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RESUMO

Torres, Juliana  Mariano. ESTUDO CINETICO DA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA DE DERIVADOS B-CARBOLiNICOS DO
PRODUTO NATURAL HARMANA. 2011. Dissertacdo (mestrado em Quimica
Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O aumento da expectativa de vida é um fendmeno mundial que mostra o relativo
sucesso de politicas de sadde publica, e o Brasil se inclui entre os paises em que as
pessoas estdo vivendo por mais tempo e em condi¢cdes melhores de saide. No entanto, o
aumento da expectativa de vida tem como efeito negativo o aparecimento de doengas
degenerativas, tipicas de idades mais avancadas, incluindo-se as vdrias formas de
demeéncia e entre estas, a mais importante €, sem divida, a Doenca de Alzheimer (DA),
patologia irreversivel e progressiva caracterizada pela deterioragdo neuronal que resulta
em perda de fungdes cognitivas, tais como memdria, capacidade de comunicagio,
julgamento e raciocinio. Para o tratamento da DA sdo utilizados farmacos como o
donepezil, galantamina e rivastigmina, os quais agem inibindo reversivelmente a
acetilcolinesterase (AChE). Evidéncias sugerem que a enzima butirilcolinesterase
(BChE), intimamente relacionada com a AChE, tem um papel significante na DA, uma
vez que estd envolvida em fungdes neurais tais como a corregulacdio da
neurotransmissao colinérgica e ndo-colinérgica. Esta pesquisa pretendeu estudar novas
substancias com acdo anticolinesterdsica utilizando derivados -carbolinicos do produto
natural harmana, bem como fazer um estudo cinético a fim de descobrir qual o perfil de
inibicao das enzimas AChE e BChE, a fim de buscar novos compostos que poderiam ser
uteis no tratamento dos sintomas da DA. Desta forma, foi efetuada preliminarmente
uma triagem com 7 derivados [-carbolinicos e posteriormente foi realizada uma
investigacao cinética com estes compostos, uma vez que, todos apresentaram alta acao
anticolinesterdsica tanto para AChE quanto para BChE. A cinética enzimadtica foi
estudada segundo o método de Ellman. Contudo, observou-se que todos os 7 derivados

apresentaram uma inibi¢do reversivel ndo competitiva.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Alzheimer, B-carbolinicos, colinesterases,

cinética enzimatica.



ABSTRACT

The increase in life expectancy is a worldwide occurrence that shows the relative
success of public health politics, and Brazil is among the countries where people are
living longer and in better physical health. But the increase in life expectancy has a
negative effect: the appearance of degenerative diseases typical of old age, including
several forms of dementia, like Alzheimer’s Disease (AD) that is certainly the most
important. It is an irreversible and progressive disease characterized by neuronal
deterioration that results in loss of cognitive functions such as memory, communication
skills, judgment and reasoning. Donepezil, rivastigmine and galantamine are medicines
used for the treatment of AD and act reversibly inhibiting the acetylcholinesterase
(AChE). Evidences suggest that the enzyme butyrylcholinesterase (BChE), closely
related to AChE, plays a significant role in AD because it is involved in neural
functions such as cholinergic co-regulation and non-cholinergic neurotransmission. The
aim of this research is to provide new substances with anticholinesterase action by using
B-carboline derivatives from the natural product harmane and carry out a kinetic study
to determine the inhibition profile of the enzymes AChE e BChE, which could help in
the discovery of new compounds which could be useful in the treatment of AD. Firstly,
a screening was carried out with seven B-carboline derivatives. In a second stage, a
kinetic investigation, employing Ellman’s method, was run with these compounds and
all of them presented high anticholinesterase action for both AChE and BChE. All
seven derivatives presented a non-competitive reversible inhibition.

Keywords: Alzheimer's disease, B-carboline, cholinesterase, enzyme kinetics.
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1- INTRODUCAO

As plantas sao fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de
medicamentos (NODARI & GERRA, 2003). Muitos dos nossos medicamentos atuais
sdo derivados de plantas. A porcentagem de farmacos derivados de produtos naturais
era cerca de 40% no ano de 2000, mantendo-se aproximadamente constante nos anos
seguintes (BUTLER, 2004). Exemplos de farmacos importantes obtidos de plantas sdo:
morfina, um potente analgésico derivado do 6pio (Papaver somniferum), digoxina, um

medicamento para a congestdo cardiaca derivado da digital (Digitalis purpurea),

(LIEBERMAN, 1945; SMITH , 1988; CASS, 2004; RATES, 2001) e o taxol, anticincer
conhecido pelo nome genérico Paclitaxel, que é um diterpendide oxigenado complexo

isolado da darvore teixo-do-pacifico (Taxus brevifolia) (WANI et al., 1971;
SRIVASTAVA et al., 2005).

E extremamente necessdria a busca de componentes bioativos em plantas para
contribuir no desenvolvimento de novos farmacos para doengas que atualmente ndo sao
tratadas de maneira eficiente. Pode-se destacar a necessidade por antitumorais,
cardiovasculares e desordens do sistema nervoso central (BARBOSA-FILHO et al.,

2006; WAGNER, 2009).

Dentre as desordens do sistema nervoso central, destaca-se a Doenca de
Alzheimer (DA), patologia irreversivel e progressiva caracterizada pela deterioracao
neuronal que resulta em perda de fungdes cognitivas, tais como memoria, capacidade de
comunicacdo, julgamento e raciocinio (MOLLER, 1946; LANCTOT el al., 2003). Para
o tratamento da DA sa@o utilizados farmacos como o donepezil, galantamina e
rivastigmina, os quais agem inibindo a acetilcolinesterase (AChE). Essas substancias
apresentam algumas limitacOes e efeitos adversos como efeito hepatotdxico decorrente
do actimulo de acetilcolina no organismo do usudrio. Uma vez que compostos naturais
oriundos de plantas exibem acdo anticolinesterdsica (TURK, 1995), como a galantamina
por exemplo (DALE, 2003), pesquisas estdo sendo desenvolvidas com plantas
medicinais na busca de novos farmacos com menos efeitos colaterais proporcionando ao

individuo portador da doenca uma melhor qualidade de vida (MARUM, 2008).



Os alcaldides P-carbolinicos possuem uma ampla distribuicdo, sendo
encontrados em varias familias de plantas, além de estarem presentes na fumaca do
cigarro, bebidas alcodlicas, alimentos excessivamente cozidos e em mamiferos. Estes
alcaldides sdao conhecidos por apresentarem vdrias acdes farmacoldgicas e tem atraido a
atencdo dos neuroquimicos que tem especulado o suposto papel destes no sistema
nervoso central (SNC), onde funcionariam como neurotransmissores €
neuromoduladores, interagindo com os receptores da dopamina e com o0s sistemas
neurotransmissores da serotonina (CALLAWAY et al., 1994) tais como, receptores
benzodiazepinicos e dcido y-aminobutirico (GABA); Tais compostos sao ainda potentes
inibidores das enzimas topoisomerase e monoaminoxidase (MAO) (BUCKHOLTZ,

1980; AIRAKSINEN & KARI, 1981; HUSBANDS et al., 2001).

Esta pesquisa pretendeu fornecer novas substincias com agdo anticolinesterdsica
utilizando derivados B-carbolinicos do produto natural harmana, bem como fazer um
estudo cinético a fim de descobrir qual seria o tipo de inibicdo que poderia estar
ocorrendo com as enzimas AChE e BChE, para quem sabe descobrir novos compostos

que poderiam ser tteis no tratamento dos sintomas da DA.

2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 - A Doenca de Alzheimer

O aumento da expectativa de vida € um fendmeno mundial que mostra o relativo
sucesso de politicas de saidde publica, e o Brasil se inclui entre os paises em que as
pessoas estdo vivendo por mais tempo e em condi¢des melhores de satde. No entanto, o
aumento da expectativa de vida tem como efeito negativo o aparecimento de doencgas
degenerativas, tipicas de idades mais avancadas, incluindo-se as vérias formas de
demeéncia e entre estas, a mais importante €, sem divida, a Doenga de Alzheimer (DA).
No Brasil, a populacdao de idosos (idade > 60 anos) em 2008 era de cerca de 18,7
milhdes de pessoas, 1,3 milhdes destes sofriam alguma forma de deméncia sendo quase

800 mil casos confirmados da DA (CRI, 2008).

O neurologista alemdo Alois Alzheimer, em 1907, diagnosticou pela primeira
vez um quadro de doenga progressiva em uma mulher de 51 anos que ja sofria com os
sintomas hd quatro anos e meio. Em 1910, Kraepelin veio a denominar o quadro clinico

como Doenga de Alzheimer (DA) (FREITAS, 2002).



A DA é uma das causas mais comuns de deméncia na velhice. E uma doenca
neurodegenerativa e progressiva associada a perda generalizada das fun¢des mentais.
Nas dltimas décadas muitos esforcos t€m sido realizados para tentar esclarecer as causas
da DA, com a esperanca de que isso resulte no desenvolvimento de tratamentos
farmacoldgicos seguros e efetivos (ORHAN et al.,, 2007). A DA caracteriza-se pelo
acimulo de um peptideo chamado beta-amildide A-42 (AP), que é um fragmento de
uma proteina beta-amiléide maior, existente normalmente no cérebro humano. Os niveis
elevados desse peptideo resultam em agregacdo, formando placas (HARDY &
ALLSOP, 1991; HAASS, 1992; MUDHER & LOVESTONE, 2002). Em 2009, esta
teoria foi atualizada, sugerindo que a prépria proteina -amildide, e ndao o peptideo AP é
o responsavel principal pela DA (NIKOLAEV et al., 2009). Nos estagios iniciais,
ocorre a perda de memdria recente. A medida que a doenga progride, novos sintomas
aparecem, tais como confusdo mental, mudangas de humor e irritabilidade. As funcdes
cognitivas superiores, tais como linguagem, orientagdo e julgamento sdo severamente
afetadas (MOLSA et al., 1986; WALDEMAR et al., 2007). Finalmente, funcdes vitais

sdo perdidas, levando a morte.

No mundo todo, o mal de Alzheimer é considerado um grande problema de
saude, devido ao enorme impacto causado ao individuo, familia, sistema de saide e a
sociedade como um todo, uma vez que, metade dos pacientes sdo internados em
instituicdes de satide e o restante, recebe tratamento em casa, envolvido em seus
cuidados, familiares, parentes e amigos (FRANCIS et al.,1999; ZIMMERMAN &
SOREQ), 2006).

Embora ainda ndo exista cura, alguns compostos sdo uteis em retardar a
deterioracdo cognitiva da DA (KATALINIC et al., 2010). Os avancos obtidos na
compreensdo da evolugdo e das razdes moleculares da génese da DA t€ém demonstrado
que o uso de inibidores da AChE pode ser uma das formas mais eficientes de controle
da evolugdo da doenca (VIEGAS, 2004). A estratégia baseia-se na corre¢do da fungdo
colinérgica cerebral através do uso de agentes anticolinesterdsicos. Uma das abordagens
mais uteis no projeto de descoberta do farmaco para o tratamento da DA € baseado no
desenvolvimento de inibidores da acetilcolinesterase (AChE) a fim de retificar o nivel
de acetilcolina (ACh) cerebral (KATALINIC et al., 2010). A AChE € uma enzima

substrato-especifica que degrada o neurotransmissor acetilcolina na sinapse vernosa. A



ACh é conhecida por ser essencial para o processo de memoria. Além do papel
catalitico da AChE, ela também age como promotora na formagdo do peptideo AP

(FAN et al., 2008).

Companhias farmacéuticas vém apoiando fortemente a pesquisa e o0
desenvolvimento de fairmacos que aumentem a capacidade cognitiva. Assim, a pesquisa
a cerca da possibilidade de que a elevacdo no nivel da ACh seja tutil para melhorar os
sinais de deficiéncia de aprendizagem (dificuldade em reter memorias recentes ou
adiquirir novos conhecimentos), apresenta-se como algo a ser incentivado (SOARES,

2002).

Evidéncias sugerem que a enzima butirilcolinesterase (BChE), intimamente
relacionada com a AChE, tem um papel significante na DA (GREIG et al., 2005;
FARLOW, 2007), uma vez que estd envolvida em funcdes neurais tais como a
corregulacdo da neurotransmissdo colinérgiva e nao-colinérgica. (MESULAM et al.,

2002).

Estudos indicam que inibidores seletivos da butirilcolinesterase (BChE-Is)
elevam os niveis extracelulares de ACh no cérebro, melhorando o desempenho
cognitivo em roedores (HARTMANN et al., 2007), sem os classicos efeitos colaterais
adversos dos inibidores de acetilcolinesterase seletivos (AChE-Is) ou néo seletivos, tais
como ndusea e vOomito. O donepezil € o unico produto comercial que é um inibidor
seletivo da AChE enquanto que tanto a rivastigmina quanto a galantamina sdo
inibidores ndo seletivos. Assim sendo, quase todos os produtos comerciais produzem os

efeitos colaterais descritos acima.

Estudos mais recentes tem tido como objetivo a procura de inibidores duais da
AChE, ou seja, aqueles que inibem simultanecamente a AChE e a agregacdo de AP
catalizada pela AChE (PIAZZI et al., 2007; RIZZO et al, 2009; RIZZO et al., 2010).
Esses inibidores se ligam a ambos os sitios anidnicos da AChE que sdo responsaveis

tanto pela inibicao catalitica quanto pela agregacao de amildide Ap.

2.2 - Alcaloides

2.2.1 - Aspectos Gerais



Os alcaldides sdo um grupo de substincias quimicas presentes em plantas
medicinais com grande importancia no desenvolvimento de novos farmacos. Isso se
deve provavelmente a variedade de estruturas quimicas possiveis, que podem ser os
responsaveis pelas respostas farmacolégicas dos alcaldides presentes nas plantas
(ELIZABETSKY, 2006). Um aspecto tradicional de produtos naturais na pesquisa
médica tem sido a sua utilizagdo na identificacio e investigacio do papel
fisiologico/patologico de receptores e enzimas como possiveis alvos na busca de novos
farmacos. Exemplos classicos desta funcdo de produtos naturais na pesquisa de novos
farmacos pode ser visto na investigacdo do sistema colinérgico. Por exemplo, a
importancia dos alcaldides nitcotina e fisostigmina na investigacdo sobre os receptores
nicotinicos e musaciricos (EVANS, 1991). Os alcaldides sdo constituidos por um
grande nimero de metabdlitos de uma variedade estrutural muito ampla. Este grupo de
produtos naturais sempre influenciou a histéria econdmica, médica, politica e social da
humanidade (ROBBERS et al., 1997). Desde os primérdios da civilizacdo, pode-se
observar o uso de extratos vegetais contento alcaldides em medicamentos, venenos e
pogdes magicas (SIMOES et al., 1999). Muitos alcaléides sdo protétipos para a
elaboragdo de farmacos. Atualmente, diversos deles sdo utilizados na terapéutica, puros
ou em associacdo, e também na forma de derivados. Entre outras atividades
farmacoldgicas inclui-se ativiade antidiurética (ajmalicina), hipotensiva (reserpina,
iombina), alucinogénica (mescalina), antimaldrica (quinina), antitussigena (codeina e
noscapina), miorrelaxante (tubocurarina), e outras (PELLETIER, 1983; HENRIQUES
etal., 1999).

Os alcaldides sao encontrados em representantes de todos os grupos vegetais.
Sao produtos de detoxificagdo de substincias nocivas geradas pelo metabolismo
primdrio vegetal e fonte de reserva de nitrogé€nio. Acredita-se que estes compostos
possua a funcdo de hormonios reguladores do crescimento e que, provavelmente, sejam
os responsaveis pela defesa da planta contra microorganismos e virus (NOWACKI et

al., 1975; SIMOES et al., 1999).

De maneira geral, eles s@o formados a partir de aminodcidos. Os mais utilizados
em sua biossintese sdo: dcido a-aspdrtico (piridinas e isoquinoleinas), a-lisina
(piperidinas e quinolizidinas), o-tirosina (isoquinolinas, benzilsoquinolinas e

betalainas), a-triptofano (derivados da triptamina, B-carbolinas, ind6is complexos), a-



histidina (imidazéis). Entre os outros precursores usados na biossintese deste grupo,
pode-se citar o 4cido mevaldnico, dcido antranilico, terpenos e esteréides (ROBINSON,

1974; SIMOES et al., 1999).

2.2.2 - Alcaléides p-carbolinicos

As B-carbolinas pertencem aos alcaldéides do grupo inddlico, que além de
apresentarem um nucleo indd6lico, possuem um anel piridinico hidrogenado de seis

membros (Figura 1).

=\
)

Nucleo inddlico  anel piridinico

Figura 1: Estruturas do niicleo inddlico e anel piridinico presentes nos
alcaldides p-carbolinicos.

Inicialmente, os alcaldides B-carbolinicos sdo conhecidos por sua acdo
psicoativas, sendo identificados em plantas que tem diversos usos na etnofarmacologia
e sdo constituintes com acentuada atividade alucinégena utilizados na cultura indigena
Sul — Americana (GLENNON et al., 2000; MOURA et al., 2006) e em tribos africanas
(HAMANN et al., 2008), assim como a harmina e a harmalina, que s@o substancias

ativas de espécies de Banisteriopsis utilizadas em rituais pelos indios na Amazonia.

Acredita-se que o efeito alucindégeno das B-carbolinas, além de ocorrer devido a
inibicdo da enzima monoaminoxidase (MAOQO), aconteca também devido a similaridade
estrutural dos mesmos com aminas inddlicas, como a triptamina e serotonina. Alguns
estudos demonstram que as P-carbolinas interagem com moderada afinidade com
receptores do sistema nervoso central. Esses alcaldides ligam-se com relativa afinidade
a receptores cerebrais de serotonina e receptores imidazolicos. Esta afinidade ¢é
altamente dependente dos substituintes no nicleo inddlico e também da saturagdo do
anel piridinico (GRELLA et al., 1998; GLENNON et al., 2000; HUSBANDS et al.,
2001).



Deste modo, alcaldéides [-carbolinicos apresentam um amplo espectro de
neuroatividade, interagindo com receptores benzodiazepinicos, serotonina (SHTIA e
SHT2), imidazolinicos (HERRAIZ & CHAPARRO, 2008), glutamato do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA), transmissdo dopaminérgica (MOURA et al., 2006) e também
com o 4cido y-aminobutirico (GABA), opidides, enzimas do citocromo P450, inibindo

também a MAO (HERRAIZ & CHAPARRO, 2006).

Além disso, esses metabdlitos t€m mostrado uma ampla variedade de
propriedades farmacoldgicas, incluindo agdo hipotensiva (vaso relaxante) e sobre o
sistema cardiovascular (HUSBANDS er al, 2001), atividade antimicrobiana
(antiparasitdria e antiviral) (RIVAS et al., 1999; KUSURKAR & GOSWAM]I, 2004 ),
propriedades convulsivante e anticonvulsivante (FARZIN & MANSOURI, 2006),
atividade antineoplésica e citotoxicas (HEMMATEENEJAD et al., 2006). Possui ainda
acdo antioxidante (SHI er al, 2000), potente inibicdo das enzimas topoisomerase |
(HEMMATEENEJAD et al., 2006). Os alcaldides também estdao implicados em
processos de alcoolismo de toxicodependéncia, como por exemplo, na infusdo crénica
da harmana, hd um aumento na ingestdo voluntdria de etanol em ratos (HAMANN et
al., 2008). Possuem também agdo neuroprotetora, antidepressiva e/ou ansiolitico

(BONNET; SCHERBAUM; WIEMANN, 2008).

Os alcaldides B-carbolinicos sdo formados através de uma reagdo por meio da
condensacdo de Pictet-Spengler (Esquema 1) entre indolaminas e substancias
carbonilicas (AFSAH et al., 1985; KUSURKAR & GOSWAMI, 2004). A
aromaticidade € restaurada por tautomerismo e posteriormente, ¢ formada a substancia

com o esqueleto B-carbolina, por oxidagao (DEWICK, 2002).
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Esquema 1: Formacao dos alcalbides B-carbonilicos a partir da condensacio de
Pictet-Spengler.

As B-carbolinas podem ser divididas em trés grupos estruturais dependendo do
grau de saturacdo do anel: (a) as totalmente aromaticas (Figura 2); (b) as diidro-f3-
carbolinas (Figura 3); (c) as tretraidro-B-carbolinas, com o anel piridinico totalmente

saturado (Figura 4) (GLENNON et al., 2000).

(a) Sistema B-carbolina

R /\/N

N

H Ro

R R;
Nor-harmana H H
Harmana H CH;
Harmol OH CH;
Harmina OCH; CH;

Figura 2: Sistemas B-carbolinas



(b) Sistema diidro-p-carbolina

R /\/N

N
H R,
R1 R2
Harmalol OH CH;
Harmalina OCHj; CH;

Figura 3: Sistema diidro-f-carbolina

(c) Sistema tetraidro-p-carbolina

Ry
ARANPAN
Ra
N
H Ro
R, R,

1,2,3,4-tetraidro-p-carbolina H H
2-metil-1,2,3,4-tetraidro-f-carbolina H H
6-metoxi-1,2,3,4-tetraidro-f-carbolina OCHs; H
1-metil-1,2,3,4-tetraidro-p-carbolina H CHj;

Figura 4: Sistema tetraidro-p-carbolina

Os alcaldides do tipo harmana tem sido alvo de interesse desde o inicio do

R3

CH;

século devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas (LUTOMSK, 1959). Como

exemplo, Lee e col. isolaram em 2001 o alcaldéide harmana da planta Symplocos

serchuensis e observaram uma expressiva atividade anti-HIV desde composto.



A estrutura B-carbolina da harmana apresenta dois pontos chaves para o estudo
dos equilibrios de dissociagao em solugdes aquosas: o grupo NH fracamente 4cido do
anel inddlico e o dtomo de nitrogénio bédsico do anel piridinico (HARDIMAN et al,

1987).

A harmana em solucdo aquosa dependendo do pH existe, em pelo menos trés

espécies diferentes: catiOnica, neutra e anidnica. A Figura S representa o equilibrio de

N
3 CHs

dissociag¢do da harmana.

— . pka —
H CHj H CH

Espécie catiOnica Espécie neutra Espécie anidnica

Figura 5: Equilibrio de dissociacdo da harmana.
2.3 - Enzimas

Enzimas sao catalisadores bioldgicos, especificos, compostos de uma sequéncia
de aminodcidos. Elas aumentam a velocidade da reacdo por fatores de 10° ou mais.
Muitas enzimas para serem ativas necessitam de cofatores, que podem ser fons
metalicos ou moléculas organicas pequenas, frequentemente derivadas de vitaminas,

chamadas de coenzimas (BERG et al., 2002).

As enzimas sao fundamentais para qualquer processo bioquimico. Agindo em
sequéncias organizadas, elas catalisam as centenas de reagdes sucessivas pelas quais as
moléculas nutrientes sdo degradadas, a energia quimica € conservada e transformada e
as macromoléculas bioldgicas sdo sintetizadas a partir de moléculas precursoras
simples. Devido a acdo das enzimas reguladoras, as vias metabdlicas sdo altamente
coordenadas de forma a produzir uma atuacdo harmoniosa das muitas diferentes

atividades necessdrias para manter a vida (NELSON & COX, 2002).

O estudo das enzimas tem uma grande importincia pratica. Em algumas
doencas, especialmente nas desordens genéticas herdadas, pode ocorrer uma deficiéncia

ou mesmo a auséncia total de uma ou mais enzimas. Outras condi¢des anormais
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também podem ser causadas pela excessiva atividade de uma enzima. Medidas da
atividade de enzimas no plasma sanguineo, eritrécitos ou amostras de tecido sdo
importantes no diagndstico de vdrias doengas. Muitos farmacos exercem seu efeito
biolégico por meio de interacdes com as enzimas. Elas tornaram-se importantes
ferramentas préticas ndo apenas na medicina, mas também na indudstria quimica, no

processamento de alimentos e na agricultura (NELSON & COX, 2002).

A catélise enzimdtica € essencial para os sistemas vivos. Sob condi¢des
bioldgicas relevantes, as reagdes nao catalisadas tendem a ser lentas - muitas das
moléculas bioldgicas sdo bastante estiveis no meio aquoso, de pH neutro e temperatura
moderada, no interior das células. Além disso, muitas reacdes bioquimicas comuns
envolvem eventos quimicos que sdo desfavordveis no ambiente celular, tais como: a
formacdo de intermedidrios carregados ou a colisdo de duas ou mais moléculas com a
orientagdo precisa necessdria para que ocorra a reagdo. Sem catdlise, por exemplo, as
reagOes necessdrias para digerir os alimentos, enviar sinais através dos nervos ou
contrair um musculo simplesmente ndo ocorrem com velocidade util. Uma enzima
contorna esses problemas fornecendo um ambiente especifico onde uma dada reacdo é
energeticamente mais favordvel. A sua atividade catalitica depende da integridade da
sua conformacgdo proteica nativa. Se uma enzima € desnaturada ou dissociada em
subunidades, a atividade catalitica geralmente € destruida. Se uma enzima € quebrada
em seus aminodcidos constituintes, a sua atividade catalitica € sempre destruida. Assim,
as estruturas protéicas primdria, secunddria, tercidria e quaterndria das enzimas, sdo

essenciais para a sua atividade catalitica (NELSON & COX, 2002).

As reagOes catalisadas pelas enzimas sdo caracterizadas pela formacdo de um
complexo entre o substrato e a enzima (ES) representado no Esquema 2. A ligacao
ocorre em uma regiao da enzima chamado de sitio ativo. A interacdo da enzima com o
substrato no sitio ativo promove a formagdo do estado de transicdo diminuindo a
energia do estado de transi¢cdo e consequentemente aumentando a velocidade da reagdo.
Esta interacdo ocorre por interacdes intermoleculares (ligacdes hidrogénio, intera¢des
i0nicas, hidrofdébicas, entre outras) onde a estrutura do substrato € complementar ao
sitio ativo da enzima. O equilibrio de uma rea¢do ndo é afetado pela enzima (BERG et

al., 2002).
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E+S ES

Esquema 2: Formaciao do complexo enzima-substrato.

Algumas enzimas t€m uma regidao da molécula, o sitio alostérico, que nio esta
no sitio ativo ou no sitio de acdo do substrato, mas que € um sitio peculiar, onde
moléculas pequenas ligam-se e efetuam uma alteracdo no sitio de ligagdo ao substrato
ou na atividade que ocorre no sitio ativo. A ligagdo de uma molécula pequena especifica
no sitio alostérico causa uma alteracdo na conformacdo da enzima. Isso pode tornar o
sitio ativo mais ou menos ativo, pelo aumento ou diminui¢cdo da afinidade do sitio de

ligacdo pelo substrato (DEVLIN, 2007).

Mecanismos de reacdo detalhados tém sido propostos para muitas enzimas. O
estudo da cinética enzimdtica é uma estratégia importante para a elucidacdo dos
mecanismos de reacdo. A maioria das enzimas tem algumas propriedades cinéticas em
comum, e estas seguem o modelo de Michaelis-Menten (MICHAELIS & MENTEN,
1913) onde a enzima (E) se combina com o substrato (S), formando o complexo
enzima-substrato (ES), o que pode prosseguir para formar o produto (P) ou dissociar em

enzima (E) e substrato (S) como pode ser observado no Esquema 3.

E+S

Esquema 3: Modelo de Michaelis-Menten.

A velocidade V( de formacdo do produto é dada pela equagdo de Michaelis-
Menten (EQ.1), onde o Vs € a velocidade quando a enzima estd saturada de substrato,
isto é, todas as moléculas de enzimas estdo na forma de complexo ES, o Ky € a
constante de Michaelis-Menten, é a concentracdo do substrato que produz metade da
velocidade maxima. A medida que aumenta a concentragdo do substrato a velocidade
catalitica da enzima aumenta de forma hiperbdlica, aproximando-se de uma velocidade

maxima (BERG et al., 2002).

Vmaix [S]

Vo =
7 Ky +[S]

(EQ.1)
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A equacdo € caracterizada por um grafico (Figura 6) de V, contra [S] chamado
de grifico de Michaelis- Menten, onde € possivel obter os valores de Ky € Viax.

(BERG et al., 2002).

e
L

¥

Concentracio inicial de V; (LM/min)

| N
Concentraciio de substrato [S] (m M)

Figura 6: Cinética de Michaelis-Menten.

A velocidade médxima, V4« € igual ao produto de k.., pela concentracdo total da
enzima. A concentragdo cinética k.,, chamada de nimero de renovagdo, é o numero de
moléculas de substrato transformadas em produto por unidade de tempo, em um dnico
centro catalitico, quando a enzima estd totalmente saturada com substrato. Existem
enzimas, como as enzimas alostéricas, que nao se adaptam a cinética de Michaelis e

Menten, pois apresentam multiplos sitios regulatérios (BERG et al., 2002).

Com o objetivo de obter valores precisos de Vi € Ky Lineweaver e Burk
inverteram a equacgdo de Michaelis-Menten (LINEWEAVER & BURK, 1934), dando
origem a equacdo de Lineweaver e Burk (EQ.2) (BERG et al., 2002).

Km

1 1
— = + (EQ.2)
VO Vméx [S] Vméx

Através desta equacdo, pode-se obter um grafico de 1/Vy contra 1/[S], chamado
de tracado de Lineaweaver e Burk ou duplo reciproco (Figura 8), fornecendo uma linha
reta, com um intercepto no eixo y que € caracterizado por valores de 1/Vpix € uma

inclinagdo de ky/Vmsx - O intercepto no eixo x € -1/ky.
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Figura 7: Grafico de Lineaweaver e Burk
2.3.1 - Colinesterases

As colinesterases fazem parte de um grupo numeroso de enzimas classificadas
como esterases, que de forma geral atuam sobre ligacdes éster produzindo um 4cido

carboxilico e um alcool (FRAGA, 2010).

Sdo enzimas que desempenham papéis importantes na neurotransmissao
colinergética central e periféricas (NACHMANSOHN & ROTHENBERG, 1945). Sao
classificadas de acordo com suas propriedades cataliticas e especificidades a substratos,
sensibilidade a inibidores e distribuicdo tecidual (MASSOULIE, 1993). Considera-se
que as colinesterases, constituam uma familia de enzimas, que podem se subdividir em
dois tipos principais: a acetilcolinesterase (AChE) que exibe uma especificidade para a
acetilcolina e interrompe a transmissdo dos impulsos nervosos pela rapida hidrélise
desse neurotransmissor na membrana pos-sindptica da juncdo neuromuscular
(PATOCKA et al .,2004), e a butirilcolinesterase (BChE) que nao € tdo especifica e
catalisa a hidrélise deste neurotransmissor, porém, possui maior afinidade por substratos

mais hidrofébicos tais como a butirilcolina (CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989).

A AChE e BChE tém aproximadamente o mesmo nimero de aminoécidos por
subunidade catalitica, 575 e 574 respectivamente, e suas diferencas no peso molecular
sdo devidas a diferencas na glicosilagdo. A AChE tem 4 e a BChE tem 9 cadeias de
carboidratos por subunidade. As ligagdes de dissulfeto de ambas as enzimas, estdo
localizadas exatamente na mesma posi¢do, sugerindo dobramento proteico similar. As
sequéncias de aminodcidos dos sitios ativos da AChE e BChE estdo conservadas em
muitas espécies estudadas e os residuos de serina, histidina e glutamato sdo

considerados importantes para a atividade catalitica de ambas. (MIKAMI, 2005).
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O sitio ativo da AChE é considerado como tendo dois sub-sitios: um sub-sitio
anidnico, onde a cadeia de nitrogénio quaternario da ACh carregada positivamente se
liga e um sub-sitio esterdsico contendo a triade catalitica, onde o grupamento éster da
ACh se liga através das ligacdes de hidrogénio (NACHMANSOHN & WILSON, 1951;
SILMAN et al., 1994; TAYLOR & BROWN, 1999). Na borda ou superficie do canal
do sitio ativo situa-se um segundo sitio anidnico que se tornou conhecido como sito
aniodnico periférico (BOURNE et al., 2005). Apesar da hidrdlise do substrato ocorrer na
triade catalitica em ambas as colinesterases, algumas diferencas no curso catalitico
como, por exemplo, o maior volume do centro ativo, pode ser importante na
determinacdo da preferéncia pelo substrato e na afinidade pelo inibidor (EKHOLM,

2001).

Evidéncias sugerem que a BChE pode atuar como um corregulador da atividade
da ACh no SNC, uma vez que, a inibicdo dessa enzima aumenta de maneira dose
dependente os niveis desse neurotransmissor no cérebro (GIACOBINE, 2000). Na
auséncia da AChE, a BChE parece substitui-la na manutencao da integridade estrutural

e fisioldgica do sistema colinérgico MESULAM et al., 2002).

A primeira determinagdo da estrutura priméria da AChE foi de uma espécie de
peixe elétrico, Eletrophorus electricus, que possui abundante quantidade da enzima em
seu oOrgido elétrico (SCHUMACHER, 1986; SUSSMAN, 1991) (Figura 8).
Posteriormente, as sequéncias da AChE de vérias outras espécies foram obtidas,

inclusive da humana (SOREQ, 1990).

Figura 8: Estutura tridimensional da acetilcolinesterase de Eletrophorus electricus.
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Levando-se em consideracdo a grande homologia entre a AChE e a BChE,
MILLARD & BROOMFIELD (1992), propuseram por andlise computacional um
modelo para a BChE humana com base na estrutura da AChE. Nesse modelo, observou-
se, conforme o esperado, uma grande similaridade entre as enzimas. Uma diferenca
encontrada entre elas foi a presenca de apenas um residuo aromdtico na BChE na
entrada do tinel que leva ao sitio ativo (a AChE possui 3). Pela auséncia de residuos

aromaéticos, o sitio ativo € mais espacoso do que o da AChE.

A Figura 9 demostra a estrutunra tridimensional do sitio ativo da AChE o qual

€ formado por residuos da chamada triade catalitica: serina, histidina e glutamato).

Ser 200

His 440

Glu 327
Figura 9: Visao do centro ativo da AChE de mamiferos (Adptado de FRAGA &
BARREIRO, 2004).
2.4 - Acetilcolina

Desde o inicio da histdria evoluciondria das espécies e antes do surgimento do
sistema nervoso em animais, a ACh € considerada uma importante molécula
sinalizadora encontrada em bactérias, protozodrios, algas e plantas (KAWASHIMA &
FUJI, 2003; GOTTI & CLEMENT, 2004). A neutrotansmissao quimica foi investigada
por Otto Loewi em 1921 onde identificou a ACh como um substincia cardioativa
liberada pelo nervo vago nomeando-se inicialmente como “vagusstoff” (vagoesséncia)
(VAN DER ZEE & LUITEN,1999). Desde entdo, a ACh foi o primeiro composto a ser
identificado como um neurotransmissor e passou a ser amplamente estudado nas

sinapses do SNC e sistema nervoso periférico (DESCARRIES et al., 1997).
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A ACh (Figura 10) é amplamente distribuida no cérebro, possui efeitos
principalmente excitatorios que sao efetivados pelos chamados receptores colinergéticos
nicotinicos € muscarinicos que transmitem os sinais por mecanismos diferentes
(CANEPA, et al., 1966). Os receptores muscarinicos no cérebro atuam a nivel pré-
sindptico, e muitos dos efeitos comportamentais associados as vias colinergéticas
parecem ser produzidos pela acdo da ACh sobre estes receptores. Os receptores
nicotinicos também estdo disseminados no cérebro, porém de modo muito mais esparso
do que os receptores muscarinicos. Os receptores nicotinicos de ACh exibem, em sua
maioria, localizacdo pré-sindptica e atuam ao facilitar a liberacdo de outros
transmissores como glutamato e dopamina, embora atuem pOs-sindpticamente em

algumas situacoes (RANG et al., 2004).

0 CHs
‘ /
N+
.
Grupo acetato Grupo amdnio quaterndrio

Figura 10: Estrutura da acetilcolina.

A ACh é um neurotransmissor sintetizado pela célula transmissora ou pré-
sindptica. Ela € armazenada em vesiculas sindpticas até que um potencial de acdo leve a
uma despolarizacdo da membrana plasmaética das células pré-sindpticas. Isto resulta na
entrada de Ca", seguida pela fusdo de vesiculas sindpticas com a membrana plasmaética.
A acetilcolina € liberada na fenda sindptica e se difunde até o receptor, a célula pds-
sindptica. Aqui, a acetilcolina se liga ao seu receptor, que pode atuar como um canal
cationico. O receptor sofre uma mudanca conformacional logo apds se ligar a ACh. Esta
mudanga na estrutura tridimensional resulta em uma entrada de Na*, que despolariza a
membrana plasmatica na célula pés-sindptica. Tem inicio um potencial de acdo. E
necessario que a ACh seja removida da fenda sindptica antes que a sinapse seja capaz de
responder a outro sinal. Isto requer a acdo da AChE, que catalisa a hidrdlise da ACh. A
colina € absorvida pelas células pré-sindpticas e usada na sintese de mais ACh. O

acetato € transportado para outros tecidos e metabolizado.
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A Figura 11 mostra, resumidamente, os eventos da transmissao colinérgica.

mitocondria

acetilcolina

® @ W
N
\ terminacao sinaptica M
colina H_@\ ffen e
{tfto g @/acetilcolinest:raw
- receptor & mer;l;rana

pos sinaptica

Figura 11:Transporte, sintese e degradacao da acetilcolina nos nervos pré-
sindpticos e sinapticos.

O Esquema 4 ilustra o mecanismo de hidrélise da acetilcolina pela
acetilcolinesterase que ¢é iniciada pela ligacdo da acetilcolina ao sitio ativo da
acetilcolinesterase. As cadeias laterais de aminodcidos exercem importantes funcdes na
formagdao do complexo enzima-substrato e, mais diretamente, no processo catalitico. O
primeiro passo, em qualquer rea¢do envolvendo catdlise enzimadtica, € a ligacdo do
substrato ao sitio ativo da enzima. Isto € facilitado pelas intera¢des entre o substrato e as
cadeias laterais amino-acila da enzima. Em geral, estas interacdes nao sdo covalentes e
incluem atracdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e atragdes de Van der Waals. Os
fragmentos carregados negativamente podem interagir de maneira favoravel com os
grupos amino, carregados positivamente. No sitio ativo, o fragmento histidina esta
proximo do fragmento serina e pode estabilizar a conformagao do sitio ativo através de
ligacOes de hidrogénio. De fato, a atividade enzimatica depende do pH, e tem um valor
méximo em um pH consistente com o valor do pK, de um fragmento histidina. Além
dos fragmentos de aminodcidos envolvidos na formagao do complexo enzima-substrato,
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ha aqueles que estdo envolvidos mais diretamente na catdlise. Pode-se observar que o
fragmento serina estd localizado no sitio ativo. O seu grupo hidroxila nucleofilico reage
com o carbono do grupo acila da acetilcolina. A serina é acetilada e a colina € o grupo

de saida.

As colinesterases enquanto catalisadores, precisam ser regeneradas antes que a
reacdo se complete. O fragmento serina acetilado precisa ser hidrolisado antes que a
reacdo se complete, para que a enzima seja capaz de catalisar uma nova reagdo. A
hidrdlise do fragmento serina acetilado resulta na formacdo de acetato. Uma vez que a
colina e o acetado tenham deixado o sitio ativo, a enzima € capaz de ligar-se com mais

substratos e repetir a reacao catalitica.
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Esquema 4: Mecanismo de hidrdlise da ACh pela AChE (SANTOS, 2007)
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2.5 - Processos de inibicao enzimatica

Os inibidores enzimaticos sdo agentes moleculares que interferem na catélise,
diminuindo ou parando as reagdes enzimaticas. As enzimas catalisam virtualmente
todos os processos celulares, de forma que niao € surpreendente que inibidores
enzimaticos estejam entre os agentes farmacéuticos e os pesticidas mais importantes
conhecidos. O estudo dos inibidores enzimaticos também fornece informacdo valiosa
sobre 0s mecanismos enzimaticos e tem ajudado a definir alguns caminhos metabdlicos.
(NELSON & COX, 2002). Os processos de inibi¢do enzimética estao divididos em dois
tipos, inibi¢cdo reversivel e inibicdo irreversivel. A diferenca basica estd na formacdo do

complexo enzima-substrato, isto €, na estabilidade gerada pela sua ligacdo com a

enzima (CAMPOS, 1999; BISSWANGER, 2008).

2.5.1 - Inibidores reversiveis

Os inibidores reversiveis levam a formacdo de um complexo em um sistema em
equilibrio, no qual a enzima apresenta um grau definido de inibicdo (a), que €&
dependente das concentracdes da enzima e dos reagentes no meio (inibidor e substrato),

permanecendo constante a partir de um determinado tempo (CAMPOS, 1999).
O grau de inibi¢do a é dado pela equagdo (EQ.3) abaixo:

a=1+ 3 (EQ.3)
Ky

Onde:
[I] = Concentragdo de inibidor;
K;= Constante de inibic¢ao.

O K;é a constante de inibicdo, ela é a constante de dissociacdo do complexo

enzima-inibidor (EI) demonstrado na equagdo (EQ.4) abaixo:

[E][1]

=R

(EQ.4)

Assim, quanto menor for o valor de Kj, mais fortemente o inibidor se liga a
enzima. Os valores de K; sdo uteis para avaliar o poder inibitério de diferentes

compostos, por exemplo, uma série de compostos sendo testados para utilizagdo como
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medicamentos, tendo em mente que, um medicamento eficaz ndo € necessariamente o
composto com o K; menor (o que se liga mais fortemente), pois outros fatores, como a
solubilidade do medicamento ou sua estabilidade, tém que ser considerados (PRATT &

CORNELY, 2006).

Entre os inibidores reversiveis podem-se distinguir trés tipos de inibi¢do, a

inibicao reversivel competitiva, ndo-competitiva e incompetititva.
. Inibidores competitivos

Os inibidores competitivos competem com o substrato pelo centro ativo da
enzima. Estas moléculas apresentam configuracdo semelhante ao substrato e por isso
sdo capazes de se ligarem ao centro ativo da enzima. Eles produzem um complexo
enzima-inibidor que é semelhante a0 complexo enzima-substrato. Como o processo €
reversivel, a simples adi¢do de uma maior quantidade de substrato pode deslocar o
equilibrio de modo a favorecer a formacdo do complexo enzima-substrato (ES)
diminuindo a probabilidade de um inibidor se ligar a enzima (CAMPOS, 1999;
NELSON & COX, 2002). O processo de inibicao reversivel € descrito pelo Esquema 5.

E+S

+

I
I
EI

Esquema 5: Reac¢ao envolvida em uma inibi¢ao reversivel competitiva.

ES —— E+P

O valor de Kj no caso de uma inibicdo reversivel competitiva é dado pela

equacao (EQ.5) abaixo:

K = —— (EQ.5)
&+

Onde:
K= Constante de inibic¢ao;

Clso = Concentragdo do composto que inibe 50% da atividade enzimadtica;
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Ky= Constante de Michaelis-Menten:;
S = Concentragdo do substrato.

A Figura 12 fornece o grifico de Lineweaver-Burk para uma inibicdo
competitiva, onde as retas interceptam o €ixo y no mesmo ponto, ou seja, o valor de

Vmix permance o mesmo e o valor de Ky, aumenta (LINEWEAVER & BURK, 1934).

L[#} “ T
"o MAin

Sem inibidor

1 K

b Inclinagio = —

/ dex clinagio dex
A 1 [ 1 ]’

5]\ mar

Figura 12: Grafico de Lineweaver e Burk para uma inibicao reversivel
competitiva.

. Inibidores nao competitivos

Os inibidores ndo competitivos ligam-se reversivelmente a enzima em um sitio
préprio de ligacdo, que ndo o sitio ativo, podendo estar ligado ou ndo a0 mesmo tempo
que o substrato. Este tipo de inibicdo, depende somente da concentracdo do inibidor
(CAMPOS, 1999; NELSON & COX, 2002; BERG et al., 2002). O processo de inibi¢dao

nao competitiva € descrito no Esquema 6.

E+S ES —— E+P
+ +

1 1

(E

EI +S ESI

Esquema 6: Reacoes envolvidas em uma inibicao reversivel nao competitiva.
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O valor de Kj no caso de uma inibi¢do reversivel ndo competitiva é igual ao

valor do Clsy.
K= ClIsp
Onde:
K| = Consntante de inibi¢ao;
ClIso = Concentragao do composto que inibe 50% da atividade enzimatica.

A Figura 13 representa uma inibi¢do ndo competitiva segundo o grafico de
Lineweaver-Burk, onde as retas se encontram no mesmo ponto do €ixo x, isto €, o valor

de Ky ndo varia, e a V5 diminui (LINEWEAVER & BURK, 1934).

h
1 1
A 4
min

(1]

Sem inibidor

m

Inclinagiio =

mdx

—

% )

&)

Figura 13: Grafico de Lineweaver-Burk de inibicao reversivel nao competitiva.

. Inibidores incompetitivos

Um inibidor incompetitivo € aquele que se liga somente ao complexo enzima-
substrato, isto €, tem afinidade apenas pelo complexo ES. O Esquema 7 descreve tal

processo.
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E+S

ESI

Esquema 7: Reacdes envolvidas em uma inibicao reversivel incompetitiva.

A equacdo (EQ.6) que descreve o valor de K; no caso de uma inibi¢do

reversivel incompetitiva € descrita abaixo:

& (EQ.6)

KI =
K
S+ D

Onde:

K;= Constante de inibi¢do;

Clso = Concentragdo do composto que inibe 50% da atividade enzimadtica;
Ky = Constante de Michaelis e Menten;

S = Concentragdo do substrato.

A Figura 14 mostra o grafico de Lineweaver-Burk para uma inibi¢ao
incompetitiva, onde as retas na auséncia e na presenca de inibidor sdo paralelas, isto €, o

valor de Ky € Viy4x na presenca de inibidor diminuem.
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Figura 14: Grafico de Lineweaver-Burk de inibicao reversivel incompetitiva.

2.5.2 - Inibidores irreversiveis

Os inibidores irreversiveis se ligam as enzimas levando a inativacdo definitiva
da mesma, geralmente por formacdo de ligacdes covalentes, podendo até provocar a
destruicado de grupos funcionais essenciais para a enzima. A inibicdo irreversivel é
progressiva, aumentando com o tempo até atingir seu maximo. Esses inibidores sdo
muito toxicos para 0s organismos, uma vez que sdo capazes de inativar a enzima
(CAMPOS, 1999; NELSON & COX, 2002). O Esquema 8 descreve o processo de

modo geral.

E+1 — EI

Esquema 8: Reacao envolvida em uma inibicao irreversivel
2.5.3 - Inibidores reversiveis e irreversiveis de colinesterases
2.5.3.1 - Inibidores reversiveis de colinesterases

Trés dominios distintos na AChE constituem locais de ligacao para inibidores: o
bolsao acil do centro ativo, o subsitio colina do centro ativo e o sitio anidnico periférico.

(TAYLOR & RADIC, 1996).
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Alguns inibidores da AChE sao utilizados terapeuticamente, enquanto outros
tem mostrado uso como inseticidas, dependendo assim, do tipo de inibi¢do que estes
efetuam na enzima. Inibidores reversiveis podem ser utilizados atualmente no
tratamento paleativo da DA, gerando um aumento nas concentracdoes de ACh no cortex
cerebral; ao mesmo tempo, evitando a degradacdo da ACh liberada pelos neurdnios

colinérgicos ainda ndo danificados pelo processo degenerativo.

Um dos primeiros farmacos sintéticos utilizados para o tratamento da DA foi a
tacrina, mas devido ao elevado risco de hepatoxicidade, com o tempo caiu em desuso
(PENG, 1995). Outros farmacos, tais como, o donepezil, a rivastigmina e a galantamina
(Figura 15), continuam sendo usados para o controle dos sintomas de DA. Somente o
donepezil € utilizado para o tratamento da DA nos estdgios mais avancados. (BIRKS,

2006).

O donepezil foi o segundo medicamento a ser aprovado pelo FDA em 1996 e
pela ANVISA em 2000 para o tratamento de DA pois assim como a tacrina é um
inibidor reversivel da AChE. Vdérios estudos provaram sua eficicia terapéutica
(ROGERS et al., 1998). O donepezil apresenta algumas vantagens em relacdo a tacrina.
Sua meia-vida é longa, de aproximadamente 70 horas, permitindo dose unica didria.

N3ao € hepatotdxica, sendo desnecessdria a monitoracao laboratorial.

A galantamina € o farmaco mais recente desse grupo, aprovado pela FDA e pela
ANVISA em 2001. A galantamina apresenta adicionalmente ac¢do de modulacio
alostérica de receptores nicotinicos (ligante potenciador alostérico). Embora nao esteja
estabelecido com clareza o significado clinico dessa modulagdo, existe relacdo entre
cognicdo e receptores nicotinicos. Tem meia vida de aproximadamente 7 horas,
podendo ser administrada em duas doses didrias. (LEVIN & SIMON, 1998;
CACABELOS et al., 1999; CARAMELLI et al , 2004) .

Apesar de haver diferencas farmacoldgicas entre os inibidores de colinesterases
citados acima, ndo hd vantagens evidentes na eficdcia e no perfil de efeitos adversos,
além de que esses farmacos ndao impedem a progressdo da deméncia. Esses
medicamentos agem na inibicdo das colinesterases e permitem uma acdo temporal
maior da acetilcolina sobre os receptores colinérgicos. Tal fato permite a diminui¢ao

dos sintomas associados as fases iniciais da DA sem prejudicar, a priori, o metabolismo
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dos neurdnios colinérgicos, mas nao tem agao sobre as causas dessa deméncia, portanto
ndo interfere no processo de producdo da AP. Deste modo, apenas os aspectos
cognitivos serdo afetados para melhor, mas ndo o decorrer do processo degenerativo,
sendo tais medicamentos de efeitos paliativos. Entre os efeitos adversos do uso destes
medicamentos estdo nduseas, problemas gastrointestinais, diarréia, perda de peso,

bradicardia, sincope e insonia (DOWNEY, 2008).
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Figura 15: Inibidores comerciais da AChE
2.5.3.2 - Inibidores irreversiveis de colinesterases

Os organofosforados inibem a AChE humana irreversivelmente por fosforilacao
do grupo hidroxila da serina que ativa a ACh nas sinapses colinérgicas de ambos os

sistemas nervosos central e periférico (PANGY ef al., 2003; ELHANANY et al., 2001).

Eles sdo muito utilizados na agricultura para controlar pragas como insetos e
outras espécies que danificam o cultivo, porém, ao serem aplicados podem,
eventualmente, contaminar outras matrizes ambientais. Com o processo da lixiviagdao
sdo carreados para os rios e mares causando um maior impacto ambiental.
Consequentemente, eles se tornam téxicos ndo sé para as espécies-alvo mas também

para muitas espécies nao-alvo (SILVA FILHO, 2004).

O primeiro organofosforado utilizado como pesticida comercial foi o Bladam

que tinha como principio ativo o tetraetilpirofosfato (TEEP) (Figura 16).
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Figura 16: Principio ativo do Bladan

Outro exemplo de inibidor irreversivel s@o os metil-carbamatos que sdo
derivados do dcido carbamico e sdo substincias conhecidas como altamente eficientes
quanto a acdo pesticida principalmente inseticida. Os compostos desse grupo
apresentam as seguintes caracteristicas: alta atividade inseticida; baixa agao residual,
devido a instabilidade quimica das moléculas; baixa toxicidade a longo prazo, quando

comparadas com derivados fosforados (SOARES, 1998).

Os metil-carbamatos sdo estruturalmente diferentes dos organofosforados, mas
funcionam de forma similar, fazendo uma ligacdo no sitio ativo da enzima AChE,
inibindo-a. O fato da inibicdo da AChE produzida pelos metil-carbamatos ser de mais

curta duracdo € uma das diferencas destes dois grupos de compostos (SOARES, 1998).

Dados reunidos pelo instituto médico legal de 2000 a 2002 revelam que o
aldicarb (um carbamato) comercializado na forma de “chumbinho” foi responsavel por
mais de trezentas mortes s6 no estado do Rio de Janeiro (FRAGA, 2010). A Figura 17

demonstra alguns exemplos de metil-carbamatos.

CH
CHs Pz 3
HsC O N
3 \
X
o) NHCH 5 | \\\T(/// CHs
N\fN O
o} (CH3),
Carbaril Pirimicarb

P

Figura 17: Exemplos de metil-carbamatos.

Os organofosforados e os metil-carbamatos inibem a enzima AChE, responsével
pela hidrélise do neurotransmissor ACh nas fibras colinérgicas do sistema nervoso

(CASTRO, 2002). As fibras colinérgicas sao responsaveis pela estimulagdo de varios
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orgdos do corpo e dos musculos voluntérios, ocorrendo no sistema nervoso central € nos
sistemas periféricos simpdtico e parassimpdtico. Neste tipo de fibra nervosa, a ACh é
responsavel pela transmissdo do impulso nervoso, através da sinapse, até receptores
especificos, que podem ser de dois tipos, nicotinicos € muscarinicos. A termina¢do do
impulso nervoso ocorre através da hidrdlise da ACh, realizada pela AChE. Desta forma,
a inibicdo irreversivel da AChE resulta de acimulo de ACh em todos os sitios de
transmissdo colinérgica, com consequente superestimulacdo das estruturas enervadas

por aquelas fibras (CASTRO, 2002).

Os efeitos da acumulagdo da ACh (sindrome colinérgica) podem ser divididos
em trés tipos: centrais, muscarinicos e nicotinicos. A sequéncia dos aparecimentos dos
sintomas depende da rota de intoxica¢do e da quantidade de agente absorvido. Em
intoxicagOes fatais, a morte ocorre por parada respiratoria de origem central (depressao
do centro respiratdrio) ou periférica (paralisia dos musculos respiratérios) (CASTRO,

2002).

A Figura 18 mostra os oito compostos B-carbolinicos com os quais foi feito um
estudo da atividade anticolinesterdsica usando a fisostigmina como controle positivo (a
fisostigmina € um potente inibidor reversivel de colinesterases, porém nao foi aprovado

como farmaco devido aos seus altos efeitos colaterais).
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Figura 18: p-carbolinicos estudados
3 - OBJETIVOS

1- Tendo em vista os precedentes quimico-farmacoldgicos registrados na literatura para
alcaléides B-carbolinicos, espera-se com o estudo da atividade anticolinesterdsica para
estas substancias, descobrir novos compostos que poderiam ser dteis no tratamento dos

sintomas da DA.
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2- Realizar uma avaliacdo com a harmana e alguns de seus derivados, a fim de

determinar quais interagem com a AChE e BChE e em que grau as inibem.

3- Investigar a cinética enzimdtica desses compostos que interagem com AChE e

BChE, utilizando o método de Ellman.

4 - PARTE EXPERIMENTAL
4.1 - Materiais e métodos
4.1 a) Equipamento

A atividade da AChE, da BChE e a cinética enzimatica foram determinadas
usando leitora de microplaca de 96 pocos marca Bio-Rad modelo i-Mark, baseando-se

numa modificacao do método de Ellman (ELLMAN et al., 1961).

4.1 b) Solventes e reagentes utilizados

Os reagentes e os solventes listados abaixo, foram utilizados sem nenhum

tratamento prévio.

- Tris-HCI marca Amresco;

- Acido 5.5’ - ditiobis [2-nitrobenzdico] marca Sigma Aldrich;
- Todeto de acetiltiocolina marca Sigma Aldrich;

- lodeto de butiriltiocolina marca Sigma Aldrich;

- Acetilcolinesterase marca Sigma Aldrich de peixe elétrico tipo VI-S;
- Butirilcolinesterase marca Sigma Aldrich de soro equino;

- Albumina sérica bovina marca Sigma Aldrich;

- Fisostigmina da marca Sigma Aldrich;

- Agua destilada;

- Etanol marca Merck.

4.2 - Ensaios Quimico-biolégicos
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Os ensaios para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica utilizando o método
de Ellman (ELLMAN et al., 1961) e o posterior estudo cinético, foram realizados em
placas de 96 pocos em triplicata na auséncia e na presenca de compostos B-carbolinicos
em diferentes concentragdes. A densidade Optica foi medida utilizando leitor de
microplaca de 96 pogos Bio-Rad modelo i-Mark, em comprimento de onda 405nm.
Foram realizados no minimo 3 ensaios independentes, para desta forma ser calculado o

desvio padrdo, ou seja, a margem de erro do ensaio.

4.2.1 - Avaliacao da atividade anticolinesterasica

As seguintes solugdes foram preparadas: (1) tampao tris/HCI 50mM pH 8,0; (2)
tampao tris/HCI 50mM pH 8,0 contendo 0,1% de albumina sérica bovina (BSA); (3)
5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB ou reagente de Ellman) 0,5mM; (4) iodeto de
acetiltiocolina (ACTI) 2,5mM; (5) enzima acetilcolinesterase 0,22U/mL; (6) iodeto de
butiriltiocolina (BCTI) 2,5mM e (7) enzima butirilcolinesterase 0,22U/mL.

Nas 96 cavidades da placa, foram adicionados 25uL de iodeto de acetiltiocolina
dissolvidos no tampdo (2); 125uL. de DTNB dissolvidos no tampao (2); SOuL de
tampao (2); 25uL dos compostos B-carbolinicos dissolvidos em etanol; 25uL. da enzima
(0,22U/mL) dissolvida em tampao (1) e foi entdo medida a absorvancia (A 405nm) a
cada 13 segundos por 3 vezes, sendo a fisostigmina utilizada como controle positivo.
Como esté descrito na Figura 19 abaixo, a enzima hidrolisa a acetiltiocolina (no caso da
acetilcolinesterase) resultando em tiocolina que reage com o reagente de Ellman
(DTNB) produzindo 2-nitro-4-tiobenzéico (cor amarela) e dcido 2-nitro-3-
mercaptotiobenzdico. As velocidades de reagdo foram entdo calculadas utilizando-se o
programa de computador microplate Manager (Bio-Rad). O mesmo procedimento foi

realizado para a enzima butitilcolinesterase, utilizando como substrato a butiriltiocolina.
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Figura 19: Reacoes envolvidas no método de Ellman
4.2.2 - Cinética enzimatica

A cinética de interacdo dos B-carbolinicos com a AChE e BChE foi determinada
através de graficos de Lineweaver e Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934), onde o
eixo das abcissas representa o inverso da concentragdo de substrato (ACTI ou BCTI)
(1/S) e o eixo das ordenadas representa o inverso da atividade enzimética (1/V°). Nas 96
cavidades da placa foram adicionados: 25uL. de substrato (iodeto de acetiltiocolina
0,4mM — 2,5mM) ou (iodeto de butiriltiocolina 0,3mM — 2,5mM) dissolvido em tampao
(2), 125uLL de DTNB (0,5mM) dissolvido em tampao (2), S0uL de tampao (2), 25uL. do
B-carbolinico dissolvido em etanol, 25uL. de AChE ou BChE (0,22U/mL) dissolvida em
tampao (1). A absorvancia é medida (A =405nm) a cada 13 segundos por 3 vezes, para
desta forma calcular a formac¢do de 4cido 2-nitro-4-tiobenzdico. As concentracdes de
substrato variaram (para ACTI 0,04mM - 0,25mM e para BCTI 0,03mM — 0,25mM) na
auséncia e na presenca do composto 1(230uM e 320uM), composto 2 (1,5uM e
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2,5uM), composto 3 2uM e 4uM), composto 4 (4,5uM e 6,5uM), composto § (1,5uM
e 3,5uM), composto 6 (3,5uM e 4,5uM), composto 7 (1uM e 2uM) e composto 8 (3uM
e 6uM) (para AChE) e composto 1 (30uM e 50uM), composto 2 (0,1uM e 0,2uM),
composto 3 (0,3uM e 0,6uM), composto 4 3uM e 6uM), composto S (7uM e 10uM),
composto 6 (1uM e 2uM), composto 7 (1uM e 2uM) e composto 8 (1uM e 2uM) (para
BChE). Foram entao deduzidos os valores de Ky e V4« através do grafico 1/V° contra
1/[S] (LINEWEAVER & BURK, 1934). Tendo caracterizado a natureza de inibi¢do e
de posse dos valores de Clsg, foram calculados os valores de K. Para uma inbi¢do nao

competitiva o valor de K; € igual ao valor do Clso (CHENG & PRUSSOF, 1973).

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Avaliacao da atividade anticolinesterasica

Conforme citado na introducdo deste trabalho, os alcaldides [-carbolinicos
possuem um amplo espectro de neuroatividade. Apesar da harmana (composto 1) ter
sido investigada quanto a sua atividade anticolinesterdsica hd quase quarenta anos
(GHOSAL et al., 1972), o estudo cinético da inibicdo ndo foi feito nem tdo pouco foi
feita a investigacdo da inibicdo da BChE, o que nos levou a realizar um estudo mais

detalhado com esta classe de compostos.

Os ensaios para a avaliacdo da atividade anticolinesterdsica foram realizados em
placas de 96 pogos em triplicata (para o cdlculo do desvio padrdo) em diferentes
concentracoes. Apds a adicdo da enzima, foi levada ao aparelho de ELISA e a
absorvancia foi medida em um comprimento de onda de 405nm. As absorvancias
obtidas foram utilizadas para o cdlculo da porcentagem de inibi¢do. Assim, foram
confeccionados os graficos (concentragdo x porcentagem de inibicao) e calculados os

valores de Clso (uUM), com os respectivos desvios padrdes.

Todos os derivados apresentaram boa solubilidade em etanol e valores de
inibicao elevados em concentragdes relativamente baixas, permitindo assim, calcular o
percentual de inibicdo em diferentes concentracOes e desta forma obter os valores de
Clso. As solugdes dos compostos B-carbolinicos foram preparadas em etanol, devido a
baixa solubilidade destes em meio aquoso. Apesar dos derivados serem sais, estes nao

apresentaram alta solibulidade em meio aquoso.
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A Tabela 1 mostra os valores de absorvancias e concentracdes para 0 composto

3 como exemplo da metodologia de célculo utilizada para a avaliagdo da atividade

anticolinesterasica.

Tabela 1: Valores de absorvancias e concentracdes do composto 3 utilizados para o

calculo do percentual de inibicdo da AChE com os respectivos desvios padrdes (dp*).

Absorvancias
Concentragdo
do composto 3
Média+dp* Média+dp* Média+dp*
(LUM)
1° 0 30
Amostra + Enzima (A,)

1 0,486+0,01 0,475+0,04 0,501+0,04

3 0,429+0,02 0,429+0,04 0,432+0,09

4,5 0,374+0,11 0,375+0,03 0,371+0,78

8 0,367+0,04 0,361+0,03 0,339+0,05

10 0,348+0,08 0,349+0,09 0,350+0,02

Amostra + Branco (Ay)

1 0,154+0,19 0,146+0,09 0,156+0,89

3 0,147+0,23 0,153+0,07 0,156+0,06

4,5 0,156+0,90 0,166+0,09 0,169+0,56

8 0,171+0,09 0,173+0,87 0,172+0,34

10 0,150+0,67 0,153+0,90 0,160+0,34

Controle (A,) Média
0,608 0,613 0,618 0,613+0,005
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A equagdo a seguir foi utilizada para o cédlculo de percentual de inibicao.

A, —A
% de Inibi¢io = 100 — (aA—b) X 100

C

Onde:

A, = absorvancia da média da amostra ao reagir com a acetilconinesterase;

Ay = absorvancia da média da amostra pura;

A, = absorvancia do controle (auséncia do inibidor, 100% da atividade enzimatica).

Como exemplo, abaixo é dado o procedimento para o cédlculo do percentual de
inibicdo do composto 3 na concentracdo 10 uM, sendo que as absorvancias obtidas

neste ensaio, estao ilustradas na Tabela 1.

% de inibi¢do = 100 - (0,349-0,153) X 100 = 68,02
0,613

A partir da porcentagem de inibicdo calculada para no minimo trés
concentracdes diferentes, foi possivel confeccionar os graficos (concentragdo x
porcentagem de inibi¢do), e utilizando o modelo matematico de regressdo linear foram
calculados os valores de Clsy (concentracdo efetiva que inibe 50% da atividade

enzimatica) conforme ilustrado na Figura 20.

| Composto 3
60 4 CISO = 6,36i0,01|.,lM

R=0,992

% Inibicao

T T T T T T T
4 6 8 10

o
N -

Concentragdo (uM)

Figura 20: Inibicao de AChE pelo composto 3.
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A Tabela 2 mostra os percentuais de inibicdo de AChE pelo composto 3 em diferentes
concentracoes.

Tabela 2: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 3 e seus respectivos desvios

padrdes.

Concentragao (UM) % Inibicao+dp*
1 27,05+1,98
3 40,35+0,74
4,5 47,12+0,74
8 60,45+0,59
10 68,23+0,68

dp*=desvio padrao.

A partir dos dados das Tabelas 3, 4, §, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18 e 19 foram construidas as curvas de percentual de inibi¢do x concentracdo, e
consequentemente, foram obtidas as equagdes correspondentes ao modelo matemético

jé falado, chegando assim, aos valores de Clsy na presenca de AChE e BChE.

Tabela 3: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 1 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragao(uM) % de Inibicao+dp*
100 28,20+1,01
300 46,48+2,00
450 59,94+0,20
600 71,60+1,31

dp* = desvio padrao
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Tabela 4: Percentual de inibi¢do de AChE pela fisostigmina e seus respectivos desvios

padrdes.

Concentragdo (UM) % de Inibicao+dp*
0,25 7,20+0,62
0,5 25,010,012
1 40,61+0,005
3 92,02+0,15

dp*= desvio padrao

Tabela 5: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 2 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragdo (uUM) % Inibi¢ao+dp*
1 31,60 + 0,83
3 44,05 £ 0,27
6 56,60 + 0,41
8 65,90 + 0,82

dp*=desvio padrdo

Tabela 6: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 4 e seus respectivos desvios

padroes.
Concentragao (UM) % Inibicaoxdp*
3 28,69+0,37
4,5 38,15+0,78
6 46,24+0,48
8 56,09+1,32
10 61,75+0,10

dp*=desvio padrdo
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Tabela 7: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 5 e seus respectivos desvios

padrdes.

Concentragdo (UM) YInibi¢ao+dp*
0,5 22,78+0,50
1 27,160,01
3 45,69+1,55
4,5 55,56+0,39
6 63,05+0,57

dp*=desvio padra0

Tabela 8: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 6 e seus respectivos desvios

padrdes.

Concentragao (uUM) % Inibicao+dp*
1 29,83+0,27
3 42,69+1,63
6 51,99+0,65
8 61,63+0,25

dp*=desvio padrdo

Tabela 9: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 7 e seus respectivos desvios

padrdes.

Concentragdo (UM) %Inibi¢ao+dp*
0,25 16,80+1,08
0,5 24,02+0,11
1 33,40+0,49
2 51,55+0,30

dp*=desvio padrdo
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Tabela 10: Percentual de inibicio de AChE pelo composto 8 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentracdo (uM) %Inibicao+dp*
1 14,86+0,17
6 37,65+0,13
8 46,03+0,60
10 56,12+0,66
15 68,96+0,27

dp*=desvio padrao

As Figuras 21 a 28 apresentam a variacdo do percentual de inibicdo x

concentracdo, além dos valores de Clsy para os compostos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 ¢

fisostigmina em AChE e seus respectivos desvios padrdes.

o)
o
L |

Composto 1
Cl5( = 380+0,005uM

R=0,999

D ~
o o
| L |

(&)
o
| L

% Inibi¢do

0 . T . T . T . T . T . T
0 100 200 300 400 500 600
Concentracao (uM)

Figura 21: Inibicao de AChE pelo composto 1.
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Figura 22: Inibicao de AChE pelo composto 2.
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Figura 23: Inibicao de AChE pelo composto 4.
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Figura 24: Inibicao de AChE pelo composto 5.
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Figura 25: Inibicao de AChE pelo composto 6.
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Figura 26: Inibicao de AChE pelo composto 7.

70

60

% Inibi¢ao

Composto 8
Cl50 =9,66+0,012uM

R=0,990

Concentragéo (UM)

Figura 27: Inibicao de AChE composto 8.

43



100+

Fisostigmina
80 CISO = 1,56i0,067}1M

R=0,987

60

% Inibicao

40

20

T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
Concentracdo (uM)

Figura 28: Inibicao de AChE pela fisostigmina.

Tabela 11: Percentual de inibi¢do de BChE pelo composto 1 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragao (uM) % de inibi¢do
40 21,44+ 1,17
50 30,79+ 0,33
80 42,5+ 0,17
100 55,3+ 0,57

dp*=desvio padrao

Tabela 12: Percentual de inibi¢ao de BChE pelo composto 2 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragao (UM) % Inibicao+dp*
0,10 27,18 £0,76
0,20 46,42 + 0,40
0,25 52,00 £0,10
0,30 59,06 £2,11

dp*=desvio padrao
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Tabela 13: Percentual de inibicdo de BChE pelo composto 3 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragao (UM) % Inibi¢aoxdp*
0,1 18,33+0,51
0,15 20,58+2,16
0,4 41,17+0,12
0,5 44,25+0,28
1 69,56+0,38

dp*=desvio padrao

Tabela 14: Percentual de inibicao de BChE pelo composto 4 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragdo (UM) % Inibicao+dp*
4 23,81+0,24
7 46,55+0,50
9 59,27+0,49
10 63,22+0,84

dp*=desvio padrao

Tabela 15: Percentual de inibi¢do de BChE pelo composto 5 e seus respectivos desvios

padroes.
Concentragao (UM) % Inibicao+dp*
4 21,34+ 0,54
7 32,64+ 1,23
10 45,68+ 1,10
15 57,28 £1,02
20 69,31 £0,91

dp*=desvio padrdo
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Tabela 16: Percentual de inibicdo de BChE pelo composto 6 e seus respectivos desvios

padroes.
Concentragao (UM) % Inibicaoxdp*
0,5 9,48+0,80
1 23,14+0,32
3 53,07+1,08
4 64,44+1,59

dp*=desvio padrdo

Tabela 17: Percentual de inibicao de BChE pelo composto 7 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragdo (uUM) %]Inibicao+dp*
1 30,570,369
1,5 34,68+0,270
2 45,570,550
3 55,68+0,476
4 68,47+0,825

dp*=desvio padrao

Tabela 18: Percentual de inibi¢do de BChE pelo composto 8 e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragdo (UM) YoInibi¢ao+dp*
1,5 31,11+0,52
2 40,94+0,81
3 55,88+0,58
3,5 67,194£0,12
4 71,67+0,68

dp*=desvio padrao
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Tabela 19: Percentual de inibicado de BChE pela fisotigmina e seus respectivos desvios

padrdes.
Concentragdo(uM) % de Inibicao+dp*
0,5 24,20+0,85
2,5 43,34+1,05
4 57,27+0,55
5,5 66,05+0,62

dp*=desvio padrao

As Figuras 29 a 37 apresentam a variacdo do percentual de inibicdo x

concentracdo para BChE, além do valor de Clsy para os compostos 1,2, 3,4,5,6,7,8 ¢

fisotigmina e seus respectivos desvios padroes.

60

50 Composto 1
| Cl5p=90,0£0,0002uM
wd  R=0,990 .
&
& 30 =
=
IS
20
10 4
or—7—7—""T—"T—"—7T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentragio (uM)

Figura 29: Inibicao de BChE pelo composto 1.
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Figura 30: Inibicao de BChE pelo composto 2.
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Figura 31: Inibicao de BChE pelo composto 3.
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Figura 33: Inibicao de BChE pelo composto 5.
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Figura 34: Inibicao de BChE pelo composto 6.
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Figura 36: Inibicao de BChE pelo composto 8.
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Figura 37: Inibicao de BChE pela fisostigmina.

Todos os derivados testados obtiveram 6timos valores de Cls tanto para AChE

quanto para BChE, e o composto 7 foi o que mais se destacou visto que, o valor de Cls
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para tal composto em AChE e em BChE foi menor do que o valor de Clsy para
galantamina (Clsp=8,70£0,05uM em AChE) e (Cls50=24,4+2,84uM em BChE), um dos
farmacos utilizados atualmente para o tratamento da DA (BECHER et al., 2005;
GEISSLER et al., 2010). Uma vez que o composto mais ativo foi o 7 para AChE, nota-
se que este, diferentemente dos outros derivados testados, possui um anel aromadtico a
mais em sua estrutura, ou seja, esse anel poderia estar contribuindo com a sua nuvem
eletronica, fazendo com que haja interacdes m-m com residuos aromaticos da enzima,
fato que deve ser relevante para uma inibicao tdo elevada, compardvel a inibicdo da

AChE e superior a inibi¢do da BChE por fisotigmina.

A partir dos valores de Clsy encontrados para a harmana (composto 1) e os seus
derivados (compostos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) foi possivel observar uma queda acentuada nos
valores de Clsp para os compostos 2 a 8 em relagdo ao composto 1, tanto para AChE
quanto para BChE. Isso pode ser causado devido as diferencas de interagdes entre a
enzima e os inibidores, uma vez que no caso dos derivados poderiam ocorrer interacdes
ionicas, devido a presenca de cargas nestes compostos. Isso de certa forma € muito bom,
sabendo que, quanto menor o valor de Clsy para uma substanica, maior € o seu potencial

de inibicdo em concentragdes menores.

A Tabela 20 mostra os valores de Clsp dos compostos analisados com seus

respectivos desvios padrdes para uma melhor observacio dos dados.
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AChE BChE
Compostos Clso(uM) +*dp Clso(uM) £*dp
1 380+0,005 90,0+0,0002
2 5,33+0,04 0,230,014
3 6,39+0,078 0,637+0,003
4 7,15+0,099 7,75+0,023
5 4,13+0,148 13,09+0,049
6 5,71+0,127 2,950,064
7 1,74+0,035 2,62+0,021
8 9,660,012 2,65+0,0071
Fisostigmina 1,560,067 3,70+0,320

Tabela 20: Valores de Clsy para os compostos avaliados quanto a atividade inibitéria da

AChE e BChE.

dp* = desvio padrio
Com base no Clsy dos compostos testados em AChE e BChE pode-se obter o

valor da seletividade de cada composto que pode ser observado na Tabela 21.

Tabela 21: Seletividade dos compostos testados.

Compostos Seletividade=Cl5o BChE/Cl50AChE

1 0,236harmana

2 0,043metila

3 0,100etila

4 1,083propila

5 3,169butila

6 0,516pentila

7 1,505benzila

8 0,274alila
fisostigmina 2,370
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De acordo com a Tabela 21, € possivel observar que a seletivade, ou seja, a
afinidade dos compostos pelas enzimas, parece estar relacionada com a natureza dos
grupos “R” adicionados a molécula. Enquanto grupos de pequeno volume favorecem a

inibi¢do da BChE, grupos volumosos favorecem a inibi¢do da AChE.

5.2 - Cinética Enzimatica

A cinética enzimdtica foi realizada segundo o método de Ellman jé descrito na
parte experimental deste trabalho (FRANCIS er al., 1999; BAYNES, 1991). A
velocidade maxima da enzima e a sua constante de Michaelis-Menten (Ky) foi deduzida
a partir do grafico de Lineweaver-Burk, 1/V°® em fun¢do de 1/[S] que pode ser
observado na Figura 38. Este grafico de Lineweaver-Burk, referente ao branco, isto €, o
referente a atividade maxima da eznima, fornece a reta de onde retira-se 0 Ky € @ Viax
da enzima. A Tabela 22 mostra os 10 pontos que compde o grifico, e através deste,
chega-se ao valor aproximado de Ky da enzima AChE, 0,083+0,1 x 10'3M, que esta
proximo do Ky encontrado na literatura (BISSWANGER, 2008). Da mesma forma, foi
obtido o valor de Ky; para a enzima BChE cujo o seu valor aproximado foi 0,153+0,2
x 10°M. Os valores de Viix também foram deduzidos através do tracado de
Lineweaver-Burk, obtendo os valores para a AChE V= 0,588u.min—1 e para a BChE
Vinix = 0,833uM.min™".

Tabela 22: Valores de concentracdo do substrato [S] (mM), ABS, 1/V° e 1/[S], para a

realizacdo do grafico de Lineweaver-Burk de interacdo da AChE com acetiltiocolina.

[S] ABS 1/[S] 1/V°e+dp*
0,04 0,260 25,00 3,841+0,004
0,05 0,297 20,00 3,363+0,006

0,085 0,384 11,76 2,601+0,010

0,1 0,434 10,00 2,304+0,012

0,15 0,490 6,66 2,039+0,015
0,177 0,562 5,65 1,778+0,016

0,2 0,584 5,00 1,711+0,023
0,22 0,597 4,54 1,675+0,021
0,24 0,606 4,16 1,650+0,022
0,25 0,636 4,00 1,572+0,023

dp*=desvio padrao
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[31/8/2010 10:22 "/Graph6" (2455439)]
Linear Regression for Datal_B:

Value Error

A 1,21314
B 0,10747

0,0385
0,00323

R SD N

0,9964 0,07094

<0.0001

1/[S] 10'3M'

1

15 20

Figura 38: Grafico de Lineweaver-Burk para a interacao da acetilcolinesterase
com a acetiltiocolina.

A Tabela 23 mostra os Valores de 1/Vy e 1/[S] para o composto 3 como exemplo da

metodologia de calculo utilizado para avaliagdo da cinética enzimatica.

Tabela 23: Valores de 1/V° e 1/[S] para o composto 3 como demonstrativo de cdlculo

da cinética enzimatica de AChE.

1/[S] 1/V°xdp*  1/V°(QuM)xdp*  1/V°(4uM)xdp*
25,00 3,580£0,004  4,67220,004  5,450+0,004
20,00 2,874£0,006  3,997+0,004  4,510+0,011
11,76 2,306£0,010  3,021+0,006  3,466+0,005
10,00 2,053+0,013  2,774+0,007  3,026+0,010
5,649 1,604+0,015  2,153+0,011 2,50620,009
5,00 1,53520,016  2,105£0,012  2,398+0,009
4,545 1,500£0,018  2,0374#0,012  2,381+0,009
4,166 1,458+0,021  1,961+0,013 2,22240,008
4,00 1,448+0,011  1,867+0,013 2,165+0,010

dp*=desvio padrao
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A partir dos valores de 1/V® e 1/[S] mostrados na Tabela 23 foi possivel
confeccionar um gréafico relativo a cinética enzimdtica para duas concentracdes

diferentes de inibidor, conforme ilustrado na Figura 41.

Foi realizada uma investigacdo cinética dos compostos 1, 2, 3,4, 5, 6,7 ¢ 8 com
o objetivo de relacionar sua estrutura com o tipo de inibicao enzimatica. As Figuras 39
a 46 mostram os graficos cinéticos relativos aos compostos 1 a 8 em duas concentracdes
diferentes em AChE. As Figuras 47 a 54 mostram os gréaficos cinéticos relativos aos
compostos 1 a 8 em duas concentragdes diferentes em BChE. A andlise do perfil destes

gréaficos permite caracterizar a natureza da inibicdo.
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Figura 39: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 1
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Figura 40: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 2
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Figura 41: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 3
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Figura 42: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 4
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Figura 43: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 5
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Figura 44: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 6
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Figura 45: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 7
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Figura 46: Cinética de inibicao de AChE pelo composto 8
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Figura 47: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 1
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Figura 48: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 2
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Figura 49: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 3
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Figura 50: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 4
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Figura 51: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 5
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Figura 52: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 6
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Figura 53: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 7
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Figura 54: Cinética de inibicao de BChE pelo composto 8

Com base neste estudo cinético pode-se observar que todos 0s compostos
analisados agem como inibidores reversiveis ndo competitivos. Diferentemente do
descrito na literatura (GHOSAL et al, 1972; GEISSLER et al, 2010), observou-se que a
carga positiva destes derivados ndo mimetiza a subunidade colinica dos substratos
enddgenos, visto que observou-se uma inibicao ndo competitiva. Este tipo de inibi¢do é
caracterizado pela intera¢do do inibidor em um sitio préprio de ligacdo, e ndo no sitio
ativo da enzima. Desta forma, esses compostos B-carbolinicos ndo poderiam estar
imitando a forma de interacdo dos substratos enddgenos visto que, tais substratos

interagem no sitio ativo da enzima.

Como estes compostos atuam inibindo a enzima provavelmente em um sitio
anidonico préximo a entrada do canal onde estd o sitio ativo, isto poderia explicar a
diferenca nos valores de Clsop do composto 1 para os seus derivados. Nao tendo carga
positiva em sua estrutura, o composto 1 atua inibindo as enzimas apenas por interacoes
de Van der Waals, ja os seus derivados que sdo sais com uma carga positiva em sua
estrutura, atuam inibindo as enzimas neste centro anidnico por interagdes idnicas que

sao muito mais fortes que as de Van der Waals e por isso a inibi¢do mais acentuada.

A Tabela 24 correlaciona o valor de Clsy com o valor de K; para uma inibi¢ao

do tipo nao competitiva.
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Tabela 24: Tabela de correlagdo do valor de ICsycom o valor de K.

Clso (uM) Ki (UM)
Compostos AChE BChE AChE BChE
1 328 90 328 90
2 5,33 0,23 5,33 0,23
3 6,39 0,637 6,39 0,637
4 7,15 7,75 7,15 7,75
5 4,13 13,09 4,13 13,09
6 5,71 2,95 5,71 2,95
7 1,74 2,62 1,74 2,62
8 9,66 2,65 9,66 2,65

6 — CONCLUSOES

A andlise da atividade anticolinesterdsica dos derivados B-carbolinicos (2-8) pelo
método de Ellman, indicou que estes sais foram até 200 vezes mais potentes (7) em

relacdo a harmana (1).

Todos os derivados forneceram otimos valores de Clsy tanto para AChE
(<10uM) quanto para BChE (<15uM), indicando que estes compostos possivelmente
poderiam ser utilizados contra os sintomas da DA, sendo necessdrio fazer os testes in
vivo para entdo, se ter resultados mais precisos, uma vez que, os resultados in vitro estao

proximos do valor de Clsy do controle fisostigmina.

Todos os compostos testados agem como inibidores ndo competitivos, ou seja,

interagem com sitios da AChE e BChE diferentes do sitio ativo.

Uma vez que o composto mais ativo foi o 7 para AChE, nota-se que este,
diferente dos outros compostos testados, possui um anel aromdtico a mais que poderia

estar contribuindo para que haja interacdes m-n com residuos aromaticos da enzima.

De modo geral, a geracdo de carga positiva nesta série de derivados f-
carbolinicos levou a um ganho considerdvel de poténcia. A seletividade parece estar
relacionada ao volume e a natureza dos grupos acrescentados a molécula. Enquanto
grupos de pequeno volume (metila) favorecem a inibi¢do de BChE, a adicdo de grupos
volumosos aromaticos (benzila) favorecem a inibicio da AChE, provavelmente por
realizar interagdes m-m com o canal enzimdtico da AChE, ndo sendo favorecidos na

BChE devido ao menor nimeros de residuos aromaticos presentes nela.
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