gerando novo conjunto de spin-
orbitais ¢, que sdo aplicados novamente @ mesma equacéo, de forma iterativa, até que
seja encontrado um valor que convirja a densidade eletrdnica e/ou a energia do sistema.**

A aproximacado LCAO é usada para resolver a Eq. 9 de maneira mais rapida.
Proposto por C. J. Roothaan, este método é conhecido como Hartre-Fock-Roothaan.
Neste método os orbitais moleculares sao representados por uma combinacéao linear dos
orbitais atdmicos. Dessa forma, cada spin-orbital é expandido como sendo um conjunto

de func¢des conhecidas. Essas fungdes sdo chamadas fungdes de base (gy(r)):

fungées de bass

B0 =D Cy 2y (11)

V=1

em que, C,, s8o os coeficientes das N fungdes de base a serem determinados. Assim, em

principio, a resolucdo da equacao HF permite serem encontrados resultados préximos da
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solucdo exata da equacao de Schrédinger, desde que seja utilizado um ndmero muito
grande de fungbes de base. As funcdes mais utilizadas para estudos de sistemas
moleculares sdo as fungdes do tipo gaussianas, que sdo definidas pela Equagédo 12

como:
g(x,y,z) = N x'y " z" e-ar? (12)

[, m e n sdo numeros inteiros que combinados representam as fungbées do tipo s, p,def;r

= (X% + y? + z) "2 e N é uma constante de normalizacéo.
Ao aplicar as aproximacoes de Hartree-Fock e LCAO simultaneamente na equagéao

de Schrédinger, é obtida a equagdo de Roothaan-Hall na forma matricial:*2
FC=SCe (13)

em que, € é uma matriz diagonal que contém as energias dos orbitais, S é a matriz de
superposicao, C é a matriz dos coeficientes e F é a matriz de Fock.

A Equacao 14 mostra a matriz de Fock em termos de unidades atdémicas, o primeiro
termo corresponde a energia potencial e cinética dos elétrons individualmente, enquanto o

segundo termo gera as interacdes intereletronicas:

nicleos f. base f.base

R Yol (NI ) I A TR
A ) A ©

Fuv =9y,

¢v¢c)] (14)

bd,) - - (b,

A matriz de densidade é o termo P e pode ser definida como o quadrado dos
coeficientes dos orbitais moleculares (OMs) somado em todo o espaco que eles ocupam:

OMs

Py - 22 C, (L (15)

O método SCF € utilizado na solucdo da equacao de Roothaan-Hall para a
determinacdo da energia do conjunto de bases infinito. As energias obtidas néao
representam a energia total do sistema, mas boa parte da energia eletrbnica. Esses
métodos negligenciam uma pequena parte da energia de repulsao eletrénica, gerada pelo

movimento dos elétrons do sistema, a essa energia dia-se o nome de energia de



41

correlacado eletrbnica. Portanto, a energia exata do sistema € dada pela soma das
energias obtidas pelos métodos que resolvem a equacao de Hartree-Fock e a energia de

correlacao eletrénica,

Eexata = Ecorrelagéo + EHF- (1 6)

Buscando encontrar valores mais precisos para as energias dos sistemas
estudados nesse trabalho, optou-se, também, por estudar os sistemas AChEls e SEH-
AChEls por meio da teoria do funcional de densidade (DFT), através do funcional hibrido
B3LYP. Este funcional inclui uma mistura do termo de troca Hartree-Fock com troca-
correlagao DFT.

A DFT é um dos métodos mais utilizados na atualidade para o estudo de estrutura
eletrébnica de sistemas condensados moleculares. Diferente do método Hartree-Fock, a
DFT inclui no seu escopo um termo para a energia de correlacao eletrénica. Kohn e Sham
deram uma nova roupagem a DFT e os resultados de célculos obtidos com a DFT em
muitos casos sdao mais préximos dos dados experimentais do que os resultados de
calculos HF. Aléem de proporcionar um valor de energia mais representativo, a DFT ainda
proporciona maior velocidade na realizagdo dos calculos frente a outros métodos que
calculam a energia de correlacdo eletronica de sistemas multieletronicos*? desde que o
funcional nao seja hibrido.

A DFT relaciona os estados de energia minima de um conjunto de elétrons sob a
influéncia de um campo elétrico externo (Couldmbico) em funcao da densidade eletrénica
do sistema.

A energia calculada pela DFT inclui além dos termos avaliados pela energia HF
uma redefinicdo da energia de troca HF por um funcional de troca, e adiciona um
funcional de correlacdo para a energia de correlacdo. A funcdo de onda do estado
fundamental de um sistema e as propriedades consequentes deste estado sdo, entao,
funcdes da densidade eletrénica, uma observavel.

O funcional hibrido B3LYP foi proposto por Stephens et al. em 1994. Neste funcional
é usado o termo ndo-local de correlagdo dada pela expressdo de Lee, Parr e Yang®
dependente da densidade eletrénica p(r) e o funcional VWN para correlagédo local
modificado também dependente de p(r).

A obtencao das cargas dos atomos de um sistema é uma importante variavel no
estudo de estrutura eletrbnica. Para o estudo das cargas foi empregado o método
CHELPG que apresenta menor dependéncia da funcao de base.
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O CHELPG (Charges from Eletrostatic Potential Grid Based) € um método que
deriva as cargas por meio do potencial eletrostatico do sistema. Foi proposto por
Breneman e Wiberg em 1990 definindo as cargas a partir de uma malha na qual a
molécula ou o sistema em estudo é colocado, considera apenas 0s pontos que estejam
distantes até 2,8 A do raio de van der Waals dos atomos, assim as contribuicdes de carga
de cada atomo do sistema sdo determinadas. Este método reproduz de maneira
satisfatéria 0 momento dipolar obtido pelos célculos SCF.*?
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2.3 Sistemas AChEls, SEH-AChEIs e GORGE-AChElIls

Foram utilizados as aproximacées AM1 e PM3 do método semi-empirico para
otimizacdo da geometria e o estudo de estrutura eletrénica tanto das AChEIls quanto do
sistema SEH-AChEIs. Estes métodos também foram empregados na analise das
interacoes dos sistemas SEH-AChEIs. Nestes calculos, as cargas sdo determinadas pela
distribuicdo de Mulliken, procedimento padréo do programa Mopac.

Os métodos semi-empiricos foram desenvolvidos na tentativa de associar a
termodinamica, cinética quimica, mecéanica quantica e a teoria da ligacao de elétrons de
valéncia. Este método objetiva mesclar teoria com resultados experimentais na
construcdo da superficie de energia potencial de um sistema. E uma ferramenta Gtil no
estudo de sistemas moleculares de maior numero de atomos, devido ao baixo custo
computacional e a rapidez na execucao das iteracées de seus algoritmos. No caso de
sistemas biolégicos com milhares de atomos, o uso de hamiltonianos semi-empiricos é
permitindo por métodos de escalonamento verdadeiramente linear (LocalSCF e
MOZYME), onde € utilizada a localizagdo de orbitais moleculares completos de enzimas,
proteinas, DNA e etc.*?

Os métodos semi-empiricos de estrutura eletrdnica surgiram com o intuito de
reduzir o tempo computacional gasto no tratamento de sistemas moleculares com muitos
atomos, onde o tratamento destes por métodos ab initio € na maioria das vezes, ainda,
impossivel. Reduz drasticamente o numero de integrais bieletrénicas utilizadas na
construcdo da matriz de Fock para os calculos HF e considera somente, em principio,
explicitamente os elétrons de valéncia. A proposta feita por Pople em 1965 deu origem a
trés aproximagdes, o CNDO “Complete Neglect of Differencital Overlap”, INDO
“Intermediate Neglect of Differential Overlap” e NDDO “Neglect of Diatomict Differential
Overlap”. Destes, o ultimo é o mais aplicado, por meio das parametrizacées, MINDO,
MNDO, AM1, PM3 e PM5.

Estes métodos sao definidos a partir da sua abordagem teoérica, pela aproximacao
integral adotada no seu processo de iteragdo, pelas expressdes utilizadas nos célculos
das parcelas integrais e pelo diferencial de cada método semi-empirico: a parametrizacéao
implementada. Todos os métodos semi-empiricos buscam solucionar o problema em
estudo com aproximacoes as equacgdes de Hatree-Fock-Roothaan, utilizando parametros
obtidos por ajustes numéricos ou advindos de resultados experimentais. Esses métodos

usam conjunto de bases minimo para os elétrons de valéncia, geralmente as fungdes do
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tipo Slater, e também fazem uso da teoria de orbitais moleculares para construirem a
funcdo de onda molecular.*?

Neste trabalho, foram utilizados os métodos semi-empiricos AM1 e PM3 para
andlise qualitativa das interagdes dos sistemas SEH-AChEls, GORGE-AChEIs. Todos os
sistemas foram estudados no vacuo e solvatado com o modelo COSMO.

O método AM1 (Austin Model 1) € um derivado do MNDO, desenvolvido por Dewar
et al. em 1985, onde a inclusédo de fung¢des do tipo Gaussianas esféricas, nas integrais de
repulsdo core-core, melhoraram significativamente os resultados das repulsées entre 0s
atomos. No método MNDO, estas mesmas repulsdes eram superestimadas. Com a
implementagédo das fungbes Gaussianas, primeiramente nos atomos de C, H, O e N, foi
possivel descrever, de maneira confiavel, as ligacbes de hidrogénio de sistemas
biolégicos. Depois 0 método foi parametrizado para os atomos de B, Si, S, F, Cl, Br, |, Hg,
Zn.*#

O método PM3 (Parametric Method 3) foi um melhoramento, realizado por Stewart,
da técnica de parametrizacdo do AM1. O ponto forte do PM3 é a melhor concordancia dos
resultados das entalpias de formacédo, das geometrias e da energia de ionizacdo. Os
atomos parametrizados usando PM3 foram: H, C, Si, Ge, Sn, PI, N, P, As, Br, O, S, Se,
Te, F, Cl, Bi, I, Al, Be, Mg, Zn, Cd, Hg.*

Os métodos semi-empiricos sdo implementados em muitos pacotes
computacionais, inclusive muitos deles gratuitos. Isso tem ajudado a difundir seu uso em
aplicagbes nos mais diversos campos.

As geometrias dos sistemas SEH-AChEls e GORGE-AChEIls foram otimizadas
também utilizando o método de escalonamento verdadeiramente linear LocalSCF, com as
funcdes de onda dos métodos AM1 e PM3. Foram analisadas, qualitativamente, a energia
de interacdo desses sistemas, para elucidar os mecanismos de reconhecimento molecular
do mesmo em nivel eletrénico.

Sistemas macromoleculares receptor-ligante (R-L) contém uma quantidade de
atomos que inviabiliza o céalculo teérico de suas propriedades eletrdnicas e estruturais, por
meio de métodos quanticos. O ideal para determinacdo dos mecanismos de
reconhecimento molecular, € que os valores relativos a energia de interacdo R-L fosse
obtidos por métodos puramente quéanticos, nos quais os elétrons dos atomos séao
considerados durante os calculos. O método LocalSCF permite, de forma, rapida a
obtencdo de alguns paradmetros envolvidos na interacdo R-L, utilizando orbitais
moleculares localizados (LMOs) n&o-ortogonais expandidos num espago finito.
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O LocalSCF é um método quantico verdadeiramente linear que tem implementado
os Hamiltonianos semi-empiricos das aproximagdées NDDO, MNDO, AM1, PM3 e PM5
nas bases sp, para estudar sistemas macromoleculares.®®

A funcdo de energia do LocalSCF € obtido pela minimizagdo dos LMOs nao-
ortogonais (diferentemente do MOZYME) por um funcional que emprega termos de

correcao de ortogonalizacdo nao explicitos, a Equacéo da energia é descrita por

ESE =238+ Y68

i#=] =]

(17)

em que E° é o termo da energia dos LMOs, considerando-os estritamente ortogonais. Fie
Sjj sdo as matrizes de Fock e de superposi¢cao respectivamente, nas bases dos LMOs i e
j. O segundo termo € uma funcdo penalidade para evitar o aumento da néo-
ortogonalidade dos LMOs durante os calculos SCF. Os elementos da matriz Gjj sdo
constantes e obtidos por meio de uma série de experimentos mantendo a convergéncia
do SCF rapida e sem entraves.

No LocalSCF, os coeficientes dos LMOs em bases atdbmicas sao obtidos pela

solucao iterativa do gradiente SCF, pela Equacao 18

onde Ciu € o coeficiente linear do orbital de base atémica o, para 0 LMO ws;.

O funcional do LocalSCF é um método de aproximagao variacional para otimizar
coeficientes dos LMOs, fixados nos centros atdmicos, por expansao finita controlada. O
funcional de energia do LocalSCF nao especifica como a expansao € obtida. Assim,
varias estratégias podem ser usadas para manter a expansao dos orbitais o menor

possivel e ainda permitir a obtencao de propriedades moleculares com acuracia.
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2.4 Solvatacao dos sistemas moleculares: AChEls, SEH-AChEIS e
GORGE-AChKEIs utilizando modelos continuos de solventes.

O solvente tem papel importante na catalise e processo de reconhecimento
molecular, sendo muitas vezes participante ativo da fungdo biologica resultante.
Moléculas de agua sdo encontradas nas estruturas de Raios-x, obtidas de complexos
receptor-ligante, mostrando a sua importancia na interagdo da enzima com seu ligante.
Assim, é importante levar em consideracao as moléculas de agua durante os estudos das
interacdes de reconhecimento molecular.*”*®

A AChE, possui dentro do seu sitio ativo algumas moléculas de aguas estruturais,
gue ajudam na catalise e no processo de reconhecimento da ACh. Algumas moléculas de
agua estruturais e outras classificadas como solventes exercem importante papel no
reconhecimento molecular das AChEls pela AChE, intermediando esse mecanismo por
meio de ligacdes de hidrogénio entre os residuos e os inibidores. Estima-se que 16 a 22
moléculas de agua transitem pelo sitio ativo da AChE durante os processos de
reconhecimento molecular tanto do substrato, a ACh, quanto de outros ligantes, sejam
eles agonistas modificados ou antagonistas da AChE."’

Foram estudados os comportamentos dos sistemas moleculares AChEls, SEH-
AChEIS e GORGE-AChEIs utilizando modelos continuos de solvente em &gua,
considerando a constante dielétrica da agua €=78,4 (25 °C). Para estudar a influéncia do
solvente sobre as propriedades eletrdnicas e estruturais das AChEls foi utilizado o modelo
CPCM com os métodos ab initio RHF/6-31G* e DFT B3LYP/6-31+G(d,p).

Para estudar a influéncia do solvente nas interagdes dos sistemas SEH-AChEIS e
GORGE-AChEIs, considerando-se que todos possuem mais de 80 atomos, utilizou-se o
modelo de solvatacdo COSMO para estudar a influéncia do solvente na geometria e
energia de interacdo do macrossistema GORGE-AChEIs, obtidas com o método do
LocalSCF com os modelos AM1 e PM3.

Modelos continuos de solvente podem ser ferramentas Uteis na modelagem de
solugbes liquidas que consideram o solvente como um meio continuo de constante
dielétrica uniforme €. Foram utilizados neste trabalho os modelos de solvatacao continuo
CPCM (Conductor-like Polarizable Continuum Model) e 0 modelo COSMO.

O modelo CPCM descreve o soluto de forma quantica, no qual se determina por
diferenciacdo numérica o potencial da superficie, enquanto que de forma auto-
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consistente, se integra o solvente junto com o potencial da superficie. A cavidade é
definida considerando que as moléculas de soluto estdo completamente dentro de um
espaco, formado por esferas centradas nos atomos do soluto, ou num conjunto de atomos
do soluto. A superficie é corrigida pela adicao de outras esferas nao centradas em atomos
para simular a exclusao da superficie do solvente. Apds esse procedimento a superficie é
particionada em pequenos espacos denominados mosaico.*® O modelo CPCM é utilizado
para melhorar a energia livre de solvatagdo e a geometria das moléculas envolvidas em
mecanismos de reacoes e interagdes quimicas.

O método COSMO é um modelo de solvatacdo implicita, que representa a
influéncia do solvente nas propriedades moleculares, considerando o solvente como um
continuo. Considera que o soluto é completamente envolvido pelo solvente, onde este
altimo tem cargas livres. Essas cargas sao distribuidas na superficie da cavidade, as
quais sao determinadas pela imposicdo de que 0s potenciais se cancelam nessa
superficie.®® Para realizar os célculos do modelo CPCM foram utilizados os softwares
Gaussian03 enquanto que para o modelo COSMO foi utilizado o software CAChe.
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2.5 PCA

Para tracar os componentes principais, dos dados obtidos, foi utilizado o método de
analise multivariada PCA. Foram avaliadas as propriedades com maior peso para a
atividade dos compostos como potenciais AChEls. A participagcdo da interacdo droga-
enzima foi estudada em todos os niveis de célculo utilizados.

No estudo de sistemas quimicos existem muitas variaveis, de natureza
diversificada, desde propriedades externas a este sistema até as propriedades intrinsecas
a ele. Porém, nem todas as varidveis geradas sao relevantes para representar este
sistema. Geralmente a escolha das variaveis importantes na representacdo de um
sistema quimico é baseada na experiéncia ou na intuicdo quimica, critérios subjetivos que
podem desprezar variaveis importantes.®’

Dessa forma, técnicas estatisticas sao aplicadas aos estudos de sistemas quimicos
para obtencdo mais precisa das propriedades que o represente, dentre estas esta a
técnica de analise multivariada — Analise de Componentes Principais — PCA, uma das
técnicas mais empregadas na quimiometria para analisar conjuntos de dados contendo
muitas varidveis. A PCA objetiva a reducdo do numero de variaveis e a escolha
linearmente independente das melhores propriedades para representar um determinado
sistema (componentes principais).?

Neste trabalho, todas as propriedades estruturais e eletrobnicas das AChEls
estudadas, obtidas a partir da otimizacdo em nivel semi-empirico e ab initio com 0s
métodos RHF e DFT (com funcional hibrido B3LYP) nas base 6-31+G(d,p), foram
consideradas. As seguintes propriedades exaustivamente exploradas nos estudos de
PCA séo: dipolo, energia dos orbitais de fronteira (HOMO, HOMO-1, LUMO e LUMO+1),
carga dos heterodtomos e dos hidrogénios mais acidos, volume, distancia entre os
hidrogénios mais acidos, LogP, LogS, niumero de receptores e doadores de hidrogénio
(Hrecp € Haon), quantidade de anéis aromaticos, GAP (LUMO-HOMO), tamanho da droga e
area de superficie polar (PSA). Estas propriedades podem ser visualizadas como as
coordenadas de pontos num espaco de dimensdo 10 (numero de AChEIls), em que cada
eixo esta associado a uma propriedade (variavel).

O estudo PCA foi realizado usando o método de autoescalonamento, pois as
propriedades eletrbnicas e estruturais ndo tém a mesma escala de unidade. Foram
gerados trés componentes principais para o conjunto de dados.
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A PCA é uma técnica exploratéria de dados multivariados, foi introduzida em 1901
por Karl Pearson, fundamentada posteriormente no artigo de Harold Hotelling de 1933.

Considerando um experimento quimico realizado com m moléculas resultando em
n propriedades, em estudos utilizando PCA o tratamento dos dados (D) do sistema é feito
considerando as n variaveis (propriedades) do sistema executadas sobre m objetos
(moléculas) de maneira que é gerada uma matriz D (Figura 14) formada por mxn
elementos. A j-ésima variavel é representada por um vetor coluna e o i-ésimo objeto é
representado por um vetor linha, também chamado de vetor resposta e pode ser descrito
por um ponto no espaco n-dimensional.

Figura 14. Matriz de dados mxn elementos.

O principal objetivo da PCA é explicar a estrutura da variancia e covariancia de um
vetor qualquer, composto de p-variaveis aleatérias por meio da combinacéao linear das n-
variaveis originais, chamada de componentes principais (PCs).>
De maneira simplificada, a PCA para duas variaveis X; e Xo, € feita da seguinte
forma:
Supondo-se que existem N observacoes feitas a partir dos eventos E; e Ej,
subtraem-se dos valores desses eventos as suas respectivas médias, obtendo-se:

e = E1 - E1 (19)
e=E,—E (20)

Desta forma, as médias de ey e e, serao iguais a zero, porém isto ndo altera as
variancias, S+? e S,? (S= desvio padrdo), dos eventos nem a sua correlacéo r.
No estudo PCA a idéia é criar novas variaveis, PC1, PC2, PC3, PCn-1, chamadas de

componentes principais, que sao funcdes lineares de e; e e, escritas da seguinte forma
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PCi= ait1er + asze (21)
PCQ = d21€1 + d22€2 (22)

de maneira que, a qualquer conjunto de valores dos coeficientes a1, aiz, az¢ € az, podem

ser introduzidos N valores e; e e, e serdo obtidos N novos valores PC; e PC,.%

Assim,
PCl == PC;Z 0 (23)
Var PC= "1211821 + “121382 +t2aa,1S,S, (24)
e
Var PC,= &S| + a3,S; + 2 ay a,,r S8, (25)
onde,
S, = Var X, (26)

Para que a proposicdo acima seja valida os coeficientes ay1, a2, a2 € ag devem
satisfazer trés condicoes:
i) O valor da variancia (Var) da PC1 deve ser o maior possivel.
i) Os N valores das PC1 e PC2 n&o se correlacionam.

ii 2
11) aj, +a, = a4y, + ai,

Aplicando o exposto acima para o caso de P variaveis (e, ey, ..., &), cada PC é
uma combinagéo linear das variaveis e. Ademais, todos os coeficientes desta combinagéao

linear deverdo satisfazer as trés condigdes abaixo:>*

i) VarPC1zVarPC2z........ >Var PCp.
i) Os valores de quaisquer duas PC nao se correlacionam;
i) Para qualquer componente principal a soma dos quadrados dos coeficientes &
sempre igual a 1.
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As PCs podem ser encaradas como eixos de maxima distribuicdo dos objetos.
Podemos visualizar a disposicao dos objetos nestes novos conjuntos de eixos. A figura
formada pela projecdo dos objetos nas componentes principais € denominada de grafico
de escores. Suas coordenadas sao obtidas a partir do produto da matriz de dados pela
matriz de autovetores. Se os dois ou trés primeiros autovetores explicarem uma
quantidade significativa da variancia total, um grafico de escores em que eles sao as
coordenadas pode mostrar proje¢cdes, acuradas, em poucas dimensdes do espaco

original de maior dimens&o.%>°®
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3.1 Resultados e Discussoes

3.1.1 Estudo dos sistemas AChEIls, SEH-AChEIls e GORGE-AChEIS

Para compreender as interacdes entre as AChEls e a AChE foram realizados estudos
distintos de sistemas da AChE e das AChElIs. Anadlises qualitativas e quantitativas foram
realizadas para obtencado de parametros geométricos e eletrénicos capazes de elucidar
como ocorre a interagao entre o receptor e o ligante.

As geometrias de sistemas com até 80 atomos (AChEls) foram otimizadas
utilizando-se os métodos semi-empiricos AM1 e PM3, os métodos ab initio RHF e DFT,
com funcional hibrido B3LYP, ambos em duas func¢des de base a 6-31G* e 6-31+G(d,p).
O efeito do solvente, agua, sobre estes sistemas foi avaliado utilizando-se os modelos de
solvatacdo CPCM para sistemas com até 80 atomos, e COSMO para todos os sistemas
com mais atomos.

Para sistemas com até 150 atomos (SEH-AChEIs) foram realizados calculos de
otimizagdo de geometria com todos os niveis citados. Para sistemas com mais de 80
atomos, porém foi utilizada somente a funcdo de base menor, 6-31G*, devido ao tempo
computacional gasto na realizagdo destes calculos. Por impedimentos de software, o
unico modelo de solvatacdo utilizado nas investigacées sobre o comportamento dos
sistemas maiores foi 0 COSMO, que é, via de regra, um modelo satisfatério para estudo
de sistemas bioldgicos.

Os sistemas com mais de 150 atomos (GORGE-AChEIs) foram estudados a luz do
método LocalSCF nos niveis semi-empiricos AM1 e PM3. O efeito do solvente sobre
esses sistemas foi estudado com o modelo COSMO.

No sistema AChEI, a THA apresenta o menor nimero de atomos, 29, e o DIMTHA
0 maior numero 77. Ja para os sistemas provenientes da AChE o nimero de atomos
componentes do sistema € maior, o sistema SEH possui 53 4tomos, assim, os sistemas
SEH-AChEIs tém entre 82 atomos (SEH-THA) e 130 a&tomos (SEH-DIMTHA). Foram
considerados para o sistema GORGE-AChEIls, 25 aminoacidos, o que computa 431
atomos s6 para o GORGE, assim, o menor dos sistemas estudados foi o0 GORGE-THA
(460 atomos) e o maior GORGE-DIMTHA (508 atomos).
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Dentre esses sistemas foram observados as caracteristicas estruturais, espaciais e
eletrdnicas das drogas com conhecido comportamento inibidor da AChE, bem como o
comportamento destas em presenca de agua, através de modelos de solvataggo COSMO
e CPCM.

3.1.1.1 Otimizacao da geometria e estudo de estrutura eletrénica das
AChEls

Para avaliar o comportamento estrutural e eletrénico das AChEls foram realizadas
otimizagbes de geometria nos niveis AM1, AM1-Solvente, PM3, PM3-Solvente,
RHF/6+31G*, RHF/6-31+G(d,p), RHF-Solvente/6-31G*, B3LYP/6-31G* e B3LYP/6-
31+G(d,p) para todas as AChEls. As tabelas constantes desta sessdo mostram as
principais modificagbes observadas nas estruturas otimizadas das drogas, bem como a
localizacdo dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO e o mapa de potencial eletrostatico
(MEP) para avaliagdo dos possiveis locais de interagdo entre as AChEls e a triade
catalitica da AChE e também entre as drogas e 0o GORGE da AChE.

Para facilitar a leitura dos MEP das AChEls é padronizado que as regides de alta
densidade eletrénica das superficies de potencial sejam relacionadas a valores negativos
na escala que acompanha cada imagem (representadas nesse trabalho pelo espectro de
cores verde-vermelho). As regides de baixa densidade eletronicas sao representadas pelo
espectro de cores azul-verde.
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DICLORVOS

A molécula de DDVP apresenta 4 graus de liberdade torsionais, localizados ao
longo da cadeia principal da molécula e 4 regides aceptoras de hidrogénio, localizadas
nos seus 4 atomos de oxigénio (02, O3, O4 e O5) (Figura 15(a)). O orbital de fronteira
HOMO esta localizado em boa parte da molécula, tendo maior representatividade nas
regidbes com alta densidade eletrbnica, principalmente nas regides onde se encontram o0s
atomos mais eletronegativos (Cl, O e P) como pode ser visto na (Figura 15(a)). Os valores
das energias dos orbitais de fronteira estdo descritas na Tabela 1.

0.06613

0.0030

-0.00601 I

-0.11431

(b)
Figura 15. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) do DDVP B3LYP/6-31G*.
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As regides de mais alta densidade eletrénicas estdo localizadas sob os oxigénios,
02 e O3, ligados diretamente com o atomo de fésforo, isto sugere que estes dois atomos
de oxigénio sejam receptores de hidrogénios e podem participar das interagcdées do tipo
ligacdo de hidrogénio com os aminoacidos da triade catalitica da AChE ou mesmo

ligagdes covalentes, com a hidroxila do Ser200, formando um éster estavel.'

As regides
preenchidas pelos dois grupos metila mostram ter baixa densidade eletrénica. Podendo
vir a interagir com regiées com alta densidade eletrdnica do sitio ativo da AChE.

As principais modificagdes com relagdo a geometria de partida, construida com
dados da literatura, na estrutura do DDVP observadas foram as variagées nos angulos
torsionais de diedros H1204P1CIl18 (-92,559°) e H12P10O5H8 (95,802°). A Tabela 1

mostra os valores para esses diedros em alguns niveis de calculo.

Tabela 1. Principais propriedades estruturais e eletrbnicas observadas na DDVP

otimizada.
AM1 AM1-S@ PM3 PM3-S® RHF RHF-S B3LYP,
/6-31G* | /6-31G*© 6-31G*
H1204P1CI18(°) | 74,736 | 68,384 | -57,512 | 42,921 -56,088 | 41,811 -168,669
H12P105H8(°) | 47,879 | -177,669 | 147,534 | 79,711 | -147,935 | 72,687 -137,186
HOMO (eV) -8,09 -9,81 -8,66 -8,99 -9,88 -9,79 -6,69
LUMO(eV) -0,57 -0,01 -0,12 -0,26 4,18 4,15 0,19

(a) AM1-S: calculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: célculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

Os valores da energia dos orbitais de fronteira tanto nos calculos semi-empiricos
quanto nos célculos RHF estao dentro da mesma faixa de valores (Tabela 1). Nao foram
observadas diferencas significativas entre os dados dos calculos da molécula no vacuo e
solvatada, nos niveis de calculo realizados. Assim, o solvente parece nao ter efeitos

consideraveis nas propriedades do DDVP.

DIMERO DA TACRINA

O dimero da tacrina (Figura 16(a)) € uma AChEI desenvolvida a partir da
estrutura da THA. Tem o maior volume (607 A% e o maior tamanho (19,144 A) entre as
drogas estudadas. °>’ Sua molécula apresenta quatro hidrogénios que podem ser doados
e quatro atomos aceptores de hidrogénios (N7, N27, N34 e N54).
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DIMTHA

I 010381
I 000372

-0.00829

I -0.03637

(o)
Figura 16. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) do DIMTHA B3LYP/6-31G*.

Célculos realizados no nivel B3LYP/6-31G* permitiram analisar os orbitais de
fronteira HOMO e LUMO, bem como os valores de energia atribuidos a eles (Tabela 2).
Os dois orbitais de fronteira estao localizados nas regides de alta densidade eletrénica da
molécula (Figura 16(a) e 16(b)), principalmente nas regides aceptoras e doadoras de
hidrogénio (N7, N27, N54 e N34). Isto indica que o DIMTHA deve interagir com outras
moléculas principalmente nestes pontos.
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Os nitrogénios 27 e 54, circulados em vermelho na Figura 14 (a), ttm a maior
carga negativa da molécula (-0,63), diferenciando-se em menos de 0,08 das cargas dos
outros dois nitrogénios. Desta forma, as regides delimitadas por estes atomos podem ser
0s pontos principais de interacdes e ataques eletrofilicos de outras moléculas.

A principal modificac&o estrutural observada com relagdo a estrutura depositada
do DIMTHA no PDB, sob o cédigo 2CKM, em todos os niveis de calculo é a modificacao
do diedro C37N54N27C10 (44,0°), chegando a variacdes de até 198° para outra direcéo,
quando comparado com a geometria de partida. Para o caso da geometria obtida com os
calculos AM1-S. Esta molécula apresenta alto grau de liberdade torsional quando
comparada com a THA, o que pode justificar uma variacdo tdo alta neste angulo de
diedro.

Tabela 2. Principais propriedades estruturais e eletrbnicas observadas na DIMTHA

otimizada.
AM1 AM1-S® PM3 PM3-S™ RHF RHF-S B3LYP,
/6-31G* | /6-31G*© 6-31G*
C37N54N27C10(9) | -153,403 | -154,368 | -132,533 | -120,190 | 132,533 | 130,338 135,929
HOMO (eV) -8,51 9,12 -8,78 -9,26 -7,95 -8,04 -5,56
LUMO(eV) -0,43 -0,44 -0,64 -0,54 2,57 -2,44 1,11

(a) AM1-S: céalculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: calculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: calculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

A presenca de solvente afeta pouco a estrutura eletronica desta AChEI, como
pode ser observado nos dados da Tabela 2, o valor das energias dos orbitais HOMO E
LUMO sofrem pouca variagcdo quando comparados com os valores obtidos quando a
molécula é considerada no vacuo. Mas a diferenca entre o HOMO e o LUMO é o maior
encontrado dentre as AChEls.

E2020

O donepezil foi a segunda droga aprovada pelo FDA para o tratamento do mal de
Alzheimer. E uma molécula que possui estrutura geométrica com 2 graus de liberdade
torsionais e quatro regides aceptoras de hidrogénio (N14, 024, 025 e 027), onde

provavelmente acontecem muitas interagdes entre esta e os residuos do sitio ativo da
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AChE. Sua estrutura € dividida em trés grandes grupos, um dimetoxindanona, uma

piperidina e uma benzila.

I 0.04303

0.00250

-0.00525

I -0.10608

Segundo os calculos realizados no nivel B3LYP/6-31G*, o orbital de fronteira

(b)°
Figura 17. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) do E2020 B3LYP/6-31G*.

HOMO (superficie sélida, Figura 17(a)) esta localizado na piperidina da E2020. Ja o
orbital LUMO encontra-se distribuido por toda dimetoxindanona. Os valores de energia
dos orbitais de fronteira encontram-se na Tabela 3.

No MEP da E2020, Figura 17(b), pode ser observada regidées bem definidas de alta
densidade eletrbnica (cor vermelha) como nos oxigénios da dimetoxindanona e no anel
benzénico da benzila. As regides mais acidas (menor densidade eletrbnica, cor azul)
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estao localizadas nas extremidades dos grupos, principalmente nos hidrogénios dos dois

grupos metoxilas.

Tabela 3. Principais propriedades estruturais e eletrbnicas observadas na E2020

otimizada.
AM1 AM1-S® [ PM3 | PM3-SP RHF RHF-S B3LYP,
/6-31G* /6-31G*© 6-31G*
H47C17N4H41(°) | -101,602 | -103,218 | -86,187 | -106,600 | -104,703 -104,883 -104,206
C19C18C17N14(9) | 54,503 43,006 | 79,036 | 42,317 47 584 52,584 48,778
HOMO (eV) -8,79 9,17 -8,88 9,17 -8,41 -8,53 -8,55
LUMO(eV) -0,32 1,74 0,35 -0,75 2,63 2,30 1,73

(a) AM1-S: calculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: célculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

Os dois angulos torsionais diedrais H47C17N4H41 (-86,187° C19C18C17N14
(79,036°) foram os que mais apresentaram modificacbes com relacdo a estrutura
depositada no PDB sob o cédigo 1EVE, para estrutura E2020 otimizada nos diferentes
niveis de célculos que foi estudada. Como pode ser observado na Tabela 3, as variagdes
para os diedros foram maiores para os resultados obtidos nos calculos RHF e B3LYP.

A presenca do solvente ndo altera a estrutura eletrénica da E2020 indicado pela
modificacdo da energia dos orbitais de fronteira ou pela distribuicdo de densidade
eletrdnica. Porém, observa-se que a variacdo dos angulos diedrais € maior quando a

droga esta solvatada para os calculos semi-empiricos.

GALANTAMINA

A GALA é uma AChEI seletiva, competitiva e reversivel da AChE. Esta possui na sua
estrutura molecular quatro aceptores de hidrogénio (07, N12, 019 e O20) e um doador de
H (020) (Figura 18(a)).
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(b)
Figura 18. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) da GALA B3LYP/6-31G".

A GALA possui na sua estrutura apenas um grau de liberdade torsional, localizado
no grupo metoxila (-OCHg). Porém, em todos os calculos realizados neste estudo, o

diedro que apresentou maior variacdo na geometria otimizada em relacdo a geometria
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depositada no PDB, sob o cédigo 1DX6, foi o diedro H3902007019 (96,2°). Este diedro é
formado pelos atomos de oxigénio e hidrogénio localizados na regidao de mais alta
densidade eletrénica da molécula (07, O19 e 020) e na regido de mais baixa densidade
(H39) (Figura 18(b)).

O orbital de fronteira HOMO (superficie sélida) esta distribuido nas regides de alta
densidade eletrénica da E2020 (anel benzénico e atomos de oxigénio), e os valores de
sua energia nao sofre influéncia do solvente, como pode ser verificado nos dados da
Tabela 4.

Tabela 4. Principais propriedades estruturais e eletrbnicas observadas na GALA

otimizada.
AMA1 AM1-S® PM3 PM3-S™ RHF RHF-S B3LYP,
/6-31G* /6-31G*© 6-31G*
H3902007019 (°) -72,497 -72,497 -84,801 -84,801 -87,779 -88,523 -87,953
HOMO (eV) -8,62 -8,91 -8,65 -8,95 -7,98 -8,09 -8,12
LUMO(eV) -0,35 0,02 0,24 -0,02 3,82 3,71 1,65

(a) AM1-S: calculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: célculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: calculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

HUPERZINA A

A HUPE é uma promissora candidata ao tratamento da DA. Sua estrutura molecular
€ mostrada na Figura 19, possui atomos aceptores e doadores de hidrogénio. Sua area
de superficie polar (58,5) € a mais alta dentre as AChEls estudadas neste trabalho.
Interage com a AChE por ligacbes de hidrogénios e interacdes entre grupos com alta

densidade de elétrons =.°
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Figura 19. Estrutura otimizada (a) e MEP (b)da HUPE B3LYP/6-31G*.

O HOMO e o LUMO da HUPE localizam-se nas regides de mais alta densidade
eletrénica (Figura 19(a) e (b)), principalmente sob os heteroatomos (N6, O8, N13). Os
valores de energia do HOMO sao concordantes para os calculos AM1, PM3 e RHF no
vacuo e considerando os efeitos do solvente dgua apresenta valor menor para os calculos
B3LYP, porém é sabido que neste nivel de calculo os valores de energia deste orbital
tende a ser menor.
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Tabela 5. Principais propriedades estruturais e eletrbnicas observadas na HUPE

otimizada.
AM1 AM1-S® PM3 PM3-S™ RHF RHF-S B3LYP,
/6-31G* /6-31G* © 6-31G*
H26N6C4C3 (°) -90,656 | -47,239 | -53,134 -51,779 -53,378 -50,664 -56,064
C1C17C1108 (9 | -50,109 | -53,874 | -62,837 -53,369 -53,838 -53,902 -52,851
HOMO (eV) -8,87 -8,88 7,62 -8,88 -8,01 -8,16 -5,53
LUMO(eV) 1,23 -0,26 -1,84 -0,44 3,12 3,02 1,57

(a) AM1-S: céalculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: calculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

Foi constatado a variagdo dos angulos torsionais H26N6C4C3 (-67,710°) e
C1C17C1108 (-62,334) da estrutura otimizada nos diversos niveis explorados com
relacao a estrutura depositada no PDB sob cdédigo 1VOT. Como mostrado na Tabela 5, o
solvente nao altera significativamente os valores desses angulos quando comparados

com os resultados das otimiza¢des no vacuo.

METRIFONATO

O METRI é um organofosforado com reconhecida acao inibidora sobre a AChE.
Sua estrutura molecular (Figura 20(a)), revela um alto grau de liberdade torsional sobre o
eixo principal da molécula. Possui quatro atomos receptores (02, O3, O4 e O16) de
hidrogénio e um grupo doador (O16H17).
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Figura 20. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) do METRI /B3LYP_6-31G".

O atomo de fésforo concentra a maior participacao do orbital de fronteira HOMO,
seguido pelos demais heteroatomos presentes na molécula, Figura 20(a). Este orbital esta
distribuido ao longo da molécula de forma homogénea sobre os heteroatomos.

Apesar do alto grau de liberdade torsional, foram observados na otimizagdo da
geometria da molécula em todos os niveis de célculos realizados apenas dois angulos de
diedro com modificagdes nos seus valores, a saber, H804P1H12 (-128,356°) e
H804P1H12 (-134,344°) quando comparados com a estrutura de partida construida no
programa GaussView® a partir de dados da literatura. A Tabela 6 apresenta os valores
para estes diedros, neste caso o solvente parece influenciar a geometria do METRI,
principalmente no angulo de diedro H804P1H12 com variagdes entre os calculos no
vacuo da ordem de 29° para os valores RHF.
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AM1 AM1-S® PM3 PM3-S™ RHF RHF-S B3LYP,

/6-31G* /6-31G*© 6-31G*

H1203P1CI18 (°) 101,311 -169,414 26,307 -168,914 -164,238 -168,611 -164,646

H804P1H112 (9) -164,824 107,312 76,150 107,317 80,568 109,561 146,282
HOMO (eV) -7,61 -10,69 -9,06 -10,65 -11,77 -11,84 -7,81
LUMO(eV) -1,57 -0,49 -0,57 -0,49 3,44 3,40 -1,29

(a) AM1-S: céalculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: calculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

O solvente afeta de maneira significativa as energias dos orbitais de fronteira HOMO
e LUMO do METRI.

FENSERINA

A PHEN é um carbamato altamente seletivo para AChE. Possui cinco atomos
aceptores (nitrogénios e oxigénios) e um doador de hidrogénio (amina secundaria). E uma
AChEI com volume (391 A®) e area de superficie polar (44,9) pequenos apesar do grande
tamanho (14,808 A). Sua estrutura, mostrada na Figura 21(a), esta dividida em duas
partes: benzilcarbamato e um grupo de trés anéis fundidos (trimetil-benzil-ditetraidropirol)
acoplados a trés grupos metilas, conferindo um carater hidrofébico a molécula que tem

coeficiente de particao, logP, estimado em 2,49.

X1
Sty

PHEN




67

0,01
-0,001

I-o,118

(b)
Figura 21. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) da PHEN B3LYP/6-31G".

Os orbitais de fronteira estdo localizados em regides distintas da molécula, segundo
os calculos B3LYP/6-31-G* (Figura 21a). O HOMO esta definido na parte do trimetil-
benzil-ditetraidropirol e LUMO no grupo do benzilcarbamato. Isto indica que esta AChEI
pode interagir com residuos distintos do sitio ativo da AChE. Os valores das energias dos
orbitais HOMO e LUMO s&o mostrados na Tabela 7. Estes ndo apresentam significativa
influéncia do solvente na sua populacéo eletrénica.

Os anéis aromaticos benzénicos, o oxigénio da carbonila do benzilcarbamato
juntamente com os trés grupos metilas sdo as regides de mais alta densidade eletrénica
definidas a partir dos calculos B3LYP/6-31G* (Figura 21(b)). A molécula da PHEN
apresenta apenas uma regido de baixa densidade eletronica localizada no nitrogénio
doador de préton (N32), o que indica que neste ponto pode ocorrer uma forte interacao
com residuos nucleofilicos da AChE, como a His440.

Tabela 7. Principais propriedades estruturais e eletrénicas observadas na molécula
otimizada da PHEN.

AM1

AM1-8®

PM3 PM3-S® RHF RHF-S B3LYP,
/6-31G* /6-31G*© 6-31G*
C30N32C34H44(9 | 101,708 | -167,363 | 125,694 | -173,485 | 179,815 178,216 177,496
H13N10N15H26(° | -160,449 | -31,583 -12,106 -37,632 | -103,556 -20,755 -32,361
H20C1C2H6(°) 146,904 | -19,707 165,805 -10,752 -37,627 9,734 25,801
H24031 (A) 3,996 2,822 4,205 4,096 2,924 3,364 2,731
HOMO (eV) -9,09 -8,70 -8,86 -8,63 6,92 -7,68 -7,06
LUMO(eV) -1,02 -0,14 -1,32 -0,95 3,19 3,62 1,53

(a) AM1-S: calculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: célculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM
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Alguns angulos diedrais da PHEN levaram a uma maior dificuldade de
otimizagdo, a geometria de partida construida no programa GaussView® necessitou de
muitos ciclos de otimizacdo. Os diedros C30N32C34H44 (-158,842°) H13N10N15H26
(10,463°) e H24C1C2H6 (-68,153°) sofrem drasticas modificagdes nos seus valores com
variagdes de até 170°, com relacdo a geometria de partida (Tabela 7).

A distancia entre os atomos H24 e 031 (1,259 A) demonstra que a PHEN tem uma
interacao intermolecular forte, do tipo ligacao hidrogénio. Foram feitas tentativas de
otimizagdo utilizando um maior niumero de interagdes intramoleculares, entretanto a
estrutura de minimo global de energia foi a de menor numero de interagdes
intramoleculares. O solvente parece influenciar nesta interagdo, diminuindo sua forga,
como mostram os calculos AM1 (3,996 A) e AM1-S (2,822 A).

FISOSTIGMINA

A PHYSO é um alcal6ide extraido da Physostigma venenosum. Foi a primeira
AChEI estudada clinicamente para tratar pacientes com DA.' E um carbamato que tem
na sua estrutura molecular cinco &tomos aceptores (nitrogénios e oxigénios) e um doador
de hidrogénio (amina secundaria), serviu de referéncia para o desenvolvimento da PHEN
e da RIVA.

A molécula da PHYSO é objeto de estudo e ponto de partida para obtencédo de novas
AChEls da classe dos carbamatos.
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Figura 22. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) da PHYSO B3LYP/6-31G™*.

O HOMO da PHYSO esta distribuido por quase toda estrutura (Figura 22(a)), tendo
maior populacdo no anel benzénico, na juncdo dos anéis dos tetraidropiroles e nos
heteroatomos da molécula. Como mostrado na Tabela 8, o solvente nao influéncia nos
valores da energia dos orbitais de fronteira da PHYSO.

Através do MEP da PHYSO (Figura 22(b)), é possivel visualizar maior quantidade
de regibes com densidade eletrénica alta. O grupo carbamato apresenta uma regiao
maxima de alta densidade e uma regido minima de densidade eletrénica, isto indica que

importantes interac6es podem ocorrer nesta regiao.

Tabela 8. Principais propriedades estruturais e eletrdbnicas observadas na molécula
otimizada da PHYSO.

AM1 AM1-S@ PM3 PM3-S™ RHF RHF-S B3LYP,

/6-31G* | /6-31G*© 6-31G*

O19C20N22C24(°) 52,236 | -62,564 | -83,533 -63,586 -64,998 90,225 -49,110
H35C18019021(°) 13,094 14,426 | 27,792 22,058 4,824 3,971 9,430
HOMO (eV) -8,41 -8,56 -8,56 -8,62 7,75 -8,03 5,15
LUMO(eV) 0,24 0,00 0,06 0,20 3,96 3,69 0,15

(a) AM1-S: céalculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: calculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

Modificagbes estruturais foram observadas nas estruturas otimizadas da PHYSO
quando comparadas com a estrutura de partida construida no programa GaussView®. Os
angulos de diedro H35C18019021(85,533°) e O19C20N22C24 (27,792°) apresentaram
maior variacao em relacdo a geometria inicial.
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RIVASTIGMINA

A RIVA é uma droga derivada da PHYSO por modificagdes moleculares, cuja
estrutura tem alto grau de liberdade torsional € um carbamato. Como as outras AChEls da

classe dos carbamatos possui muitos aceptores (013, O15, N16 e N32) e poucos ou

nenhum doador de hidrogénio (grupos metilas) na sua estrutura.

RIVA T

(b)
Figura 23. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) da RIVA B3LYP/6-31G™*.

Diferente dos outros carbamatos, que sdo AChEls, a RIVA tem o orbital HOMO

localizado fora da regido do grupo carbamato, segundo calculos B3LYP/6-31G* (Figura
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23(a)). Os valores das energias dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO da RIVA sao
mostrados na Tabela 9 e ndo indicam modificagdes com a droga sob a influéncia do meio
solvatado.

O grande diferencial da RIVA em relacdo aos outros carbamatos estd na sua
densidade eletrénica. Como pode ser observado na Figura 23(b), a RIVA possui menor
quantidade de regides com alta densidade eletronica e maior quantidade de regiées com
menor densidade eletrbnica, mesmo nao tendo grupos doadores de hidrogénio

caracteristicos.

Tabela 9. Principais propriedades estruturais e eletrénicas observadas na RIVA otimizada.

AM1 AM1-S® PM3 PM3-S™ RHF RHF-S B3LYP,

/6-31G* /6-31G*© 6-31G*

H22C17N16013(°) -90,180 -20,790 -58,586 -21,506 -21,475 -21,560 -21,720

H21C17N32C23(°) 47,786 -53,703 -58,699 57,624 62,163 61,842 62,597
N16-N32 (A) 7,544 7,253 7,509 7,262 6,751 6,821 6,94
HOMO (eV) -7,06 -9,33 -7,45 -9,35 -8,72 -8,93 -5,59
LUMO(eV) 0,17 -0,01 0,11 0,13 3,93 3,70 0,08

(a) AM1-S: calculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: célculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

Os diedros H21C17N32C23 e H22C17N16013 apresentaram valores diferentes
nos semiempiricos no vacuo, com relacdo aos semiempiricos/solvente e ab initio e todos
estes com os valores dos diedros da estrutura de partida depositada no pdb sob o cddigo
1GQR. A distancia entre os dois nitrogénios N16-N32 (5,960 A) é diferente em todos os
calculos realizados, isto indica que esta medida pode ser importante na minimizacao da
energia do sistema RIVA.

TACRINA

A THA foi a primeira droga aprovada para o tratamento da DA. Apresenta na sua
estrutura dois doadores (N7 e N27) e dois aceptores de H (N27). E uma acridinamina

referéncia no desenvolvimento de novas AChEls.
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Figura 24. Estrutura otimizada (a) e MEP (b) da THA B3LYP/6-31G*.

O HOMO da THA esta resolvido parte sob o sistema aromatico da molécula e parte
na amina primdria. Os valores das energias do HOMO e do LUMO, Tabela 10, séo
concordantes entre os calculos AM1/AM-S, PM3/PM3-/S e RHF/RHF-S, indicando que o
solvente nao interfere na populacao dos orbitais de fronteira.

A Figura 24(b) mostra o MEP da THA gerado a partir do célculo B3LYP/6-31G*.
Observa-se uma regiao de alta densidade eletrénica num dos lados da molécula e uma
regido de baixa densidade eletrbnica do outro lado, tragando uma linha imaginaria
passando pelo plano nodal da molécula, que pode indicar interacdes diferenciadas dentro
do sitio ativo da AChE.
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Tabela 10. Principais propriedades estruturais e eletrénicas observadas na THA otimizada

AM1 AM1-S@ PM3 PM3-S™ RHF RHF-S B3LYP,

/6-31G* | /6-31G*© 6-31G*

H22C17N16013(°) | -44,660 | -41,841 -31,328 -37,167 -41,631 -41,167 -41,989
HOMO (eV) -8,42 -8,61 -8,14 -8,68 7,73 7,83 -5,46
LUMO (eV) -0,26 -0,54 -0,34 -0,79 2,79 2,63 -0,89

(a) AM1-S: céalculo AM1 usando modelo de solvente COSMO. (b) PM3-S: calculo PM3 usando modelo de
solvente COSMO. (c) RHF-S: célculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

Estruturalmente foi observada modificacdo em apenas um angulo torsional da THA,
H26C14C10N27 (-44,668°) em relacao a estrutura de partida obtida do pdb com entrada
1ACJ, fato talvez explicado pela rigidez da estrutura desta AChEI. Segundo os valores da

Tabela 10, as maiores variagdes foram observadas nos calculos AM1 e PM3. O solvente

nao interfere nos parametros geométricos da THA.
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3.1.1.2 Otimizacao da geometria e Estudo de estrutura eletronica dos
sistemas SEH-AChEIls

O sistema SEH representa a triade catalitica do sitio ativo da AChE, formada pelos
residuos Ser200, Glu327 e His440. Neste estudo os aminoacidos foram considerados nas
suas formas neutras, para reduzir o tempo de calculo computacional dos célculos, uma
vez que a andlise realizada para estes sistemas ¢é qualitativa, utilizando dados
experimentais a fim de aproximar o modelo utilizado ao real.

As geometrias de partida dos sistemas SEH-AChEIls foram obtidas a partidos das
estruturas de entradas do PDB para as drogas DIMTHA (pdb: 2CKM), E2020 (pdb:
1EVE), HUPE (pdb: 1VOT), GALA (pdb: 1DX6), RIVA (pdb: 1GQR) e THA (pdb: 1ACJ), ja
para as drogas DDVP, METRI, PHEN e PHYSO foi utilizada as estruturas construidas por
meio do software GaussView® combinada com as estruturas de entrada do pdb 1U65 para
a triade (SEH). Essas estruturas foram otimizadas nos niveis de calculo AM1, AM1-
Solvente, PM3, PM3-Solvente, B3LYP/6-31G*. O modelo de solvatagdo utilizado para
estes sistemas foi 0 COSMO e o solvente a agua.

Foram analisadas caracteristicas estruturais do complexo SEH-AChEI, como
distancias de ligacdo e angulos de diedro observados previamente na otimizacao da
geometria das AChEls. O diedro caracteristico da triade catalitica foi também analisado,
para verificar como ocorre o processo de interacao entre estes dois sistemas, bem como
as principais modificacées ocasionadas nos sistemas quando o complexo é formado.

Dentre as caracteristicas eletrbnicas foram analisadas o comportamento dos
orbitais de fronteira, HOMO e LUMO, energias e localizagdo. As anadlises realizadas no
texto a seguir sdo correspondentes ao nivel de calculo B3LYP/6-31G* para todos os

sistemas descritos.
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SEH

Os trés residuos da triade catalitica da AChE— Ser200-Glu327-His440 sao hidrofilicos.
A serina é um residuo polar neutro, o glutamato um residuo acido e a histidina um residuo
polar basico.

Na triade catalitica da AChE, a His440 atua como um nucleéfilo e desprotona a
hidroxila da Ser200 para ativa-la, como nucleéfilo, que ataca o neurotransmissor ACh
hidrolisando-o em acetil e colina.".

O processo de desprotonacao da serina deve ser rapido e eficiente, para garantir a
continuacao da sinapse neuronal. Esta se da ocorre por meio de ligagées de hidrogénio.
Portanto, a distancia maxima, entre o nitrogénio do anel imidazol da His440 e o hidrogénio
da hidroxila da serina, ndo deve ultrapassar a de uma ligacdo hidrogénio (3,5 A) de longo
alcance.

A Figura 25 mostra a geometria do sistema SEH otimizada com calculos B3LYP/6-
31G*, bem como os orbitais de fronteira, HOMO e LUMO, sobrepostos. Nesta figura,
estdo caracterizadas as distancias dos principais pontos de interagéo entre os residuos da
triade, que foram designados pelas letras a (1,961 A), b (1,812 A) e ¢ (2,844 A), assim
como o angulo diedro H10N40H45029 (-56,6°) formado por estes atomos foram
analisados para determinar a integridade do sistema SEH

O orbital de fronteira HOMO (-6,04 eV) tem sua populacdo completa sobre a regiao
delimitada pela His440, principalmente no anel imidazol (Figura 25). O LUMO (-0,96 eV)
esta localizado sobre o Glu327. Estes dados demonstram que estes sdo os pontos mais

susceptiveis a interacdes no sistema SEH.
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Geometria inicial triade -
PDB (1U65):

Diedro:

H10N40H45029= -56,600°

Distancias:

1,961 A
1,812 A
2,844 A

a
b
c

Figura 25. Estrutura otimizada da triade SEH B3LYP/6-31G* e dados cristalogréaficos de geometria inicial -
pdb: 1U65.

O angulo de diedro da triade H10N40H45029 sofreu variacdes bruscas nos
diferentes niveis de calculo, como por ser observado na Tabela 11. Porém, a estrutura
obtida nos célculos B3LYP nos mostra que as disténcias a, b e ¢ ndo apresentam
alteracdes significativas, mantendo a integridade do sistema SEH.

Tabela 11. Principais modificacbes estruturais (angulos e distancias) e eletrbnicas
determinadas na otimizag¢ao do sistema SEH.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*
H10N40N45029(°) 177,024 69,942 -44,977 148,43 -137,6
HOMO (eV) -8,89 -9,22 -9,05 -9,54 -6,04
LUMO (eV) -0,15 0,68 -0,38 0,48 -0,96
Dist. SEH- a (A) 2,163 2,137 1,820 2,427 2,065
Dist. SEH- b (A) 2,543 4,627 1,785 1,773 1,943
Dist. SEH- ¢ (A) 3,709 3,893 3,345 3,713 2,922
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O MEP do sistema SEH (Figura 26) mostra que as regides de alta densidade
eletrdnica estdo localizadas, principalmente, nos grupos carboxilicos dos residuos e no
oxigénio da hidroxila da Ser200. Os grupos amino dos residuos e o hidrogénio da
hidroxila da Ser200 tém a menor densidade eletrénica.

I Glu327

0.013564
— -ooiao

a = 2,065A
b = 1,943A

I -0.21083

¢ =20922A

His440

Figura 26. Mapa de potencial eletrostatico do sistema SEH nivel B3LYP/6-31G™.



SEH-DICLORVOS
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Com os calculos B3LYP/6-31G* foi visualizada (Figura 27) uma interacao de

hidrogénio entre o oxigénio com a maior carga negativa da DDVP O2 (-0,576) e

hidrogénio do anel imidazol da His440.

Geometria inicial AChEI:

H1204P1ClI18= -92,559°
Glu327 H12P105H8= 95,802°

Geometria inicial triade - PDB
(1Ue5):

Diedro:
- ‘ H10N40H45029= -56,600°

3 ~ Disténciasi
- a=1,961A

His440 b=1812A

c=2,844 A

“  Ser200

Figura 27. Geometria otimizada do sistema SEH-DDVP - nivel B3LYP/6-31G*.

0]

Assim como ocorreu nas otimizacoées das estruturas das AChEIls os angulos de

diedros tém seus valores alterados quando estas interagem com a SEH. O diedro
H12P10O5H8 (95,802°), no sistema AChEI a média de 72,687° enquanto que para o

sistema SEH-DDVP é 108,655°, para os calculos B3LYP (Tabela 12).

Tabela 12. Principais modificacbes estruturais (&ngulos e distancias) e eletrbnicas

determinadas na otimizacdo do sistema SEH-DDVP.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*
H1204P1CI18(°) -167,128 109,940 -69,512 42,921 109,690
H12P105H8(°) -126,662 -99,249 85,534 79,711 108,655
HOMO (eV) -9,45 -9,20 -8,68 -8,99 -6,44
LUMO (eV) -1,10 -0,19 -0,13 -0,24 -1,09
H10N40N45029(°) 70,503 -177,772 84,888 128,255 146,730
Dist. SEH- a (A) 2,123 2,206 1,798 2,536 2,161
Dist. SEH- b (A) 2,690 3,991 1,783 1,809 1,811
Dist. SEH- ¢ (A) 2,286 2,772 3,344 2,869 2,908




SEH-DIMERO DA TACRINA

Célculos B3LYP/6-31G* do sistema SEH-DIMTHA (Figura 28) mostram que o

DIMTHA interage com Glu327 formando uma ligagdo de hidrogénio (2,489 A).

Geometria inicial

? g AChEI:

b R C37N54N27C10=
Homo*y'“~ LUMO 44,4°
2,489 A
‘}_ G|U327 4 Geometria inicial

triade - PDB
V His440 = \ ¢ (1U65):
N . Diedro:

54 [« - H10N40H45029 = -
& \{‘ DIMTHA 56,600°
. Distancias:

> a=1,961A

Ser200 . b=1812A

vy c=2844 A

“HOMO RN
Figura 28. Geometria otimizada do sistema SEH- DIMTHA nivel B3LYP/6-31G™.

O HOMO (-5,82 eV) do sistema esta localizado na AChEI (na acridina) e na His440.
E interessante notar que o DIMTHA est4 dividido entre 0 HOMO na acridina e o LUMO no

alcano. A Figura 28 mostra que interacao entre os dois sistemas ocorre entre o hidrogénio

da amina da Glu327 e o nitrogénio da piridina da droga.

Tabela 13. Principais modificacbes estruturais (&ngulos e distancias) e eletrbnicas

determinadas na otimizacdo do sistema SEH- DIMTHA.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*

C37N54N27C10(°) 144,887 154,369 123,459 120,191 -179,849
HOMO (eV) -8,92 -8,92 -6,19 -9,00 -5,82
LUMO (eV) -0,07 -0,71 -0,25 -0,52 -2,10
H10N40N45029(°) 48,139 49,592 4,986 70,791 21,372
Dist. SEH- a (A) 2,141 2,135 1,618 2,490 2,000
Dist. SEH- b (A) 2,554 2,764 1,661 1,773 1,803
Dist. SEH- ¢ (A) 4,264 3,996 3,499 4,284 4,441




80

Ainda sobre a geometria otimizada com os calculos B3LYP/6-31G*, observa-se que
as distancias a e b da triade (Tabela 13) sdo mantidas dentro do tamanho aceitavel para
interacdes do tipo ligagao hidrogénio. Porém a distancia ¢ (4,441 A) ultrapassa este limite
e 0 angulo de diedro da triade catalitica varia de mais de 100° evidenciando uma
alteracdo na configuracdo da triade como proposto por Ridberg e colaboradores.?® O
angulo interno do diedro da DIMTHA (-179,849° também variou muito em relagéo a
AChEI isolada (135,929°), mostrando que a droga também sofre rearranjo da geometria
quando interage com a SEH.

SEH-DONEPEZIL

O sistema SEH-E2020 tem dois pontos de interacao por ligacao de hidrogénio entre a
SEH e a droga (Figura 29).

Geometria inicial AChEI:

H47C17N4H41=-86,187°

Ser200 C19C18C17N14= 79,036°
b Geometria inicial triade - PDB
(1U65):
Diedro:

H10N40H45029 = -56,600°

U _ His440
i Distancias:
N“MO a- 1,961 A

b=1812A

2 186A
E2020 ‘\1 » c=2844 A

]

wf‘ ®s
Glu3z2y

Figura 29. Geometria otimizada do sistema SEH- E2020 - nivel B3LYP/6-31G™.

O HOMO e o LUMO deste sistema estao localizados ambos na E2020, e apenas o
LUMO interage com o HOMO da triade, tanto na parte acida (2,637 A) quanto na parte
basica (2,136 A) da His440. Sugerindo que as interagdes da E2020 com a AChE s&o de

natureza nao-covalente.



Tabela 14. Principais modificagdes estruturais (angulos
determinadas na otimizacdo do sistema SEH- E2020.
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e distancias) e eletrbnicas

AM1 AM1-Solv. PM3 PM3-Solv. B3LYP/6-31G*
H47C17N4H41(°) 90,788 -100,169 144,083 98,689 116,206
C19C18C17N14(°) 51,068 55,467 73,978 -114,607 44,861
HOMO (eV) -9,14 -9,14 -8,98 -9,25 -5,87
LUMO (eV) -0,67 -0,67 -0,76 -0,82 -1,56
H10N40N45029 72,283 73,980 11,351 -95,121 22,690
Int. SEH- a (A) 2,168 2,139 1,809 2,521 1,922
Int. SEH- b (A) 2,537 2,765 2,441 1,777 1,818
Int. SEH- ¢ (A) 3,960 2,332 3,354 3,295 3,439

Os diedros H47C17N4H41 (-104,206°) da E2020 e H10N40N45029 (-56,6°) da
SEH tém seus valores alterados para (116,206°) e (22,690 °) respectivamente, mostrando
que os sistemas quando interagem sofrem rearranjo consideravel na sua geometria.
Porém, os valores das distancias caracteristicas ndo sofrem modificagdes estruturais que
descaracterizem a triade catalitica da AChE, sugerindo que a E2020 interage fracamente

com a triade.

SEH- GALANTAMINA

No sistema SEH-GALA observam-se duas ligagdes de hidrogénio entre os
sistemas SEH e GALA. Greenblat e colaboradores afirmam, por meio de estudos de
docking molecular rigido e utilizando dinadmica molecular, que a GALA interage com a
Ser200.2% Os resultados mostrados na Figura 30 revelam que a GALA pode interagir com
o orbital LUMO da triade formando ligagdo hidrogénio forte (1,794 A) e com o HOMO
também por ligacao hidrogénio (2,697 A).



His440

Ser200
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Geometria inicial AChEI:

H3902007019= -96,2°

Geometria inicial triade - PDB

(1U65):

Diedro:

H10N40H45029 = -56,600°

Distancias:
a=1961A

b=1,812A

c=2844 A

Figura 30. Geometria otimizada do sistema SEH- GALA - nivel B3LYP/6-31G*.

Os dados da Tabela 15 mostram que os angulos de diedro da SEH e da GALA

também sao modificados quando estes sistemas interagem. A triade tem suas distancias

caracteristicas modificas, a e b sao reduzidas aumentando a forca da interacao

eletrostatica (ligacao hidrogénio). Como os valores destas distancias encontram-se abaixo

do valor maximo de uma ligacdo hidrogénio, a SEH nao sofre descaracterizacao,

sugerindo assim que a GALA interage com este sistema.

Tabela 15. Principais modificacbes estruturais (&ngulos e distancias) e eletrbnicas
determinadas na otimizacao do sistema SEH- GALA.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*
H3902007019 (°) 21,980 23,640 77,457 29,527 -15,745
HOMO (eV) -8,62 -8,94 -8,65 -9,04 -5,96
LUMO (eV) 0,35 -0,01 0,24 -0,08 -0,92
H10N40N45029 157,133 49,592 70,612 164,589 -178,024
Dist. SEH- a (A) 2,157 2,127 2,456 2,459 1,887
Dist. SEH- b (A) 2,552 2,598 2,434 1,763 1,797
Dist. SEH- ¢ (A) 3,417 3,759 3,967 3,650 3,309

A Figura 31 mostra o MEP do sistema SEH-GALA, destacando a ligacao hidrogénio
(1,794 A) formada entre o 020 da hidroxila da GALA e hidrogénio da carboxila do Glu327.
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E observada a conexdo entre uma das regides de alta densidade eletronica da GALA
(Figura 18) e uma das regides de baixa densidade eletrdnica da Glu327 (Figura 25).

Figura 31. Mapa de potencial eletrostatico do sistema SEH- GALA - nivel B3LYP/6-31G*.

SEH- HUPERZINA A

A HUPE interage com todos os residuos da triade catalitica da AChE formando

interacdes fracas do tipo cation-m.>°

W Geometria inicial AChEL:
. Glu327

H26N6C4C3 = -67,710°
C1C17C1108 = -62,334°

Geometria inicial triade - PDB
(1U65):

Diedro:
H10N40H45029 = -56,600°

Distancias:
a=1961A

b=1,812A

c=2844 A
Ser200

Figura 32. Geometria otimizada do sistema SEH-HUPE - nivel B3LYP/6-31G*.
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Os resultados apresentados (Figura 32) mostram que a HUPE pode interagir

com todos os residuos da SEH, formando ligacdo hidrogénio com todos eles,

particularmente entre o oxigénio da sua carbonila com o hidrogénio da carboxila do

Glu327 (1,643 A).

Tabela 16. Principais modificagdes estruturais (angulos e distancias) e eletrbnicas na
otimizacao do sistema SEH- HUPE.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*

H26N6C4C3 (°) 76,189 45,236 52,653 39,652 -100,137
C1C17C1108 (9 -52,635 53,820 -38,030 36,525 16,810
H10N40N45029 -9,559 47,823 47,183 57,820 42,900
HOMO (eV) -8,26 -8,87 -8,42 -8,07 -6,02
LUMO (eV) -0,06 -0,25 -0,05 0,25 -1,61

Int. SEH- a (A) 2,333 2,133 1,816 2,133 1,846

Int. SEH- b (A) 2,641 3,087 1,788 4,213 1,727

Int. SEH- ¢ (A) 5,099 3,941 3,590 2,322 3,829

Os angulos de diedros medidos na otimizacao da estrutura do sistema SEH-HUPE

variam consideravelmente, sugerindo um rearranjo dos dois sistemas. As distancias
caracteristicas da triade catalitica, a (1,846 A), b (1,727 A) e ¢ (3,829 A) mostram que
apesar da medida ¢ estar 0,329 A acima de ser caracterizada como ligagdo hidrogénio, o

diedro da SEH é mantido pelo eixo que o forma (atomos das distancias a e b).

SEH-METRIFONATO

As interagcdes mostradas na Figura 33 entre o METRI e a SEH sugerem que esta

droga, pode

hematoencefalica, por ser considerado uma pré-droga.**

interagir com a AChE, desde que consiga atravessar a barreira
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Geometria inicial AChEI:

Glu327
H1203P1CI18=-128,356°

H80O4P1H112=134,344°

Geometria inicial triade - PDB
(1U65):

: Diedro:
b bed H10N40H45029 = -56,600°

Distancias:
a=1961A

b=1,812A

c=2844 A

LUM

o Ser200
Figura 33. Geometria otimizada do sistema SEH-METRI - nivel B3LYP/6-31G™.

O complexo formado entre o METRI e a SEH da AChE, é feito pela formacao de
uma ligacdo hidrogénio (2,316 A) entre o LUMO da SEH transferido, no sistema SEH-
METRI, para a Ser200 (-1,09 eV) e o HOMO da METRI localizado parcialmente no H6 (-
7,81 eV).

As modificacées diedrais ocorrem tanto no METRI quanto na SEH, sugerindo
rearranjo estrutural destes sistemas. As distancias a, b e ¢ sdo levemente modificadas
sem perderem a caracteristica de ligacdo hidrogénio entre os atomos que as compde,
evidenciando que o METRI se liga a SEH, sem descaracterizd-la como triade catalitica da
AChE.

Tabela 17. Principais modificacbes estruturais (&ngulos e distancias) e eletrbnicas
determinadas na otimizacao do sistema SEH- METRI.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*
H1203P1CI18 (9) -112,699 -168,461 -166,402 -134,250 165,6
H8O4P1H112 (9) -94,319 77,731 -140,067 -62,346 108,6
HOMO (eV) -8,95 -9,21 -9,60 -9,45 -6,23
LUMO (eV) -0,83 -0,74 -0,36 -0,39 -1,09
H10N40N45029 -14,631 73,430 34,744 -42,734 -119,3
Dist. SEH- a (A) 3,449 2,149 1,817 1,803 1,965
Dist. SEH- b (A) 2,645 4,665 1,776 1,761 1,812
Dist. SEH- ¢ (A) 2,509 3,876 3,485 3,488 2,844
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SEH-FENSERINA

O complexo entre os sistemas SEH e PHEN mostrado na Figura 34 sugere interagoes
desta AChEI com a triade catalitica por forcas eletrostaticas fracas (3,482 e 3,462 A).

Geometria inicial AChEI:

.

Ser200 C30N32C34H44=-158,842°
H13N10N15H26=10,463°
H24031= 1,259 A

ad
- Geometria inicial triade - PDB
(1U65):
oy b @
1 ._.?_.49 Diedro:
‘( q H10N40H45029 = -56,600°
His440 ;
;5’"-‘-‘ A Distancias:
e 20N .1 2=t
& b 3452 (O b=1812A
- c ‘Lt JJ, a ‘1..\ i ) - )
300994 A
0015 “ c=2,844 A
e -

N 1.\ .
LUMO - .
Figura 34. Geometria otimizada do sistema SEH-PHEN nivel B3LYP/6-31G".

A energia do HOMO (4,62 eV) decresce, em médulo, consideravelmente quando o
sistema SEH (6,04 eV) e PHEN (7,06 eV) interagem. Sugerindo a formagdo de um

complexo pouco estavel.

A distancia interatémica H24031 (4,729 A) da PHEN aumenta consideravelmente,
desfazendo a possivel interagdo intramolecular identificada na otimizagdo da geometria
da molécula sozinha (2,731 A).

As distancias a, b e ¢ (Tabela 18) da triade apresentaram pouca variagdo quando
comparadas com a geometria de partida do sistema (Figura 34). Houve no sistema SEH
apenas modificacdo consideravel no angulo torsional de diedro. Estas modificagdes
estruturais evidenciam que a presenca da PHEN diante da triade catalitica ndo a desativa.
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Tabela 18. Principais modificacées estruturais (distdncias e diedros) e eletrbnicas
determinadas na otimizac¢ao do sistema SEH- PHEN.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*
C30N32C34H44(°) 173,352 -161,746 -158,437 -147,741 -122,490
H13N10N15H26(°) -56,890 -31,568 -53,711 -31,606 -50,892
H24031 2,488 3,173 3,814 3,240 4,729
HOMO (eV) -8,84 -8,57 -8,98 -8,72 -4,62
LUMO (eV) 0,45 -0,08 0,85 -0,19 -1,52
H10N40N45029 -169,693 -4,695 38,918 93,905 -143,408
Dist. SEH- a (A) 2,326 2,319 1,840 2,632 1,995
Dist. SEH- b (A) 2,649 5,421 1,780 1,770 1,747
Dist. SEH- ¢ (A) 3,112 4,361 3,473 3,781 2,996

SEH-FISOSTIGMINA

O complexo entre o sistema do carbamato PHYSO e SEH € mostrado na Figura
35. Observam-se varias ligacbes de hidrogénio formadas entre o orbital de fronteira
HOMO (-5,69 eV) do sistema localizado na AChEI e o orbital LUMO (-0,64 eV) localizado
no Glu327. A interagdo entre a PHYSO e a Ser200 (2,604 A) sugere que essa AChEI
interage com a triade catalitica da AChE.
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Figura 35. Geometria otimizada do sistema SEH - PHYSO nivel B3LYP/6-31G™.
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Geometria inicial AChEI:

H35C18019021=
85,533°
0O19C20N22C24= 27,792

Geometria inicial triade -
PDB (1U65):

Diedro:
H10N40H45029 = -56,600°

Distancias:
a=1961A

b=1,812A

c=2,844 A

Com relacdo aos angulos de diedro da PHYSO, o diedro H35C18019021 (9,430 °)
dobra de tamanho quando a droga esta no sistema SEH-PHYSO (18,886°). Sugerindo

que a AChEI modifica seu arranjo espacial para interagir com a triade.

As modificacées estruturais na triade quando complexada com a PHYSO sao

observadas na modificacdo do diedro H10N40N45029

(134,228°), sugerindo a

manutencao das caracteristicas de catalise da triade pelas ligacdes de hidrogénio

formadas entre os seus residuos (Tabela 19).

Tabela 19. Principais modificacbes estruturais (&ngulos e distancias) e eletrbnicas

determinadas na otimizac¢do do sistema SEH- PHYSO.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S B3LYP/6-31G*
0O19C20N22C24(°) -50,419 61,909 -81,322 -47,865 -57,139
H35C18019021(°) 16,904 14,126 30,965 6,443 18,886
HOMO (eV) -8,50 -8,76 -8,65 -8,88 -5,69
LUMO (eV) -0,13 0,02 -0,24 0,32 -0,64
H10N40N45029 152,938 4,735 -17,156 -100,428 134,228
Dist. SEH- a (A) 2,135 2,131 1,834 2,118 1,905
Dist. SEH- b (A) 2,634 5,647 2,472 2,708 1,782
Dist. SEH- ¢ (A) 3,442 5,07 3,320 2,380 2,898
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O complexo formado entre a RIVA e a SEH € mostrado na Figura 36. Sugere uma

interacao eletrostatica fraca entre o oxigénio da hidroxila da Ser200 e um dos grupos
metila da RIVA (3,895 A).

020185

0.00916

-0.00688

Inn

i RIVA /

“Glu32?

His440

Geometria inicial AChEI:

H21C17N32C23 = 12,442°
H22C17N16013 =85,233°

N16-N32 = 5,960 A

Geometria inicial triade - PDB

(1U85):

Diedro:

H10N40H45029 = -56,600°

Distancias:
a=1,961A

b=1,812A

c=2,844 A

Figura 36. Mapa de potencial eletrostatico do sistema SEH - RIVA nivel B3LYP/6-31G*.

As distancias caracteristicas da SEH a (1,927 A), b (1,799 A) e ¢ (2,970 A)

calculadas mantém as propriedades da triade (Tabela 20). Verificou-se uma ligeira

diminuicéo da energia do orbital HOMO (-5,31 eV), do complexo formado em relagao aos

orbitais dos sistemas SEH (-6,04 eV) e RIVA (-5,59 eV), o que pode justificar a fraca

interagéo formada.

Tabela 20. Principais modificacbes estruturais (angulos e distancias) e eletrénicas
calculadas na otimizacao do sistema SEH- RIVA.

AM1 AM1-Solv. PM3 PM3-Solv. B3LYP/6-31G*
H26C14C10N27(°) -23,595 -24,099 -10,045 -22,981 -47,555
N16-N32 (A) 7,481 7,609 7,216 6,725 6,945
HOMO (eV) -7,24 -9,23 -7,58 -9,42 -5,31
LUMO (eV) 0,40 0,05 0,34 -0,16 -1,04
H10N40N45029 -82,433 72,976 68,232 94,484 -112,154
Dist. SEH- a (A) 2,199 2,124 1,802 2,525 1,927
Dist. SEH- b (A) 2,708 4,292 1,779 3,637 1,799
Dist. SEH- ¢ (A) 3,427 4,020 3,690 2,628 2,970
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A THA interage com a triade catalitica da AChE por meio de ligacées de hidrogénio
(Glu327 = 2,624 A) e interacdes eletrostaticas fracas do tipo forcas de van der Waals com
os demais residuos (Figura 37).

Geometria inicial AChEI:

H26C14C10N27=-44,668°

Geometria inicial triade - PDB
(1U65):

5 Diedro:

H10N40H45029 = -56,600°

H

¥ serz00 /___./ b

Distancias:
a=1,961A

b=1,812A

c=2,844 A

Figura 37. Geometria otimizada do sistema SEH — THA nivel B3LYP/6-31G*.

Como mostrado na Tabela 21 ha modificacdo significativa do diedro da SEH, e
ligeiras modificacdes no tamanho das distancias a, b e ¢, sugerindo que a THA interage

com os residuos da triade sem desativar sua fungao.

Tabela 21. Principais modificacbes estruturais (angulos e distancias) e eletrbnicas
determinadas na otimizagao do sistema SEH- THA.

AM1 AM1-S PM3 PM3-S DFT/B3LYP_6-31G*
H22C17N16013(°) 62,372 -43,248 -98,183 -36,150 -41,416
HOMO (eV) -8,77 -8,62 -8,32 -8,71 -5,61
LUMO (eV) -0,78 -0,56 -0,29 -0,80 -1,54
H10N40N45029 145,994 -148,299 -38,262 -45,530 -154,188
Int. SEH- a (A) 2,049 2,110 1,831 1,798 2,024
Int. SEH- b (A) 2,649 4,318 1,779 1,766 1,736
Int. SEH- ¢ (A) 3,510 3,214 3,164 3,579 2,908

A Tabela 22 apresenta os resultados gerais de todos os complexos AChEIs-SEH.

Como se pode verificar a PHEN é a que menos estabiliza o valor do orbital HOMO com

relacdo a SEH, enquanto que a DDVP e a METRI sdo as que mais estabilizam o HOMO,
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portanto as mais estaveis. Estas trés ultimas AChEls e a THA sdo as que apresentam
menor variagcdo no angulo H10N40N45029. As distancias a, b, e ¢ apresentam menor
variagdo com relacdo a SEH, com excecédo da DIMTHA e HUPE.

Tabela 22. Visao geral dos resultados B3LYP/6-31G* dos complexos AChEI-SEH.

H10N40N45029 (°) a(A) b (A) c (A) HOMO(eV) LUMO(eV)
PDB -56,60 1,961 1,812 2,844 - -
SEH -137,60 2,065 1,943 2,922 -6,04 -0,96
SEH-DDVP -146,73 2,161 1,811 2,908 -6,44 -1,09
SEH-DIMTHA -179,85 2,000 1,803 4,441 -582 -2,1
SEH-E2020 22,69 1,922 1,818 3,439 -5,87 -1,56
SEH-GALA -178,02 1,888 1,797 3,309 -5.96 -0,92
SEH-HUPE 42,90 1,846 1,727 3,829 -6,02 -1,61
SEH-METRI -119,30 1,965 1,812 2,844 -6,23 -1,09
SEH-PHEN -143,41 1,995 1,747 2,996 -4,62 -1,52
SEH-PHYSO 134,228 1,905 1,782 2,898 -5,69 -0,64
SEH-RIVA -112,154 1,927 1,799 2,970 -5,31 -1,04

SEH-THA -154,188 2,024 1,736 2,908 -5,61 -1,54
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3.1.1.3 Interacoes Receptor-Ligante (R-L) do sistema GORGE-AChEI

Foram realizados calculos para avaliar qualitativamente a interagdo e o
reconhecimento molecular entre os residuos do sitio ativo da AChE (GORGE) e as
AChEls. O sitio ativo € composto principalmente pelos residuos Asn65-GIn69-Tyr70-
Asp72-Ser81-Trp84-Gly117-Gly118-Gly119-Tyr121-Ser122-Gly123-Ser124-Tyr130-
Glu199-Ser200-Ala201-Trp279-Ser286-Phe288-Phe290-Glu327-Phe330-Phe331-His440.

Utilizando-se a metodologia do LocalSCF, nos niveis semi-empirico AM1, PM3 no
vacuo e em meio solvatado, pelo método COSMO, foram obtidos dados de distancias de
interacao, formacéao de ligacao hidrogénio, interacdes eletrostaticas entre as AChEls e os
residuos do GORGE.

Devido a similaridade nos resultados obtidos, serao apresentados os parametros
relativos ao nivel semi-empirico PM3 em meio solvatado, o qual pode representar de
forma simplificada o ambiente intracelular, onde ocorre a interagdo entre a AChE e as
drogas inibidoras de sua fungéo biolégica.

Foram observadas alteracbes estruturais da triade catalitica — Ser200-Glu327-
His440 na formacao do complexo por meio das distancias de interacao destes residuos,
previamente medidos no arquivo PDB 1U65 (a=1,961A b=1,812 A e c=2,844 A), ja
descrito neste trabalho, bem como o angulo torsional de diedro (H10N40H45029= -
56,600°) que caracteriza essa triade.

GORGE

SEH

a(d) bA) c(Ad) HI0N4OH45029(°)
1,961 1,785 2,740 -150,245

Figura 38. Superficie do GORGE, geometria otimizada com LocalSCF-PM3 (COSMO).



93

O GORGE esta representado na Figura 38, onde esta evidenciada a triade
catalitica na regidao em vermelho. Segundo os parametros a, b e ¢, e o0 angulo de diedro
mensurados, a estrutura foi mantida constante com distancia pertinente com a formacao
de ligacdes de hidrogénio.

A regido em azul escuro corresponde aos residuos do sitio ligante de aménio
quaternario, Trp84 e Phe330, envolvidos diretamente na atividade das AChEls, por
fazerem interacdes do tipo m—m entre os anéis aromaticos, principalmente o Trp84 com
interacdes localizadas no seu anel inddlico.

A regiao azul clara mostra os residuos do sitio periférico da AChE, localizados na
entrada do GORGE. AChEIls com tamanhos maiores que 7,000 A podem interagir com os
este sitio, além de interagirem com os residuos aromaticos do sitio subsequente, por meio
de interagdes fracas do tipo van der Waals, cation—r, e n—n. A distancia entre os residuos
Trp84 e Tyr70 (12,542 A) é suficiente para garantir a interacdo entre regides ricas em
elétrons © das AChEls. Juntos, o sitio ligante de nitrogénio quaternario e o sitio periférico

recebem o nome de sitio aromatico da AChE.

GORGE - DDVP

SEH

a(Ad) b(d) c(A) H10N40H45029(°)
6,069 5851 3,458 34,185

Glu327

Phe330
Figura 39. Superficie otimizada do complexo GORGE-DDVP LocalSCF/PM3 (COSMO).
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Os dados obtidos neste estudo mostram que o DDVP apresenta baixa afinidade
com a triade catalitica, fazendo apenas uma ligacdo de hidrogénio muito fraca (3,793 A)
entre o hidrogénio da hidroxila da His440 com seu oxigénio.

Nas estruturas otimizadas foram observadas interacdes mais significativas entre os
residuos do sitio aromatico. A Figura 39 mostra que o DDVP esta localizado entre o Trp84
e o Phe330, formando uma espécie de sanduiche, por interacées do tipo n—r entre os

anéis aromaticos destes residuos e os elétrons © dos atomos de oxigénio do DDVP.

GORGE - DIMTHA

AN
Trp279 :@" ;, »

SEH
LA -« . . .
3= ‘.. a(d)  b(A) c(A) H10N4OH45029(°)
) 6,063 4,611 4,090 141,075

| o) Gu3azr

DIMTHA

Ser200

Figura 40. Principais intera¢cdes do complexo GORGE-DIMTHA LocalSCF/PM3 (COSMO).

Como mostra a Figura 40, a DIMTHA interage com o sitio periférico da AChE por
meio de interacdes eletrostaticas fracas do tipo van der Waals e n—n. Os residuos Trp279

e Tyr70 sao os principais responsaveis pelo reconhecimento desta AChEl no GORGE.
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GORGE - E2020

SEH
Phezs0 a(A) b(A) c(A) H10N40H45029(°)
5852 5173 4,261 -76,844

Glu199

Figura 41. Principais interagdes do complexo GORGE-E2020 LocalSCF/PM3 (COSMO).

As interacdes entre a E2020 e os residuos do GORGE estédo representadas na
Figura 41. As ligacbes de hidrogénio formadas entre a carbonila da parte
dimetoxindanona da E2020 com o residuo hidrogénio benzilico do Phe290 (1,887 A) e o
hidrogénio benzilico da E2020 com a carbonila do Glu199 (2,734 A) mostram como esta
AChEI, aprovada pelo FDA e largamente utilizada no tratamento da DA, interage com o
GORGE da AChE.

Diferentemente do que afirma Kryger e colaboradores em estudos de docking
molecular da E2020 com a AChE e utilizando dinamica molecular, o reconhecimento da
E2020 pelo Phe290 (1,887 A) observado neste trabalho é mais acentuado do que pelo
Phe330 (3,700 A) .

Sao ainda observadas interacées entre os anéis aromaticos da E2020 e os
residuos Trp84, Tyr70, Tyr121 e Trp279, evidenciando que esta AChEI é reconhecida
principalmente pelo sitio aromatico da AChE.
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GORGE - GALA

SEH
a(d) b(A) c(A) H10N4OH45029(°)
6,214 57141 3,696 -12,607
Diedro GALA:

H3902007019= 22,127°
(pdb: 1DX6=-87,802°)

Figura 42. Principais interagées do complexo GORGE-GALA LocalSCF/PM3 (COSMO).

Em contraste com os resultados obtidos por Greenblat e colaboradores (1999), em
estudos de docking molecular com GALA e a AChE, a AChEI participa de interacao do
tipo T—n mais forte com o anel indélico do Trp279 (4,118 A), Figura 42, do que com o anel
inddlico do Trp84 (4,770 A), e ndo o contrario como afirma o pesquisador 2.

A GALA faz interacao fraca entre o oxigénio do seu grupo metoxi e o hidrogénio do
grupo amino do anel imidazol da His440 (4,103 A). Estes resultados demonstram que esta
AChEI atua no GORGE da AChE formando varias interag¢des fracas.

GORGE - HUPE

SEH

a(A) b(A) c(Ad) H10N40H45029(°)
6,163 5,055 3,800 13,727

Figura 43. Principais interagées do complexo GORGE-HUPE LocalSCF/PM3 (COSMO).
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Como observado por Raves e colaboradores (1997) na estrutura cristalografica da
HUPE ha interagées de menor distancia entre a AChEI e o residuo Trp84 (4,006 A) do
que o encontrado por Greenblat para a GALA *° (4,770 A). Porém, foi verificado neste
estudo que ha formacgéao de ligacao de hidrogénio entre um hidrogénio da HUPE e a
hidroxila do Tyr70 (2,740 A) e entre a sua carbonila e o hidrogénio do anel imidazol da
His440 (3,055 A). Esses resultados estdo de acordo com aqueles apresentados por
Raves et al. e indicam que a HUPE apresenta maior afinidade pelo GROGE do que
GALA.

GORGE - METRI

SEH
a (A b(A) c(A)  H10N40H45029(°)
5474 7,904 2,955 171,942

Figura 44. Principais interagdes do complexo GORGE-METRI LocalSCF/PM3 (COSMO).

Para METRI, observa-se que esta interage com o residuo His440 da triade catalitica
formando uma ligacdo hidrogénio forte (2,667 A). E citado que esta AChEI forma ligagao
covalente com a triade catalitica da AChE, promovendo um complexo estavel (pseudo-
reversivel), por meio de uma acilacdo da Ser200 '*. Nestas estruturas foram observadas,

também, interacdes do tipo m—r com os residuos sitio aromatico do GORGE, Figura 44.
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GORGE - PHEN

SEH
a (A b(A) c(A)  H10N40H45029(7)
6,236 4,665 3,564 11,469

Ser124

Phe330

His440

Glu327

Figura 45. Principais interagdes do complexo GORGE-PHEN LocalSCF/PM3 (COSMO).

A PHEN é um analogo da fisostigmina, altamente seletiva para AChE °. A Figura 45
mostra algumas interacées encontradas neste estudo, a que mais chama a atencao é

entre um hidrogénio do anel pirrol da PHEN e a carbonila do Trp84 (1,870 A).

GORGE - PHYSO

SEH

a(d) b(A) c(A) H10N40H45029(°)
6,168 4,764 3,453 14,764

Ser200

His440

Glu327
Figura 46. Principais interagées do complexo GORGE-PHYSO LocalSCF/PM3 (COSMO).

A Figura 46, mostra a PHYSO representada pelo modelo de bolas (raio de van der
Waals) interagindo com varios residuos aromaticos. Todos os grupos metilas da AChEI
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estdo interagindo com os anéis aromaticos dos residuos. O anel benzénico da PHYSO
esta fazendo interacao do tido T (n—n) com o anel benzénico do Phe288.

Foi observada uma ligacdo de hidrogénio forte entre a carbonila da PHYSO e a
hidroxila do residuo Ser200 (2,670 A), o que demonstra a grande afinidade desta droga

com a triade catalitica.

GORGE - RIVA

Ser200

SEH
a(A) b(A) c(A) H10N40H45029(°)
6,291 4,659 3,799 4,444

Phe330

Figura 47. Principais interagées do complexo GORGE-RIVA LocalSCF/PM3 (COSMO).

Conforme mostrado na Figura 47, a RIVA interage de forma intensa e efetiva com
os principais residuos do GORGE. Forma ligacdo de hidrogénio com a Ser122 (2,848 A),
em contraste resultados de docking realizados que citam ser esta interacdo mais forte
com o residuo Ser200 (~1,39 A) %, na qual a AChEI formaria uma ligacdo covalente

(carbamilacao).
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GORGE - THA

SEH

a(d) b(A) c(A) H10N40H45029(°)
6,912 4,794 4,006 -43,368

" Phe330

Figura 48. Principais interacdes do complexo GORGE-THA LocalSCF/PM3 (COSMO).

Estudos de “docking” mostram que a THA complexa com a AChE por meio de um
empilhamento dos anéis da acridinaminicos com os residuos Trp84 e Phe330 e que a
droga é reconhecida molecularmente por formar ligagdo hidrogénio com o residuo His440
da triade catalitica ?°. No presente trabalho, foram observadas as interagcdes da THA do
tipo m—7 stacking com os residuos TRP84 (4,233 A) e PHE330 (3,736 A), além da
formacdo de ligacdo hidrogénio da droga com o residuo HIS440 (3,488 A), corroborando
com os estudos de docking molecular.
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3.1.1.4 Mudancas conformacionais e energia de interacao do sistema
SEH-AChEI

Conforme observado nas Figuras 38 a 48, todas as principais distancias de
interagcdo por ligacdo hidrogénio da triade catalitica da AChE sofreram desvios
acentuados, quando forma complexo com as AChEls. Além disso, foi verificado, para
todos os complexos, uma variagdo no angulo de diedro formado entre os trés residuos da
triade superiores a 100°.

A energia de interagao entre os sistemas SEH-AChEIs foram determinadas levando-
se em consideracao os calores de formacado obtidos nos calculos PM3 e PM3-S.
Considera-se, neste trabalho, a energia de interacdo (E;) a variagdo entre os calores de

formacao do sistema SEH-AChEIl (Esenachel) € @ soma das energias de formacéao

individuais dos sistemas SEH e AChEI (Esen + Eachel) isolados, segundo a Equacao 27.

Ei = Esen-achel — (Esen + Eachei) (27)

Tabela 23. Energias de interacdo para os sistemas SEH-AChEIs (kcal.mol™).

DDVP DIMTHA | E2020 GALA HUPE METRI PHEN | PHYSO | RIVA THA

PM3 -66,21 11,51 -1,18 -22,85 -1569,52 -31,83 -1569,22 -58,37 -26,63 -5,95

PM3-S 7,28 86,57 7,13 0,71 -36,77 4,71 10,33 0,46 -0,86 2,01
/i3;1z* 19,554 12,896 63,159 57,053 33,821 16,675 55,391 24,091 -1,210 | 120,357

As energias de interacao para os sistemas SEH-AChEIs no nivel de céalculo PM3
sdo todas negativas, excetuando o sistema SEH-DIMTHA (11,51 kcal.mol™"). No nivel de
calculo B3LYP/6-31G* as energias de interagcdo sado todas positivas, exceto para o
sistema SEH-RIVA (-1,210 kcal.mol™). Os valores da Tabela 23 mostram que o solvente
influencia as interagbes entre a triade catalitica da AChE e as AChEls. Os valores
positivos para a maioria das energias de interacdo quando o sistema SEH-AChEI foi
solvatado pelo método de solvente continuo COSMO mostram que o solvente
desfavorece a formacao do complexo SEH-AChEI, excetuando as drogas HUPE e RIVA
no qual o solvente participa na formacao dos complexos.

Os valores positivos para energia de interacdo indicam que a interacdo entre a
maioria das AChEls e a triade tem carater ndo-covalente na interface de formacao do
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complexo. Na presenca do solvente as AChEls tém seus graus de liberdade reduzidos

devido a interacdo com moléculas do mesmo, isto contribui para uma menor interacao

entre as drogas e a triade.

3.2 Energia do orbital de fronteira HOMO e GAP: Variacoes entre os
sistemas AChEI e SEH-AChEI

E observado uma diminuicdo do valor da energia do orbital de fronteira HOMO das
AChEls quando elas interagem com a triade da AChE em relagdo ao HOMO da triade. A
Figura 49 mostra as energias, em médulo, dos orbitais HOMO das AChEls e do sistema
SEH-AChElIs obtidas utilizando o método DFT, com o funcional hibrido BSLYP e a funcao
de base 6-31G*.

9

8
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O \
i) o,
I - "\J ‘“‘é } ;_‘ \/ §}"’" -=— GAP SEH
E 4 b/ E B GAP AChEI
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Sistemas

Figura 49. Energia do |HOMO]| e do GAP (LUMO-HOMO) das AChEls e dos sistemas SHE-AChElIs para o
nivel BBLYP/6-31G*. O tracejado continuo é apenas para visualizagao.

O GAP (LUMO-HOMO) do sistema SEH-AChEIS tem uma queda acentuada em
relacdo ao GAP das AChEls (Figura 49). Os sistemas SEH-AChEIls das drogas DIMTHA,
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E2020, HUPE, PHEN, PHYSO, RIVA e THA mostram os maiores decréscimos do GAP
quando comparados com o GAP da SEH, isto indica 0 aumento da reatividade para a
interacdo SEH-AChEIs. E sabido que as drogas PHEN, PHYSO e RIVA interagem de
forma pseudo-irreversivel com a AChE, fato que pode ser corroborado pelos dados
obtidos neste trabalho.

Drogas com maior possibilidade de formacgao de ligacdo de covalente com a AChE,
quando complexadas com a triade catalitica mostraram valor do orbital HOMO muito

maior que o orbital da triade sem a droga.

3.3 Analise dos Componentes Principais dos sistemas AChEI

Para a anadlise das componentes principais foram realizadas otimizacdes de
geometria nos niveis AM1, PM3, RHF/6-31G*, RHF/6-31+G(d,p), RHF-Solvente/6-31G*,
B3LYP/6-31G*, B3LYP/6-31+G(d,p). Para melhor visualizacao dos resultados, apenas as
propriedades das AChEls no nivel B3LYP/6-31+G(d,p) sdo mostradas na Tabela 24. A
PCA mostra que em média 82,0% das informacdes que formam um conjunto com as 10
AChEls estudadas neste trabalho e 18 propriedades (Tabela 25), obtidas por meio dos
niveis de calculo utilizados, neste trabalho, podem ser representadas por quatro
componentes principais. Assim, é valido afirmar que as propriedades observadas e
tracadas nos graficos de escores PC1 x PC2 X PC3 x PC4 representam em até 86,4%,
como mostrada na Tabela 25, as principais propriedades que caracterizam essas drogas
e sua fungcdo em comum: inibidor da AChE.
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Tabela 25. Variancias acumuladas considerando 10 AChEls e 18 propriedades.

Nivel de Calculo Variancia Variancia Variancia Variancia
Acumulada PC1 | Acumulada PC2 | Acumulada PC3 Acumulada PC4
(%) (%) (%) (%)
AM1 53,4 69,6 79,2 85,8
PM3 38,6 61,1 73,5 82,8
RHF/6-31G* 40,5 59,8 72,9 81,9
RHF/6-31+G(d,p) 36,4 58,1 72,2 82,9
RHF-S/6-31G*(a) 43,5 63,8 76,8 86,4
B3LYP/6-31G* 425 63,1 75,5 84,8
B3LYP/6-
314G(d,p) 38,3 59,2 73,2 83,3

(a) RHF-S, calculo RHF usando modelo de solvente continuo PCM

Para aumentar a acuracia e determinar de forma sistematica as componentes
principais dos sistemas estudados, foram realizados todas as combinacgdes possiveis das
18 propriedades, Tabela 24, em todos os niveis de calculo para todas as 10 AChEls.

Reduzindo o numero de variaveis para 6 (descritas a seguir), porém mantendo o
espaco amostral de 10 objetos (AChEls), observa-se até 94,4% (Tabela 26) das
informagcbes que caracterizam essas drogas como AChEls. Em média 91,0% das
informacdes contidas no conjunto das 10 AChEls estudadas e 6 propriedades obtidas por
meio de varios niveis de calculo podem ser representadas por trés componentes
principais. Assim, é valido afirmar que as propriedades: Volume, tamanho da droga,
distancia entre os 2 hidrogénios mais acidos H-H, energia do orbital de fronteira HOMO-1,
coeficiente de particdo logP e o niumero de sistemas aromaticos, calculados e tragados
nos graficos de escores da Figura 50, PC1 (com 63,5% da variancia) x PC2 (com 19,1 %
da variancia) X PC3 (com 9,1% da variancia), representam de forma satisfatéria mais de

90% da variancia de todo o conjunto de dados mostrados na Tabela 24, por exemplo.



Tabela 26. Variancias acumuladas considerando 10 AChEls e 6 propriedades.
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Nivel de Célculo

Variancia Acumulada

Variancia Acumulada

Variancia Acumulada

PC1 (%) PC2 (%) PC3 (%)
AM1 57,7 80,6 94,4
PM3 67,3 86,5 92,6
RHF/6-31G* 69,5 87,6 93,9
RHF/6-31+G(d,p) 61,7 83,3 91,0
RHF-S/6-31G* 63,4 83,8 91,3
B3LYP/6-31G* 63,9 81,9 92,9
B3LYP/6-31+G(d,p) 63,5 82,6 91,7

A Tabela 27 mostra os coeficientes das PC1, PC2 e PC3 para todos os niveis de

calculos abordados nesse estudo, inclusive uma amostragem do sistema solvatado. A PC

1 representa, essencialmente, o volume e o tamanho da droga (parametros estruturais), a

PC2 representa a distancia H-H e a energia do orbital HOMO-1 (parametros estrutural e

eletrdnico) enquanto a PC3 representa principalmente a distancia H-H. Os pesos (os

coeficientes nas equacdes que definem a PCs.) estdo marcados em negrito na Tabela 27

para enfatizar estes dados.

E importante observar que todas as 6 propriedades elencadas estio representadas

na PC1 de forma positiva, ou seja, todas estas propriedades participam da primeira

componente principal, todas sdo componentes importantes para representar o sistema,

visto que em média 62% da variancia é representada pela PC1, Tabela 26.
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Tabela 27. Equacgdes das PC1, PC2 e PC3 para os niveis de calculos estudados.

AM1

PCi1= 0,51 793vo|ume + 0552262Tamanh0 + 0,01 768H_H + 0,22324 HOMO-1 + 0,40834|ogp + 0,491 668ist.Arom.
PC2= 0,1 4124 volume + 0,1 2950 Tamanho + 0,69394 H-H + 0,50972 HOMO-1 — 0,4345 logP 0,1 819 Sist.Arom.
PC3= 0,071 76 volume + 0,071 86 Tamanho + 0,63435 H-H— 0,7458 HOMO-1 + 0,17533 logP + 0,01 820 Sist.Arom.

PM3

PC1 =0,46471 volume + 0,47826 Tamanho + 0,03967 H-H + 0,41 926 HOMO-1 + 0,40400 logP + 0a463408ist.Arom.
PC2= 0,03607 volume + 0,021 13 Tamanho + 0,90491 H-H + 0,23836 HOMO-1 — 0,3466 logP — 0,0488 Sist.Arom.
PC3= 0,1 7042 volume + 0,23636 Tamanho + 0,34618 H-H — 0,6741 HOMO-1 + 0,0041 logP — 0,2807 Sist.Arom.

RHF/6-31G*

PC1=0,46346 ,1ume + 0,46860 + 0,17974 1y + 0,41254 iomo1 + 0,41032 ogp + 0,44131 gigarom.
PC2= 0,21725 ,q1ume + 0,05485 ramanho + 0,88341 . — 0,1398 pomo.1 — 0,3197 1ogp — 0,2181 sigp arom.
PC3= -0,1326 youme — 0,3426 amanho + 0,05453 1.4 + 0,78566 yomo-1 — 0,4622 1ogp + 0,17627 gicq arom.

RHF-S/6-31G*

PC1=0,45120y01ume + 0,4509013manno + 0,130734.4 + 0,3960510m0-1 + 0,39499,0gp + 0,44210 gist Arom.
PC2=0,07989 \oiume + 0,16413 tamanne + 0,76441 .y — 0,0165 pomo-1 — 0,01125gp — 0,0903 sist.Arom.
PC3=0,28599 ,oume + 0,09197 tamanne + 0,34295 p.y— 0,2633 omo-1 — 0,6838 jogp + 0,06504 st arom.

RHF/6-31+G(d,p)

PC1=0,43989 ,oiumo + 0,45579 1amano + 0,12443 11y + 0,40426 1oyo.1 + 0,40248 o5p + 0,45234gig; arom.
PC2= 0,26320 yoiume + 0,12767 Tamanno + 0,72974 41— 0,1037 yowio-1 - 0,0686 10gp — 0,299 sieq arom.
PC3= 0,01694 youme — 0,0188 Tamano + 0,43447 4y + 0,05883 oot — 0,6743 ogp + 0,13567 st arom.

B3LYP/6-31G*

PC1=0,33196 voiume + 0,48077 tamanno + 0,49468 .y + 0,11101 yomo-1 + 0,43269 g + 0,46305 it Arom.
PC2=-0,0334 ,1ume + 0,08975 Tamanno + 0,12105 .4 + 0,92930 pomo.1 — 0,3077 ogp — 0,1338 sist.arom.
PC3=0,92896 oiume — 0,2751 1amanhe — 0,1934 p.n + 0,04848 pomo-1 — 0,0508 jogp — 0,1377 gist.Arom.

B3LYP/6-31+G(d,p)

PC1=0,48490 yoiume + 0,46665 tamanno + 0,12768 1.1y + 0,37764 pomo-1 + 0,41622 ogp + 0,46364 i1 Arom.
PC2=-00106 yoiume + 0,02583 tamanno + 0,88224 .y + 0,27672 iomo-1 — 3,3313 10gp — 0,1857 sist.arom.
PC3=- 0,3792 \olume — 0,4129 tamanho — 0,1638 h.n + 0,79272 yomo.1 + 0,18205 g + 0,04200 gist Arom.

Na Figura 50 observa-se que PC 1 tende a agrupar as AChEls pelas seis
propriedades selecionadas. Observa-se a formacao de grupos de AChEls bem definidos,
trés das cinco AChEls ja aprovadas pelo FDA no tratamento da DA se agrupam, formando
um cluster, GALA, RIVA, PHYSO e PHEN. A distribuicao ao longo de PC 1 é satisfatéria,

desde que as AChEIs com valores para volume parecidos se aproximam
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consideravelmente — GALA/RIVA/PHYSO/PHEN e HUPE/THA. AChEls com volume
menores estdo em escores negativos, ja as AChEIls com volume entre 236 e 606 A% estio
em escores positivos.

Por outro lado a PC 2 é dominada pela distancia H-H (+0,88224), que separa os
compostos, de acordo com a distancia entre os dois hidrogénios mais acidos, em dois
grupos: o primeiro em que as AChEls tém valores de H-H menores que 2,0 A, o segundo
grupo formado por objetos que tenham valores maiores que os citados. E clara a
separacao entre os grupos; verifica-se na Tabela 24. que a E2020 tem valores
intermediarios para todas as propriedades, exceto para logP, que tem coeficiente negativo

e € elemento de dispersao da PC2.

8,3

8,3

® HUPE
® THA

T T T T . T T T T
-8 14 8,2 1, a4
PC 1

PC1= 0s48490volume + 0s46665Tamanho + 0512768H-H + 0s37764HOMO-1 + 0,41 622|°gp + 0546364Sist.Arom.
PC2= '001060volume + 0502583Tamanho + 0,88224H.H + 0,27672HQ|V|0.1 - 0,331 30|°gp - 0s185703ist.Arom.

Figura 50. Gréfico dos escores PC1 versus PC2 no nivel B3LYP/6-31+G(d,p).

Na Figura 51, é apresentado o grafico dos escores de PC1 versus PC3. Nessa
Figura ha 2 padrées em PC3 DDVP/METRI e GALA/PHYSO/RIVA, este é razoavel, uma
vez que PC3 é dominada pela energia do orbital HOMO-1 (+0,79272) (ver a equagao que
define PC3), essas AChEls sdao as que apresentam valores préximos para o HOMO-1 e
para o volume, como pode ser conferido na Tabela 24.
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1,2
oTHA
el *HUPE
$GALA
.
*PHYS0 E2020
PRIVA
6
® *PHEN
g
-85
«DDVP
*METRI
12
DIMTHA»

T T T T T T T T T
-3, -t 8,2 1,5 3y
PC 1

PC1= 0s48490volume + 0s46665Tamanho + 0512768H-H + 0s37764HOMO-1 + 0,41 622|°gp + 0546364Sist.Arom.
PC3=- 0s37920volume - 0,41 290Tamanho - 0,16380H.H + 0,79272Ho|v|o.1 + 0,18205|°gp + 05042003ist.Arom.

Figura 51. Gréfico dos escores PC1 versus PC3 no nivel B3LYP/6-31+G(d,p).

Como pode ser visto nas Figuras 50 e 51 as equacbes das PCs geradas nos
indicam que os parametros eletrénicos - energia do orbital HOMO-1, logP e quantidade de
sistemas aromaticos - e os parametros estruturais — volume, tamanho da droga e H-H-

sao as propriedades mais significativas neste estudo das AChEls.
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CONCLUSOES

Os célculos das otimizacées da geometria das AChEls revelaram que o solvente
tem influéncia apenas nas propriedades estruturais das mesmas, principalmente nos
angulos torsionais de diedros. Os parametros eletrbnicos sdo pouco alterados quando as
AChEls estudadas estao solvatadas, utilizando o modelo continuo de solvatacado. Desta
forma, o comportamento eletrénico das AChEls é pouco influenciado pela presenca do
solvente, quando analisado por meio de modelos continuos.

O estudo do mapa de potencial eletrostatico indica que todas as AChEls tém
regides bem definidas de alta densidade eletrdnica e de baixa densidade, e estas regides
sao0 os pontos passiveis de interacdo com a AChE por meio de interagdes eletrostaticas
do tipo ligacdo hidrogénio. Outras regides das AChEIs com média densidade eletrénica
podem interagir com sistemas aromaticos dos residuos do GORGE da AChE.

A interagdo entre a maioria das AChEls estudadas e a triade catalitica Ser200-
Glu327-His440 ocorre por meio de ligacdes de hidrogénio. A rivastigmina e a tacrina nao
apresentaram nos niveis de calculo estudados para o sistema SEH-AChEIls interagdes
fortes diretamente com a SEH.

Nenhuma das AChEI interagiu covalentemente com os residuos do sitio catalitico,
o que reforca a idéia de que o reconhecimento molecular destas pela AChE ocorre
primariamente por interagdes eletrostaticas do tipo ligacdo de hidrogénio, forcas de van
der Waals, interagdes entre sistemas aromaticos (n—mn) e transferéncias de cargas entre
complexos ion-rn. Para a rivastigmina e a tacrina foram observadas interagées fortes com
residuos do sitio ativo, ndo especificamente com os residuos da triade catalitica.

Os principais residuos envolvidos no reconhecimento molecular das AChEls pela
AChE sao os componentes da triade catalitica Ser200, Glu327 e His440; os residuos do
sitio ativo Asn65, GIn69, Tyr70, Trp84, Gly118, Tyr121, Ser122, Ser124, Tyr130, Glu199,
Trp279, Phe290 e Phe330.

O estudo PCA revelou que as propriedades eletrGnicas - energia do orbital HOMO-
1, logP e quantidade de sistemas aromaticos - e os parametros estruturais — volume,
tamanho da droga e H-H- sdo as propriedades mais significativas neste estudo, sendo
componentes principais do perfil farmacoférico das AChEls.

Por fim, um bom candidato a inibidor da enzima acetilcolinesterase deve
apresentar: valores para o coeficiente de particao entre 0,8 e 4,9; logS entre -5,0 e -1,5;
area de superficie polar entre 30,0 e 60,0 A%; nimero consideravel de graus de liberdade
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torsional para poder se rearranjar de forma adequada ao GORGE; preferencialmente
sistemas aromaticos ou grupos que simulem superficies de densidade eletrénica dos
sistemas aromaticos (anel benzénico); quantidade suficiente de aceptores de hidrogénio e
pouca quantidade de doadores de hidrogénio. Além disso, de acordo com os dados
obtidos com o nivel de célculo B3LYP/6-31G*, o inibidor deve apresentar: energia do
orbital HOMO-1 entre -8,60 e -6,00 eV; volume entre 180 e 650 A% tamanho entre 7,0 e
20,0 A; e a distancia entre os dois hidrogénios mais acidos da molécula entre 1,600 —
2,500 A,

Além das propriedades estruturais e eletronicas citadas acima, as AChEls devem
apresentar boa biodisponibilidade, atravessar a barreira hematoencefalica com certa
facilidade, ter alta seletividade pela AChE em relacdo a BuChE, complexar-se reversivel
ou pseudo-reversivelmente com a AChE, ser nao-competitiva comparada a ACh.

Todas estas propriedades em conjunto sao participantes do perfil farmacoférico das
AChEls estudadas neste trabalho.



112

REFERENCIAS

—_

H> 0N

o

10.
11.

12.
13.
14.
1.
16.
17.
18.
19.
20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.

Pivetta, M. Pesquisa Fapesp; 2008, 21, 16.

LIMITED, A. E. P.; ACCESS ECONOMICS, 2006, 50.

Organization, W. H.; WHO: Paris, 2003, 187.

Sayeg, N.; AlzheimerMed - Informacéo e Solidariedade. Disponivel em <http:/www.alzheimermed.com.br>,
acessado em janeiro de 2009.

IBGE. Projegao da Populagéo Brasileira para 1-VII de 2005 (Revisao 2004); IBGE, 2004.

Ferri, C. P.; Prince, M.; Brayne, C.; Brodaty, H.; Fratiglioni, L.; Ganguli, M.; Hall, K.; Hasegawa, K.; Hendrie, H.;
Huang, Y. Q.; Jorm, A.; Mathers, C.; Menezes, P. R.; Rimmer, E.; Scazufca, M.; Alzheimers Dis, .; Lancet. 2005,
366, 2112.

Sugimoto, H.; Ogura, H.; Arai, Y.; limura, Y.; Yamanishi, Y.; Japanese Journal of Pharmacology. 2002, 89, 7.
Alcaro, S.; Scipione, L.; Ortuso, F.; Posca, S.; Rispoli, V.; Rotiroti, D.; Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters.
2002, 12, 2899.

Tezer, N.; Journal of Molecular Structure-Theochem. 2005, 714, 133.

Racchi, M.; Mazzucchelli, M.; Porrello, E.; Lanni, C.; Govoni, S.; Pharmacological Research. 2004, 50, 441.
Sippl, W.; Contreras, J. M.; Parrot, I.; Rival, Y. M.; Wermuth, C. G.; Journal of Computer-Aided Molecular Design.
2001, 15, 395.

Inestrosa, N. C. A., R.; J. Physiology. 1998, 92, 341.

Sackheim, G. I. L.; Quimica e Bioquimica para Ciéncias Bioldgicas; Manole: Sao Paulo, 2001.

Camps, P.; Mini Reviews in Medicinal Chemistry. 2002, 2, 11.

Alberts, B. L., J.; Raff, M.; Roberts, K.; Walter, P. Biologia Molecular da Célula; Artmed: Porto Alegre, 2004.
Devlin, T. M. Manual de Bioquimica com Correlacdes Clinicas Bliincher Sao Paulo, 2007.

Henchman, R. H.; Tai, K. S.; Shen, T. Y.; McCammon, J. A.; Biophysical Journal. 2002, 82, 2671.

Francis, P. T.; J Neurosurg Psychiatry. 1999, 66, 137.

Patrick, G. L. Medicinal Chemistry; OXFORD: New York, 2005.

Harel, M.; Schalk, I.; Ehretsabatier, L.; Bouet, F.; Goeldner, M.; Hirth, C.; Axelsen, P. H.; Siiman, I.; Sussman, J. L.;
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 1993, 90, 9031.

Barak, D.; Ordentlich, A.; Kaplan, D.; Kronman, C.; Velan, B.; Shafferman, A.; Chemico-Biological Interactions.
2005, 157, 219.

Niu, C. Y.; Xu, Y. C.; Xu, Y.; Luo, X. M.; Duan, W. H.; Siiman, |.; Sussman, J. L.; Zhu, W. L.; Chen, K. X.; Shen, J.
H.; Jiang, H. L.; Journal of Physical Chemistry B. 2005, 109, 23730.

Koellner, G.; Kryger, G.; Millard, C. B.; Silman, |.; Sussman, J. L.; Steiner, T.; Journal of Molecular Biology. 2000,
296, 713.

Proctor, G. R.; Harvey, A. L.; Current Medicinal Chemistry. 2000, 7, 295.

Rydberg, E. H.; Brumshtein, B.; Greenblatt, H. M.; Wong, D. M.; Shaya, D.; Williams, L. D.; Carlier, P. R.; Pang, Y.
P.; Silman, I.; Sussman, J. L.; Journal of Medicinal Chemistry. 2006, 49, 5491.

Sugimoto, H.; Yamanishi, Y.; limura, Y.; Kawakami, Y.; Current Medicinal Chemistry. 2000, 7, 303.

Kaur, J.; Zhang, M. Q.; Current Medicinal Chemistry. 2000, 7, 273.

Greenblatt, H. M.; Kryger, G.; Lewis, T.; Silman, I.; Sussman, J. L.; Febs Letters. 1999, 463, 321.

Barril, X.; Mini Reviews in Medicinal Chemistry. 2001, 1, 255.

Bar-On, P.; Millard, C. B.; Harel, M.; Dvir, H.; Enz, A.; Sussman, J. L.; Silman, |.; Biochemistry. 2002, 41, 3555.



31.

32.

33.

34.
35.

36.

37.
38.
39.
40.
41.

42.
43.
44.

45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.

56.
57.

113

Greenblatt, H. M.; Guillou, C.; Guenard, D.; Argaman, A.; Botti, S.; Badet, B.; Thal, C.; Silman, I.; Sussman, J. L.;
Journal of the American Chemical Society. 2004, 126, 15405.

Kone, S.; Galland, N.; Graton, J.; lllien, B.; Laurence, C.; Guillou, C.; Le Questel, J. Y.; Chemical Physics. 2006,
328, 307.

Hu, X. D.; Tu, Y. O.; Zhang, E.; Gao, S. H.; Wang, S. H.; Wang, A. X; Fan, C. A.; Wang, M.; Organic Letters.
2006, 8, 1823.

Herlem, D.; Martin, M. T.; Thal, C.; Guillou, C.; Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 2003, 13, 2389.

Raves, M. L.; Harel, M.; Pang, Y. P.; Silman, |.; Kozikowski, A. P.; Sussman, J. L.; Nature Structural Biology. 1997,
4,57.

Frisch, M. J., G.W. Trucks, H.B.S., G.E. Scuseria, M.A. Robb, J.R.C., Zakrzewski, V.G., Montgomery, Jr. J.A.,
Stratmann, R.E., Dapprich, J.C.B.S., Millam, J.M., Daniels, A.D., Strain, KN.K.M.C., Farkas, O., Tomasi, J.,
Barone, V., Cammi, M.C.R., Mennucci, B., Pomelli, C., Adamo, C., Clifford, S., Petersson, J.O.G.A., Ayala, P.Y.,
Cui, Q., Morokuma, K., Rabuck, D.K.M.A.D., Raghavachari, K., Foresman, J.B., Ortiz, J.C.J.V., Stefanov, B.B.,
Liu, G., Liashenko, A., Komaromi, P.P.l., Gomperts, R., Martin, R.L., Fox D.J., Al-Laham, T.K.M.A., Peng, C.Y.,
Nanayakkara, A., Gonzalez, C., Challacombe, M., Gill, P.M.W., Johnson, B., Chen, W., Wong, M.W., Andres, J.L.,
Gonzalez, C., Head-Gordon, M., Replogle E.S. and Pople, J.A.; Gaussian Inc.,: Pittsburgh, PA, 2003.

Stewart, J. J. P.; Fujitsu Limited: Tokyo, Japan, 2003.

Bugaenko, V. L. B., V. V.; Andreyev, A. M.; Anikin, N. A.; Anisimov, V. M. . Fujitsu Limited: Tokyo, Japan, 2005.
CAChe, G.; Fuijitsu Limited: Krakow, Poland, 2006.

Sander, T.; Actelion Pharmaceuticals Ltd., Gewerbestrasse 16, 4123 Allschwil, Switzerland, 2001.

Rahman, O. M., J.; Foster, A.; Gertler, P.; . In U.S. Patent Nos. 6,857,118; 6,973,644; 6,993,772; 7,010,364;
7,051,333; 7,051,338; 7,096,154; 7,139,686; 7,165,253; 7,181,745; 7,228,239; 7,231,631; 7,237,237; 7,340,441;
7,353,502; 7,359,805; 7,365,311; 7,369,127; 7,400,997, 7,428,737; 7,454,659; 7,454,746; 7,460,123: USA, 1994-
2009.

Cramer, C. J. Essentials of Computational Chemistry; John Wiley and Sons: West Sussex, 2004.

Maciel, G. S. In Instituto de Quimica; Universidade de Brasilia: Brasilia, 2005.

Szabo, A. O., N. S. Modern quantum chemistry : introduction to advanced electronic structure theory; Courier
Dover Publications, INC: New York, 1996.

Lee, C.Y.,W.; Parr, R.G. ; Phys. Rev. B. 1988, 37, 785.

Pople, J. A. S., D. P.; SEGAL, G. A.; JOURNAL OF CHEMICAL PHYSICS. 1965, 42, S129.

Huang, N. S., K.; J. Med. Chem. 2008, 51, 4862.

Roberts, B. C. M., R. L.; J. Chem. Inf. Model. 2008, 48, 397.

Barone, V. C., M.; J. Phys. Chem. 1998, 102, 1995.

Klamt, A.; J. Phys. Chem. . 1995, 99, 2224,

Neto, J. M. M. M., G. C.; Quim. Nova. 1998, 21, 467.

Mizutani, M. Y.; ltai, A.; Journal of Medicinal Chemistry. 2004, 47, 4818.

Anderson, T. W. An Introduction to Multivariate Statistical Analysis; John Wiley & Sons: New York, 1984.

Afifi, A. A. C., Virginia. Computer-Aided Multivariate Analysis; CHAPMAN & HALL: New York, 1990.
Gnanadesikan, R. Methods for statistical data analysis of multivariate observations; John Wiley & Sons: New york,
1997.

Marriott, F. H. C. Interpretation of multiple observations; Academic Press: London, 1974.

Nascimento, E. C. M.; Martins, J. B. L.; Santos, M. L.; Gargano, R.; Chemical Physics Letters. 2008, 458, 285.



114

ANEXO

Anexo 1 - Artigo Publicado no Chemical Physics Letters



Chemical Physics Letters 458 (2008) 285-289

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cplett

Contents lists available at ScienceDirect

Chemical Physics Letters

CHEMICAL
PHYSICS
L

ETTERS

Theoretical study of classical acetylcholinesterase inhibitors

Erica C.M. Nascimento?, Jodo B.L. Martins **, Maria L. dos Santos? R. Gargano®

@ Universidade de Brasilia, Instituto de Quimica, Caixa Postal 4478, CEP 70904-970 Brasilia, DF, Brazil

" Instituto de Fisica, Universidade Brasilia, CP 4455, CEP 70919-970 Brasilia, DF, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 4 March 2008

In final form 3 May 2008
Available online 9 May 2008

Semi-empirical, RHF and DFT calculations were carried out to study well known acetylcholinesterase
inhibitors, i.e., tacrine, donepezil, galantamine, physostigmine, and tacrine dimer (bis-tacrine). Electronic
and structural parameters were used in order to correlate the acetylcholinesterase inhibition activity
with their molecular structure. The optimized geometries of these drugs were analyzed by multivariate

PCA statistical method. Frontier orbital energies (HOMO and LUMO), the (HOMO-LUMO) gap and the dis-
tance between more acidic hydrogen species were used to determine principal components. The PCA
results indicated that these drugs were ordered into three groups according to the first principal compo-
nent; galantamine/physostigmine, donepezil/tacrine dimer and tacrine,

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Alzheimer disease (AD) is a progressive neurodegenerative dis-
order, and is one of the most common causes of mental deteriora-
tion of elderly population [1]. The causes of AD have not been
clearly understood. It has been observed that the suppression of
acetylcholine (ACh) leads to a massive loss of capacity of central
nervous system [1]. Taking into consideration that the cognitive
deficit is a consequence of the decrease in the cholinergic neuro-
transmission, the most successful approach for the symptomatic
treatment of AD is the cholinergic hypothesis [2]. For that reason,
some acetylcholinesterase inhibitors (AChEI) have been used as a
therapeutic strategy for the deficiency in ACh in patients with AD
[3.4]. Recently, there has been increasing evidence for the involve-
ment of N-methyl p-aspartate (NMDA) receptor antagonists in the
pathogenesis of AD [5,6].

Several experimental and theoretical methods have been ap-
plied to study acetylcholinesterase, as well as potential and classi-
cal inhibitors of acetylcholinesterase [7-17].

Acetylcholinesterase (AChE) catalytic site consists of the
Ser200-Glu327-His440 (SEH) triad [18], responsible for its resul-
tant hydrolysis, and a so-called anionic subsite, which is located
at the bottom of a deep and narrow gorge. This anionic subsite rec-
ognizes the quaternary ammonium group of the substrate. A sec-
ond, ‘peripheral’, anionic site exists 14 A apart from the active
site. The catalytic triad is named ‘the aromatic gorge', and several
studies invoke aromatic groups as a general feature of quater-
nary-ligand binding sites [19]. AChE is an enzyme that catalyses
the hydrolysis of the neurotransmitter ACh at the synaptic cleft
into its two components choline and acetic acid. Thus the choliner-

* Corresponding author, Fax: +55 6132734149,
E-mail address: lopes@unb.br (J.B.L. Martins).

0009-2614/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cplett.2008.05.006

gic neuron, and the next nerve impulse can be transmitted across
the synaptic gap [20]. AChE has one of the fastest reaction rates
among the enzymes, breaking up each molecule into about 80 ps
[21].

Some of AChE inhibitors are competitive with ACh in order to
prevent its hydrolysis. Notwithstanding, acylation of OH group of
5200 is also inhibited in order to yield a carbamyl ester. This is
more stable than the acetate and less capable of leaving the active
site [20].

Drugs such as tacrine (THA), donepezil (E2020), galantamine
(GALA), physostigmine (PHYSO) and tacrine dimer (DIMTHA) are
some classical AChE inhibitors. THA was the first drug approved
by FDA for the AD treatment. The dynamic mechanism of E2020
binding to acetylcholinesterase has been studied using molecular
dynamics [8], while conformers of galantamine have been experi-
mentally and theoretically investigated [9]. These drugs have the
inhibition of AChE in common, although they have distinct chem-
ical structure as well as functional groups.

The main purpose of this study is to correlate the structural and
electronic properties of these drugs and their activity which was
performed by means of principal components analysis (PCA). It
could indicate an important component to understand how these
drugs, that feature different chemical structures, are inhibitors of
a unique enzyme.

2. Computational details

Semiempirical AM1 and PM3 methods, as well as ab initio RHF
and DFT at the B3LYP hybrid functional level were app]ie*d in this
study. For the ab initio and B3LYP methods the 6-31G and 6-
31+G(d,p) basis sets were used. The geometries of the target drugs
were optimized using internal coordinates. The theoretical calcula-
tions were performed using the Gaussian 03 [22] and Morac 2007
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[23] programs in order to determine the best electronic and geo-
metrical parameters,

The X-ray crystal structure of the Torpedo AChE (PDB code
1EEA) [24,25] model was obtained from the Brookhaven Protein
Data Bank (PDB). The geometries of AChEI were taken from PDB
data when available. The X-ray crystallographic structure of the
Torpedo Californica AChE-tacrine complex was taken from PDB
code 1AC] [19]. AChE-galantamine complex used PDB code 1DX6
[26]. AChE-donepezil complex used PDB code 1EVE [27]. AChE-
physostigmine analogue complex used PDB code 10CE [28]. Ta-
crine dimer-AChE complex has no PDB file available. These inhibi-
tors molecules (Fig. 1) were fully optimized at B3LYP, RHF, AM1
and PM3 levels.

The electronic and structural properties, e.g., dipole moments,
frontier orbital energies (HOMO and LUMO), acidicity of hydro-
gens, molecular size (largest intramolecular distance), molecular
volume, distance between the most acid hydrogens (H-H}, and
the molecular electrostatic potential (MEP) were calculated for
the studied AChEI molecules, The charges from electrostatic poten-
tials using a grid based method (ChelpG) was used in order to
study the charge distribution and to understand the electrostatic
interactions of these molecules.

The multivariate statistical method of PCA was used to correlate
between the properties of studied AChEI molecules and their activ-
ity. Recently this method was used for the study of rivastigmine
analogues [11]. This method reduces the initial parameter number
(electronic and structural properties) for the most relevant struc-
ture. Six parameters were used in the PCA analysis: HOMO orbital
energy, (HOMO-LUMO) gap, H-H distance (see Fig. 1), hydrogen

DIMTHA

H-H=1.998A

¥

]

H
&

charge for the most acid atom, molecular size (largest intramolec-
ular distance), and molecular volume, using all calculations levels.

3. Results and discussion
3.1. Electronic structure and optimized geometries of AChEI molecules

The values of calculated electronic parameters for AChEI mole-
cules for B3LYP/6-31+G(d,p) level are presented in Table 1. ChelpG
charges for the most acid hydrogen atom have similar values for
the GALA, THA, DIMTHA, and PHYSO AChEI investigated. However,
E2020 has a significantly smaller value; probably because this drug

Table 1
Electronic and geomerrical parameters data for optimized AChEI structures by B3LYP/
6-31+G(d,p) method

THA GALA £2020 DIMTHA PHYSO
HOMO (eV) -5.76 -5.05 -5.95 -5.90 ~5.46
Gap (eV) 4.49 553 441 443 512
Volume (A?) 236 329 454 606 321
C-N (A) 1.386 1.468 1.465 1.443 1.362
N-H (A) 1.009 = ~ 1.013 1.008
c-0(A) = 1.436 1.364 = 1.373
0-H (A) = 0.967 = = =

H-H (A) 1.683 2360 2342 1.998 2319
Charge H* 030 034 .15 026 032
Size (A) 9516 10.290 17.254 19.386 12.927

Gap stands for the difference of energy between LUMO and HOMO orbitals. Size
stands for the molecular size.

H-H=1.683 A

Fig. 1. Optimized structures of AChEl molecules at B3LYP/6-31+G (d.p) level.
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Fig. 2. Calculated HOMO orbital energy.
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Fig. 4. Molecular electrostatic potential map calculated at B3LYP/6-31+G{d,p) level.
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has no hydrogen directly bonded to the heteroatom. These results
suggest that the mechanism for the interaction of E2020 with AChE
is different from the other investigated AChEL The energies of
HOMO orbital of these molecules have values between 5.05 and
5.95 eV. The HOMO values are very close despite these drugs have
different chemical structure and functional groups. The similarity
between the values of some parameters (Table 1) indicates that
such properties should be correlated.

In relation to the conformation, the optimized structures ob-
tained have the dihedral angles with large deviation from the ini-
tial PDB structure used in this Letter. DIMTHA has the largest
deviation between the different levels used, where the dihedral an-
gle (o) of C37-N54-N27-C10 has the value of 207°/AM1 and 136°/
B3LYP/6-31+G(d,p) in a staggered conformation (Fig. 1). The GALA
molecule points out a modification of conformation in order to get
its three oxygen atoms close to each other. The E2020 features a
shortening of the distance between the rings, yielding a folded con-
formation, and its value is 3.382 A at B3LYP/6-31+G(d.,p) level
(while the PDB has the value of 5.322 A).

Fig. 2 depicts the behavior of orbital energy for each AChE inhib-
itors for different basis set and methods used. B3LYP HOMO values
are smaller than RHF and semiempirical methods. This is a known
behavior of B3LYP orbital energies. The HOMO values were nearly
the same for the entire set of drugs using the same basis set at each
calculation level concerned to this study. E2020 has the highest
HOMO value while THA, GALA and PHYSO have the lowest HOMO
value. Therefore, the HOMO value is suitable to the PCA analysis,
since this property is important for describing the interaction of
AChEl-receptor. THA and DIMTHA have the smallest gap energy
(Fig. 3). In general, AChEI gap energy using RHF and semiempirical
methods was larger than B3LYP level values.

3.2. Molecular electrostatic potential (MEP)
The MEP of the entire set of drugs is depicted in Fig. 4 at B3LYP/
6-31+G(d,p) level. The MEP from the studied drugs suggests poten-

tially donor regions of protons in the neighborhood of a hetero-
atom (nitrogen or oxygen). E2020 is the exception since this drug

1.0

has no hydrogen bonded to the heteroatom. However, this drug
has other donor regions in order to act in the mechanism of AChE
inhibitor. The MEP shows that both hydrogens bonded to heteroat-
oms and to the neighbor carbonyl group have a positive charge.
Therefore, the heteroatom from most drugs and the »-carbon from
the carbonyl-containing compounds are possible donors of acid
hydrogen.

3.3. Root mean square deviation (RMSD)

RMSD was also used in order to compare the starting geome-
tries to the available PDB data for this set of molecules and the the-
oretical methods used for the optimization.

The largest RMSD value was found for the E2020 (0.585 A)
structure using the RHF/6-31G level. E2020 molecule has several
torsion angles which explain this RMSD value. For the PHYSO
molecule the largest RMSD was betwgen the PDB structure and
the optimized one at the RHF/6-31G level (0.499 A), probably
due to the seven bonds available for torsion in the PHYSO struc;
ture. GALA showed the largest RMSD value for the B3LYP/6-31G
(0.292 A) level. Three oxygen atoms approach closer to each
other in the optimized structure. This suggests a formation of a
highly density region of negative charge, i.e., a nucleophilic re-
gion which is important for the acylation reaction. The Iargess
RMSD value for THA was obtained at the optimized RHF/6-31G
level (0.156 A). Among the studied drugs, the THA has the small-
est deviation, mainly due to the torsion of the primary amine
group.

For DIMTHA the largest RMSD values were obtained with thg
optimized semiempirical AM1 geometry and B3LYP/6-31G
(0.328 A) level. Among the five studied drugs, this molecule has
10 bonds available for torsion (excluding the rings). DIMTHA
showed an anti conformation for the (CH3), chain, and its dihedral
angle was near to 180° for the B3LYP method (Fig. 1).

The RMSD between the PDB structure and the optimized semi-
empirical PM3 method has the smallest value among the applied
methods. For all drugs the RMSD value was zero. Therefore, the
semi-empirical PM3 method is in good agreement to the PDB data.

®E2020 * GALA
*PHYSO
0.2 *DIMTHA
-0.6
~
[§]
o
-1.4
-2.2 oTHA
-2.0 -1.0 1.0 2.0
PC1

PC 1 = 0.482nov0 + 0.461cr -

0.391voiume = 0.450size + 0.0964-1 + 0.4364-charge

PC 2 = 0.256kom0 + 0.353ca¢ + 0.375voume + 0.342size + 0.73164 - 0.128r:charge

PC 3 = 0.130xomo + 0.0956a¢ + 0.567voume + 0.281size- 0.4024+ + 0.642x-cherge

Fig. 5. PC1 versus PC2 for the properties obtained at B3LYP[6-31+G(d,p) level. The leadings (coefficients) of PC1, PC2 and PC3 are shown.
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3.4. Principal components analysis (PCA)

Firstly, the variance was optimized attempting various combina-
tions of the parameters described in Table 1. In order to construct
the PCs of Fig. 5, six descriptors were used, i.e., HOMO orbital en-
ergy, gap energy, H-H distance, most acid hydrogen charge, molec-
ular size (largest intramolecular distance), and molecular volume.
These parameters at B3LYP/6-31+G(d,p) level, a matrix of 5 x 6
(drugs = parameters), were used for the PCA analysis, which gener-
ated PCs with three subsets (Fig. 5). The first subset contains THA,
the second E2020 and DIMTHA, and the third PHYSO and GALA.
The PCA resulted in three principal components, which accounted
for 99.0% of the variance in the original matrix. The first principal
component (PC) describes some 62.2% of the total variance in the
descriptor data set and the second PC a further 26.9%. Fig. 5 shows
the equations for the first three principal components.

From the PCA equations the electronic (HOMO energy, H*
charge) and structural parameters (H-H distance and volume) are
the most significant properties for these AChE inhibitors. PC1 equa-
tion shows that the main contribution is from HOMO orbital en-
ergy and gap energy. PC2 shows that the main contribution
arises from structural parameters (H-H distance and Volume).
PC3 is mainly dominated by the H' charge. PCs for this set of data
showed that the distance and the most acid hydrogen charges act
dispersing PC1 and PC2.

4. Conclusions

Drugs that inhibit the action of acetylcholinesterase enzyme are
among the most used therapeutic strategies in order to ease certain
symptoms of AD disease, The geometric and electronic properties
of the optimized acetylcholinesterase inhibitors (tacrine, donepe-
zil, galantamine, physostigmine, and the tacrine dimer) were
investigated. Although these drugs exhibit common action at ace-
tylcholinesterase, they have different chemical structures and
functional groups. For the PCA analysis we used the orbital energy,
(HOMO-LUMOY) gap, hydrogen charge, distance between most acid
hydrogens, and the drug volume and size. The PCA multivariate
method showed that the principal components of electronic and
geometric property sets are the most important data to character-
ize these drugs. According to these results, this set of drugs was
clustered in three special groups: GALA/PHYSO, E2020/DIMTHA,
and THA. Consequently, these groups can be explored with the
aim to understand the mechanism of action of these AChEI drugs

and also to facilitate the development and design of new active
AChE inhibitors.
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