Farmacos que atuam no SNA afetando a
neurotransmissao colinérgica

AGENTES COLINERGICOS, ANTICOLINERGICOS E
ANTICOLINESTERASICOS

Profa. Ménica 1. Pupo
Quimica Farmacéutica |



) 2
!R % >z Bibliografia

G. L. Patrick. Cholinergics, Anticholinergics and Anticholinesterases. In: An Introduction to Medicinal
Chemistry. 37 ed. Oxford University Press, Oxford, 2005, p. 558-592 (Cap. 19).

G. L. Patrick. Cholinergics, Anticholinergics and Anticholinesterases. In: An Introduction to Medicinal
Chemistry. 4™ ed. Oxford University Press, Oxford, 2009, p. 579-608 (Cap. 22).

G. L. Patrick. Cholinergics, Anticholinergics and Anticholinesterases. In: An Introduction to Medicinal
Chemistry. 5" ed. Oxford University Press, Oxford, 2013, p. 578-608 (Cap. 22).

E. K. Fifer. Drugs affecting cholinergic neurotransmission. In: Foye’s Principles of Medicinal Chemistry, D.
A. WILLIAMS, T. L. LEMKE (Eds). 6t ed. Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, 2008, p. 361-391 (Cap.
12).

E. K. Fifer. Drugs affecting cholinergic neurotransmission. Foye’s Principles of Medicinal Chemistry, 7t" Ed.,
Lemke, T. L. and Williams, D. A. (Eds.), Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore ,2012, Cap. 9.

D. J. Newman. Natural Product-Derived Drugs Based on B-Adrenergic Agents and Nucleosides. Journal of
the Brazilian Chemical Society, 2016, http://dx.doi.org/10.5935/0103-5053.20160070.
(Articles published online ahead of print)



http://dx.doi.org/10.5935/0103-5053.20160070
http://dx.doi.org/10.5935/0103-5053.20160070
http://dx.doi.org/10.5935/0103-5053.20160070

Conteudo da aula

1. Transmissao Nervosa

2. Neurotransmissor

3. Processo de Transmissao

4. Receptores Colinérgicos

5. Agonistas colinérgicos

6. REA de acetilcolina

7. Sitio de ligagao (muscarinico)

8. Conformacao ativa da acetilcolina

9. Instabilidade da acetilcolina

10. Planejamento de agonistas colinérgicos

11. Uso terapéutico de agonistas colinérgicos



1. Transmissao Nervosa
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2. Neurotransmissor

Acetilcolina (Ach)
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3. Processo de Transmissao

Sinal no nervo 1

Nervo 1

Sinal >

« Acetilcolina
Q Vesicula

T Enzima
Acetilcolinesterase

’ Receptor Colinérgico

Nervo 2
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3. Processo de Transmissao SN
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Vesiculas se fundem com a membrana e liberam Ach

Nervo 1

Sinal >




3. Processo de Transmissao

Nervo 2




3. Processo de Transmissio e,

Ach liga-se no receptor

O encaixe induzido aciona o 2° mensageiro
A mensagem é transmitida para o nervo 2

Ach nao sofre modificacao até esta etapa

Nervo 2



3. Processo de Transmissao

Ach deixa o receptor

,/

Receptor é revertido para o estado de repouso

Ach liga-se na enzima acetilcolinesterase

Nervo 2




3. Processo de Transmissao R
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Ach ¢ hidrolisada pela
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3. Processo Transmissao

Colina liga-se a uma proteina transportadora

.Colina

Nervo 1

@@ Proteina transportadora de colina

Nervo 2
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3. Processo de Transmissao

Colina é transportada para dentro do nervo

Nervo 2
Nervo 1



3. Processo de Transmissao

Ach é ressintetizada

Nervo 1

E 1 = Colina acetiltransferase
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3. Processo de Transmissao

Ach é armazenada nas vesiculas
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4. Receptores Colinérgicos

Tipos de Receptores R\ET 4

e Nem todos os receptores colinérgicos sao idénticos
e Existem dois tipos de receptores - nicotinico e muscarinico

e Denominados apds a demonstracao da atividade seletiva de
produtos naturais
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Nicotine L-(+)-Muscarine

Ativa receptor colinérgico
nas sinapses ganglionares
e no musculo esquelético

Ativa receptores colinérgicos
no musculo liso e cardiaco

Acetilcolina é o neurotransmissor natural de ambos receptores




4.1 Receptor Nicotinico

Controle de ions cationicos atraveés do canal:
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4.1 Receptor nicotinico

Sitios de ligacao

Sitios de ligacao

Canal ionico

Membrana
celular

® Dois sitios de ligacio de Ach
Subunidades 2xa, B, v, 6 Principalmente nas subunidades o



4.2 Receptor muscarinico: receptor acoplado a Proteina G
Ativacao devido a sinaliza¢ao proteica - =

e Mensageiro liga-se no receptor e induz uma mudang¢a conformacional
e Expoe o sitio de ligacao para interacao da proteina G S

0 mensageiro
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4.2 Receptor muscarinico — acoplado a proteina G
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Ativacao da enzima ligada a membrana

e Proteina-G é subdividida e uma subunidade ativa a enzima ligada a
membrana

e Asubunidade liga-se em regiao alostérica da enzima

e 0O encaixe induzido resulta na abertura do sitio ativo

e QOcorre a reagao de catalise intracelular

0 0
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- Sitio ativo
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5. Agonistas colinérgicos R

5.1 Acetilcolina como um agonista
Vantagens

« Mensageiro natural
 Facilmente sintetizado

o) N|v|e3 AcO NMe;
A T NMe \_/ Ac 0
2

Desvantagens
« Facilmente hidrolisada no estdmago (Hidrdélise catalisada
por acido)

« Facilmente hidrolisada na corrente sanguinea (esterases)
« Nao apresenta seletividade pelos receptores
« Nenhuma seletividade entre diferentes orgaos



5. Agonistas colinérgicos
5.2 Nicotina e muscarina como agonistas collnerglcos
Vantagens
 Mais estaveis que Ach

« Seletividade pelos principais tipos de receptores
« Seletividade por diferentes orgaos

Desvantagens
« Ativam receptores envolvendo outros mensageiros
guimicos

« Apresentam efeitos colaterais



5. Agonistas Colinérgicos / L X,
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5.3 Requisitos para um farmaco agonista colinérgico ==~

« Estabilidade no pH acido do estdmago e esterases
« Seletividade por receptores colinérgicos

« Seletividade entre receptores muscarinicos e
nicotinicos

« Conhecimento do sitio de ligacéao

« Estudo darelacao estrutura-atividade (REA) da
Acetilcolina



6. REA da acetilcolina

Ponte
etilénica

Acetoxy Nitrogénio 4

Nitrogénio quaternario é essencial
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6. REA da acetilcolina

Ponte
etilénica

Acetoxy Nitrogénio 4

« Distancia entre nitrogénio quaternario e ester € importante
 Ponte etilénica deve ser mantida
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6. REA da acetilcolina

Acetoxy Nitrogénio 4

Grupo éster € importante
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Ruim para a atividade




6. REA da acetilcolina

Ethylene
bridge

Acetoxi Nitrogénio 4

Minimo de dois grupos metilicos no nitrogénio
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6. REA da acetilcolina

Ponte
etilénica

Acetoxi Nitrogénio 4

Grupo metilico da funcao acetoxi ndo pode ser estendido
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6. REA da acetilcolina

Ponte
etilénica

Acetoxi Nitrogénio 4

Conclusdes:

 Interacdo complementar entre Ach e o sitio de ligacéao

« Grupo metilico interage em uma regiao hidrofébica pequena
« Grupo éster interage por ligacao de hidrogénio
 Nitrogénio quaternario interage por ligacao ionica



7. Sitio de ligagao (muscarinico)

Bolsao
hidrofobico
Bolsoes
hidrofébicos
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Bolsao
hidrofébico
Asn-617




7. Sitio de ligagao (muscarinico)
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7. Sitio de ligagao (muscarinico) g e,

e Possivel interagcao por dipolo dipolo induzido entre o nitrc?gé’“iri)iyo
quaternario e os anéis aromaticos hidrofdbicos do sitio de
ligacao

e N*induz dipolo nos anéis aromaticos




8. Conformacao ativa da acetilcolina

« Possul diversas ligacdes com rotacao livre
« Grande numero de conformacdes

« Conformacéao ativa ndo € necessariamente a
conformacao mais estavel
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Conformacao da Ach
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8. Conformacgao ativa da acetilcolina
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Analogos rigidos de acetilcolina o
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MUSCARINE H

e LigacOes com rotagao livre sao ‘bloqueadas’ em um sistema anelar

e Numero restrito de conformagoes possiveis

e Varias estruturas sintetizadas, mas nao foi possivel identificar uma
conformacao bioativa especifica para Ach

e Distancia entre o éster e o nitrogénio: importante para reconhecimento no
repector

Receptor Receptor
Muscarinico nicotinico



9. Instabilidade da acetilcolina

HsC ®

Participacao de grupo vizinho (assisténcia anquimérica)
Aumento da eletrofilicidade do carbono carbonilico

Aumento da reatividade junto a nucledfilos
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10. Planejamento de agonistas colinérgicos Ty
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Requisitos

« Tamanho correto
« Farmacoforo correto - éster e nitrogénio quaternario
« Aumento de estabilidade frente a acidos e esterases

« Aumento de seletividade
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10. Planejamento de agonistas colinérgicos fFON
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Uso de impedimento estérico

« Impedimento estérico protege a funcao éster de ataque
nucleofilico e enzimas

« Tamanho do grupo que causara impedimento € importante
 Deve ser volumoso suficiente para impedir hidrolise

« Deve ser pequeno o suficiente para se encaixar no receptor
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,_L 10 Planejamento de agonistas colinérgicos

Metacolina )]\
Me (@)

Propriedades

e Trés vezes mais estavel que acetilcolina

e Aumento do tamanho do grupo melhora a estabilidade mas diminui atividade
e Mais seletivo junto a receptores muscarinicos que nicotinicos

e S-enantiomero é mais ativo que R-enantiomero

e Estereoquimica é semelhante a molécula de muscarina
e N3o é usado clinicamente
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Protege da acao de esterases
e promove um impedimento para
ataque nucleofilico
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10. Planejamento de agonista muscarinico

Uso de fatores eletronicos

« Substituicao de éster por grupo uretano
« Estabilizacdo do grupo carbonilico
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10. Planejamento de agonistas colinérgicos Pa
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HZN/C\O/\/ NMes Carbacol

Propriedades

e Resistente a hidrolise

e Longaduracgao

* NH, and CH; possuem o mesmo tamanho. Ambos ligam-se no
bolsao hidrofobico

* NH, e CH, - bioisosteros

e Atividade muscarinica = atividade nicotinica

e Usado topicamente em Glaucoma



10. Planejamento de agonistas colinérgicos PN

Fatores estéricos + eletronicos

O @
ICI (:?M Betanecol
e
N N0 ’
Propriedades
e Muito estavel

Oralmente ativo
Seletivo para receptor muscarinico

Usado para estimular o trato gastrointestinal e bexiga apos
cirurgia



Agonistas Colinérgicos

Me ®) R
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O Pilocarpine Oxotremorine Arecoline (R=Me) and analogues

PN - Usado em Glaucoma

Esses 3 agonistas colinérgicos estao sendo considerados para uso em doenca de
Alzheimer (inbidores de AchE sao preferencialmente usados)



10. Planejamento de agonistas colinérgicos

Agonista seletivo nicotinico
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Nao é usado clinicamente




11. Uso de agonistas colinérgicos

Agonista nicotinico seletivo

Tratamento de Myastenia gravis

- falha de acetilcolina no musculo esquelético causando
fraqueza (inibidores de AchE séo preferidos)

Agonista muscarinico seletivo

e Tratamento de glaucoma

e Estimulacao do funcionamento do intestino e bexiga apds
cirurgia

e Tratamento de certos problemas cardiacos. Diminui¢ao da

atividade do musculo cardiaco e diminuicao dos batimentos
cardiacos



Antagonistas colinérgicos (Receptor muscarinico)

Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico)
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Antagonistas Colinérgicos e
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(Receptor muscarinico) :
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« Farmacos que se ligam ao receptor colinérgico mas nao o ativam
« |Impedem a ligacao do ligante natural Ach
« Tém efeitos opostos aos agonistas —diminuem a atividade de Ach

Nervo Nervo parassimpatico
parassimpatico

9/ o

Antagonlst




Antagonistas Colinérgicos
(Receptor muscarinico)

o8
& ‘
5 E %
las \ e
ONSL e
Y O a8

Efeitos clinicos

« Diminuem a salivacao e secrecao gastrica
« Relaxam o musculo liso

« Diminuem a motilidade do trato Gl e bexiga

« Dilatam a pupila

Usos

 Interrompimento da digestao para realizacao de cirurgia
« Exames oftalmicos

« Alivio da ulcera péptica

« Tratamento da Doenca de Parkinson

« Envenenamento por anticolinesterasicos



Antagonistas Colinérgicos (Receptor muscarinico) PTINS
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« Formaracémica de hiosciamina (enantiomero natural nas plantas
Solanaceae)

« Fonte - raiz de belladonna (1831) (“deadly nightshade”)

« Usado como veneno

« Usado como farmaco
diminui a motilidade Gl
antidoto em envenenamento por organofosforado
dilatacao da pupila

 Efeitos no SNC - alucinacbes



Antagonistas colinérgicos (Receptor muscarinico) \iL
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Fonte — “thorn apple” (Datura stramonium)

Uso - tratamento de Cinetose “motion sickness” (condicao que se
caracteriza pela sensacao de enjoo ou nausea quando se anda em
gualquer meio de transporte)

Usado também como “true drug” (efeitos no SNC)




Antagonistas colinérgicos (Receptor muscarinico) e

Comparacao de atropina com acetilcolina ﬂ;/

Posicdes relativas do éster e nitrogénio sédo similares em ambas moléculas
Nitrogénio da atropina é ionizado no organismao

Amina e éster sdo grupos importantes de ligacéo (lig. idnica + lig-H)

Anel aromatico da atropina representa um grupo extra de ligagcao (vdw)
Atropina liga-se no receptor com um padrao de encaixe diferente — néo
causando ativacéao

Atropina liga-se de forma mais forte ao receptor do que Ach



Antagonistas colinérgicos (Receptor muscarinico)
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Analogos de atropina R
CHg ©
Br CH(CH ® / NO3
@, (CH3)2 HaCoN
H3C=—N
H " CH>,OH
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O CH
e
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0 o)
Ipratropium Atropina methonitrate
(broncodilator & anti-asmatico) (diminui motilidade
gastrointestinal)

Analogos séo totalmente ionizados

Analogos incapazes de atravessar a barreira hemato-encefalica
Nenhum efeito no SNC é observado



Antagonistas Colinérgicos (Receptor muscarinico) e,

Analogos estruturalmente simplificados R

Grupo Farmacoforico = éster + amina basica + anel aromatico

HO === Co=== CH, CH5N (Et)3 Br e C\
\
~ C/ O @
I cl
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Amprotropine Tridihexethyl bromide Propantheline chloride



Antagonistas Colinérgicos (Receptor muscarinico) \L

Analogos simplificados

— Me,N
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CHZOH
Tropicamide Cyclopentolate Benztropine .
(oftalmico) (oftalmico) (Doenca de Parkinson)

HN—C

O (\f\ll )
“\l\ I
CH—Q Pirenzepine

CH2
Benzhexol e
(Doenca de Parkinson) Ej (anti-ulcera)



Antagonistas colinérgicos (Receptor muscarinico) A

REA de Antagonistas it

I R' = Aromatico or

CH, Heteroaromatico

@) CH
7
RN ™ CH, \c/ Ng

O

Fatores importantes

Amina terciaria (ionizada) ou um nitrogénio quaternario

Anel aromatico

Ester

Grupos N-Alquil (R) podem ser maiores que metil (diferentemente de
agonistas)

Grupo acil contendo grupamentos volumosos

R’ = anel aromatico ou heteroaromatico

Ramificacoes contendo anéis aromatico/heteroaromatico sdo importantes

2] "
Cruiggr 10



REA: Agonistas x Antagonistas

CH2

N 2 e

O

R'
I
C

R' = Aromatico or
Heteroaromatico

REA de Antagonistas
Amina terciaria (ionizada)
ou nitrogénio quaternario]

Ester

Grupos N-Alquil (R) podem ser
maiores que metila

R’=aromatico ou heteroaromatico
(Anéis Ar sao importantes em
forma de “T” ou “Y”)

REA de Agonistas
Nitrogénio quaternario
Ester
Grupo N-Alquil = metila

R=R’=H (CH,)




Antagonistas colinérgicos (receptor muscarinico)

REA de Antagonistas
Me Me

l® ¢

O_CH2CH2—N— CH

0 < | >
\\ Me Me
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Ativo
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cn{ C\o— CH,CH,NR,

Inativo



Antagonistas colinérgicos

Sitio de ligacao para Antagonistas

Regiao de ligacao
de van der Waals
antagonistas

Sitio de ligacao
de Ach

Superficie do receptor




Antagonistas colinérgicos (Receptor muscarinico) .

Sitios de ligacao de antagonistas
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Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico)

Curare

« Extraido da planta Chondrodendron tomentosum

« Usado como veneno em flechas por indios

« Causa paralisia (blogueia o sinal de Ach para os musculos)
 Principio ativo = tubocurarina

MeO
@N/Me
HO 7 e
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/ 2
Me 4, .
\ o Tubocurarina
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Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico)

GQS*

Farmacoforo

e Dois centros quaternarios em uma separag¢ao especifica (1.15nm)
e Diferentes mecanismos de acao em relagao a atropina e derivados
e Diferentes interagoes com o receptor

Usos Clinicos

e Bloqueador neuromuscular para operagoes cirurgicas

e Permite diminuir e obter niveis mais seguros de anestésicos gerais

e Tubocurarina usada como bloqueador neuromuscular tem efeito
colateral



Marco 2013: MP pede nova prisdo para médica H
acusada de acelerar mortes em UT]I 4 \

| — v

...Conforme a acusagao, os pacientes foram mortos por asfixia, cCOm USO | pucuoyin
do medicamento Pavulon e diminuic&o de oxigénio no respirador e

artificial. .
http://g1.globo.com/pr/parana/noticia/2013/03/mp-pede-nova-prisao-para-medica-acusada-de-acelerar-mortes-em- = -~
uti.html
Wikipedia: =
Pancuronium (trademarked as Pavulon) is a muscle relaxant with various PayiiTe
purposes. 'LE_:;

g
Pancuronium is used with general anaesthesia in surgery for muscle relaxation g

AU
ik

and as an aid to intubation or ventilation. It does not have sedative or analgesic &g
effects.

It is the second of three drugs administered during most lethal injections in the
United States

In Belgium and the Netherlands, pancuronium is recommended in the protocol for
euthanasia. After administering sodium thiopental to induce coma, pancuronium is
delivered in order to stop breathing



http://en.wikipedia.org/wiki/Muscle_relaxant
http://en.wikipedia.org/wiki/General_anaesthesia
http://en.wikipedia.org/wiki/General_anaesthesia
http://en.wikipedia.org/wiki/Intubation
http://en.wikipedia.org/wiki/Sedative
http://en.wikipedia.org/wiki/Analgesic
http://en.wikipedia.org/wiki/Lethal_injection
http://en.wikipedia.org/wiki/Belgium
http://en.wikipedia.org/wiki/Netherlands
http://en.wikipedia.org/wiki/Euthanasia
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_thiopental
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=pavulon&source=images&cd=&cad=rja&docid=_RhiP7RyqrqA7M&tbnid=5JvkuUDe0qeTWM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fes.usermeds.com%2Fmedicamentos%2Fpavulon&ei=f-l1UY-EI8fb4APdtIGIBQ&psig=AFQjCNGNkYNqxjMWcVDItSk-dGeTd7_wDg&ust=1366768203784422

Pancuronio (R=Me)
Vecuronio (R=H)




Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico) e,
:‘;mo%‘& o §-4
Ligacao no receptor ox &
Complexo
protéico

(5 subunits)

\{iametro=8nm

|

8Snm | & % ) &%
E P TTTTTPTTTT TP »

a) Dimero do receptor

b) Interacio com tubocurarina

C) @

- Tubocurarina

. Sitio de ligacdo de Ach



Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico) e

A&
Analogos de tubocurarina o AT
[ [
® ® ® ®
Me3N(CH>) 1o0NMe3 MesNCHC HZ_O/C\ CH,=C HZ/C\C)— CH,CHoNMes

Decameténio Suxametoénio
e Longa duracdo de acio e Ester é incorporado na estrutura
e Longo periodo de recuperacgio e Curto periodo de a¢ao (5 min)
e Efeitos colaterais no coragao * Rapido inicio

e [Efeitos colaterais no ganglio
autondmico



Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico) P onze. .

Analogos da tubocurarina S

Pancuronio (R=Me)

Vecuronio (R=H)

e Esteroide age como espac¢ante para os grupos quaternarios (1.09nm)

e Grupos acila sao adicionados no esqueleto de Ach

e |Inicio da agao mais rapida que tubocurarina, mas menor que suxametoénio
e Maior duragao da acao do que suxametonio (45 min)

e Nenhum efeito na pressao sanguinea e poucos efeitos colaterais



Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico) PXTNS

Analogos de tubocurarina st

OMe OMe

e Planejamento baseado em tubocurarina e suxametonio

e Nao apresenta efeitos cardiacos indesejaveis

e Rapidamente clivado no sangue por via quimica e metabdlica
(mecanismo auto-destrutivo)

e Contorna problemas de variacao de enzimas metabodlicas no paciente

e Meia vida é de 30 minutos

e Administrado por via i.v.




Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico) \iL

Analogos de tubocurarina R
@ N,Me ,R _H@ j N’Me ,R
W CHy=CH=C, : l * HC=CH-C
Aq 5 \N
o O
Ph Ph

Atracurium é estavel no pH acido
Eliminacao de Hofmann ocorre no sangue: pH (7.4)



Antagonistas colinérgicos (Receptor nicotinico)

Analogos de tubocurarina

Mivacurium

MeO

MeO

e Rapido inicio de acao (2 min)
e Curta duragao (15 min)

OMe

OMe



Inibidores de Acetilcolinesterase




Acetilcolinesterase

Funcao da enzima
e Hidrdlise e desativacao da Ach
e Impede que Ach reative o receptor

Nervo 1

Sinal

T Enzima acetilcolinesterase

Nervo 2

2] "
Cruiggr 10



Acetilcolinesterase PN

KN 7.
N
lgaes

Reacao de hidrodlise catalisada pela enzima L_y

O O

| |
® HO
CHg/\ONNM% — CHg/C\OH + _\_%MGB

Acetylcholine Acetic acid Choline

ativa inativa



OB Acetilcolinesterase

N | - ® Inibidor da enzima
Efeito da inibi¢ao (Anticolinesterasico)

~

@
Ach
 Inibidor blogueia a acetilcolinesterase y—
« Ach éincapaz de ligar-se na enzima
« Ach retorna ao receptor, reativando-o
 Inibidor da enzima tem o mesmo efeito de
um agonista colinérgico

Nervo 2




Acetilcolinesterase

Estrutura do complexo enzimatico

Formada por 3 ramificagcoes, cada umacom 4 subunidades proteicas;
Cada subunidade proteica contém um sitio ativo
Cada enzima — 12 sitios ativos



Acetilcolinesterase Fa

Sitio ativo — interacoes quimicas N
[ Regido de ligacio do éster
Regido de ligacio anionica Serine
OH
Aspartate Histidine .
N
A SN
N
:0: © /
vd : Tonic cn,——©
Bolsio - \ / 2 “H bond
hidrofébico “‘ i~o
(! \\“‘“‘ l
- g
Tyrosifie

« Regiao de ligac&o anidonica semelhante ao receptor colinérgico
« Aligacéao e o encaixe induzido fixam Ach e enfraquecem as ligacoes
« A molécula é posicionada para reagir com os residuos de His e Ser



Acetilcolinesterase PO

A triade catalitica B 4

« Um residuo de aspartato interage com o anel imidazol de
histidina para orienta-lo e ativa-lo

Serine Histidine Aspartate
(Nucleophile) (Base)



Acetilcolinesterase

Sitio ativo - Mecanismo da catalise

&
I
CH;z — C— O— CH,CH,NMes

"

. r\ / NH
O~ H :N\/H
( —
Serine Histidin
(Nucleophile) (Base)
\ - H,0
RO H‘

CHs — CéO

3 i / " NH

’ O

Histidine

Histidine

Acid catalyst

IC‘\/H‘\.N//\'\IH
° '.',O\H' =

Histidine



Acetilcolinesterase

Sitio ativo - Mecanismo de catalise

O
CHz—C—0OH

N HQNé)\NH

_ ( = i

Histidine
(Acid catalyst)

‘.4
o
|
CH; — C— OH
OH

(




Acetilcolinesterase FUO%S

« Serina e agua sao nucleofilos fracos

« O mecanismo é auxiliado pelo residuo de histidina que age como
catalisador acido ou basico

« Colina e serina sao grupos abandonadores fracos

« Grupo abandonador é auxiliado por His que age como um
catalisador acido

« Muito eficiente - 100 x 10° mais rapido do que hidrélise nao
catalisada

« Ach é hidrolisada em 100 psecs quando atinge o sitio de ligacéo

« Um residuo de aspartato é também envolvido no mecanismo




Anticolinesterasicos PO

e I|nibidores da enzima acetilcolinesterase
e Bloqueiam a hidrolise de Ach
e Acetilcolina é capaz de reativar o receptor colinérgico

e Mesmo efeito de um agonista colinérgico



Anticolinesterasicos Fa

Fisostigmina (19253) Qual N é mais béasico???? /

Pirrolidina N

Urethane

Cag;amate M e M e

 Produto natural isolado de “calabar bean” africano

« Carbamato é essencial (equivalente ao ester de Ach)

« Anel aromatico é importante

« O Nde Pirrolidina € importante (ionizado no pH sanguineo)

« O Nde Pirrolidina é equivalente ao nitrogénio quaternario de Ach



Mecanismo de acao

MeNH\ /O—Ar

C
|
0O

Physostigmine

-ArOH k

> ? ~ O=—-H ~y,
N _NH . Na
~°N N Hidrolise \~NH
MeNH © muito lenta

. N ) velocidade de hidrélise:
v’ Intermediario carbamoilico estavel; ~ 40 x 108 vezes menor

v’ Sitio ativo da AchE bloqueado



Mecanismo de acio AN

O
A
A 4

O
|

HN /C\*(O) H\@éc\p o

)< J

Me

Grupo carbonilico
“desativado”



Fisostigmina (1925)

Uso terapéutico limitado:

v’ efeitos colaterais
v usos: glaucoma e antidoto para envenenamento por atropina



Analogos de Fisostigmina

®) Me

\\c 0 CH
Ve ~NMe;,

I

H

(ionizado no pH do sangue)
Miotina

e Analogo simplificado

e Suscetivel a hidrdlise quimica

e Atravessa a barreira hemato-
encefalica como base livre

e [Efeitos colaterais no SNC

O 2
A\\ @ 1S
C—0 NMeg
Me\N/
|
Me

Neostigmina

e Totalmente ionizada

e Nao atravessa a BHE

e Na3o tem efeitos no SNC

e Mais estavel a hidrolise

e O grupo metilico extra aumenta

a estabilidade

CH,



Mecanismo de hidrdlise quimica

Proposta 1
5-07
Me 0+ (!\
\Il\l/ OAr
H H,O
O

H

|
> Me
\N/C\OH

v

MeNH,
- +

Co,

Proposta 1: envolve substituicao nucleofilica pela H,0
A velocidade da reacao depende do carater eletrofilico do grupo carbonilico
{ Eletrofilicidade da carbonila - 4 a hidrélise (Me adicional 7efeito indutivo)



Mecanismo de hidrolise

Proposta 2 41% )<
//-_):;’i . ‘%X %;7
® o)
ve -HY Mg H,0 ey I MeNH,
) — +
N/C\OAI’—> N Ce==0O N/C\OH -
A / CO,
H H
Muito reativo
Compare:
ﬁ -Me@
"\ & Nenhuma hidrli
ennuma niarolise
N C\OAr
Me

Proposta 2: fragmenta¢ao onde o grupo fendlico é perdido antes do ataque do nucleéfilo
O mecanismo requer a perda de préton do nitrogénio

Substitui¢ao do H por CH; - { a hidrélise

Proposta 1 ou 2: a presenca da CH; adicional desfavorece a hidrolise



\\C @) Gl-)NM |
MeQ 7 3 H3C/ \H/ | N
|\I/|e o ﬁ/

Neostigmina

v ambos em uso
v" administrados i.v. para reverter as acdes de bloquedores neuromusculares
v’ usados v.o0. no tratamento de miastenia gravis

v’ piridostigmina: usada pelas tropas aliadas no Iraque durante a Operagédo de
Protegdo no Deserto para auxiliar na prote¢do de uma eventual exposi¢do aos
gases nervosos organofosforados



Organofosforados PO

a) “Gases nervosos” s
'Pro O 'Pro O
\7 \ P</
o N\
'Pro F |\/|e/ F
Diflos (DYFLOS) Sarin

(Diisopropil fluorofosfonato)

e Agentes desenvolvidos na segunda guerra mundial

e |nibem irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase
e Permanente ativa¢ao do receptor colinérgico pela Ach
e Levam a morte

e Compostos desenvolvidos antes do conhecimento do
mecanismo de acao molecular



Organofosforados AT

b) Mecanismo de agdo o

IPrQ=—pP==0

IPro

ESTAVEL

Fosforilacao irreversivel da AchE

Ligacao P-O bastante estavel — aduto fosforilado é resistente a
hidrélise

Estimulo colinérgico constante (contracdao da musculatura
esquelética) > morte




Organofosforados Faret

e\
S—

= W
= 1‘% o« s /o‘\”/;;
74 ixy«,;y

O

Organofosforados de uso terapéutico

O
® |
MegN==CHy==CHy== =——P=—0Et Ecotiopato

OEt

Usado para tratar glaucoma — hidrolisado lentamente do sitio ativo
apos alguns dias

Aplicacéao topica

O N gquaternério é introduzido para aumentar interacao

Os resultados obtidos s&o: i) melhor seletividade

Il) doses menores e mais seguras podem ser utilizadas



WAATE,,

Organofosforados S

Organofosforados como inseticidas s
EtO MeO
\ P// \P// COsEt
N /7
EtO o) NO, MeO _4
CH,COsEt
Paration Malation

e Relativamente nao tdéxicos para mamiferos

e Agentes agem como pro-farmacos nos insetos

e Ocorre metaboliza¢cao pelo proprio inseto para produzir metabdlito toxico
e Ligacao P=S impede o antagonismo da AChE

e Compostos equivalentes contendo ligacao P=0 sao letais

[

L]
Nl
Wy

o8

2,

Cdlara

o O



Organofosforados

Organofosforados como inseticidas

Mamiferos

EtO\ //

P
eto” \o—©—N02

PARATION
(pro-farmaco inativo)

Metabolismo \
no mamifero:
nao ocorre EtO
. \
conversao R

/7
P=Sem P=0O FE© Non

INATIVO
e excretado

[

Desulfurizacao
Oxidativa no inseto

L RIAATE,
Lo %2,
M(‘r;' - ?ZJ
& g A ‘
2 v
/,7 sy - o7
Insetos
EtO\ //O

P
EtO/ \o—©—N02

Farmaco ativo

|

Fosforilacao da AchE

|

Morte do inseto



Organofosforados S

Planejamento de Antidotos de organofosforados  “wi=s’’

Estratégia

e Um forte nucledfilo é necessario para quebrar a ligagao P-O

e Encontrar nucledfilos adequados para clivar a ligagao éster fosfato
e Agua é um fraco nucleéfilo

e Hidroxilamina é um potente nucledfilo

i i
NH,OH + RO—P—OR — O—P—OR * ROH
H>N
Hydroxylamine ©OR ’ O

Hidroxilamina é muito tdxica para ser usada
Aumento de seletividade devido ao aumento de interagdes com o sitio ativo




Organofosforados O

2 I\ 2
— 2
2 W s
=Y E | See
< ¢ o/ O
2 o?u &« /\;\/,‘J
714 ixy {xd
O

Planejamento de antidotos de organofosforados =

7 Pralidoxima
CHs

O N quaternario é adicionado para interagir na regiao aniénica

A cadeia lateral é planejada para introduzir o grupo de hidroxilamina
na posicao correta em relacao a serina fosforilada

Pralidoxima é 1 milhdo de vezes mais efetiva que hidroxilamina

Nao pode agir no SNC devido a presenca de carga - nao ira
atravessar a BHE



Organofosforados

Planejamento de antidotos de organofosforados ~ “===7

- & Y &
5 \bi“ﬂ”ﬂy«
B e . 97
S

7 2 |
® 0
S I \N CH=N Ipl OR
N CH=N H - -
3 ~No” | ~o—
Me \» o Me . OR
Fl)l/OR
: I\OR :
002@ H@'/-O COZ@ N
SER |

SER

Sitio ativo (Bloqueado) Sitio ativo (Livre)

Regeneracéao do sitio ativo da AchE




Organofosforados

Planejamento de antidotos de organofosforados

ProPAM

e Pro-farmaco da Pralidoxima

Passa pela BHE como base livre
e Oxidado no SNC




FAONS Anticolinesterasicos como ‘Smart Drugs’

o : .
= ¥ Q, =
& ~—— |
N by | =
1> W
= L IE
=% S/
. N
o o pon s
2 o7
12551
NH,

Tacrina (Cognex)-1993
Efeitos toxicos

HO

Galantamina-2001
(Nivalin, Razadyne,
Reminyl, Lycoremine)

Doenca de Alzheimer

MeO

MeO
Y
Donepezil (Aricept) -1997

NMe, Et

CH (0
Me/ 0 \ /N\Me

Rivastigmina (Exelon)-2000
(andlogo de fisostigmina)

@

e

N\/ \/N
A O/\/\/\ Me
Me Xanomeline — agonista

muscarinico que tem sido

Devem cruzar BHE estudado para Alzheimer



