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Resumo: Neste trabalho, foram obtidas, através da técnica de ancoramento molecular, as melhores energias de
interacdo receptor-ligante, além das interagdes entre cinco oximas conhecidas e a acetilcolinesterase (AChE) de
camundongo, inibida pelo pesticida fenamifés. Resultados mostraram que a oxima mais eficiente, in silico, foi a
melhor em comparagdo com dados experimentais da literatura, onde o pesticida usado foi o paraoxon, muito similar
ao fenamifos.
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COMPUTATIONAL STUDY OF REACTIVATORS OF INHIBITED
ACETYLCHOLINESTERASE BY THE AGRICULTURAL PESTICIDE FENAMIPHOS

Abstract: In this work were acquired by molecular docking technique the best receptor-ligand interaction's energy,
in addition to the interactions among five known oximes and the mouse acetylcholinesterase (AChE) inhibited by
fenamiphos pesticide. Results showed that the more efficient oxime, in silico, was the best in comparison with
experimental data of literature, where the used pesticide was the paraoxon, very similar to fenamiphos.
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1 INTRODUCAO
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No meio agricola, ¢ muito comum o uso de substancias quimicas no controle de pragas e
doengas de plantas, sejam elas provenientes de sintese ou de extracdo de compostos organicos. O
desenvolvimento dessas substancias foi impulsionado pela revolucdo verde, que objetivou
atender o anseio do homem de elevar a produtividade agricola e, consequentemente, melhorar
sua condicao de vida (Braibante et al., 2012).

Existem mais de mil formulagdes diferentes de agrotoxicos, incluindo inseticidas,
herbicidas, fungicidas, nematicidas, fumigantes e outros compostos organicos, além de
substancias usadas como reguladores de crescimento, desfolhantes e dissecantes (Braibante et
al., 2012), sendo que os piores para a saude humana sdo os pertencentes a classe dos
organofosforados (OP) neurotoxicos. Esses compostos atuam no sistema nervoso central (SNC),
inativando a enzima acetilcolinesterase (AChE), que € responsavel pelo controle da transmissao
dos impulsos nervosos, através da hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), que interage
especificamente com os receptores colinérgicos presentes nas membranas pré e pds-sinapticas
(Fujii et al., 2008; Taylor et al., 1994).

Na presenca de organofosforados neurotdxicos, como alguns pesticidas empregados no
meio agricola, a AChE ¢ inibida e impedida de hidrolisar a ACh, fato que desencadeia a chamada
sindrome colinérgica, caracterizada por convulsdes, batimento cardiaco irregular, vomito e
descontrole dos movimentos involuntarios até uma parada cardiorrespiratoria central seguida de
morte. Essa inibicdo ocorre em uma regido da enzima conhecida como garganta do sitio ativo,
onde o pesticida se liga covalentemente ao aminodcido Ser203, que hidrolisa a ACh, impedindo-
a de controlar a transmissao dos impulsos nervosos (Gongalves et al., 2006; Gongalves et al.,
2011). A Figura 1 mostra a estrutura tridimensional da AChE de camundongo, inibida pelo
pesticida fenamifos, destacando os aminodcidos da triade catalitica, Ser203, His447 e Glu334.

Para preparar essa imagem, a estrutura tridimensional da enzima inibida foi baixada do servidor
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Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org) sob o codigo 2WU3, e visualizada e renderizada
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com o programa livre PyMOL (http://www.pymol.org/).

Figura 1 - Estrutura tridimensional da AChE de camundongo, na representagdo cartoon, inibida
pelo pesticida fenamifos e destacando, na representagao varetas, os aminoacidos da triade
catalitica.

No Brasil, o fenamif6s tem uso autorizado para aplicacdo foliar contra mudas de marantas

e aplicacdo no solo, nas culturas de algoddo, banana, batata, cacau, café, melao e tomate (Silva,
2010). Ainda ¢ importante relatar que este pesticida, dependendo da dose empregada, ¢ muito
toxico e pode levar o agricultor a morte, tendo em vista que o fenamifos pertence a classe I na
classificagdo toxicologica e apresenta um indice de ingestdo diaria de 0,0008 mg/kg de peso
corporal (ANVISA, 2003).

Os antidotos mais utilizados para a reativagdo da AChE sdo as oximas. Estes farmacos
agem entrando na cavidade da enzima, também conhecida como poco do sitio ativo, se ligando
covalentemente ao pesticida e retirando-o, caso a AChE ndo esteja na forma envelhecida, sendo

esta uma forma impossivel de se reativar, onde o pesticida estd desalquilado. Os mecanismos de
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inibigdo, reativacdo e envelhecimento da enzima sdo mostrados de forma mais detalhada na
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Figura 2.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi a identificacdo da oxima mais eficiente na

desinibicdo da enzima AChE, inibida pelo fenamifos.

Figura 2 - Inibi¢do, reativagao e envelhecimento da AchE
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Fonte: Gongalves et al. (2006).

2 METODOLOGIA

Desenho e otimizacdo das oximas

No presente trabalho, foram feitos estudos, por ancoramento molecular, do
comportamento de cinco oximas (conforme a Figura 3) no interior do sitio ativo da AChE de
camundongo inibida pelo pesticida fenamifos, e o critério de escolha das melhores oximas foi a

energia de ancoramento (quanto mais negativa, melhor), que sera melhor explicada nesta secao.
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Figura 3 - Estruturas das cinco oximas estudadas neste trabalho
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Fonte: Nurulain et al. (2009); Gongalves et al. (2010).

O programa usado para desenhar e otimizar as oximas (coloca-las geometricamente
estaveis, com os valores dos comprimentos das ligagdes e os angulos entre os 4&tomos proximos
de valores experimentais), foi o GHEMICAL (Hassinen ef al., 2001), que ¢ gratuito e simples de
usar. A Figura 4 mostra a interface grafica do programa GHEMICAL, com a pralidoxima (2-

PAM) desenhada e j4 otimizada.
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Figura 4 - Interface grafica do programa GHEMICAL, com os dtomos de hidrogénio
mostrados em branco, os de carbono em cinza, os de oxigénio em vermelho e os de nitrogénio
em azul.
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No GHEMICAL, todas as oximas foram otimizadas usando mecanica molecular e o
campo de forcas TRIPOS 5.2 (Shih et al., 1995), seguidas por otimizagdes semiempiricas,
usando o método RM1 (Rocha et al., 2006), com o programa MOPAC (Stewart, 2007). Ja as
cargas foram calculadas usando o programa ACPYPE (Silva et al., 2012) e o método AM1-BCC
(Jakalian et al., 2000).

Apbs a otimizacdo semiempirica das oximas, suas estruturas tridimensionais foram
exportadas para o formato .mol2, que, além de conter informagdes sobre as coordenadas X,Y, Z

de cada 4tomo, também contém os valores das cargas atdmicas, ou seja, conjunto de informacdes
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uteis para o posterior calculo de ancoramento molecular.
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Atracamento molecular

Docking ou ancoramento molecular ¢ uma ferramenta importante para se prever a
interacdo entre um receptor (que pode ser uma enzima ou proteina) ¢ um pequeno ligante. O
primeiro modelo do ancoramento molecular usado foi o modelo de chave-fechadura, onde o
receptor era comparado a uma fechadura e o ligante que melhor se encaixava, a uma chave.

Atualmente, ja se pode fazer docking considerando o ligante totalmente flexivel ou até,
além do ligante, alguns aminoacidos da enzima ou proteina flexiveis, tendo em vista que no meio
biologico tanto o receptor como o ligante sdao flexiveis. Assim, com a evolugdo e a
implementagdo de novos algoritmos nos programas de ancoramento molecular, foi possivel
prever o comportamento de um sistema bioldgico no computador.

Para se dizer se 0 ancoramento molecular esta bom ou ruim, ¢ usada a equacao geral da
energia,

Edocking = Einter + Eintra (1)

O primeiro termo dessa equagdo (Ei) se refere a energia de interagdo entre o receptor € o
ligante e, além disso ¢ baseado nas interacdes de van der Waals e eletrostaticas. Ja o segundo
(Einra) esta relacionado, principalmente, com os graus de liberdade dos ligantes. Deste modo,
quanto menor a energia de docking, melhor serd o ancoramento molecular. A Figura 5 ilustra de
forma didatica o modelo chave-fechadura, com suas respectivas energias. Nota-se que o melhor

encaixe representa o melhor ancoramento com energia de -12 kcal/mol.

Revista Ifes Ciéncia, n°2, V.1, 2015 — Instituto Federal do Espirito Santo

57



II
.""'Elancla

ISSN: 2359-4799

Figura 5 - Tlustragdo didatica do modelo chave-fechadura, onde o sistema maior, em azul,
representa o receptor, € as menores figuras geométricas representam os ligantes.
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Mais detalhes sobre os fundamentos tedricos do docking ou ancoramento molecular
podem ser vistos na pagina principal do programa AUTODOCK VINA (Troff et al., 2010),
http://vina.scripps.edu/, usado neste trabalho.

Ap0s a etapa de desenho e otimizacdo, as coordenadas tridimensionais das oximas e da
AChE foram abertas com o programa AUTODOCK TOOLS (http.//mgltools.scripps.edu/),
interface grafica e ferramenta facilitadora de ancoramentos do AUTODOCK VINA.

Apds definidos os graus de liberdade (eixos de rotagdo) dos ligantes, o centro da enzima
e uma regido hexaédrica conhecida como grid, que engloba os principais residuos do sitio ativo
da AChE (Ser203, His447, Glu334 e outros), os dockings foram realizados usando o arquivo
texto conftxt, contendo os parametros escolhidos para todas as corridas, que foram,

respectivamente: receptor = AChE-fenamifos.pdbqt center x = 27.48; center y = 15.31;

center z= 13.69; size x =31; size y=31;size z=31; cpu=4; num_modes = 20.
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Isso significa dizer que o termo receptor se refere a proteina ou enzima; center X,
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center_y e center_z, se referem as coordenadas tridimensionais do centro do grid e size x, size y
e size_z, ao tamanho do grid. J& cpu = 4 significa dizer que o célculo estd rodando em paralelo,
usando os quatro processadores do computador e, num_modes=20, significa dizer que os 20

melhores resultados dos ancoramentos, ou seja, as vinte melhores poses, serdo extraidas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos célculos de ancoramento molecular, foi mostrado que as oximas mais
proximas do organofosforado fenamifos foram a K-27 e a HI-6, com as distancias entre os
oxigénios das oximas e o fosforo do organofosforado de, respectivamente, 6,2 ¢ 6,1 A. Ja a
oxima que ficou em uma posi¢do menos favoravel a desinibi¢do da AChE foi a 2-PAM, com
distancia entre o oxigénio da oxima e o fosforo do fenamifés com o valor de 9,5 angstrons. Os
resultados de ancoramento para todas as oximas estudadas neste trabalho sdo apresentados na

Figura 6.

Revista Ifes Ciéncia, n°2, V.1, 2015 — Instituto Federal do Espirito Santo

59



II
....'-Elﬂncla

Figura 6 - Melhores poses dos ancoramentos moleculares para as oximas 2-PAM, TMB-4, HI-6,
Toxogonina e K-27
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Os calculos das energias de ancoramento também mostraram que as melhores oximas
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foram a K-27 e a HI-6, com os valores das energias de ligagao de, respectivamente, -8,7 kcal/mol
e -8,1 kcal/mol, como mostrado na Figura 7, correlacionando com os resultados das distancias,
anteriormente descritos.

Quanto menor a energia de docking ou energia de ligacdo, melhor serd o resultado.
Deste modo, nossos resultados sugerem ainda que a oxima que menos favoreceu o processo de

reativacdo da enzima foi a 2-PAM.

Figura 7 - Energias de ancoramento molecular para as oximas 2-PAM, TMB-4, HI-6, Toxogonina

e K-27.
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Ao se compararem os resultados deste artigo com dados da literatura propostos por
Nurulain e colaboradores (2009), resultados de docking puderam ser relacionados com resultados

experimentais, nos quais trés destas mesmas oximas foram testadas em camundongos expostos a
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uma dose de 5 micro-molar de paraoxon, similar ao fenamifés, e submetidos a um tratamento
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com oximas, quantificando-se o percentual de mortalidade apds 30 minutos de exposicdo ao
organofosforado, que foi de 96%, 54% e 17%, quando tratados, respectivamente, pela 2-PAM,
Toxogonina e K-27 (Nururain et al., 2009). Deste modo, pdde-se observar que, ao se tratarem
camundongos com a oxima K-27, houve um menor percentual de mortalidade e,
consequentemente, uma menor energia de ancoramento molecular. J4 quando tratados com a 2-
PAM, houve um maior percentual de mortalidade, correlacionado com uma maior energia de
docking. Isso significa dizer que, quanto menor a energia de docking, mais estavel ¢ a interacao
entre a oxima e o complexo enzima-organofosforado e, consequentemente, mais favoravel € o
processo de reativagcdo enzimatica.

E importante deixar claro que os testes em camundongos foram feitos in vivo e ndo na
enzima AChE propriamente dita, ndo sendo necessario este ser realizado, tendo em vista que ja
estd bem elucidado pela literatura que o alvo molecular de um organofosforado neurotdxico ¢ a

propria enzima acetilcolinesterase.
4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos pelos programas de quimica computacional usados neste trabalho,
aplicados no desenho, na otimizacdo de estrutura e nos célculos de ancoramento molecular,
sugerem que a oxima K-27 serd a mais indicada para futuro tratamento de agricultores
intoxicados pelo pesticida agricola fenamifos e, além disso, em comparagdo com dados da
literatura, apesar de ndo ser o mesmo pesticida, houve uma boa correlagdao entre resultados in
silico e experimentais, validando o protocolo utilizado no presente artigo, propondo-se sua
aplicagdo em outros problemas biolégicos similares, para que outros pesquisadores possam vir a

testar estas mesmas oximas em camundongos intoxicados pelo fenamifos.
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