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APRESENTAÇÃO 

No item INTRODUÇÃO consta uma revisão da literatura sobre os temas 

trabalhados nesta tese.  

A metodologia realizada e os resultados obtidos que compõem esta tese estão 

apresentados sob a forma de artigo e manuscritos, os quais se encontram no item 

ARTIGOS CIENTÍFICOS. Neste constam as seções: Introdução, Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas.  

Os itens DISCUSSÃO E CONCLUSÕES, encontradas no final desta tese, 

apresentam descrições, interpretações e comentários gerais sobre os artigos científicos 

incluídos neste trabalho.  

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, DISCUSSÃO e CONCLUSÕES desta tese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMO 

Tese de Doutorado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. 
 

AVALIAÇÃO DE NOVOS COMPOSTOS SOBRE A ATIVIDADE DE 
COLINESTERASES EM MODELOS IN SILICO E IN VITRO 

 
AUTOR: Thiago Henrique Lugokenski 

ORIENTADOR: Profº Dr. Félix Alexandre Antunes Soares 
CO-ORIENTADORA: Profª Drª. Maria Ester Pereira 

LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 04 de junho de 2012. 

A enzima acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7, AChE) é responsável por terminar a ação da acetilcolina nas 
junções das terminações nervosas com seus órgãos efetores ou sítios pós-sinaptícos. A atividade desta 
enzima pode ser inibida por compostos organofosforados (OP), e sua inativação resulta em um acúmulo 
de acetilcolina nos receptores colinérgicos, levando a crise colinérgica que pode levar a morte. No Brasil, 
se destaca o uso do composto OP metamidofós, que é largamente utilizado no controle de pragas em 
culturas agrícolas e tem sido relacionado com altas taxas de intoxicação. Atualmente, os únicos 
compostos capazes de reverter a inibição da AChE por OP são as oximas, tais compostos podem reativar 
a enzima devido a seu alto poder nucleofílico, podendo atacar e retirar o grupamento fosforil da enzima 
inibida. Porém, tais compostos apresentam efeitos tóxicos, e tem seu uso limitado pela alta especificidade, 
com cada oxima atuando na AChE inibida por apenas alguns compostos OP. Tais limitações criam a 
necessidade do desenvolvimento de novos fármacos com potencial reativador da AChE com menores 
efeitos colaterais. Neste sentido, se tem utilizado uma série de ferramentas computacionais (modelos in 

silico), com o objetivo de entender as interações que ocorrem em nível molecular e, desta forma, 
racionalizar o desenvolvimento de novos compostos. Sendo assim, o objetivo desta tese consiste em 
avaliar a atividade de três novos compostos, em comparação com duas oximas já utilizadas na clínica 
(obidoxima e pralidoxima), sobre a atividade da AChE inibida por metamidofós, tanto em modelos in 

silico como in vitro. Como resultados, observamos que os três novos compostos foram capazes de reativar 
a AChE de eritrócitos humanos inibida por metamidofós, contudo com menor eficiência que as oximas já 
utilizadas na clínica. Porém, todos os novos compostos foram capazes de reativar a enzima 
butirilcolinesterase (BChE), uma enzima acessória à AChE no sistema colinérgico, inibida por 
metamidofós, enquanto nenhumas das oximas clássicas tiveram qualquer atividade reativadora nesta 
enzima. Nosso trabalho também demonstrou que a pralidoxima, que obteve a melhor constante de 
reativação entre todos os compostos testados, ataca a ligação fosforo-oxigênio (formada entre o 
metamidofós e o resíduo Ser203, da tríade catalítica da AChE) via uma região conhecida como 
“oxyanion-hole”, que compreende os resíduos Gly120, Gly121 e Ala204. Tal achado pode ajudar no 
desenvolvimento de novos compostos com melhor atividade reativatória na AChE inibida por OPs. Além 
disso, mostramos aqui pela primeira vez, a contribuição de cada resíduo de aminoácido da AChE, num 
raio de 14 Å do ligante, para a ligação das oximas no seu sítio ativo, usando métodos de química 
quântica. Tais achados mostraram a importância da presença de um nitrogênio quaternário para a 
estabilização das oximas no sítio ativo; assim como colheu evidências que a forma ativa das oximas seria 
a sua forma desprotonada, ao invés da forma protonada, o que tem sido alvo de algum debate no meio 
cientifico. Particularmente importante, foi demonstrado a contribuição fundamental de aminoácidos que 
se encontram distantes do ligante, para a estabilização e conformação adotada pelos compostos, e que até 
o momento tem sido negligenciados em estudos in silico. Por fim, nosso estudo também avaliou os efeitos 
tóxicos do composto isatina-3-N4-benziltiosemicarbazona (IBTC) em camundongos, o qual apresentando 
baixa toxicidade, com valores de dose letal mediana (LD50) superiores a 500 mg/kg. Desta forma, este 
estudo contribui para a desenvolvimento de novos fármacos capazes de reativar a AChE e que apresentem 
menos efeitos tóxicos. 
 
Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Organofosforados. Metamidofós. Oximas. Modelos computacionais.  
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The enzyme acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7, AChE) is responsible to terminate acetylcholine activity in 
the terminal nervous junctions with its effector organs or post-synaptic sites. The activity of this enzyme 
could be inhibited by organophosphorus (OP) compounds, and this inactivation leads to an accumulation 
of acetylcholine in the cholinergic receptors, leading to a cholinergic crisis that may result in death. In this 
way, the OP compound methamidophos has been related to its broad use in various agriculture cultures in 
Brazil, with high intoxication rate. Actually, the only compounds able to revert the AChE inhibition by 
OP, are the oxime, such compounds may reactive the enzyme activity due its high nuclephilic power, 
attacking the phosphoryl group of the inhibited enzyme and displacing it. However, such compounds 
show toxic effects, and its use is limited by the high specificity, with each oxime acting only in the 
reactivation of AChE induced by specific OP coumponds. These limitations raise the need of 
development of new compounds with AChE reactivator potency, with minor side effects. In this way, 
have been utilized a series of computational tools (in silico models), with the aim of understand the 
interaction occurring at a molecular level and, so, rationalize the new compounds development. Thus, the 
aim of this thesis is to evaluate the activity of three new compounds in reactivate the AChE inhibited by 
methamidophos, in comparison with two others oximes used in clinical (obidoxime and pralidoxime), 
both in in silico and in vitro models. Our work demonstrate that the newly synthesized compounds are 
able to reactivate human erythrocyte AChE, however less efficiently than pralidoxime and obidoxime, 
and reactivate human plasma butyrylcholinesterase (BChE), where the classical oximes failed. We also 
show that pralidoxime, which obtained the best reactivation constant among all tested compounds, attack 
the phosphorus-oxygen moiety (formed between the methamidophos and the AChE catalytic triad residue 
Ser203) via a region known as “oxyanion-hole”, composed by the residues Gly120, Gly121 and Ala204. 
Such found may help in the development of new compounds with better reactivatory activity on AChE 
inhibited by OP compounds. Furthermore, we show for the first time the individual contribution of each 
amino acid of AChE, in a radii of 14 Å from the ligand, to the oxime bonding to its active site, using 
quantum chemistry methods. Here, we demonstrate the important of a quaternary nitrogen to the 
stabilization of the oximes into the active site; as well as, we obtained evidences that the active form of 
oximes should be the unprotonated one, instead the protonated, which has been target of debate in the 
scientific society. Particularly important, we show the critical contribution of amino acids that lies distant 
from the ligand to the adopted conformation and stabilization of the compounds into the active site of 
AChE, which has been neglected until far. Finally, our study also evaluates the toxic effects of the 
compound isatin-3-N4-benzilthiosemicarbazone (IBTC) in mice, which presented low toxicity, with 
median lethal dose superior at 500 mg/kg. Concluding, this study contributes significantly to the 
development of new drugs able to restore the AChE activity with minor toxic effects. 
 

Keywords: Acetylcholinesterase. Organophosphorus. Methamidophos. Oximes. Computational models. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A enzima acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7, AChE) é responsável por terminar a 

ação da acetilcolina nas junções das terminações nervosas com seus órgãos efetores ou 

sítios pós-sinápticos. A atividade desta enzima pode ser inibida por compostos 

organofosforados (OP), que são utilizados como pesticida no controle de pragas e como 

aditivo para lubrificantes, além de terem sido largamente desenvolvidos com a 

finalidade de ser utilizado como armas de guerra (WHO, 1993). A inativação da AChE 

resulta em um acúmulo de acetilcolina nos receptores colinérgicos, levando a crise 

colinérgica que pode levar a morte (Marrs, 1993). Logo, o principal mecanismo de 

toxicidade de compostos OP em mamíferos é a progressiva inibição da 

acetilcolinesterase (AChE) levando a uma espécie enzimática inativa (Zayed e cols, 

1984, Worek e cols, 2004). 

Além disso, compostos OP também podem inibir a enzima butirilcolinesterase 

(BChE), e dados da literatura mostram uma importante função desta enzima na 

atividade de neurônios cardíacos intrínsecos (Darvesh e cols., 2004), sendo assim, uma 

possível reativação desta enzima pode ajudar a reverter os efeitos da crise colinérgica no 

coração. Em adição, a inibição da BChE também aumenta os níveis de acetilcolina 

(Giacobini, 2000; Greig e cols., 2000), sugerindo uma função co-regulatória da 

butirilcolina na ação da acetilcolina (Darvesh e cols., 2003). Sua inibição leva à um 

aumento dose-dependente nos níveis de acetilcolina (ACh) no cérebro (Darvesh e 

Hopkins, 2003). 

Uma depleção de 30-50% da atividade da AChE é acompanhada por sintomas 

muscarinicos (miose, sudorese, aumento das secreções brônquicas, salivação, 

lacrimejamento, vômitos, náuseas e diarréia, bradicardia e dores abdominais) de 
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intoxicação. A subseqüente inibição de 50-70% da atividade enzimática original é 

caracterizada por sintomas muscarinicos, nicotínicos (tremores e câimbras, hipertensão 

arterial, fasciculação muscular e flacidez, eventualmente morte por parada respiratória 

ou edema pulmonar) e também no sistema nervoso central. Se a reativação da enzima 

for considerada, um aumento na atividade enzimática maior que 10% pode salvar a vida 

de um organismo intoxicado e reduzir os sintomas tóxicos (Karasova e cols., 2009).  

O metamidofós é um dos organofosforados mais usados em culturas agrícolas no 

Brasil, sendo um problema com relação à intoxicação, seja pela ingestão de alimentos 

contaminados (Caldas e cols., 2006) seja por exposição ocupacional (Recena e cols., 

2006a). Estudo recente de Recena e cols. (2006b) demonstrou que mais de 90% de 

pequenos agricultores utilizam metamidofós com regularidade e, destes, 

aproximadamente 60% exibem sintomas típicos de intoxicação por organofosforados. 

Trabalhos in vitro demonstraram que o metamidofós apresenta atividade anti-

colinesterase em humanos (Worek e cols., 2004 e 2007). Além disso, Tomlin (1994) 

mostrou que este composto tem alta toxicidade em organismos aquáticos, configurando 

também um problema ambiental. 

Atualmente, o tratamento contra o envenenamento por OP consiste na 

estabilização do paciente, redução da absorção e o uso de altas doses de atropina e a 

administração de oximas para reativar a AChE inativada pelo OP, e dessa maneira 

reduzir a duração de paralisia dos músculos respiratórios (Howland e Aaron, 1999; Paris 

e Rios, 2001). A pralidoxima vem sendo largamente utilizada contra o envenenamento 

por OP, e é comercializada sob o nome de Contrathion (N-metil-alfa-piridilaldoxima). 

A ação das oximas é atribuída a sua habilidade de retirar o grupamento fosforil da 

enzima inibida por OP, isso ocorre em virtude da alta afinidade da oxima pela enzima e 

seu alto poder nucleofílico (Jokanović e Stojiljković, 2006). Além de reativar AChE, as 
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oximas também podem apresentar efeitos farmacológicos diretos como inibição da 

liberação de acetilcolina (Van Helden e cols., 1998) e da síntese de neurotransmissores 

(Clement, 1979), além de poderem hidrolisar diretamente acetilcolina (Zhang e cols., 

2007) e butirilcolina (Petroianu e cols., 2004), reduzindo os níveis desses 

neurotransmissores na fenda sináptica, contornando os efeitos causados por compostos 

OP. 

 A experiência clínica com o uso de pralidoxima no tratamento de vítimas do 

ataque com gás sarin em Tóquio foi extremamente favorável (Stolijjkovic e Jokanovic, 

2005). Porém, essa oxima não mostrou efeito satisfatório em envenenamento por tabun 

e soman (Kassa, 2005). Da mesma maneira, a obidoxima se mostrou um eficiente 

protetor contra envenenamento por tabun, sarin (Inns e Leadbeater, 1983; Maksimovic e 

cols., 1989) e VX (Maksimovic e cols., 1989) em modelos experimentais. Porém, se 

mostrou ineficiente em envenenamento por soman (Maksimovic e cols., 1980; Hamilton 

e Lundy, 1989). Além disso, a obidoxima pode apresentar alto potencial hepatotóxico 

(Marrs, 1991). Com relação ao metamidofós, Pohanka e cols. (2008) demonstraram que 

obidoxima e pralidoxima reativaram a AChE inibida por metamidofós em 

aproximadamente 80% à 100 µM, contudo o protocolo experimental utilizado foi 

otimizado para propósitos analíticos, em condições não fisiológicas. Além disso, Wan e 

cols. (2007) mostraram efeitos positivos da administração de pralidoxima em indivíduos 

envenenados com metamidofós, e Satar e cols. (2004) demonstraram efeito 

hepatoprotetor da pralidoxima contra metamidofós (30 mg/kg). A necrose do diafragma 

induzido por metamidofós também é atenuado por pralidoxima em modelos in vivo 

(Santos e cols., 2002). 

Tendo em vista que o metamidofós pode ser um problema de saúde e ambiental, 

e considerando a escassez de dados a respeito das únicas oximas disponíveis no 



4 
 

mercado (pralidoxima e obidoxima) frente à intoxicação induzida por metamidofós, 

cria-se a necessidade de novos estudos com essas oximas na intoxicação por 

metamidofós. Além disso, o desenvolvimento de novas oximas capazes de reativar 

colinesterases inibidas por organofosforados com melhores resultados experimentais 

também é uma necessidade atual. 

Neste sentido, uma série de novas metodologias baseadas em estudos 

computacionais tem surgido com o objetivo de racionalizar a busca por novos 

compostos com atividade biológica e explicar fenômenos ocorridos a âmbito molecular, 

e que possam favorecer também o desenvolvimento de novos fármacos. Uma dessas 

metodologias é o atracamento molecular (“docking”) que pretende explicar as 

interações entre ligantes e proteínas e também servem como função escore entre 

diferentes possíveis fármacos. Vários programas tem apresentado algum sucesso em 

obter o modo de ligação correto de um ligante no sítio ativo de enzimas (Taylor e cols., 

2002). Contudo, o cálculo da energia livre de ligação tem se mostrado desafiador 

(Warren e cols., 2006), uma vez que há uma complexa inter-relação entre o ligante e a 

proteína que interferem nesta energia. Então, apesar destes programas conseguirem uma 

boa predição da conformação mais provável de um ligante em uma proteína, as funções 

escore são comprometidas, principalmente devido aos cálculos utilizados por estes 

programas serem simplistas e/ou baseados em potências estatísticos. 

Devido às limitações impostas pelo método de atracamento molecular, métodos 

baseados em cálculos quânticos, como o QM/MM, estão começando a serem 

empregados para computar as afinidades de ligantes e proteínas. Alguns pesquisadores, 

como Khandelwal e cols. (2005) têm usado uma abordagem que envolve o uso de várias 

ferramentas computacionais para resolver problemas envolvendo a ligação de ligantes 
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em proteínas, como o uso de atracamento molecular, otimização QM/MM, dinâmica 

molecular e cálculo da energia de interação usando QM/MM.  

Por outro lado, níveis mais altos da teoria quântica, como a Teoria do Funcional 

da Densidade (DFT, do inglês “Density Functional Theory”) têm sido usados para 

calcular funções de onda de macromoléculas. Gao e cols. (2004) descreveram a 

aplicação de um esquema de matriz de densidade baseado no método de Fracionamento 

Molecular com Capas Conjugadas (MFCC, do inglês “Molecular Fractionation with 

Conjugated Caps”), onde a matriz de densidade é calculada para fragmentos 

“encapsulados” em altos níveis da teoria quântica e a energia total é considerada a soma 

dos fragmentos da matriz de densidade. Recentemente, da Costa e cols. (2012) 

aplicaram com sucesso um esquema baseado no método MFCC para calcular a 

contribuição individual de cada resíduo de aminoácido e a energia livre de ligação de 

diferentes estatinas no sítio ativo da enzima HMG-CoA redutase, usando cálculos 

baseados na teoria DFT. 

Especificamente no caso de oximas, o mecanismo molecular pelo qual estes 

fármacos reativam a AChE inibida por compostos OP tem sido alvo de um grande 

número de estudos baseados no atracamento molecular. De modo geral, estes estudos 

apontam para uma importante participação dos resíduos aromáticos Tyr124, Trp286, 

Tyr337 e Tyr341 na estabilização de compostos bisquaternários mono-oxima no sítio 

ativo da AChE, principalmente pela ocorrência de interações do tipo π- π e cátion- π 

(Musilek e cols., 2011). Além disso, Ekstrom e cols (2009) aplicaram simulação por 

dinâmica molecular na reativação da AChE inibida por sarin pela oxima Hl6, 

encontrando que um dos anéis aromáticos desta oxima se encontra “prensado” pelos 

resíduos Tyr124 e Trp286. Por outro lado, o anel piridina onde se encontra o grupo 

oxima se mostra desordenado e poderia chegar ao resíduo de serina (Ser203) 
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modificado pelo OP através de uma rede de interações de hidrogênio. Apesar destes 

dados serem muito interessantes, todas as técnicas empregadas são muito limitadas em 

quantificar a contribuição de cada resíduo para a ligação de oximas no complexo AChE-

OP. O conhecimento de tais contribuições é essencial para o entendimento da ação do 

ligante no sítio ativo da enzima, e o subsequente processo de reativação enzimática, e 

deve ser muito útil para o desenvolvimento de novos fármacos. 

Neste sentido, nosso grupo tem proposto o estudo de algumas novas oximas na 

tentativa de melhorar a reverter à inibição por OP, tais como a butano-2,3-

dionatiosemicarbazona oxima e a 3-(fenilhidrazona)butan-2-one oxima, duas novas 

oximas sintetizadas pelo nosso grupo de pesquisa, e que já mostraram satisfatório 

potencial de reativação na AChE inibida pelos OPs clorpirifós, diazinon e malation 

(Costa e cols., 2011). Além de terem sido relacionadas com sua atividade antioxidante, 

sem sinais de toxicidade após uso in vivo e ex vivo (Puntel e cols., 2008 e 2009), com 

valores de LD50 similares aos obtidos com pralidoxima e obidoxima (Arena, 1979). 

Além destes compostos, nosso grupo tem testado as possíveis atividades biológicas de 

um derivado da tiosemicarbazona, a isatina-3-N4-benziltiosemicarbazona (IBTC). Os 

derivados de tiosemicarbazona apresentam ampla utilidade farmacológica (Beraldo e 

Gambino, 2004), e têm sido relacionados à sua atividade quelante de radicais livres 

(Wada e cols., 1994). Neste sentido, nosso grupo demonstrou recentemente que a IBTC 

apresenta atividade antioxidante e antiarterogênida (Barcelos e cols., 2011). 

 

1.1 AChE 

 

 A enzima acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) é membro da família das 

hidrolases (Frobert e cols., 1997) e exerce uma função vital no sistema colinérgico por 



7 
 

hidrolisar o neurotransmissor ACh (Figura 1) em colina e acetato, e portanto terminando 

o impulso elétrico. A ACh foi o primeiro agente químico conhecido por estabelecer uma 

comunicação entre duas células distintas em mamíferos, e age por propagar um estimulo 

elétrico através da junção sináptica. Neste contexto, a ação da AChE pode ser resumida 

de seguinte forma: a ACh é liberada pelo neurônio pré-sináptico em resposta a um 

potencial de ação e difunde através da sinapse e se ligando a receptores de ACh (os 

quais controlam a entrada de íons K+ para o neurônio pós-sináptico ou célula muscular, 

entre outras funções). Após esta ligação, ocorrem vários eventos que resultam no 

começo do potencial de ação na célula pós-sináptica. Neste momento, a AChE 

rapidamente hidrolisa a ACh, terminando a entrada de íons, mediada pela ACh, através 

do receptor e interrompendo a transmissão do impulso nervoso (Quinn, 1987). A 

transmissão do impulso químico leva ao redor de 1 ms e demanda uma integração 

precisa entre os componentes estruturais e funcionais na sinapse (Aldunate e cols., 

2004). Consequentemente, a AChE é uma das enzimas mais eficientes conhecidas, 

hidrolisando a ACh à uma taxa próxima da taxa de difusão de ACh na fenda sináptica 

(Bazelyansky e cols., 1986). Os valores de turnover da AChE é aproximadamente de 

7,4 x 105 a 3 x 107 moléculas de ACh por minuto por molécula de enzima (Rothenberg 

e Nachamnsohn, 1947; Wilson e Harrison, 1961), esta alta taxa catalítica é a base da 

resposta rápida e repetitiva que ocorre na neurotransmissão colinérgica. 

 

Figura 1 – Estrutura molecular da acetilcolina. 

 A neuro-transmissão mediada pela ACh é um processo vital para sobrevivência, 

sendo que sua interrupção é letal e sua redução gradual é associada a deterioração 
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progressiva das funções cognitivas e neuromusculares, como no caso da doença de 

Alzheimer. Contudo, a AChE parece estar envolvida em outros processos biológicos, 

tais como neurogenese, adesão e diferenciação celular, dentre outros (Shen, 2008). Da 

mesma maneira, a ACh também tem outras funções além do correto funcionamento do 

sistema nervoso central e periférico, estudos recentes indicam que este neurotransmissor 

pode ter parte na regulação de vários outros processos como, crescimento celular, 

locomoção e apoptose (Shen, 2008). 

 A AChE de vertebrados tem sido classificada baseado em vários critérios, a 

nomenclatura, segundo Bon e cols. (1979), é baseada na estrutura quaternária e no 

número de subunidades catalíticas de atividade similar. Neste caso, formas globulares 

são nomeadas como G1, G2 e G4 que contém uma, duas ou quatro subunidades 

catalíticas, respectivamente, enquanto as formas assimétricas são nomeadas como A4, 

A8 e A12 e são caracterizadas pela presença de uma “cauda” associada com um, dois ou 

três tetrâmeros (Bon e cols., 1979; Aldunate e cols., 2004). Além disso, as formas 

globulares da AChE podem ser distinguidos em anfifílicas ou não-anfifílicas, devido a 

presença, ou não, de um domínio hidrofóbico responsável por ancorar a enzima em 

membranas (Aldunate e cols., 2004). Em vertebrados, as diferentes AChE serem 

codificadas por um único gene, sendo que as várias formas moleculares existentes são 

geradas por splicing alternativo e modificações pós-translacionais (Frobert e cols., 

1997). As modificações geradas por splicing formam regiões C-terminal distintas e são 

caracterizadas como domínios R (“read-through”), H (hidrofóbico), T (caudado) e S 

(solúvel).  

 A estrutura molecular da AChE (Figura 2) é bastante similar a das lipases e 

serina hidrolases, e pertence a família das α/β hidrolases, onde uma estrutura em folhas-

β e rodeada por α-hélices. Ela possui uma plataforma de folhas β que comporta a 
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maquinaria catalítica e, nas suas características gerais, é bastante similar em todos os 

membros da família. De fato, os três membros da tríade catalítica, Ser200, Glu327 e 

His440 (para a AChE da espécie de arraia Torpedo californica, em AChE de humanos a 

sequência é Ser203, Glu334 e His447; as explicações abaixo se referem a AChE 

proveniente da T. californica, devido a grande similaridade estrutural e funcional entre 

as AChEs das duas espécies, e ao maior número de estudos envolvendo a AChE de T. 

californica) aparecem na mesma ordem ao longo da cadeia polipeptídica em todas as 

enzimas da família α/β hidrolases. As α-hélices e os “loops” tem suas funções atribuídas 

a manipulação de elementos específicos, como os substratos dos diferentes membros da 

família que são muito variados. A característica mais interessante da AChE é a presença 

de uma “fenda” estreita e profunda, de aproximadamente 20 Å e que penetra 

praticamente até o meio da enzima, que possui um diâmetro aproximado de 40 Å. Isto 

pode resultar numa dificuldade de entrada do substrato, e a explicação mais aceita para 

a importância de um sítio tão profundo foi provida por Harel e cols., (1996), onde ele 

sugere que se o sítio ativo é muito profundo, o substrato vai estar rodeado em quase 

360º pela proteína, permitindo múltiplas interações enzima/substrato que, por sua vez, 

pode gerar um estado de transição mais efetivo.   
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Figura 2 – Estrutura molecular da AChE com o substrato ACh dentro do sítio ativo. 

Figura retirada de Siman e Joel (2008). 

O sítio no qual se encontra a tríade catalítica é delineado por 14 resíduos 

aromáticos e dois resíduos ácidos, Asp285 e Glu273 que se encontram no topo e um, 

Glu199, na base. Os resíduos aromáticos representam os elementos mais importantes do 

sítio aniônico da AChE, sendo que dois deles, Trp84 e Phe300 contribuem para o sítio 

catalítico aniônico (CAS) e, os resíduos Tyr70, Tyr121 e Trp279 para o sítio aniônico 

periférico (PAS), localizado no lado oposto a entrada do sítio (Barak e cols., 1994). A 

superfície aromática da fenda pode servir como uma coluna de afinidade através da qual 

o substrato pode “pular” e “deslizar” pelo sítio ativo por sucessivas interações do tipo 

cátion-π, ou π-π no caso de ligantes artificiais com anéis aromáticos. A AChE possui 

um amplo momento dipolo, orientado ao longo do sítio ativo (Figura 3), e que pode 

servir para atrair o substrato positivamente carregado para dentro do sítio ativo. 

Também foi demonstrada a presença de um gradiente potencial ao longo de todo 
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comprimento do sítio ativo, o qual “empurra” o substrato para o centro do sítio, uma vez 

que a tríade catalítica está “enterrada” praticamente no centro da enzima (Felder e cols., 

1997). Este potencial pode afetar também ligantes não carregados, e parece ser formado 

primariamente pelo resíduo Asp72 presente no meio da fenda, e pelos resíduos Glu199 

e Glu443 próximos a base. A fraca hidratação da ACh favorece as interações cátion-π 

com os resíduos aromáticos, inicialmente no topo do sítio e subsequentemente 

interações através da fenda até a tríade catalítica. A ACh interage, inicialmente, com os 

resíduos do PAS, aumentando a probabilidade de interação com os resíduos do CAS, 

sugerindo um efeito alostérico da ligação do substrato ao PAS (Johnson e cols., 2005). 

 

Figura 3 – Potencial eletrostático da AChE de Torpedo californica, onde a superfície 

vermelha representa o contorno iso-potencial negativo e a superfície azul, o positivo. A 

flecha indica a direção do dipolo. Figura retirada de Ripoll e cols., (1993). 
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 Outras regiões importantes para o processo catalítico também estão presentes na 

AChE. Os resíduos Trp84, Glu199 e Phe330 são os principais componentes do subsítio 

aniônico (também conhecido como sitio de ligação da colina), e são responsáveis pela 

ligação da colina ao sítio ativo via, principalmente, interações cátion-π. Há uma forte 

interação entre o grupo amônia quaternário da ACh (Fuxreiter e Warshel, 1998; 

Ordentlich e cols., 2004) e os anéis aromáticos dos resíduos Phe330 e, principalmente, o 

resíduo Trp84, o qual se encontra a apenas 3,7 Å de distância do grupo amônia (Ma e 

Dougherty, 1997). Além destes, os resíduos Phe288 e Phe290 (os quais correspondem 

aos resíduos Phe295 e Phe297 na AChE humana) são importantes na delimitação do 

espaço onde o grupamento acil da ACh se acomoda, sendo designado como “acyl 

pocket”. Tais resíduos são responsáveis pela alta especificidade da AChE quando 

comparada com a BChE, pois o grande volume da cadeia lateral destes resíduos limitam 

o espaço disponível no “acyl pocket”, impedindo que substratos maiores, como a 

butirilcolina, acessem o fundo do sítio ativo (Vellon e cols., 1993; Hosea e cols., 1995). 

Outros dois resíduos completam esta região, Trp233 e Phe331, os quais estão 

envolvidos na manutenção da correta orientação do resíduo His440 para que o processo 

catalítico ocorra (Barak e cols., 2002; Kaplan e cols., 2004). 

 Uma vez que o substrato, ACh, consiga chegar ao fundo do sítio ativo, onde se 

encontra a tríade catalítica, ocorre a catalise em si. Este processo de conversão da ACh 

em colina e acetato ocorre em dois estágios, o estágio de alquilação e o de 

desalquilação, onde ocorrem dois ataques nucleofílicos e duas transferências de prótons. 

Estes processos estão esquematizados na figura 4. No caso da AChE de T. californica, 

os resíduos Ser200 e His440 estão envolvidos na reação com o substrato ACh durante a 

catalise, e o resíduo Glu327 age como um estabilizador da carga da His440. A reação 

procede após a transferência de um próton da Ser200 para o anel imidazol da His400 e a 



13 
 

subsequente adição nucleofílica do átomo de oxigênio da Ser200 (na forma Ser-O-) ao 

substrato ACh e formação de um estado de transição tetraédrico. A His440 protonada é 

estabilizada pela carga negativa da Glu327. A estabilização das cargas existentes no 

estado de transição resulta no excepcional poder catalítico da AChE (Sant’anna e cols., 

2006; Nemukhin e cols., 2008). Vale ressaltar que o resíduo His440 apresenta alta 

mobilidade durante o processo catalítico (Millard e cols., 1999a), e seu correto 

posicionamento é fundamental para obter uma atividade catalítica ótima. Este 

posicionamento é obtido pelo impedimento estérico pela Phe288 e pelas interações π 

com a Phe332 (Barak e cols., 2002; Kaplan e cols., 2004).  O processo de alquilação é 

rapidamente seguido pela desalquilação, onde a acil-enzima formada é hidrolisada de 

volta a sua forma original, com a duração da acil-enzima formada sendo de 

aproximadamente 10 µs. 



14 
 

 

Figura 4 – Mecanismo da hidrólise da ACh pela AChE. Figura retirada de Delfino e 

cols., (2009). 

 Durante o processo catalítico, um intermediário acil-enzima é formado onde 

ocorre a presença de um grupamento carbonil (na forma C-O-) com carga negativa que 

precisa ser estabilizada. A presença de doadores de interações de hidrogênio ocorre em 

uma região contigua a tríade catalítica, chamada de “oxyanion hole” e contém os 

resíduos Gly118, Gly119 e Ala201, os quais formam interações de hidrogênio com o 

grupo carbonil (Harel e cols., 1996; Ordentlich e cols., 2004). Desta forma, estes 

resíduos contribuem para a estabilização do intermediário sem a necessidade de grandes 

modificações conformacionais, aumentando a eficiência catalítica da enzima. 
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1.2 Organofosforados 

 

 Os compostos organofosforados (OP) são compostos orgânicos, derivados 

principalmente de ésteres de fosfato, os quais apresentam uma ligação fosforil (P=O) ou 

tiofosforil (P=S) (Gupta, 2006). A classificação de OPs é bastante complexa, pois 

apresenta grande variedade de cadeias laterais que podem ser ligadas ao átomo de 

fosforo, não havendo sistema de nomenclatura largamente aceito. O modo de 

classificação de OPs mais comum é baseado nos átomos e radicais ligados ao átomo 

central de fósforo e, de acordo com Gupta (2006), podem ser divididos em 13 diferentes 

subclasses, de acordo com a figura 5. 

 

Figura 5 – Subclasses de compostos OPs, de acordo com Gupta (2006). 

 A descoberta dos efeitos tóxicos de OPs em insetos é do ano de 1937, cinco anos 

após o primeiro relato de toxicidade destes compostos em humanos. Em 1940, foi 

comprovado que a enzima AChE é o alvo principal de OPs em humanos, sendo 

posteriormente confirmado o mesmo mecanismo em insetos (Casida e Quistad, 2005). 
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Já na década de 1940, foi iniciado o uso de OPs como inseticidas, com uma grande 

expansão entre os anos de 1960 e 1980, quando gradualmente foram substituindo os 

inseticidas organoclorados (mais nocivos ao meio ambiente) (Santos e cols., 2007). 

Outros usos foram dados para tal classe de compostos, na segunda guerra mundial a 

Alemanha nazista desenvolveu uma série de compostos OPs para fins bélicos 

(Ecobichon, 1996). Alguns destes compostos inclusive chegaram a ser utilizados para 

tal fim, como no ataque aos Curdos no Iraque, em 1988 e no atentado terrorista a um 

metro em Tóquio no ano de 1995, nos quais foram utilizados o gás sarin (Ferrer e 

Cabral, 1995). 

 O mecanismo de ação dos compostos OPs envolve primariamente a inibição da 

AChE, reduzindo a hidrólise do neurotransmissor ACh. A acumulação de ACh nos 

receptores colinérgicos, resultante desta inibição enzimática, leva a super-estimulação 

de neurônios pós-sinápticos ou fibras musculares, que resulta em uma série de sintomas 

que podem ser divididos de acordo com o grau de envenenamento: em intoxicações 

leves a moderadas miose, sudorese, aumento das secreções brônquicas, salivação, 

lacrimejamento, vômitos, náuseas e diarréia, bradicardia e dores abdominais; no caso de 

intoxicações severas os principais sintomas são tremores e câimbras, hipertensão 

arterial, fasciculação e flacidez muscular que pode, eventualmente, resultar no óbito da 

vítima por parada respiratória ou edema pulmonar (Karasova e cols., 2009). 

 O tratamento médico dado a vitimas de envenenamento por OPs são 

praticamente os mesmo aplicados na intoxicação por outras substâncias tóxicas. 

Procura-se, inicialmente, terminar a exposição ao agente tóxico, seguido pela 

estabilização do paciente e administração dos antídotos adequados. No caso de 

contaminação por OPs, as drogas mais utilizadas são: a atropina, um agente 

anticolinérgico que antagoniza os efeitos da acumulação da ACh nos receptores 
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colinérgicos muscarínicos, porém sem atividade antagonista em receptores colinérgicos 

nicotínicos; o diazepam, depressor do sistema nervoso central que age como 

anticonvulsivante e reduz espasmos musculares frequentes em intoxicações com OPs; e 

uma oxima, como um reativador da enzima AChE (Jokanocic e Stojiljkovic, 2006). 

Em nível molecular, a inibição da AChE por OPs envolve o ataque nucleofílico 

do resíduo de serina da tríade catalítica (Ser200 em T. californica, Ser203 na maioria 

dos mamíferos) ao átomo de fosforo do OP. Após a ligação do OP à Ser200, forma-se a 

enzima fosforilada que, ao contrário da AChE acetilada que rapidamente se converte em 

ácido acético, esta espécie enzima é bastante estável. A falta de atividade enzimática 

ocorre devido a serina da tríade catalítica se encontrar impedida de hidrolisar a ACh 

(Worek e cols., 2004; Majundar e cols., 2006). A figura 6 mostra um esquema geral da 

inibição da AChE por compostos OPs, que envolve inicialmente a formação de um 

complexo enzima-OP, seguida pela fosforilação e inativação da enzima, com a 

substituição de um dos grupos R do OP, chamado de grupo de saída, pelo oxigênio da 

serina da tríade catalítica. Tal complexo é estável, porém pode sofrer dois processos 

diferentes. Uma das possibilidades é a reativação espontânea devido ao potencial 

nucleofílico da água, com eliminação do OP. Tal tipo de reativação é lenta e pouco 

significativa em quadros clínicos de intoxicação aguda por OP, mas pode ser acelerado 

com o uso de outros nucleófilos tais como as oximas (Worek e cols., 2005). Outra 

possibilidade é que ocorra um processo chamado “aging” (figura 6), onde ocorre a 

quebra de uma ligação PO-C da enzima fosforilada, com a perda de um grupo alquila 

(Marrs, 2007). Após tal fenômeno a inibição se torna virtualmente irreversível, pois tal 

complexo passa a possuir uma carga negativa no sítio ativo, impedindo o ataque de 

nucleófilos à ligação O-P. Além disso, forças não-covalentes passam a estabilizar mais 

fortemente o complexo OP-AChE (Shafferman e cols., 1996; Millard e cols., 1999b). 
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Figura 6 – Esquema da inibição da AChE por OPs. Figura retirada de Delfino e cols., 

(2009). 

Dados mais recentes demostram que o uso de OPs já representam cerca de 40% 

do mercado mundial de pesticidas (Santos e cols., 2007), sendo que a exposição 

acidental ou tentativas de suicídio usando OPs representam um sério problema de saúde 

pública, principalmente nos países de terceiro mundo. Relatório da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) (Carlton e cols., 1998) estimou em aproximadamente 3 

milhões de casos de intoxicação por ano com mais de 220.000 casos óbitos em 

decorrência da exposição a compostos OPs. Dentre estes compostos, destaca-se o uso 

indiscriminado do pesticida Tamaron (Moreira, 1995), cujo principio ativo é o OP 

metamidofós, o qual tem sido relacionado com alta taxa de intoxicação em humanos 

(Recena e cols., 2006a e 2006b). 
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 O metamidofós (O,S-dimetilfosforamidotioato; C2H8NO2PS) (figura 7), é um 

pesticida de largo espectro de ação, e é obtido como subproduto do acefato. Este 

pesticida tem ampla aplicação no controle de pragas, sendo utilizado em culturas 

agrícolas muitos variadas, tais como: algodão, batata, feijão, tomate, tabaco, pimentão, 

milho, brócolis, couve-flor, repolho, morango, pêssego e soja (Hassal, 1990; ILSE, 

1995). Tal composto é altamente tóxico, tanto na exposição por via oral e respiratória 

como por via cutânea. A dose letal mediana (LD50) pela via oral é de 21 mg/kg em ratos 

e de 10-30 mg/kg em coelhos, gatos e cachorros. A LD50 para a via inalatória é de 9 

mg/kg em ratos e 19 mg/kg em camundongos. Outros animais da fauna, não 

considerados pragas, também são muito suscetíveis a intoxicação, tais como espécies de 

abelhas e pássaros (Gary e Lorenzen, 1989). A concentração letal mediana (LC50) é de 

aproximadamente 35 mg/L em trutas, 46 mg/L em peixes do tipo guppies e 100 mg/L 

para carpas. Os crustáceos, em especial, apresentam alta suscetibilidade a intoxicação 

por metamidofós, sendo que concentrações de aproximadamente 2,2 x 10-7 mg/L são 

letais a larvas destas espécies (Chan e cols., 1996). 

 

Figura 7 – Estrutura molecular do metamidofós. 

 Com relação à exposição humana ao metamidofós, vários dados na literatura 

indicam que ele talvez seja o OP mais utilizado pela comunidade rural. Araújo e cols. 

(2007) demonstraram que 90% dos agricultores da comunidade rural de Córrego de São 

Lourenço – RJ, utilizam tal composto, e alguns relataram sinais claros de 

envenenamento por OPs. No município de Paty do Alferes – RJ, o metamidofós é 
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utilizado em 53% das lavouras (Delgado e Paumgartten, 2004), e a maioria dos 

agricultores admitiram não usar qualquer tipo de proteção. Em longo estudo de Soares e 

cols. (2003), que durou de 1991 até 2000, foi verificado que o metamidofós foi o 

agrotóxico mais utilizado, correspondendo a 39,61% dos trabalhadores rurais. Também 

foi feita a dosagem de colinesterases, que revelou que cerca de 50% destas pessoas se 

mostravam intoxicadas. 

 

1.3 Oximas 

 

 A terminação oxima foi definida no século XIX, e provem dos termos oxigênio e 

imida (oxigênio+imida = oxima). Tais compostos são caracterizados pela presença de 

um grupo C=N-OH, e tem por fórmula geral R1R2CNOH, podendo ser classificadas 

como aldoximas ou cetoximas, de acordo com os grupos R presentes na molécula. As 

aldoximas provêm da condensação de um aldeído com uma porção hidroxilamida 

(NH2OH) e são caraterizadas pela presença de uma cadeia lateral orgânica e outra com a 

presença de somente um hidrogênio. As cetoximas, por sua vez, derivam da 

condensação de uma porção hidroxilamida com uma cetona, e apresentam as duas 

cadeias laterais orgânicas ligadas ao carbono do grupo oxima (Arena, 1979). 

 As oximas são compostos utilizados farmacologicamente no tratamento de 

intoxicação por pesticidas OPs. Sua ação antídoto se deve primariamente a sua 

habilidade de reativar a AChE fosforilada (Wilson, 1992). De maneira geral, o processo 

de reativação consiste de dois passos: primeiro, ocorre à formação de um complexo OP-

AChE-oxima, seguido da retirada da ligação oxima-fosfato deste complexo (figura 8). O 

oxigênio do grupo oxima é capaz de atacar a ligação do átomo de fosfato ao oxigênio 

Ser200, devido ao seu alto poder nucleófilo, sendo este ataque pode ser facilitado pela 
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polarização da ligação fosforil, que se encontra aumentada pela influência dos resíduos 

Gly120, Gly121 e Ala204 (na AChE humana) que constituem a região chamada de 

“oxyanion hole” (Wong e cols., 2000). 

 

Figura 8 – Reativação da AChE fosforilada por oximas. Figura retirada de Delfino e 

cols., (2009). 

 

Usualmente, é considerado que a oxima reage na sua forma desprotonada 

(oximato) no processo de reativação. Porém, Castro e Figueroa-Villar (2002) 

demonstraram que, ao menos para a pralidoxima, a forma protonada apresenta maior 

densidade eletrônica ao redor do oxigênio do grupo oxima, levantando, então, a hipótese 

que as formas protonadas destes compostos podem ser as formas mais vantajosas no 

processo de reativação. 

O processo de reativação só ocorre se um dos substituintes ligados ao átomo de 

fósforo não foram hidrolisados, ou seja, se não ocorreu o processo de “aging”. A taxa de 

reativação das diferentes oximas depende de vários fatores, sendo os principais: da 

concentração e da estrutura molecular da oxima, da estrutura da ligação fosforil ligado a 

enzima, e da taxa de desalquilação (“aging”). Outro fator que pode afetar o processo de 

reativação é a excessiva formação de fosforil-oximas estáveis, as quais são produzidas 

como produto do processo de reativação e, muitas vezes, tem atividade 

anticolinesterásica superior ao próprio inibidor inicial (Harvey e cols., 1986).  Contudo, 

em situações fisiológicas, fosforil-oximas são usualmente instáveis, dependendo de qual 

oxima e OP está envolvido no processo de inibição e reativação da AChE. Além disso, 
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tais produtos da reativação podem ser hidrolisados por enzimas hidrolases, 

principalmente a paraoxonase (PON) (Luo e cols., 1999). 

Duas das principais oximas disponíveis na clínica atualmente são, a pralidoxima 

e a obidoxima (figura 9). A pralidoxima foi primeiramente sintetizada nos Estados 

Unidos em 1955 (Wilson e Gisnburg, 1955), e foi demonstrada ser eficiente na 

reativação da AChE inibida pelos OPs sarin e VX (O-ethyl S-[2-

(diisopropylamine)ethyl]-methyl-phosphonothioate), dois dos principais OPs 

desenvolvidos com propósitos homicidas (Harris e Stitcher, 1983, Mesic e cols., 1991; 

Masuda e cols., 1995; Nozaki e cols., 1995), porém se mostrou inefetivo na reativação 

da enzima inibida pelos OPs tabun e soman (Inns e Leadbeater, 1983; Boskovic e cols., 

1984). Uma das principais limitações desta oxima, como um sal de piridina quaternário, 

é não penetrar a barreira cérebro-sangue (BBB) e, portanto, não atuar diretamente no 

sistema nervoso central. Para reverter tal situação, foi tentado sintetizar a pralidoxima 

numa forma de pró-droga, que atravessaria a barreira cérebro-sangue e seria 

metabolizada, e ativada, diretamente no cérebro. Surpreendentemente, tal composto se 

mostrou menos efetivo em combater o envenenamento com paraoxon do que a própria 

pralidoxima (Boskovic e cols., 1980). Evidências apontam que a pralidoxima poderia, 

ao menos em parte, passar a BBB quando aplicada com atropina (Stojilkovic e cols., 

2001) e o próprio processo de envenenamento pode causar danos a BBB, diminuindo 

sua seletividade e, desta maneira, aumento o acesso de oximas ao sistema nervoso 

central (Shrot e cols., 2009). Por fim, a experiência clinica com o uso da pralidoxima, 

no tratamento das vítimas do ataque de Tóquio com gás sarin, se mostrou extremamente 

favorável (Stojilkovic e Jokanovic, 2005), sendo uma das drogas indicadas no caso de 

envenenamento por OPs, mesmo não apresentando amplo espectro de ação contra 

diferentes OPs. 
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A obidoxima, também conhecida pelo nome LüH-6 em homenagem a 

Lüttringhaus e Hagedor que pela primeira vez sintetizaram tal composto (Lüttringhaus e 

Hagedorn, 1964), apresenta um significante efeito protetor em experimentos com 

animais contra a intoxicação induzida pelos OPs tabun (Inns e Leadbeater, 1983; 

Maksimovic e cols., 1989), sarin (Inns e Leadbearter, 1983) e VX (Maksimovic e cols., 

1989). Porém, tal como a pralidoxima, não apresentou efeito antídoto contra a 

intoxicação com soman em camundongos (Heilbronn e Tolagen, 1965), porcos da índia 

(Inns e Leadbeater, 1983) e primatas (Hamilton e Lundy, 1989). 

 

 

Figura 9 – Estrutura molecular da pralidoxima e obidoxima. 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa tem estudado os efeitos biológicos de 

novas oximas. Dentre as moléculas estudadas até o momento, se destaca a atividade dos 

compostos butano-2,3-dionatiosemicarbazona oxima e a 3-(fenilhidrazona)butan-2-one 

oxima, em reativar a AChE inibida pelos OPs clorpirifós, diazinon e malation (Costa e 

cols., 2011). Além de terem sido relacionadas com sua atividade antioxidante, e não 

apresentarem sinais de toxicidade após uso in vivo e ex vivo (Puntel e cols., 2008 e 
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2009), com valores de LD50 similares aos obtidos com pralidoxima e obidoxima 

(Arena, 1979). 

 

1.4 Justificativas 

 

 Há uma forte correlação entre a inibição da AChE e os efeitos tóxicos de 

compostos OPs, sendo as oximas os únicos reativadores da AChE disponíveis na 

clínica. Neste sentido, o metamidofós tem sido relatado como o OP mais utilizado em 

cultivos agrícolas no Brasil, com alta taxa de intoxicação tanto por via ocupacional 

como alimentar. As oximas usadas atualmente no combate ao envenenamento do OPs 

apresentam a desvantagem de não apresentarem amplo espectro de ação, sendo efetivas 

com apenas alguns OPs, e apresentarem efeitos tóxicos significantes. Desta maneira, 

faz-se vital a procura por novos compostos com potencial reativador sobre a atividade 

da AChE e com baixa toxicidade. Para tal, tem-se empregado uma série de modelos 

computacionais que visam prever e quantificar a conformação e as energias de interação 

entre um ligante e uma enzima. Tais métodos tem a vantagem de poderem triar grande 

quantidade de compostos em tempo, e com custo, muito menores que os tradicionais 

testes experimentais, além de detalharem relações estruturais que ocorrem no processo 

de ligação do ligante à enzima, informações que podem ser usadas para a racionalização 

da síntese de novas moléculas. Desta forma, este trabalho visa a aplicação de 

ferramentas computacionais e experimentos in vitro para determinar a efetividade de 

novos compostos - butano-2,3-dionatiosemicarbazona oxima, 3-(fenilhidrazona)butan-

2-one oxima e isatina-3-N4-benziltiosemicarbazona - em reativar a AChE e relacionar a 

estrutura molecular destes compostos a sua atividade reativadora, buscando novos 

parâmetros para o desenho de novas moléculas com atividade sobre a AChE. Além 
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disso, este trabalho também objetiva testar os efeitos tóxicos de um novo composto, que 

apresentou potencial farmacológico, em camundongos. 

 

 

 1.5 Objetivos 

 

1.5.1 Objetivo Geral 
 

O objetivo geral desta tese consiste em avaliar a atividade dos novos compostos 

sobre a atividade da AChE inibida por metamidofós, tanto em modelos in vitro como in 

silico. Bem como avaliar parâmetros toxicológicos da isatina-3-N4-

benziltiosemicarbazona composto com potencial farmacológico. 

 

1.5.2 Objetivos Específicos 
 

Análises in vitro 

- Avaliar a capacidade dos compostos butano-2,3-dionatiosemicarbazona oxima, 

3-(fenilhidrazona)butan-2-one oxima e isatina-3-N4-benziltiosemicarbazona em 

reativar a AChE inibida por metamidofós, em comparação com a obidoxima e a 

pralidoxima. 

- Avaliar os efeitos reativadores dos novos compostos na enzima BChE inibida 

por metamidofós, em comparação com a obidoxima e a pralidoxima. 

Análises in silico 
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- Analisar a conformação mais provável adotada pelos compostos no sítio ativo 

da AChE inibida por metamidofós. 

- Avaliar as contribuições especificas de cada resíduo de aminoácido da AChE 

para a ligação das oximas no sítio ativo da enzima inibida por metamidofós. 

 

 

Análises ex vivo 

- Analisar parâmetros bioquímicos de toxicidade do novo composto isatina-3-

N4-benziltiosemicarbazona (IBTC). 
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2 ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de artigos 

científicos (2) e manuscritos (1). Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências Bibliográficas, encontram-se nos próprios artigos e manuscritos. Um dos 

artigos está disposto na forma com que foi publicado na revista Toxicology in Vitro, 

enquanto o segundo trabalho encontra-se na forma como foi submetido à revista Basic and 

Clinical Pharmacology and Toxicology. O manuscrito está disposto na forma em que 

normalmente se submete para publicação. 
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2.1 Artigo 1: “Isatina-3-N4-benziltiosemicarbazona, um derivato não-tóxico da 

tiosemicarbazona, protege e reativa colinesterases de ratos e humanos inibidas por 

metamidofós in vitro e in silico.” 

 

 

 

Toxicology in Vitro 
Doi: 10.1016/j.tiv.2012.04.008 

 
 

Isatin-3-N4-benzilthiosemicarbazone, a non-toxic thiosemicarbazone derivative, 
protects and reactivates rat and human cholinesterases inhibited 

by methamidophos in vitro and in silico 

Rômulo Pillon Barcelos, Rafael de Lima Portella, Thiago Henrique Lugokenski, 

Edovando José Flores da Rosa, Guilherme Pires Amaral, Luiz Filipe Machado Garcia, 

Leandro Bresolin, Vanessa Carratu, Félix Alexandre Antunes Soares, Nilda Berenice de 

Vargas Barbosa 
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2.2 Artigo 2: “Efeito de diferentes oximas sobre colinesterases de ratos e 

humanos inibidas por metamidofós: estudo comparativo in vitro e in silico.” 

 

 

 

 

Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology 

Doi: 10.1111/j.1742-7843.2012.00912.x 

 

Effect of different oximes on rat and human cholinesterases inhibited by 

methamidophos: a comparative in vitro and in silico study. 

 

Thiago Henrique Lugokenski, Priscila Gubert, Diones Caeran Bueno, Pablo Andrei 

Nogara, Rogério de Aquino Saraiva, Rômulo Pillon Barcelos, Vanessa Santana Carratu, 

Leandro Bresolin, Nilda Berenice de Vargas Barbosa, Maria Ester Pereira, João Batista 

Teixeira da Rocha, Félix Alexandre Antunes Soares. 
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2.3 Manuscrito 1: “Explicando a eficácia da reativação de oximas na AChE 

inibida pelo metamidofós por bioquímica quântica computacional” 

 

 

 

 

 

Explaining Oximes Reactivation Effectiveness on Methamidophos-Inhibited 

AChE by Quantum Biochemistry Computations 

 

 

Thiago Henrique Lugokenski, Rogério de Aquino Saraiva, Roner Ferreira da 

Costa, Eveline Matias Bezerra, João Batista Teixeira da Rocha, Ewerton 

Wagner Santos Caetano, Valder Nogueira Freire, Felix Alexandre Antunes 
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ABSTRACT 

 Organophosphorus compounds (OPC), as methamidophos, are neurotoxic agents 

that act by inhibiting the enzyme acetylcholinesterase (AChE), which is fundamental for 

the control of transmission of nervous impulses. The main way of counteract OPC 

poisoning is the administration of oximes, however none of them are efficient against 

all the known OPC. By taking advantage of the crystallographic data of AChE 

complexed with methamidophos, a quantum biochemistry study based on the density 

functional theory were performed to estimate the interaction energy of four oximes with 

individual amino acids residues of the binding pocket of the AChE. For this purpose, we 

applied a density matrix (DM) scheme based on Molecular Fractionation with 

Conjugated Caps (MFCC). The classical oximes, obidoxime and pralidoxime, are 

shown to be the most strongly oximes bound to the AChE. A binding site, interaction 

energy between residues and oximes atoms, and residues domain (BIRD) panel were 

constructed, and indicating clear quantum biochemistry-based routes for the 

development of new oximes. Besides, novelties about the role of distant amino acids 

residues, that were neglected until far, and the mechanism of enzyme reactivation are 

also demonstrated. 
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INTRODUCTION 

 

The principal biological function of acetylcholinesterase (AChE, acetylcholine 

hydrolase, E.C. 3.1.1.7) is to terminate the excitatory effect of the neurotransmiter 

acetylcholine (ACh) in the terminal nervous junction with its effector organs or post-

synaptic sites. This occurs by the rapid hydrolysis of ACh to choline and acetate 

catalysed by AChE [1]. This reaction is particularly important since ACh participates in 

a number of essential processes in a variety of peripheral organs such as heart, urinary 

bladder, gastrointestinal tract and ciliary muscle. Particularly important, ACh is 

responsible for muscle endplates stimulation that results in a partial depolarization 

followed by Ca2+ release, leading to the muscle contraction. The muscle tone is 

maintained by spontaneous and intermittent release of ACh in the neuromuscular 

junction [2].  

The catalytic site of AChE is located close to the base of a narrow active site 

gorge that extends 20 Å into the enzyme [1], being the enzyme diameter of 

approximately 40 Å. The catalytic triad (Glu334-His447-Ser203) is found at the bottom 

of the active site gorge, surrounded by four structural features important for catalytic 

activity: the acyl binding pocket (residues Trp236, Phe295,Phe297, and Phe338), the 

oxyanion hole (main chain nitrogen from residues Gly121, Gly122, and Ala204), the 

anionic subside (residues Trp86, Tyr133, Glu202, Gly448, and Ile451) and the 

peripheral anionic site (residues Asp74, Tyr124, Ser125, Trp286, Tyr337, and Tyr341) 

[1,3]. 

AChE is a known target for a variety of drugs, being used for treatment of 

Alzheimer disease, and also for plague control in agriculture. For this purpose, several 

organophosphate compounds with anti-AChE effects were developed and largely used 
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in a variety of cultivations such as brassica, cotton, tobacco, sugar beet, lettuce, 

potatoes, and tree fruits [4]. Besides the importance of the use of organophosphates in 

agriculture, the toxic exposure to humans is a great issue, being classified by the World 

Health Organization as a major problem with unknown and high dread risks [5]. 

Organophosphorus compounds (OPC) acts, mainly, by inhibiting AChE through 

covalently binding to the catalytic residue Ser203, forming an inactive enzyme (AChE-

OP). In humans, this inhibition lead to several problems related with a cholinergic 

crisis, mainly muscle paralysis and fasciculation, as the result of the increased ACh in 

the synapse of the neuromuscular junction, which leads to a persistent depolarization of 

the motor endplate. This paralysis affects the muscles responsible by the respiration, 

mainly diaphragm and intercostal muscles, leading to respiratory failure and, eventually, 

to death [2,6]. Among the organophosphate compounds, methamidophos is one of the 

most common pesticides used in developing countries, with more than 90% of Brazilian 

small farmers reporting its use, with nearly 60% of them exhibiting typical 

organophosphate intoxication symptoms [7], being an important issue regarding food 

and occupational exposure [8,9]. 

Currently, treatment for OP poisoning consists of patient stabilization, reduction 

of OP absorption, the use of an antimuscarinic agent, an oxime reactivator (e.g. 

pralidoxime and obidoxime), and an anticonvulsant. The oxime mechanism of action is 

based on displacing the phosphoryl group of the AChE-OP complex, which is based on 

the higher oxime affinity for the enzyme in comparison with OP, as well as the high 

nucleophilic power of the oxime [4]. Furthermore, no oxime can restore AChE activity 

in structurally different OP moieties. Thus, the structure of the oxime determines its 

capacity to restore the function of AChE [7]. 
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In order to molecularly explain the interactions between ligands and proteins and 

for scoring functions, several docking programs have been some success in obtain the 

correct binding mode [10]. However, the calculation of the binding free energy has 

proven challenging [11], once that there is a complex interplay of interactions between 

the ligand and the protein that interferes in the free energy of binding. So, besides a 

good prediction of the “pose” of the ligand into the protein, docking scoring functions 

are compromised, been simplistic empirical or statistical potentials that relate 

observables to the free energy of binding by using statistical methods. In this way, 

QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics) methods are beginning to be used 

to compute protein-ligand binding affinities. Khandelwal et al. [12] used an approach 

that involves docking, QM/MM optimization, molecular dynamics and QM/MM 

interaction energy calculation. On other hand, higher levels of theory, such as the 

Density Functional Theory (DFT), have been used to calculate wavefunctions of 

macromolecules. Gao et al.  [13] have described the application of a density matrix 

(DM) scheme based on Molecular Fractionation with Conjugated Caps (MFCC), where 

the DM is calculated for capped fragments at high levels of theory and the total energy 

is the sum of the fragment DMs. Recently, da Costa et al. [14] successfully applied a 

MFCC-based scheme to calculated the individual contribution of each residue and the 

binding free energy of statins bond to the active site of HMG-CoA reductase, using 

DFT-based methods. 

The molecular mechanisms by which oximes reactivate organophosphate-

inhibited AChE has been the target of a number of docking studies. In a general way, 

these studies point out to an important participation of the aromatic residues Tyr124, 

Trp286, Tyr337 and Tyr341 in the stabilization of mono-oxime bisquaternary 

compounds in the active site of AChE, by forming π-π and cation-π interactions [15]. 
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Furthermore, Ekström et al. [16] employed molecular dynamics simulation in sarin-

inhibited AChE together with the oxime Hl6, finding that one of the Hl6 rings (the 

carboxyamino-pyridinium ring) is sandwiched by the residues Tyr124 and Trp286. On 

the other hand, the oxime-pyridinium ring is disordered and could reach the sarin-

modified Ser203 through a hydrogen-bond network. Delfino and Figueroa-Villar [17] 

used density functional theory (DFT) to model the sarin-inhibited AChE adduct, 

obtaining the reactivation potency of other nucleophiles rather than oximes. Finally, 

Castro and Figueroa-Villar [18] used DFT calculations to investigate the molecular 

structure, conformational analysis and charge distribution of pralidoxime. 

Although these findings been very interesting, all of the employed techniques 

are very limited on quantify the effectiveness of each residue to the oxime-AChE-OP 

bonding. The knowledge of the individual contribution of each residue is essential to the 

understanding of the ligand pathway actions leading to its bond to the AChE-OP and the 

subsequent reactivation process, and should be very useful to the design of new oximes. 

Quantum mechanical (QM) methods are becoming popular in computational drug 

design and development mainly because high accuracy is required to estimate (relative) 

binding affinities [19]. Kee et al. [20] demonstrated, using the enzyme HMG-CoA 

reductase, that local density functional theory (DFT) match quantum chemistry MP2 

energy values for aromatic binding better than hybrid or gradient- corrected DFT 

methods, what could be applied for the studies of oximes (that frequently presents 

aromatic rings) and AChE (active site rich in aromatic residues). 

The purpose of this work is to present a description of the binding of four 

different oximes on methamidophos-inhibited AChE, through a docking study followed 

by quantum chemistry investigation of the oximes interactions with residues inside a 14 

Å radius region encircling the oxime binding region. We take full advantage of the 
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already published 2.6 Å resolution X-ray structure of the Mus musculus AChE 

crystalized with methamidophos [21]. We simulated the position of the oximes into the 

AChE active site using docking methods, followed by the calculation of the interaction 

energy between AChE and the oximes, by the Molecular Fractionation with Conjugate 

Cap (MFCC) scheme, as described in the Methods section. 

 

MATERIALS AND METHODS 

  

The X-ray diffraction data of reference [21] provides the structures of Mus 

musculus AChE complexed with methamidophos with a resolution of 2.6 °A at neutral 

pH (PDB code 2jge) [21]. Methamidophos is covalently attached in the AChE binding 

site, at the catalytic residue Ser203, in a non-aged form (not occur the dealkylation 

process). This data were taken as an input for the subsequent steps. This 

crystallographic data is very useful; however, no crystallographic data with 

methamidophos plus oximes were available. For contour this limitation, we used 

docking simulations to predict the best “pose” of the oximes into the AChE active site. 

 The docking procedure was done accordingly with Musilek et al. [15]. Briefly, 

both ligands and macromolecule are prepared using AutoDock Tools [22] e Chimera 1.5 

[23]. All rotatable bonds within the ligands were allowed to rotate freely, and the 

receptor was considered rigid. The oximes were previously constructed using the 

program Avogadro 0.9 and their geometry were optimized with the MMFF 94 force 

field. In the AutoDock program, a Lamarckian genetic algorithm (Amber force field) 

was used, and a population of 150 individuals and 2500000 function evaluations were 

applied. The structure optimization was performed for 27000 generations. Docking 

calculations were set to 100 runs. At the end of calculation, Autodock performed cluster 
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analysis. The 3D affinity grid box was designed to include the full active and peripheral 

site of AChE. The number of grid points in the x-, y- and z-axes was 60, 60 and 60 with 

grid points separated by 0.253 Å. The conformations and interactions were analyzed 

using the programs Accelrys Discovery Studio Visualizer 2.5 and PyMOL [24]. 

 The quantum mechanics methods, ab initio, were becoming popular in the study 

of biological systems, for example enzymatic reactions and the structure of proteins and 

their ligand binding site. Particularly, the development of improved quantum methods, 

as DFT and Hartree-Fock, is allowing the application of quantum mechanics to explain 

ligand-protein bound [14]. Here, we used the DFT approach to estimate the interaction 

energy between the oximes and specific residues of AChE. Initially, the atomic 

positions of the non-hydrogen atoms at the binding pocket (including those belonging to 

the oximes molecules) were kept fixed, while the hydrogen atomic positions were 

initially optimized by using the Universal force field. Afterwards, simulations within the 

Density Functional Theory formalism using the Local Density Approximation for the 

exchange-correlation functional (DFT/LDA) were carried out using the DMOL3 code 

[25, 26]. A double numerical plus polarization (DNP) basis set was chosen to expand 

the electronic Kohn-Sham orbitals taking into account all electrons. The DNP basis set 

is very accurate with neglectful basis set superposition error (BSSE) [25-27]. The 

orbital cutoff was global and the self consistent field convergence threshold was 

adjusted to 10-6 Ha. Interaction energies between each oxime molecule and neighbour 

amino acid residues at the binding pocket of AChE were calculated by using the MFCC 

(molecular fractionation with conjugate caps) strategy [14]. The interaction (binding) 

energy between the oximes molecule O and the amino acid residue Ri, is given by  

E(O – R
i
) = E(O – C

i-1
R

i
C

i+1
) – E(C

i-1
R

i
C

i+1
) + 

- E(O – C
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C
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) + E(C
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C
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where the Ci cap is obtained by attaching a carboxyl or amine group to the dangling 

bond of the residue Ri. At the right side of Eq. (1), E(O – C
i-1

R
i
C

i+1
) is the total energy 

of the system formed by the statin and the capped residue; the E(C
i-1

R
i
C

i+1
) term is the 

total energy of the capped residue alone; E(O – C
i-1

C
i+1

) is the total energy of the 

system formed by the statin molecule and the caps alone. Finally, E(C
i-1

C
i+1

) is the total 

energy of the system formed only by the molecular caps. The total binding energy of 

each statin is obtained by adding the binding energies with each one of the amino acid 

residues taken into account within the chosen interaction radius. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

 The oxime-based reactivators of AChE acts in a specific way, being that no 

oxime with broad spectrum is available to counteract the inhibition caused by different 

organophophorus compounds. Thus, the molecular structure of the oximes and the 

interacting residues determines the efficacy of each oxime to reactivate the AChE. The 

knowledge of which residues of the binding pocket are contributing to the oxime 

binging is very useful for the development of new drugs, and is not trivial specify which 

using only crystallographic data or structural docking information. For example, there is 

not a simple relationship between interaction energy and statin-amino acid residue 

distance on HMG-CoA reductase. However, docking studies has obtained success in 

predict the exact “pose” of ligands in the binding pocket, but the free energy of binding 

and the participation of each residue to the stabilization of the ligand are not accurate. 

Here, we use a two-step approach to reach the information of how the oximes bind in 

the active site of AChE and which are the principal residues involved in the  

stabilization of the oxime; firstly we perform a docking study to predict the more stable 
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conformation of oxime into the active site; next, we used the molecular fractionation 

with conjugate caps (MFCC, see Materials and Methods section) scheme, that allows 

one to calculate the interaction energy between a given residue and its close oxime atom 

at higher levels of quantum theory [28]. 

 Figure 2 shows the dimer of AChE (fig. 2A) and the main residues involved in 

the oxime bond at the AChE active site (fig. 2B). In figure 3, we may see the lowest 

energy “pose” of obidoxime and pralidoxime given by the docking procedure, while in 

figure 4 is possible observe the lowest energy conformation of the new oximes 1 and 2. 

Here, we define the binding pocket sphere (BPS) with radius r as an imaginary sphere 

centered at the ligand centroid and a binding pocket of radius r, BP (r), is defined as the 

set of amino acid residues with at least one atom into the corresponding BPS. The 

interactions of a oxime molecule complexed with AChE is defined as a function of r, 

E(r), and is obtained by adding up the energies of all the interacting elements inside the 

BP(r). So, is expected that at small r only the contributions of the neighbor residues; at 

intermediate BPS sizes, the interaction energy will probably change slowly, reaching to 

a convergence point at larger r values.  

In figure 5, we show the interaction energy as a function of r for obidoxime 

(long dashed), pralidoxime (dashed), oxime 1 (dashed – dotted) and oxime 2 (solid). 

Here, is possible observe that at r larger than 12 Å the total interaction energy stabilizes 

(varies by less than 10%) for all oximes. Besides, there are clearly distinct patterns for 

all four oximes, exhibiting a sharp decrease starting at r ~ 4 and 6.5 Å, for obidoxime 

and pralidoxime, respectively, and a slight decrease for oximes 1 and 2, starting at r ~ 

3.5 and 4 Å, respectively. A total energy minimum for E(r) occur at r ~ 12 Å for 

obidoxime and pralidoxime, r ~ 11.5 and 10 Å for oximes 1 and 2, respectively. After 
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this energy range, E(r) present only small oscillations, mainly due to presence of 

charged amino acid residues which weakly repel or attract the ligands. 

To a better comparison of the four oximes complexed with methamidophos-

inhibited AChE, figure 6 shows the interaction energies E(r) in different radius from 4 

to 14 Å, varying at each 2 Å. Its observable that obidoxime has the higher interaction 

energy for all r showed in the figure and, presumably, the best reactivator potency on 

methamidophos-inhibited AChE. Pralidoxime shows an increased affinity to the binding 

pocket beyond ~ 8 Å, where oximes 1 and 2 shows an increased affinity at the smallest 

binding pocket (similar to pralidoxime). These data indicates that the classical oximes 

(obidoxime and pralidoxime) are more stabilized into the active site than the oximes 1 

and 2, and could be better reactivators than the new ones. Agreeing with that, a previous 

work of our group that shows reactivity constants (kr) of 0.013 and 0.014 min-1 for 

obidoxime and pralidoxime, respectively, and 0.04 and 0.08 min-1 for oximes 1 and 2, 

respectively. Besides the better interaction energy for obidoxime, pralidoxime shows 

practically the same kr value than obidoxime. This is explained by the reason of that 

reactivation is dynamic process, where the not just the stabilization of the ligand is 

relevant, but also its position into the site. Wong et al. [29] shows that the oxyanion hole 

(G120, G121 and A204), could be the subsite through which pralidoxime attacks the OP 

bound on the modified S203, when Musilek et al [14] demonstrated that mono-

bisquaternary AChE reactivators (similar to obidoxime) appear to be positioned 

between the peripheral anionic site and the acyl-binding pocket. In this way, 

pralidoxime seems to be better positioned into the site for the reactivation process, once 

it’s much more proximal of the target residue S203, where obidoxime probably pass for 

an “activation” process [30] where one of the oxime groups (C=OH) become 
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deprotonated, exposing a negative charge (C=O-) that is attracted to P atom of the 

modified S203.  

The oximes residues inside 0.5 Å thick spherical shells centered at each oxime 

centroid are shown in Table 1. The negatively (positively) charged residues are shown 

in red (blue) color. The important positively charged arginine residue R296 occurs in 

the 4.5 Å (for oxime 1), 8 Å (obidoxime), 10.5 Å (oxime 2) and 13 Å shells 

(pralidoxime). The negatively charged aspartic acid residue, D74, belongs to the 4 Å 

shells for the oxime 2, 5 Å for obidoxime, 7.5 Å for pralidoxime and 8.5 Å for oxime 1. 

The others charged residues that are beyond the 9.0 Å binding pocket sphere do not 

contribute to the interaction energy by a significant amount, except for the residue E202 

in the case of obidoxime, that markedly contribute to the oxime bonding, and occurs at 

12 Å BPS. 

Figures 7 and 8 are an aid to understand the results obtained for the specific 

interaction between each oxime molecule and neighbor amino acid residues at the 

binding pocket of AChE. These figures show the most relevant amino acid residues in 

the binding of the oximes in the active site. Figure 1 also is an aid to the understand of 

the results presented in Figures 9-12, it depicts the structure and relevant functional 

groups of the oximes, which are the main focus of the present study. The number of the 

atoms and regions presented in the figure are also shown in the Figures 9-12 to present 

the possible atoms that are interaction strongly with the respective amino acid residue. 

Figures 9 to 12 show graphic panels with the interaction energies between the 

four oximes and the most important amino acid residues at the binding region of AChE. 

These graphic panels are called BIRD, following description of da Costa et al. [14]. 

BIRD is an acronym of the keywords: binding site, interaction energy and residues 

domain, and have the advantage of shows in just one graphic the interaction energy (in 



62 
 

kcal/mol) of the residue with the drug and the region and atoms of the drug which are 

interacting to each residue at the binding site. The different patterns of interaction 

energy are reflex of two main characteristics: the molecular structure of each oxime and 

the position at the binding pocket. First of all, these two features should be analyzed 

together, once the interaction between the ligands and specific residues depends not 

only of the ligand, but also of the characteristics of the residue and the relative distance 

of this to the ligand. 

We can see from figure 9 that the electrostatic interactions are the main forces 

contributing to the stabilization of obidoxime. The residues D74 and E202 present the 

main attractive forces, when the residue R296 is the main repulsive charge. This is an 

expected result, once obidoxime has two positively charged nitrogen atoms; however, 

the strong repulsive power of the distant residue R296 is quite surprising, and could 

limit the access of the oxime group of the second pyridinium ring to the target residue 

S203. This residue is neglected as a contributing force to the binding of oximes into the 

AChE binding site, and is an important find of our work. The second most important 

residues to the stabilization of obidoxime into the binding site are the hydrophobic ones, 

the residues F338, Y72 and Y337 presumably made π-π interactions with the 

pyridinium rings of obidoxime, when the residues Y124 and Y341 are most likely to 

interact with the quaternary nitrogen of the pyridinium rings, by cation-π interactions. 

Pralidoxime follows the same pattern of interactions than obidoxime, with the 

electrostatic interaction with D74, E202 and R296 being the most contributing forces, 

followed by the π-π and cation-π interactions with the residues Y72, W86 and Y133. 

Furthermore, hydrogen interaction with the residues G120, G121 and ALA204 are also 

important, stabilizing the pralidoxime in the oxyanion hole region, which was shown to 

be the best position for this oxime attack the O-P bond of the modified S203 [29]. For 
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the new oximes 1 and 2, which do not have any formal charge, the electrostatic 

interactions have a secondary importance, being the hydrogen and π interactions more 

evident. This lack of quaternary nitrogen is probably a limiting factor to the AChE 

reactivator potency of the new oximes, as evidenced for the minor total interaction 

energy show in Figures 5 and 6. 

Interestingly, all oximes (except oxime 2) show repulsive energies with the 

target of the reactivation process, the modified S203. This is in agreement with the 

possibility of an activation process of the oximes prior of the reactivation process, 

where the oximes could be un-protonated (to the oximate form) and expose a negative 

charge that would be attracted by the partial positive charge of the phosphorus atom of 

the organophosphate bond to the S203 [30]. However, there are indications pointing to 

the possibility that the reaction occurs with the neutral oxime, instead of the oximate 

form [18], raising the needed of additional studies to elucidate this question. 

 

CONCLUSIONS 

 

This work showed for the first time the contributions of each amino acid residue 

of the AChE in the binding of oximes, using quantum chemistry methods. From our 

data is possible confirm the importance of, at least, one quaternary nitrogen atom to the 

stabilization of oximes into the active site and, supposedly, a better reactivation 

potency, with evidences that the active form of the oximes is the un-protonated one, 

instead the neutral form. Particularly important, we demonstrated the main contributions 

of distant (longer than 8 Å) amino acids to stabilization of oximes into the active site of 

AChE, detaching the importance of the residue R296 for the geometric conformational 

adopted by obidoxime. 
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FIGURES  

 

 

Figure 1 – Obidoxime, pralidoxime, oxime 1 and oxime 2 chemical structure 

with the main functional groups and the protonation state as a function of the pH. 
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Figure 2 – The AChE dimer (A) and binding pocket of AChE (B) detaching the 

most important residues to the oxime binding. 
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Figure 3 – Binding sites of obidoxime and pralidoxime. 
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Figure 4 – Binding sites of oxime 1 and oxime 2. 
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Figure 5 – Variation of the interaction energy as a function of the interaction 

radius for: obidoxima (dashed), pralidoxima (dotted), oxime 1 (dash-dotted-dash) and 

oxime 2 (solid). The binding pocket radii are given by the distance between each statin 

centroid and the most distant AChE residue binding the ligand. 
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Figure 6 – Total AChE interaction energy of oximes for interaction radii of 4 Å, 

6 Å, 8 Å, 10 Å, 12 Å and 14 Å. 
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Figure 7 – Distances between AChE residues and obidoxime and pralidoxime. 

Their interaction energies are the most important contributions to the total binding 

energy of the AChE-oxime complex. 
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Figure 8 – Distances between AChE residues and oxime 1 and oxime 2. Their 

interaction energies are the most important contributions to the total binding energy of 

the AChE-oxime complex. 



76 
 

 

Figure 9 – Binding site, interaction energy and residues domain (BIRD) graphic 

panel showing the most relevant residues of AChE which contribute to the obidoxime 

binding. 
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Figure 10 – Binding site, interaction energy and residues domain (BIRD) 

graphic panel showing the most relevant residues of AChE which contribute to the 

pralidoxime binding. 
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Figure 11 – Binding site, interaction energy and residues domain (BIRD) 

graphic panel showing the most relevant residues of AChE which contribute to the 

oxime 1 binding. 
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Figure 12 – Binding site, interaction energy and residues domain (BIRD) 

graphic panel showing the most relevant residues of AChE which contribute to the 

oxime 2 binding. 
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3 DISCUSSÃO 

 Muitos estudos têm relacionado as oximas com a reativação da AChE inibida 

por OPs (para uma revisão veja, Jokanovic e Sojiljkovic, 2006). Contudo, o 

entendimento da relação estrutura-atividade das oximas no processo de reativação de 

colinesterases ainda é muito limitado (Kuca e cols., 2006). O mecanismo molecular 

envolvido no processo de reativação da AChE por oximas é baseado na retirada de um 

grupo fosforil do complexo AChE-OP (Jokanovic e Sojiljkovic, 2006), sendo que o 

potencial de uma oxima como reativador enzimático depende, principalmente, de seu 

poder nucleofílico e orientação geométrica adotada no sítio ativo da AChE (Ashani e 

cols., 1995). Tais pressupostos tornam vital o uso de ferramentas de modelagem 

molecular para a compreensão dos mecanismos envolvidos no processo de reativação da 

AChE, e no desenvolvimento de novas oximas. As duas novas oximas testadas neste 

trabalho tem somente um grupo aldoxima, similarmente a pralidoxima, enquanto a 

obidoxima apresenta dois grupos aldoxima. Kassa e cols. (2008) demonstraram que o 

número de grupos aldoxima não é decisivo para o processo de reativação, enquanto 

Cabal e cols. (2004) mostram que outras características moleculares das oximas podem 

interferir com seu poder reativador, tais como: o número de anéis piridina e a posição do 

grupo oxima na molécula. Entre as novas moléculas testadas neste trabalho, nenhuma 

delas apresenta anéis piridina, porém são capazes de reativar a AChE e a BChE inibidas 

por metamidofós (Artigos 1 e 2), e já se mostraram bons reativadores da AChE inibida 

por outros OPs, como clorpirifós, diazinon e malation (Costa e cols., 2011), 

demonstrando que tais compostos não baseados em anéis piridina podem ser 

promissores para estudos futuros, sendo que tais compostos foram pouco testados até o 
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momento, e uma grande quantidade de modificações na estrutura molecular destas 

novas oximas são possíveis. 

 Wong e cols. (2000) demonstraram que a região conhecida como “oxyanion 

hole” (constituída pelos resíduos Gly121, Gly122 e Ala204) é o sítio através do qual a 

pralidoxima ataca a ligação O-P da Ser203 modificada por tabun, e o mesmo 

comportamento ocorre quando o inibidor é o metamidofós (Figura 6, Artigo 2). Musilek 

e cols. (2011) mostraram que oximas com dois anéis piridina são posicionados em uma 

região mais externa do sítio ativo, estando posicionado entre o sítio aniônico periférico 

(PAS) e os resíduos do “acyl pocket”, em um posicionamento similar ao encontrado em 

nossos estudos com a obidoxima (que também apresenta dois anéis piridina). Apesar de 

as principais interações moleculares entre os ligantes (oximas) e a enzima envolvam os 

resíduos de aminoácidos que circundam o sítio ativo, outros resíduos que se encontram 

em camadas mais internas da enzima podem contribuir para a conformação adotada pelo 

ligante e, dessa forma, no seu potencial como reativador da AChE, porém tais resíduos 

foram completamente negligenciados até o momento. Neste sentido, nossos dados 

demonstram, pela primeira vez, que o resíduo Arg296 fortemente repele as oximas 

carregadas positivamente, obidoxima e pralidoxima (Manuscrito 1). No caso da 

obidoxima, tal repulsão parece impedir a aproximação de um dos anéis piridina à 

ligação O-P da Ser203 (alvo no processo de reativação), sendo provável que a presença 

de um átomo de nitrogênio quaternário (com carga formal +1) neste anel piridina seja 

desvantajosa em comparação a um nitrogênio terciário (carga forma 0). De forma geral, 

no caso da AChE inibida por metamidofós, a pralidoxima parece estar melhor 

posicionada para o processo de reativação que a obidoxima, que apresentou maior 

energia de interação com o sítio (Manuscrito 1, Figura 5), porém com constantes de 

reativação similares aos encontrados com a pralidoxima (Artigo 2, Tabela 1). 
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 Foi previamente demonstrado que a AChE possui um forte momento dipolo que 

se orienta ao longo do sítio e que atrai o substrato ACh para dentro do sítio (Stojan e 

cols., 2004). Além disso, os resíduos Asp72, Glu199 e Glu443 (carregados 

negativamente) formam um gradiente potencial no sítio ativo, e que afeta não só o 

substrato como outros compostos positivamente carregados, como a obidoxima e a 

pralidoxima (Delfino e cols., 2009). Tal efeito parece ser essencial para que as oximas 

possam reativar a AChE com sucesso, sendo que em nosso trabalho as oximas clássicas 

(positivamente carregadas) foram superiores as novas oximas testadas (neutras). Apesar 

de o potencial gerado dentro do sítio ativo afetar também ligantes não carregados, 

nossos dados sugerem fortemente que este efeito é limitado no caso de oximas neutras, 

uma vez que as novas oximas testadas apresentaram menor energia de ligação ao sítio 

da AChE (Manuscrito 1, Figura 5) e menores constantes de reativação (Artigo 2, Tabela 

1). 

 Apesar de serem os únicos reativadores da AChE disponíveis clinicamente, as 

oximas apresentam efeitos tóxicos significantes (Bardin e cols., 1994; Carlton e cols., 

1998; Hardman e cols., 1996), tornado importante a procura por novos compostos 

capazes de contornar os efeitos tóxicos de OPs com menos efeitos colaterais. Nesse 

sentido, nosso grupo de pesquisa tem relatado alguns efeitos farmacologicamente úteis 

de tiosemicarbazonas, em especial a isatina-3-N4-benziltiosemicarbazona (IBTC), que 

demonstrou efeitos antioxidantes e antiaterogênicos em estudo anterior (Barcelos e 

cols., 2011), e apresentou efeito tanto protetor como reativador da AChE (Artigo 1, 

Figuras 5 e 6) e não demonstrou significativo efeito tóxico in vivo em nenhum dos 

indicadores bioquímicas usualmente envolvidos com o envenenamento por OPs, e com 

valores de LD50 superiores a 500 mg/kg.  
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O mecanismo molecular da reativação da AChE pelo IBTC (Artigo 1, Esquema 

1), envolve a reação do grupo carboxilato (RCOO-) do resíduo Asp74 com o átomo de 

hidrogênio ligado ao nitrogênio do grupo imino da IBTC, o que leva a desprotonação do 

enxofre e formação de um tiolato. Então, o tiolato (com alta nucleofilicidade) pode 

atacar o centro eletrofílico do metamidofós. Há a formação de um intermediário com o 

fosfato penta coordenado, fazendo com que o OP deixe o sítio ativo e retorne ao seu 

estado tetraédrico ligado ao IBTC e, desta forma, reative a enzima. Wong e cols. (2000) 

demonstraram que a formação de dois enantiômeros, Sp e Rp, são possíveis na inibição 

da AChE por metilfosfosnados, sendo que os Sp enantiômeros são mais reativados em 

formar conjugados com a enzima e apresenta maiores taxas de reativação por oximas 

que o Rp. Baseado no mecanismo de reativação da AChE pelo IBTC aqui proposto, o 

mesmo padrão de reativação com oximas no estudo de Wong e cols. (2000) é válido 

também para as tiosemicarbazonas, como o IBTC, onde a conformação que melhor se 

adequa ao processo de reativação é a conformação Sp do complexo AChE-OP, devido 

ao posicionamento apical do tiolato em relação a Ser203 modifica pelo metamidofós. 

 A enzima butirilcolinesterase (BChE) é considerada uma enzima acessória ao 

sistema colinérgico, porém, tal enzima é dez vezes mais presente em humanos que a 

própria AChE (cerca 680 nmol de BChE e 62 nmol de AChE) (Manoharan e cols., 

2007), o que sugere que a BChE possa ter um importante papel fisiológico. A BChE 

consegue catalisar a hidrolise da ACh, apesar de fazê-lo com menos eficiência que a 

AChE, e, desta forma, regular a neurotransmissão colinérgica. Outras evidências 

apontam que a BChE pode agir como um corregulador da ação da ACh (Darvesh e 

cols., 2003), e sua inibição leva a um aumento dose dependente nos níveis de ACh no 

cérebro (Giacobini, 2000). Dados neuroanatômicos demonstraram que a BChE é 

expressa por populações especificas de neurônios nos sistemas nervoso central (Tago e 
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cols., 1992; Darvesh e Hopkins, 2003) e periféricos (Darvesh e cols., 1998), consistente 

com uma função corregulatória da BChE na neurotransmissão colinérgica. Em estudo 

com camundongos que não expressam a enzima AChE, a BChE demonstrou ter 

importante função na hidrólise da ACh, uma vez que a inibição da BChE, neste caso, se 

mostrou letal (Mesulam e cols., 2002). Tal situação pode ser considerada análoga a 

inibição da AChE por compostos OPs onde, devido a maior presença da BChE que a 

AChE em humanos, a hidrólise da ACh pela BChE pode representar um modo de lidar 

com os altos níveis de ACh causada pela inibição da AChE. Deste modo, os resultados 

desta tese mostram que as novas oximas e a IBTC foram superiores em reativar a BChE 

quando comparado com os fármacos utilizados atualmente na clínica (obidoxima e 

pralidoxima), e este fato pode representar uma vantagem em conter a crise colinérgica. 

Modificações futuras na estrutura molecular das novas oximas testadas, que levem a 

uma melhor taxa de reativação da AChE, sem perda do efeito sobre a BChE, seria de 

grande significado para o desenvolvimento de novos fármacos capazes de conter os 

efeitos do envenenamento por OPs.  
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4 CONCLUSÕES 

  
Baseando-se nos resultados aqui apresentados, pode-se concluir que: 

 - Análises in vitro: 

- As duas novas oximas e a IBTC apresentaram capacidade de reativar a 

AChE inibida pelo metamidofós, porém de maneira menos eficiente que 

as oximas clássicas, obidoxima e pralidoxima. 

- Em relação à reativação da BChE, todos as novas drogas testadas foram 

capazes de reativar esta enzima inibida pelo metamidofós, enquanto que 

as oximas clássicas falharam em reativar a BChE em todos os testes 

feitos. 

 
- Análises in silico 

- Pela metodologia de atracamento molecular (“docking”) observamos 

que os novos compostos encontram-se em posição similar a obidoxima, 

em uma região mais externa do sítio ativo da AChE, entre as regiões do 

sítio aniônico periférico e o sítio catalítico aniônico. Já a pralidoxima 

teve a sua conformação mais estável na região do “oxyanion hole”, 

próximo à tríade catalítica, em uma região supostamente mais vantajosa 

ao processo de reativação. 

- As principais forças que estabilizam as oximas no sítio ativo da AChE 

são: forças eletrostáticas, principalmente envolvendo os resíduos Asp74, 

Glu202 e Arg296; e a interações do tipo π- π e cátion- π, envolvendo os 

resíduos aromáticos do sítio ativo, destacando-se os resíduos Tyr72, 

Trp86, Tyr124, Trp286, Phe295, Tyr337 e Phe338. 
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- Demonstramos também que, o resíduo Arg296 contribui 

significativamente para a estabilização dos ligantes no sítio ativo da 

AChE, sendo que tal resíduo se encontra distante do centro dos ligantes e 

foi ignorado até o momento como uma força contributiva a ligação de 

oximas. 

- Análises ex vivo 

- O composto isatina-3-N4-benziltiosemicarbazona apresentou baixa 

toxicidade em camundongos, não alterando os principais indicadores de 

estresse oxidativo ou a atividade das enzimas delta aminolevulinato 

desidratase e Na+/K+ ATPase. 
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