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ELECTRONIC STUDY OF REACTIVITY OF THE SUBSTITUTED 8-HYDROXYQUINOLINE TO THE BIND SITE OF THE
B-AMYLOID PEPTIDE TO ZINC ION. In this work, density functional theory (DFT) was used to study the caused effect on
reactivity of 8-hydroxyquinoline (8-HQ) by substituent groups (-H, -CH,, -OCHj, -Cl and -NO,) on different positions of the 8-HQ
structure. DFT was also used to obtain the electronic profile of B-amyloid peptide (AB) bind site to Zinc. The energies and absolute
hardness (1) values, besides participation percentages values and graphical representation of highest occupied molecular orbital
(HOMO) of 8-HQ derivatives and lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) of AP bind site to Zinc (ZnAB) were analysed. The
calculations indicated that the hardest ligands with each substituent formed the most stable complexes with Zinc, and the electronic

nature of substituent points to a preferential position on 8-HQ structure. The LUMO profile of ZnA showed that the ligands dislocate

one of histidine residues for interacting with Zinc.
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INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga que causa graves
danos neuronais e compromete principalmente a regido do hipocam-
po do cérebro, responsdvel pelas funcdes cognitiva e de memoria,
levando o doente a morte, acometendo, especialmente, a idosos.! A
DA ¢ uma doenca multialvo, na qual diversos fatores parecem con-
tribuir para o seu desenvolvimento, como a diminuicio dos niveis
do fator de crescimento dos axdnios TGF-B1 ou da irisina, que é
responsdvel por proteger as sinapses.>* Entretanto, a principal causa
conhecida da doenca € oriunda da hipétese da cascata amiloide, em
que o actimulo de A no cérebro do doente leva a formagéo das pla-
cas senis encontradas na autopsia da vitima e a uma série de outros
eventos danosos, como a formacio de emaranhados de proteina Tau
e estresse oxidativo.!

O AP possui em sua estrutura diversos dtomos com pares de
elétrons livres e, como em sistemas bioinorganicos, acaba agindo
como uma base de Lewis e se coordenando a alguns fons metdlicos
que naturalmente sdo encontrados no cérebro, como Fe**, Cu** e Zn*,
seguindo a tendéncia de fons metélicos de interagirem com moléculas
bioldgicas.!* Os fons Fe** e Cu?* sdo redoxativos e suas reagdes com
AP acabam por gerar algumas espécies reativas de oxigénio (EROs),
como a H,0, e o anion radical superéxido.> O Zn**, por outro lado,
nao € redox ativo (devido a sua configuragdo eletrdnica d'°), mas tem
papel importante no processo de formacao da meméria e da fungio
cognitiva, no qual o fon se liga a proteinas especificas nas vesiculas
sindpticas, como o transportador ZnT3 (que tem sua concentracio
diminuida em cérebros com DA), originando os impulsos nervosos
necessdrios para a geragdo da memdria.®®

A coordenacdo de AP ao Zn** resulta em um complexo no qual
0 Zn** acaba sendo coordenado pelos residuos de outra cadeia do
peptideo, em uma rea¢do em cadeia que gera a forma oligomérica
nociva do mesmo.’ Os residuos de AP responsdveis por coordenar
0 Zn** em um ambiente tetraédrico estdo compreendidos na regido
1-16 do peptideo: Aspl, Glu3, His6, Asp7, Glull, His13 e His14,
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onde, em pH 6,5, o metal é coordenado pelas trés histidinas e por
Glull, e em pH 7.4 por His6 e outra histidina, além de Glul1 e um
dos aspartatos ou Glu3.1%!!

Uma abordagem terapéutica contra a DA que envolve os fons
metdlicos presentes no cérebro € o uso de ligantes capazes de se
complexar a esses metais, removendo-os do peptideo, e derivados da
8-HQ vem sendo propostos como potenciais agentes complexantes
dos metais envolvidos na doenga, competindo com o peptideo por,
principalmente, Cu?** e Zn?**.!>1

A 8-HQ e seus derivados s@o uma subclasse das quinolinas
que atuam como ligantes bidentados com boa afinidade para {ons
divalentes de metais de transicdo, o que justifica seu uso como base
para o desenvolvimento de novos quelantes para Cu** e Zn*, além de
possuirem diversas fungdes bioldgicas conhecidas, como fungicida,
bactericida e antibacteriana.'

O clioquinol (CQ), um derivado da 8-HQ contendo dtomos de
Cl e I nas posigdes 5 e 7, respectivamente, foi um composto pioneiro
no uso de quelantes como tratamento para a DA.'® Dentro da classe
das HQs, compostos do tipo 2-HQ, 4-HQ e 6-HQ nio apresentaram
desempenho satisfatério em inibir a formagéo de AP oligoméricos
(forma mais téxica do peptideo), quando comparado com a 8-HQ e
seus derivados, principalmente derivados halogenados, como o CQ."”

Uma vez que a 8-HQ € uma importante base para sintese de poten-
cias quelantes para o tratamento da DA, torna-se fundamental estudar
sua reatividade e a de seus derivados frente ao peptideo complexado
a{ions relevantes na DA, como o Zn**. Assim, neste trabalho, cdlculos
de DFT foram empregados para verificar como grupos de diferentes
naturezas eletronicas influem na reatividade da 8-HQ frente ao sitio
ZnAP e como a posi¢do do substituinte influencia na estabilidade
dos complexos formados.

METODOLOGIA

As estruturas otimizadas foram obtidas em fase gasosa por meio
de célculos de DFT, utilizando o funcional B3LYP."*!* O conjunto de
bases LanL.2DZ foi empregado,” o qual aplica um pseudopotencial no
atomo de zinco e utiliza a base D95V para os demais dtomos. O nivel
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B3LYP/Lanl.2DZ foi empregado em um trabalho anterior envolvendo
complexos de Zn** com derivados da 8-HQ, apresentando excelen-
tes resultados.?! Todos os célculos foram realizados no programa
Gaussian 09.22 Foram realizados célculos de frequéncia nas estruturas
otimizadas obtidas, e a auséncia de frequéncias imagindrias nessas
estruturas confirmou que essas representaram o minimo de energia.
Os valores de energia obtidos representam a energia eletronica com
a correcdo de ponto de zero. Os valores de dureza (1) para as estru-
turas foram obtidos por meio da Eq. 1, conforme proposto por Parr
e Pearson,” em que: E, ;0 € Eyomo 830 as energias dos orbitais de
fronteira LUMO e HOMO, respectivamente.

— ELUMO ;EHOMO (1)

Também foram obtidos os coeficientes de participagdo de cada
atomo dos ligantes no orbital HOMO e de cada dtomo dos complexos
ZnAR no orbital LUMO por meio da palavra-chave pop=full, para
posterior calculo dos percentuais de participacdo de dtomos selecio-
nados nesses orbitais.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo dos sitios ZnAp

Na estrutura experimental obtida por Zirah e colaboradores, em
pH 6,5,'" 0 Zn*" é coordenado por trés residuos de histidina e um glu-
tamato, enquanto, no trabalho de Alies e colaboradores, em pH 7,4,
a coordenagdo se da por dois residuos de histidina, um glutamato e
um outro residuo com terminagdo carboxilada (Asp1, Glu3 ou Asp7).
Em trabalhos teGricos, também sdo feitas propostas para o sitio ZnAp,
como no trabalho de Marino e colaboradores,* em que a estrutura
mais estdvel obtida € similar ao sitio ZnA de Zirah e colaboradores,
com Zn** coordenado tetraedricamente por trés dtomos de nitrogénio
(N) de anéis de 4-metil-imidazol e um oxigénio (O) de um grupo
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Figura 1. Estruturas propostas neste estudo para o sitio ZnAf

acetato. Assim, dois modelos foram utilizados no presente estudo
para mimetizar o sitio ZnA, um simulando o sitio proposto por
Zirah e colaboradores e o outro simulando o sitio proposto por Alies
e colaboradores, ZnAB(a) e ZnAB(b), respectivamente (Figura 1).

Foram obtidas as estruturas otimizadas de cada complexo, bem
como o diagrama de contorno de seus orbitais LUMO (Figura 2), que
serd o orbital a receber densidade eletronica, por meio dos orbitais
HOMO dos ligantes derivados da 8-HQ.

Como se pode observar na Figura 2, o orbital LUMO, em ambos
os modelos, possui contribuicdo majoritdria de um dos ligantes, um
dos grupos 4-metil-imidazol. Isso indica que, no sitio de coordenagao
do complexo natural de AR com Zn?**, um dos residuos de histidina
possui contribui¢@o majoritdria no LUMO. Isso pode ser visualizado
de maneira quantitativa quando se observa os valores de percentuais
de participacio nesse orbital para ambos os modelos (Tabela 1).

Como se confirma na Tabela 1, o grupo 4-metil-imidazol com
contribuicdo majoritdria no LUMO possui contribui¢do superior a
65% em ambos os complexos, em que a contribui¢do em ZnAB(b)
é cerca de 10% superior do que a em ZnAP(a). Em contrapartida, a
contribui¢do de Zn?* nesse orbital € inferior a 3%, ou seja, a interagdo
do HOMO dos ligantes ndo se dard com o fon metdlico e sim com

Figura 2. Estruturas otimizadas obtidas para os modelos do sitio ZnAp e diagramas de contorno de seus orbitais LUMO. Em destaque, os grupos 4-metil-

-imidazol de cada sitio que representam o LUMO de cada sitio
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Tabela 1. Valores de 1 para cada modelo e percentuais de participagdo no
orbital LUMO (% LUMO) de Zn** e do grupo 4-metil-imidazol com maior
contribui¢do do LUMO

Modelo ZnAB(a) ZnAB(b)
n V) 3,11 291
% LUMO do 4-metil-imidazol 69,9 79,4
% LUMO do Zn* 2,84 2,65

o grupo 4-metil-imidazol, indicando que o provdvel mecanismo de
acdo de um ligante para remover o fon do sitio do peptideo envolve o
deslocamento de um dos residuos de histidina da esfera de coordena-
¢do e ndo um ataque direto ao centro metdlico. E possivel tracar um
paralelo entre esses resultados e os resultados obtidos por Tsvetkov
e colaboradores,” em que os autores identificaram, por meio de
célculos de dindmica molecular, os residuos Glul1, His13 e His14
como responsdveis pelo reconhecimento do Zn* no meio extrace-
lular e por coordena-lo. A esfera de coordenagdo tetraédrica seria
completa, em um primeiro momento, por uma molécula de dgua, e,
logo em seguida, ela seria substituida por His6, mostrando que His6
ndo faz parte do sitio minimo de liga¢do ao Zn*". Como a regido dos
modelos de ZnAf que deve interagir com a 8-HQ e seus derivados
se mostrou ser um residuo de histidina (representado pelo grupo
4-metil-imidazol de maior contribui¢io no LUMO), é possivel que
esse residuo seja justamente His6, que serd removido primeiramente
da esfera de coordenacdo por influéncia do ligante por ndo fazer parte
do sitio minimo de ligagéo do Zn**.

A Tabela 1 também apresenta os valores de 1 para os dois mode-
los. De acordo com o enunciado de Pearson,* quanto mais préxima
for a dureza entre duas espécies, melhor se dard a interacdo entre
elas e maior serd a estabilidade do produto formado. O valor de M
encontrado para os dois complexos foi bem préximo, com um valor
médio de 3,01, o que indica que, quanto mais préximo for o valor
de m encontrado para os ligantes derivados da 8-HQ, maior serd a
estabilidade do complexo formado desses ligantes com o Zn**.

Estudo dos ligantes e complexos de derivados da 8-HQ

Foram propostos seis modelos para quatro ligantes derivados
da 8-HQ, totalizando 25 estruturas (incluindo a 8-HQ). A Figura 3
apresenta as estruturas genéricas para todos os ligantes com o subs-
tituintes X.

Os principais pardmetros geométricos para os ligantes de mo-
delo f sdo apresentados na Tabela 1S (Material Suplementar) e sdo
comparados com os valores da estrutura experimental da 8-HQ
HXQUINI1 obtida no Cambridge Structural Database (CSD).”
Esse modelo foi escolhido para analise por ser o Gnico a apresentar
diferenca significativa na regido de coordenac@o, com erros relativos
maximos de 5%. Para os demais modelos, os erros foram inferiores
a 3%, indicando boa concordéncia nos resultados.

Foram obtidos os valores de 1 para todos os 25 ligantes deste
estudo, que podem ser vistos na Tabela 2S, no Material Suplementar.
Uma vez que os valores obtidos foram relativamente préximos para as
estruturas com o mesmo substituinte, foram tomados entdo os ligantes
mais duros para cada substituinte para avalia¢do e comparacdo com a
8-HQ. A Tabela 2 apresenta os valores de 1 para os ligantes de maior
1 para cada substituinte, enquanto suas estruturas otimizadas obtidas
sdo apresentadas na Figura 4.

Como se pode observar pelos dados da Tabela 2 e estruturas
da Figura 4, o mesmo modelo ndo apresentou o maior valor de m
para todos os substituintes. Ao invés disso, para cada substituinte
houve uma posi¢ao especifica onde se obteve o ligante mais duro,
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Figura 3. Estruturas genéricas para os ligantes derivados da 8-HQ com
substituinte -X, com X = -H, -OCH,, -CH,, -Cl e -NO,

Tabela 2. Valores de 1 (eV) para os ligantes mais duros com cada substituinte

Ligante Modelo n V)
8-HQ - 2,23
8-HQ-OCH, c 2,27
8-HQ-C1 e 2,25
8-HQ-CH, a 2,26
8-HQ-NO, f 1,92

indicando que a natureza eletronica doadora/aceptora do substituinte
indicara sua posi¢do na estrutura da 8-HQ para obten¢ao do ligante
mais duro: doadores ¢ (-CH;) na posi¢@o orto ao N; doadores 7 e
retiradores 6 (-OCH;) na posi¢do para ao N; doadores 1 e fortes
retiradores 6-(-Cl) na posi¢do meta ao O; e fortes retiradores T e
6 (-NO,) na posigdo orto ao O. Entre os ligantes da Figura 3, o que
se apresentou como mais duro foi o 8-HQ-OCHj, (¢) e 0 mais macio
foi o 8-HQ-NO, (f). De acordo com os dados obtidos, os valores
de n encontrados para cada substituinte ficaram nas seguintes fai-
xas: 2,27-2,07 eV para 8-HQ-OCHj;; 2,25-2,09 eV para 8-HQ-CI;
2,26-2,06 eV para 8-HQ-CHj;; e 1,92-1,68 eV para §-HQ-NO..
Para cada ligante da Figura 4, foi obtido o diagrama de contorno
do orbital HOMO (Figura 5) e também os percentuais de participacio
nesse orbital dos atomos coordenantes de cada ligante, que podem
ser vistos no Material Suplementar (Tabelas 38, 4S, 58S, 6S e 7S).
Os orbitais HOMO, para cada ligante, apresentaram cardter pre-
dominantemente ligante e perfis bastante semelhantes. Nos dtomos
de O e N, esse orbital se apresenta como o par de elétrons ndo ligante
desses dtomos, que serdo responsdveis por coordenar o ion Zn**. Os
percentuais de participac@o nesse orbital do N e O da 8-HQ foram
8,25 e 15,3, respectivamente, e valores proximos a esses foram ob-
tidos para os demais ligantes. Os valores se encontraram dentro das
seguintes faixas: 6,81-8,37% (N) e 14,4-15,2% (O) para 8-HQ-CH;;
5,83-9,50% (N) e 10,3-13,3% (O) para 8-HQ-OCH;; 7,02-8,16% (N)
e 13,6-14,9 (O) para 8-HQ-CI; e 6,66-8,61% (N) e 14,7-16,6% (O)
para 8-HQ-NO,. No geral, os ligantes que apresentaram maior con-
tribui¢do no HOMO na regido de coordenagdo foram os de modelo f.
Foram obtidas as estruturas otimizadas dos complexos de Zn*
com cada um dos ligantes estudados, e todos apresentaram geometria
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Figura 5. Diagramas de contorno do orbital HOMO para cada ligante da Figura 3

tetrédrica em torno do centro de coordenacdo. Suas energias relativas
sdo apresentadas na Tabela 3. J4 a Figura 6, apresenta os estruturas
otimizadas para os complexos mais estdveis obtidos com cada
substituinte.

Os valores de energia encontrados mostram que os complexos
mais estdveis com cada substituinte foram obtidos a partir dos ligan-
tes de maior 1, com excec¢do dos ligantes do tipo 8-HQ-NO,, cujo
complexo mais estdvel foi o de modelo d e o ligante de maior 1 foi o
de modelo f. Entretanto, no ligante de modelo f, como se observa na
Figura 1S (Material Suplementar), um dos dtomos de O do substituinte
pode se coordenar ao Zn** juntamente com o O fendlico, formando um
possivel anel de seis membros com o metal, enquanto, para os demais

ligantes, s6 € possivel a formagdo de um anel de cinco membros,
menos estavel. As distdncias do O quinolinico ao O do substituinte
(2,69A)eaoN quinolinico (2,63 A) sio bem proximas, o que também
indica que a coordenacio por ambos os modos € possivel. Essa nova
estrutura (modelo f.1, Figura 6) foi também obtida pelos cdlculos e
comparada em energia aos modelos f (com coordenag@o via N e O
quinolinicos) e com o modelo d (Tabela 3).

Como se pode observar nas Tabelas 3 e 4, os ligantes de maior
dureza com cada substituinte foram aqueles que geraram os comple-
X0S mais estdveis, mesmo para o substituinte -NO,, no qual houve
a mudanca do sitio e da coordenagdo. Isso estd de acordo com o
enunciado de Pearson,” em que quanto mais préxima foi a dureza
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Tabela 3. Energias relativas (kcal mol") para os isdmeros de cada complexo
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Modelo [Zn(8-HQ-OCHS,),] [Zn(8-HQ-CI),] [Zn(8-HQ-CHS,),] [Zn(8-HQ-NO,),]
a 0,325 341 0.0 3.92
b 6,55 5,54 4,76 15.6
¢ 0,0 3.42 3,69 18.8
d 8,33 2,28 8.23 0,0
e 2,66 0.0 455 4,48
f 1534 3,95 4,28 9.41
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Figura 6. Estruturas otimizadas dos complexos com os ligantes de maior 1 com cada substituinte

Tabela 4. Energias relativas (kcal mol™) para os isdbmeros do complexo com
substituinte -NO,

Modelo Energia relativa
d 8,31
f 17,7
f.1 0,0

dos ligantes de cada classe de substituintes da dureza do sitio ZnAp,
maior foi a estabilidade do produto formado.

Assim como feito para o ligante 8-HQ-NO, de modelo f, para
os outros dois ligantes com pares de elétrons livres na posi¢do orto
ao O (modelo f), ou seja, 8-HQ-OCH,, 8-HQ-CI, foram obtidas as
estruturas otimizadas para complexos de modelo f.1 com esses dois
ligantes (Figura 1S, Material Suplementar), entretanto, as estruturas
apresentaram energia mais alta do que seus respectivos isdmeros.
Para [Zn(8-HQ-OCH,),], o modelo f.1 apresentou 20,1 kcal mol"! a
mais em energia do que o modelo f e também apresentou geometria
quadrética plana em torno do fon metdlico, mais instdvel quando
comparada a geometria tetraédrica do modelo f. J4 para o complexo
[Zn(8-HQ-CI),], o modelo f.1 apresentou energia superior ao modelo
f em 45,8 kcal mol’!, indicando que o dtomo de Cl néo se coordena
ao fon metdlico.

Na Figura 6, em todos os complexos se observou um ambiente
tetraédrico em torno do Zn?*, e, com excegio de -NO,, o fon metalico
formou um anel de cinco membros com o O e N quinolinicos e os

atomos de C diretamente ligados aos atomos quelantes. Ja para o
-NO,, se observou a formacéo de um anel de seis membros, mais
estdvel, o que explica o porqué desse modelo ser mais estdvel do que
os modelos d e f para o complexo com o §-HQ-NO.,.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permitiram demonstrar que
a formacdo de complexos de derivados da 8-HQ com substituintes
-CH,;, -OCH;, -Cl e -NO, em fase gasosa estd de acordo com teoria
de 4cidos e bases duros e macios de Pearson, na qual os ligantes de
cada classe de substituintes que apresentaram valor de | mais pré-
ximo dos valores de 1 encontrados para os modelos do sitio ZnAR
formaram os complexos mais estdveis com o fon Zn**. A natureza
doadora/aceptora eletronica do substituinte indica que hd uma posi¢ao
especifica na estrutura da 8-HQ que gera o complexo mais estdvel
com Zn*. A andlise qualitativa e quantitativa da contribui¢cdo no
orbital LUMO revelou que um dos residuos de histidina do centro de
coordenagdo possui contribuiciio majoritdria nesse orbital (superior
a 65%), enquanto Zn** possui contribuigio significativamente baixa
(inferior a 3%), indicando que um agente quelante que remove o
fon metélico do peptideo ndo interage diretamente com o Zn*, e
sim com o referido residuo de histidina, que pode possivelmente
ser o residuo His6, o qual ndo faz parte do sitio minimo de ligagdo
desse metal no peptideo.”® Com esses resultados, espera-se auxiliar
no desenvolvimento de novos derivados da 8-HQ como potenciais
agentes quelantes para o Zn>* complexado ao AP na terapia da DA.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Algumas imagens e tabelas dos sistemas utilizados neste traba-
lho estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo PDF, com acesso livre.
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