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RESUMO

O éacido etilmaldénico (EMA) acumula-se em tecidos e liquidos
bioldgicos de pacientes acometidos pela deficiéncia da desidrogenase de
acil-CoA de cadeia curta (SCADD) e pela encefalopatia etilmal6nica
(EE), erros inatos do metabolismo (EIM) caracterizados por alteragdes
neurolégicas heterogéneas, incluindo atraso no desenvolvimento,
deficiéncia intelectual e sintomas neuromusculares. No entanto, a
fisiopatologia da disfuncdo cerebral encontrada nesses pacientes ainda
ndo é completamente conhecida. O objetivo do presente trabalho foi
investigar os efeitos in vivo, in vitro e in silico do EMA sobre a atividade
da enzima acetilcolinesterase (AChE), enzima importante para
finalizacdo das sinapses colinérgicas, em cértex cerebral de ratos. Para
tanto, foram utilizados ratos Wistar machos com 30 dias de vida. Para os
experimentos in vivo, os animais foram divididos em dois grupos: grupo
EMA, que recebeu 3 administracBes subcutaneas do EMA (6 umol/g; 90
minutos de intervalo), e controle, que recebeu 3 administracdes de
solucdo salina nas mesmas condi¢Bes. Uma hora apds a ultima
administracdo, os animais sofreram eutandsia por decapitacdo e os
cortices cerebrais foram limpos e isolados para determinacdo da
atividade e expressdo da AChE. Para os experimentos in vitro, cortices
cerebrais de animais sem prévia manipulacdo foram homogeneizados e
incubados na presenca de diferentes concentragdes de EMA (0,5, 1 e 2,5
mM) por 1 h. Imediatamente apds, os homogeneizados foram utilizados
para a determinacdo da atividade da AChE. Inicialmente, foi observado
um aumento da atividade da enzima AChE no grupo que recebeu
administragdes de EMA em comparagdo ao grupo controle. O mesmo
efeito foi observado in vitro apds uma hora de incubago na presenca de
EMA. Na tentativa de elucidar o mecanismo pelo qual o EMA ativa a
AChE, foi avaliada a expressdo desta enzima através da medida dos
niveis de &cido ribonucleico mensageiro (RNAm). Entretanto ndo houve
nenhuma diferenca significativa entre os grupos, indicando que este
acido organico ndo altera a expressdo desta enzima. Foram entdo
investigados pardmetros in silico para avaliar a interacdo do EMA com a
AChE de Rattus norvegicus (rAChE), bem como a afinidade do seu
substrato (acetilcolina; ACh) com a rAChE previamente ligada ao EMA
(halo-AChE) e na auséncia de EMA (apo-AChE) por docagem
molecular. Adicionalmente, o detalhamento atdmico intermolecular da
docagem do EMA em rAChE evidenciou a formacdo de ligacGes de
hidrogénio entre o EMA e os residuos fenilalanina 295 e arginina 296 de
rAChE a 2,4 A e 2,6 A de distancia, respectivamente. Vale ressaltar que






o residuo fenilalanina 295 faz parte do sitio de ligacdo acil, que
reconhece a entrada de moléculas na regido catalitica. Também
observou-se que a ACh se liga proximo a triade catalitica da halo-AChE,
e o valor de energia dessa ligacdo é mais negativo (- 5,2 kcal/mol)
guando comparado ao valor de energia de ligagdo da ACh a apo-AChE
(- 5,0 kcal/mol). Tomados em conjunto, os resultados do presente
trabalho sugerem uma ativacdo da AChE causada pelo EMA, e tal efeito
possivelmente se deve a um efeito alostérico. Tais alteracbes podem
colaborar para o dano cerebral e o dano cognitivo encontrados nos
pacientes acometidos por SCADD e EE.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase; 4cido etilmal6nico; deficiéncia de
SCAD; docagem molecular; encefalopatia etilmal6nica.






ABSTRACT

Ethylmalonic acid (EMA) accumulates in tissues and biological fluids of
patients suffering from short-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency
(SCADD) and ethylmalonic encephalopathy (EE), diseases
characterized by neurological alterations, including developmental
delay, intellectual disability, and neuromuscular symptoms. However,
the pathophysiology of brain dysfunction in these patients is still
uncertain. In this context, the aim of the present study was to investigate
in vivo, in vitro, and in silico effects of EMA on acetylcholinesterase
(AChE) activity, important enzyme for termination of cholinergic
synapses, in cerebral cortex of 30-day-old male Wistar rats. For in vivo
experiments, the animals were divided into two groups: EMA group,
which received three subcutaneous EMA administrations (5 umol/g; 90
minutes of interval), and control group, which received three saline
solution administrations in the same conditions. One hour after the last
administration, the animals were euthanized by decapitation and the
cerebral cortex of each animal were cleaned and isolated for analysis of
AChE activity and its expression. For in vitro experiments, cerebral
cortex homogenates from animals without previous manipulation were
incubated in the absence or presence of different concentrations of EMA
(0.5, 1 and 2.5 mM) for 1 h. Immediately after, these homogenates were
used for the determination of AChE activity. First, it was observed that
EMA administration increased AChE activity when compared to control
group. The same effect was observed in in vitro experiment after one
hour of incubation. In an attempt to elucidate the mechanisms by which
EMA activated AChE, it was evaluated the expression of this enzyme by
measuring messenger ribonucleic acid (mMRNA) levels and it was not
verified any difference between groups, indicating that EMA did not
affect AChE expression. In order to evaluate the interaction between
EMA and AChE from Rattus norvegicus (rAChE), as well as the affinity
between acetylcholine (ACh) and rAChE previously bonded to EMA
(halo-AChE) and in the absence of EMA, it was carried out in silico
experiments by molecular docking. It is noteworthy that phenilalanine
295 is part of acyl binding, that recognizes the entrance of molecules
within the gorge. Additionaly, the atomic intermolecular detail from
EMA docking within rAChE showed hydrogen bonds between EMA
and phenylalanine 295 and arginine 296 residues from rAChE, with 2.4
A and 2.6 A of distances, respectively. It was also observed that ACh
bonded near the catalytic triad of rAChE in halo-AChE and that the
energy value of this affinity is more negative (- 5.2 kcal/mol) when






compared to the affinity from ACh within apo-AChE (- 5.0 kcal/mol).
Taken together, the present results suggest an activation of AChE caused
by EMA and that this effect is possible due to an allosteric effect. These
alterations might collaborate to the brain damage and intellectual
disability found in patients affected by SCADD and EE.

Keywords:Acetylcholinesterase; ethylmalonic acid; ethylmalonic
encephalopathy; molecular docking; SCAD deficiency.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFICIENCIA DA DESIDROGENASE DE ACIL-COA DE
CADEIA CURTA

1.1.1 p-Oxidac&o dos Acidos Graxos

O é&cido graxo (AG) € o principal substrato energético durante o
jejum, fornecendo energia pela sua oxidagdo em um processo chamado
de B-oxidacdo de AG, que resulta na producdo de acetil-coenzima A
(acetil-CoA), dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzido
(NADH) e dinucleotideo de flavina e adenina reduzido (FADHy)
(Nelson e Cox, 2014). Sdo armazenados na forma de triacilglicerdis
especialmente no tecido adiposo, mas também no tecido muscular
(Smith et al., 2005). Os AG fornecem aproximadamente 80% da energia
para 6rgdos como coracdo, figado e misculo esquelético quando os
niveis de glicogénio estdo diminuidos (Bennet et al., 2000).

Previamente a entrada do AG na espiral de B-oxidagdo, ha a
captacdo celular de AG e ativacdo a ésteres de acil-CoA, trans-
esterificacdo a acilcarnitinas, translocacdo através da membrana
mitocondrial e re-esterificacdo a acil-CoA, o qual é entdo oxidado
(Nelson e Cox, 2014). Na Figura 1 esta esquematizada a via da espiral
de p-oxidacdo. Inicialmente, ha oxidacdo do AG em seu carbono 2
(carbono B) a trans-A2-enoil-CoA pelas enzimas desidrogenase de acil-
CoA, que sdo especificas para cada comprimento de carbono (cadeia
longa, média ou curta). Nesta primeira reacdo, ocorre a formacdo de
uma molécula de FADH,. O préximo passo consiste em uma hidratacdo
de uma insaturacdo presente na molécula de enoil-CoA pela enzima
enoil-CoA hidratase, formando 3-hidroxiacil-CoA. A seguir, ocorre uma
nova oxidacao, esta da hidroxila presente na molécula de 3-hidroxiacil-
CoA a carbonila pela enzima 3-L-hidroxiacil-CoA desidrogenase,
resultando em PB-cetoacil-CoA e liberando uma molécula de NADH. Na
ultima reagdo da espiral, ha a reagdo do B-cetoacil-CoA com uma nova
molécula de coenzima A (CoA) e posterior clivagem desta molécula a
acetil-CoA e acil-CoA (AG inicial com 2 carbonos a menos), reacao
catalisada pela enzima tiolase. Esta via metabdlica ocorre na matriz
mitocondrial (Nelson e Cox, 2014; Smith et al., 2005).
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Figura 1: Esquema de uma volta da espiral de p-oxidacdo de acidos graxos
(AG). Cada volta da espiral € composta por quatro reagdes: oxidacdo,
hidratacdo, nova oxidagdo e clivagem. Os produtos finais da via sdo acil-CoA,
acetil-CoA, NADH e FADH,. FADH,: dinucleotideo de flavina e adenina
reduzido; n: numero indefinido; NADH: dinucleotideo de adenina e
nicotinamida reduzido; SCoA: coenzima A (Marzzoco e Torres, 2007).

Nesta via metabolica, ha uma desidrogenase de acil-CoA
especifica para cada tamanho de carbono: desidrogenase de acil-CoA de
cadeia longa (LCAD; EC 1.3.8.8), desidrogenase de acil-CoA de cadeia
média (MCAD; 1.3.8.7) e desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta
(SCAD:; EC 1.3.8.1) (Marzzoco e Torres, 2007).

1.1.2 Historico

Em 1984, Turnbull e colaboradores descreveram o caso de uma
paciente de 53 anos de idade com progressiva miopatia, cujos sintomas
comegaram por volta dos 40 anos de idade, em que a atividade da
SCAD estava diminuida em musculo esquelético, mas normal em seus
fibroblastos. Em outro paciente, Bennett e colaboradores (1985)
verificaram excrecdo urinaria de EMA (4cido etilmal6nico), bem como
defeitos na oxidagdo de butirato e hexanoato em cultura de fibroblastos,
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mas oxidacdo normal de AG de cadeia média e longa, indicando uma
anormalidade especifica para AG de cadeia curta.

Entretanto apenas em 1987 Amendt e colaboradores descreveram
pela primeira vez dois pacientes neonatos que ndo oxidavam totalmente
0 [1-¥C]butirato em fibroblastos. Pela primeira vez o diagnéstico de
deficiéncia de SCAD (SCADD) foi confirmado por dois métodos:
medida da atividade da flavoproteina de transferéncia de elétrons (ETF)
e ensaio de liberagdo de tricio utilizando-se [2,3-*H]acil-CoA como
substrato. Estes foram considerados os primeiros casos verdadeiramente
confirmados de SCADD (Amendt et al., 1987).

1.1.3 Etiologia

A SCADD (OMIM 201470) é um defeito de oxidacdo de AG
potencialmente letal de heranca autossdmica recessiva. E caracterizada
pela deficiéncia da oxidagdo de AG de cadeia curta (cadeias de 4 a 6
carbonos) (Roe e Ding, 2001). Embora de origem genética, especula-se
gue tenha causa multifatorial, pois 0 mecanismo que caracteriza essa
doenca é consideravelmente complexo (Gregersen et al., 2008).

1.1.4 Sinais e sintomas

O espectro de sinais e sintomas clinicos da SCADD ¢é
heterogéneo e estes podem se manifestar no primeiro dia de vida (25%),
no primeiro ano de vida (61%) ou em mais de 10 anos apd6s o
diagndstico (4%) (Pedersen et al., 2008). Entretanto os sintomas nos
pacientes podem frequentemente se amenizar e até desaparecer
espontaneamente durante o crescimento, permanecendo assintomaticos
(Van Maldegem et al., 2010). Os pacientes acometidos pela SCADD
apresentam alteracGes neuroldgicas de grau moderado a grave, incluindo
atraso cognitivo, alteragBes comportamentais, hipertonia e epilepsia,
podendo levar ao coma e a morte (Kraus et al., 2008; Walsh et al.,
2010). Também podem apresentar sintomatologia muscular, como
fragueza (Amendt et al., 1987; Coates et al., 1988; Sewell et al., 1993;
Bhala et al., 1995; Van Maldegem et al., 2010). Além disso, ma
formacéo cerebral também pode ocorrer nestes pacientes (Nissenkorn et
al., 2001). A Figura 2 resume dados clinicos obtidos por Pedersen e
colaboradores através de um estudo de coorte de 114 pacientes
acometidos por SCADD da Europa, Nova Zelandia e Canada. Esse
estudo mostrou que os sintomas clinicos sdo predominantemente
neuroldgicos (Pedersen et al., 2008), corroborando estudos anteriores
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(Corydon et al., 2001; Van Maldegem et al., 2006).

6 t"a 1l0 1‘5 2'0 2‘5 SIO SIS 40
Numero de pacientes

Figura 2: Sintomas clinicos em 114 pacientes portadores de deficiéncia de
desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta (SCADD). Grupo 1: perda de
forca com hipotonia; Grupo 2: atraso no desenvolvimento e convulsdes; Grupo
3: atraso no desenvolvimento e hipotonia sem convulsdes; Grupo 4: perda de
forga, atraso no desenvolvimento e hipotonia; Grupo 5: sem caracteristicas
definidas; Grupo 6: outros sintomas incluindo miopatia, cardiomiopatia,
esteatose hepatica, dificuldades respiratdrias, atraso no crescimento intrauterino
e individuos assintomaticos (Adaptado de Pedersen et al., 2008).

1.1.5 Dados epidemioldgicos

Os dados apontam para uma prevaléncia de 1 para cada 50.000
nascidos vivos (Van Maldegem et al., 2006). Resultados de triagens
neonatais na Inglaterra sugerem a prevaléncia de 1:33.000 quando se
aplica um ponto de corte de 1,9 umol L' para a concentracdo de
butirilcarnitina (Zytkovicz, et al., 2001). Em outro estudo utilizando-se
MS/MS realizado em Pittsburgh, estima-se a prevaléncia de
aproximadamente 1:340.000 (Chace et al., 2002). No Brasil, ndo ha
dados epidemioldgicos sobre a SCADD, visto que esta doenca néo faz
parte da triagem neonatal basica oferecida pelo Sistema Unico de Sadde
(SUS). A investigacdo desta doenca apenas se da por suspeita clinica,
sendo sua prevaléncia provavelmente subestimada.

1.1.6 Achados laboratoriais
Quando a atividade da enzima SCAD esta deficiente, seu

substrato butiril-CoA (C4-CoA) se acumula e é subsequentemente
convertido a diferentes metabdlitos, principalmente a EMA devido a
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carboxilagdo de butiril-CoA a etilmalonil-CoA pela enzima propionil-
CoA carboxilase (EC 6.4.1.2), facilitando a hidrdlise de etilmalonil-CoA
para EMA livre (Corydon et al., 1996) (Figura 3). Outros metabdlitos
acumulados nos tecidos e liquidos biolégicos de pacientes acometidos
pela SCADD incluem butirilcarnitina, acido butirico e &cido
metilsuccinico (AMS) (Roe e Ding, 2001).

Acidos graxos de cadeia longa

LCAD

Acidos graxos de cadeia média

MCAD Butirilcarnitina

Butiril-CoA \
SCAI>< Etilmalonil-CoA— Metilsuccinil-CoA

Acetil-CoA t l

- - - Acido Metilsuccinico
/ \ Acido Etilmalénico

Ciclo de Krebs Corpos cetdnicos
Figura 3: Formacdo de metabdlitos acumulados na deficiéncia de
desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta (SCADD). O acumulo de butiril-
CoA que é transformado a butirilcarnitina e acido etilmalénico. LCAD:
desidrogenase de acil-CoA de cadeia longa; MCAD: desidrogenase de acil-CoA
de cadeia média; SCAD: desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta
(Adaptadode Turpin e Tobias, 2005).

Na SCADD, os niveis de butirilcarnitina variam conforme as
horas de jejum e os diferentes genétipos, podendo atingir 2,25 pM (Van
Maldegem et al., 2010). Por outro lado, os niveis de excre¢do urinaria de
EMA podem atingir 260 pmol mmol* de creatinina, podendo também
variar de acordo com o geno6tipo (Van Maldegem et al., 2010) (Figura
4). A andlise das acilglicinas demonstra um aumento na concentracdo de
butirilglicina e um leve aumento nos niveis de isovalerilglicina (Tein et
al., 1999). Pacientes acometidos por SCADD também apresentam niveis
elevados de acido lactico e hipocetose (Roe e Ding, 2001).
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Figura 4: Niveis de acido etilmaldnico (EMA) em 14 pacientes acometidos
por deficiéncia de desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta (SCADD). Os
pacientes foram divididos de acordo com os diferentes genétipos antes, durante
e apos o jejum. mut/mut: mutagdo em dois alelos; mut/var: mutagdo em um
alelo e variacdo em outro alelo diferente; var/var: mesma variante nos mesmos
alelos; Os niveis normais de EMA estdo representados por uma linha tracejada
(8 pmol mmol™?) (Adaptado de Van Maldegem et al., 2010).

1.2 ENCEFALOPATIA ETILMALONICA

1.2.1 Historico

A encefalopatia etilmalonica (EE; OMIM 602473) foi descrita
pela primeira vez em 1994 por Burlina e colaboradores. Quatro criangas
italianas, todos meninos, apresentavam acrocianose ortostatica,
petéquias recorrentes, diarréia cronica, sinais piramidais progressivos,
atraso no desenvolvimento e anormalidades cerebrais observadas por
ressonancia magnética por imagem (RMI). Apés uma década da
descricdo fenotipica inicial, a causa genética da deficiéncia foi
caracterizada (Tiranti et al., 2004).

1.2.2 Etiologia

A EE é um erro inato do metabolismo dos sulfetos causado pela
deficiéncia da enzima mitocondrial persulfeto dioxigenase (ETHEL; EC
1.13.11.18) (Burlina et al., 1994; Tiranti et al., 2006). Tal defeito é
transmitido por heranca autossdmica recessiva e ocasiona um bloqueio
da oxidacdo de sulfetos pela sulfeto oxidase durante o metabolismo de
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aminoacidos que contenham enxofre em suas estruturas, especialmente a
metionina (Hildebrandt e Grieshaber, 2008; Tiranti et al., 2009; Kabil e
Banerjee, 2010). A ETHEL é uma proteina ndo dependente de grupo
heme, da familia das metalo-beta-lactamases (MBL), que contém ferro
em sua estrutura. Esta envolvida na catélise da oxidacdo dependente de
oxigénio de persulfeto de glutationa (GSSH) a glutationa reduzida
(GSH) e sulfito (S03%) (Kabil et al., 2012), conforme a equacéo:
GSSH + O, + H,O — GSH + SO3% + 2H*

Algumas mutacdes levam a niveis quase normais de proteina
ETHEL e nesses casos a hipdtese para 0 mecanismo da doenca seria
devido ao comprometimento da atividade catalitica (Henriques et al.,
2014). Pettinati e colaboradores (2015) propdem que os residuos de
arginina 163 (Argl63), treonina 164 (Thrl64) e aspartato 165 (Asp165)
estdo relacionados ao canal de ligagdo ao substrato.

Especula-se que uma das explica¢des para o acumulo de EMA na
EE seja devido a deficiéncia da enzima SCAD, induzida pelo acimulo
do H-S, além de outros fatores como mostrado na Figura 5. O perfil
metabolico, no geral, sugere que multiplas rotas sdo afetadas por EE. O
concomitante aumento de alloisoleucina no plasma, assim como de
EMA e AMS na urina, sugere que o catabolismo da isoleucina esta
envolvido nessa rota. A combinagéo da deficiéncia de SBCAD e SCAD
provoca o aumento da producdo de EMA a partir da isoleucina. Devido
ao fato da butiril-CoA ser menos eficientemente metabolizada pela
SCAD, assim como na deficiéncia de SCAD, na EE também ocorre
aumento da producdo de EMA pela propionil-CoA carboxilase, e seus
elevados niveis levam a formacdo de AMS pela metilmalonil-CoA
mutase.
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Figura 5: Rotas metabdlicas envolvidas na patologia da encefalopatia
etilmaldnica (EE). O sulfeto de hidrogénio (H,S) € produzido por diversas
rotas conectadas ao catabolismo da metionina bem como pela enzima ETHEL.
Esta enzima é uma dioxigenase que catalisa a oxidacdo da GSSH. AllolLE:
aloisoleucina; GSSH: persulfeto de glutationa; ILE: isoleucina; Q: quinona;
SBCAD: desidrogenase de acil-coenzima A de cadeia curta ramificada; SCAD:
desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta (Adaptado de Barth et al., 2010).

1.2.3 Sinais e sintomas

Em sua maioria, os pacientes apresentam a forma mais grave e
fatal da doenga. Poucos pacientes possuem a forma cronica (Nowaczyk
et al.,, 1998). Diferentemente da SCADD, ha um quadro clinico
homogéneo, evidenciado por sintomas neuroldgicos graves, incluindo
lesbes assimétricas distribuidas pelas estruturas da area cinzenta do
cerebro, incluindo tronco cerebral, talamo e estriado (Grosso et al.,
2004; Tiranti et al., 2004). O sistema gastrointestinal e o0s vasos
periféricos também sdo afetados (Pigeon et al., 2009). E caracterizada
por atraso no neurodesenvolvimento, proeminentes sinais piramidais e
extrapiramidais, petéquias recorrentes, acrocianose e diarreria cronica,
levando a morte na primeira década de vida (Garcia-Silva et al., 1997;
Walsh et al., 2010).
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1.2.4 Dados epidemiolégicos

A EE é uma doenca rara e sua epidemiologia ainda €
desconhecida, pois seu diagnostico é solicitado apenas por suspeita
clinica e é comumente confundida com a SCADD, o que torna dificil
estabelecer sua prevaléncia. Sabe-se, contudo que é mais comum em
descendentes arabes (Ozand et al., 1994) e de regides do Mediterraneo
(Garcia-Silva et al., 1997; Grosso et al., 2002).

1.2.5 Achados laboratoriais

Pacientes acometidos pela EE apresentam altos niveis de EMA,
bem como de butirilglicina e AMS, de forma semelhante a SCADD
(Burlina et al., 1994; Zafeiriou et al., 2007; Drousiotou et al., 2011). Por
isso, é comum incluir a SCADD como alternativa de diagnostico até que
o teste diferencial para EE seja realizado (Merinero et al., 2006;
Gregersen et al., 2008). Os niveis urinarios de EMA na EE podem variar
de 45 a 730 umol/mmol creatinina (Burlina et al., 1994; Zafeiriou et al.,
2007; Drousiotou et al., 2011). Pacientes acometidos por EE também
apresentam niveis elevados de sulfetos e sulfitos, bem como de acido
latico e isovalerilglicina nos liquidos bioldgicos (Tiranti e Zeviani,
2013).

1.3 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO NA SCADD E EE

O diagnostico precoce de SCADD e EE é um importante fator
para que seja evitado o jejum prolongado e para que se inicie o rapido
tratamento de infeccbes, fatores que levam & descompensacao
metabdlica e, consequentemente, 0 aumento dos niveis de metabdlitos
toxicos (Tein et al., 2008). Ele é feito pela determinacdo dos niveis
plasméticos de butirilcarnitina e dos niveis urinarios de EMA, ambos
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS)
principalmente por suspeita clinica (Roe e Ding, 2001; Ulug et al.,
2015). Adicionalmente, devem-se realizar ensaios enzimaticos e analise
mutacional para identificagdo do gendtipo do paciente (Grosso et al.,
2004; Tiranti et al., 2004). Evidéncias clinicas e neuroradiologicas
devem ser levadas em consideracdo para o diagnostico de EE, mesmo na
auséncia de anormalidades bioquimicas (Rocco et al., 2006).

Né&o ha um tratamento especifico para essas doencas, mas de uma
forma geral, apds o diagnostico aconselha-se a evitar jejum, manter uma
dieta saudavel com restricdo de lipideos e acompanhar os niveis de
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metabdlitos em andlises bioquimicas frequentes (Van Maldegem et al.,
2010). Especificamente na EE, uma restricdo de metionina na dieta
também se faz necessaria (McGowan et al., 2004). Em ambas as
doencas também se preconiza a suplementacdo de L-carnitina para
acelerar a eliminacdo dos AG na forma de conjugados de carnitina,
embora poucos estudos suportem essa estratégia terapéutica (Jethva et
al., 2008). Adicionalmente, faz-se suplementacdo com riboflavina,
precursora do dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) devido a sua
potencial habilidade de agir como uma chaperona quimica e estabilizar a
enzima mutante (Dawson et al., 1995).

1.3 O PAPEL DO EMA NA FISIOPATOLOGIA DA SCADD E DA
EE

O acimulo de EMA nos tecidos e liquidos bioldgicos é comum
tanto a SCADD quanto a EE, sendo, portanto, um marcador bioquimico
inespecifico para ambas as doencas (Pedersen et al., 2008). Atualmente,
acredita-se que o acumulo de EMA leva a alteragcBes bioguimicas
importantes e parece ser um importante agente neurotoxico (ZolKkipli et
al., 2011), mesmo em pacientes com niveis aumentados de EMA e
acometidos por disfungbes cerebrais ndo especificas, como o espectro
autista ou atraso mental (Zannolli et al., 2010).

Estudos demonstraram que altas concentracBes de EMA estdo
relacionadas ao estresse oxidativo por induzirem aumento da producdo
de espécies reativas, dano oxidativo a lipideos e proteinas e diminui¢do
de defesas antioxidantes enziméticas e ndo enziméticas em cortex
cerebral de ratos tanto in vitro (Schuck et al., 2010) como in vivo
(Schuck et al., 2015). Tais achados também foram encontrados em
fibroblastos de pacientes acometidos por SCADD e atribuidos ao EMA
(Zolkipli et al., 2011). Além disso, a andlise do proteoma mitocondrial
em cultura de fibroblasto de pacientes com deficiéncia neuromuscular e
elevados niveis de EMA (>50 mmol mol de creatinina) identificou uma
reducdo na expressdo da enzima superoxido dismutase 2 (SOD2), o que
também colaboraria para o estresse oxidativo (Pedersen et al., 2010).

Outro importante mecanismo pelo qual o EMA poderia contribuir
para o dano cerebral encontrado em pacientes afetados por SCADD e
EE é a disfuncdo mitocondrial. Neste sentido, diversos estudos
demonstraram o efeito do EMA sobre pardmetros de bioenergética. Este
acido organico inibe in vitro a atividade da enzima creatina cinase
mitocondrial, uma enzima crucial para a homeostase energética celular
(Wallimann et al., 2011), em cortex cerebral de ratos jovens (Schuck et
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al., 2002; Leipnitz et al., 2003). Além disso, 0 EMA aumenta 0 consumo
de oxigénio e reduz o transporte de succinato e malato (por inibicao
competitiva entre o succinato e 0 EMA pelo mesmo transportador) em
mitocdndrias isoladas de cérebro total de ratos (Amaral et al., 2011).
Recentemente, foi demonstrado que a administracdo intraestriatal de
EMA reduziu significativamente a producdo de diéxido de carbbnico
marcado com “C (**CO) a partir de glicose também marcada com 4C
([U-**C]glicose), inibiu as atividades dos complexos Il e 1I-111 da cadeia
respiratoria, bem como a atividade da enzima Na*,K*-ATPase (NAK)
em estriado de ratos (Ritter et al., 2014).

Por outro lado, Schuck e colaboradores (2013) demonstraram
uma ativagdo da atividade da enzima ATPase, importante enzima para a
manutencdo do gradiente idnico e neurotransmissdo, quando EMA foi
administrado subcutaneamente a ratos jovens. Contrariamente, sua
expressdo foi diminuida por esse acido organico no mesmo estudo. Tal
efeito foi atribuido pelos autores a uma possivel regulacdo por
fosforilacdo da NAK causada pelo EMA.

Adicionalmente, a administragdo crbnica de EMA do 5° ao 28°
dia de vida induziu alteracbes comportamentais em ratos, causando
alteragdes nos processos de aprendizado e memoria. Possiveis
mecanimos sugeridos pelos autores sdo disfuncBes bioenergéticas e/ou
aumento de producdo de espécies reativas (Schuck et al., 2009).
Entretanto ndo se pode descartar o efeito do EMA sobre sistemas de
neurotransmissdo, como o sistema colinérgico, atuando sobre a
cognicao.

1.4 SISTEMA COLINERGICO

O sistema colinérgico possui um papel importante no
desenvolvimento das estruturas cerebrais (Zirger et al., 2003) e
alteragdes na neurotransmissdo colinérgica durante o desenvolvimento
produzem danos estruturais com efeitos sobre comportamento, incluindo
aprendizado e memoria (Bachman et al., 1994; Hohmann et al., 2003). A
sinalizacdo colinérgica mediada pela acetilcolina (ACh) é fundamental
para o funcionamento do sistema nervoso central (SNC) (Gotti e
Clementi, 2004), assim como da musculatura voluntaria e involuntaria
controladas pelo sistema nervoso periférico (SNP) (Soreq e Seidman,
2001).

A ACh é um neurotransmissor presente no sistema colinérgico e
amplamente distribuida em ambos sistemas nervosos, central e
periférico. Suas principais acBes estdo envolvidas nas sinapses
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associadas ao controle motor, memdria e cognicdo (Hasselmo, 2006).
Este neurotransmissor é sintetizado no neurdnio pré-sinaptico pela
enzima colina acetiltransferase (ChAT; EC 2.3.1.6), armazenada em
vesiculas e liberada para a fenda sinaptica para se ligar aos receptores
colinérgicos muscarinicos e nicotinicos presentes no neurénio pds-
sindptico. Sua acdo sobre esses receptores é terminada pela acdo da
enzima acetilcolina  acetil-hidrolase, também conhecida por
acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) (Brady et al., 2012) (Figura 6).

3 Glicose - i
Neurdnio | 1 Difusdo facitada
Pré-sinaptico 2 .
: 2 ™+ Glicolise
Acido Piruvico
Mitocdndria _| l 1 1@ Grupo acetil do
77” : ~ Acido Pirlivico + coenzima-A
Termina -
~
= (5) Acetil Coenzima-A
Colina e Transportador ceth 'oenzlma- J : Colina Acetitransferase (ChAT)
dependente de Na™ 00 Colina __—<
0) o s

|
Vesicula contendo 8 M
neurotransmissor ] : ACETILCOLINA (ACh) P
; ° ™ - U
Transportador e ° /  Exocitose L
vesicular de ACh \ °o°°- S

°
) . °° 0. = 0

o o %o 84
° o
© Colina ACETILCOLINESTERASE  © N
+
——
acetato ACh o E
o © o R
Receptor e _—— VvV
Colinérgico N — B 0
|
< S
0
Neurdnio

Pos-sinaptico

Figura 6: Sinapse colinérgica. A acetilcolina, neurotransmissor colinérgico, é
sintetizada no neurdnio pré-sinaptico pela enzima colina acetiltransferase a
partir de acetil-coenzima A proveniente da oxidacdo do piruvato e colina. A
acetilcolina recém-sintetizada é armazenada em vesiculas e liberada & fenda
sindptica por exocitose para agdo sobre os receptores colinérgicos presentes na
membrana plasmatica do neurdnio pés-sinaptico. A acdo deste neurotransmissor
é terminada pela a¢do da enzima acetilcolinesterase, que hidrolisa a acetilcolina
a acetato e colina, os quais voltam para o neurbnio pré-sinaptico. ACh:
acetilcolina; ChAT: colina acetiltransferase (Adaptado de Siegel e Sapul, 2006).



51

A AChE é uma serina hidrolase responsavel pela catalise da
reacdo de formacédo de acido acético e colina a partir da ACh (Figura 7)
(Soreq e Seidman, 2001).

HO-C~CH,

CHSCHZCH;; Acetilcolina O Acido Acético
+ N-CH2CH§-O-%-CH3 > +
: : CHL T eCH,
Ya HO b 4
= T Serina — 1
Regido Anidnica Sm:(‘,alahhco CH,CH,OH
Regido Esterisica Colina

Acetilcolinesterase
Figura 7: Reacdo da acetilcolinesterase (AChE). A AChE é composta
basicamente por duas regides, anidnica e esterasica, que interagem com a ACh.
A carga positiva no nitrogénio da ACh é atraida pela regido anidnica e o
grupamento éster da ACh sofre hidrolise na regido esterdsica da AChE com
auxilio da serina, presente no sitio catalitico. Apds a reagdo, produz-se colina e
acido acético. AChE: acetilcolinesterase; ACh: acetilcolina (Elaborado pelo
autor).

Devido & sua funcéo regulatdria nas sinapses colinérgicas, a
AChE se torna extremamente importante para o equilibrio do CNS, das
fungdes cardiaca e respiratéria. Dependendo da sua atividade, a AChE
atua desencadeando ou prevenindo doencas (Hammond e Brimijoin,
1988; Rinne et al., 1991). Um dos maiores desafios na biologia da AChE
é a elucidacdo das suas funcdes fisiologicas e o reconhecimento das
alteragdes que acontecem nesta enzima em estados de doenca
(Rakonczay, 1988). Niveis de AChE podem variar gradualmente durante
a proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e na génese de doencas
neurodegenerativas, tais como a Doenca de Alzheimer (DA) e
Parkinson, assim como na mania, depressdo e esquizofrenia (Rakonczay,
1988; Soreq e Seidman, 2001; Dori et al., 2005; Toiber e Soreq, 2005).
Em se tratando de estrutura quaternaria, existem as formas globulares
(G1, G2 e G4), que estdo presentes principalmente no SNC, e as formas
assimétricas (A4, A8 e Al2), que sdo encontradas principalmente no
SNP e nos musculos (Rakonczay et al., 2005).
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Figura 8: Diferentes estruturas quaternarias da acetilcolinesterase (AChE).
Formas globulares estdo representadas por ‘G’ (SNC) e formas assimétricas por
‘A’ (SNP) (Adaptado de Brimijoin, 1983).

Essas isoformas enzimaticas diferentes contém o mesmo dominio
catalitico, porém, sequéncias no C-terminal determinardo a maturacéo
pos-traducional, as diferenes localizagBes no organismo e a estrutura
quaternaria (Brimijoin, 1983; Massoulié et al., 1993). Nos mamiferos, a
AChE é codificada por um Unico gene: ache, porém, sua expressao
apresenta polimorfismos por ocorrer um processo em que certos éxons
sdo incluidos ou excluidos na extremidade C-terminal do &cido
ribonucleico mensageiro (RNAm) desta proteina (Legay, 2000). Sendo
assim existem trés formas distintas da proteina AChE produzidas a partir
do RNAm precursor: AChE-R (read-through), AChE-E (eritrocitaria) e
AChE-S (sinaptica) (Massoulié et al., 1998). A AChE-R esta presente
em células embrionarias e tumorais e contém os éxons 1, 2, 3,4,5¢e 6
(E1, E2, E3, E4, E5 e E6) além de um intron 4 (14). A AChE-E contém
os éxons E1, E2, E3, E4, E5 e E6 e esta associada a membrana das
células vermelhas. E a AChE-S contém os éxons E1, E2, E3, E4 e E6 ¢
estd presente no cérebro e musculo (Grisaru et al., 1999). O core da
AChE é comum para todas trés variantes e consiste de 543 amino4cidos
codificados pelos E2, E3 e E4 do gene ache. O E1 é um éxon nédo
codificante e 0 E2 esta presente em todos 0s organismos, pois contém os
aminoacidos responsaveis pela reacdo catalitica. Cada éxon influencia
na expressdo tecido-especifica como podemos observar na Figura 9
(Grisaru et al., 1999; Jameson et al., 2007).
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Figura 9: Estrutura do gene da acetilcolinesterase (ache) e processamento
alternativo do &cido ribonucleiro mensageiro (RNAm) em mamiferos. Os
éxons variam de 1 a 6 (E1, E2, E3, E4, E5 e E6) e determinam funcdes
diferentes. Cap: regulacdo da transcrigdo. E1: éxon ndo codificante; E2, E3 e
E4: regido constante do dominio catalitico; E5 e E6: associagdo a membrana e
estabilidade do RNAm; Cap: regido promotora; ATG: cddon iniciador; TGA:
cddon finalizador (Adaptado de Taylor et al., 1993).

Portanto, no SNC e jun¢des neuromuscular dos mamiferos ocorre
expressdo principalmente da variante sinaptica AChE-S, também
chamada de AChE-T (tailed AChE) (Ohno et al., 1998). Essa isoforma
se apresenta solGvel ou insollvel, dependendo da sua estrutura
guaternaria, onde o dominio catalitico esta associado a um C-terminal
composto por 40 residuos chamado de peptideo T (Massoulié, 2005). O
peptideo T ndo afeta a atividade catalitica da AChE-S, mas determina a
funcéo fisioldgica pela formacdo de oligdmeros, associacdo a proteina
ancoradora ColQ (colageno-Q) e interacdo com proteinas
transmembranas como a PRIiMA (proteina transmembranar de
ancoragem rica em prolina) (Soreq e Seidman, 2001; Massoulié, 2002;
Noureddine et al., 2008). A localizacdo da AChE-S no cérebro é
regulada por um processo dindmico e geralmente a forma tetramérica,
ligada a membranas, é ativada pelo sistema colinérgico (Hicks et al.,
2011). Quando reduzido apenas ao seu dominio catalitico, a AChE-S
sem o peptideo T exerce atividade catalitica, porém permanece
monomeérica e sollvel (Massoulié e Bom, 2006).

A enzima butirilcolinesterase (BuChE; EC 3.1.1.8), também
conhecida  por  colinesterase  (ChE) ndo  especifica ou
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pseudocolinesterase, estd presente no soro, células hematopoiéticas,
figado, coragdo, endotélio vascular, sinapses colinérgicas e no SNC
(Silver, 1974; Pohanka 2011). Ela é responsavel pela hidrolise de outros
ésteres, além da ACh (Alles e Hawes, 1940; Mendel e Rudney, 1943). A
comparacao entre os niveis totais de ChE isto ¢, AChE e BUChE, em
diferentes regides do cérebro foi investigada por Menequz e
colaboradores (1992) em ratos adultos (3 meses) e idosos (24 meses). As
formas globulares G4 (tetramérica) e G1 (monomérica) foram
detectadas em todas as regides do cérebro e ndo houve diferenca nas a
razdes AChE/BUChE nas diferentes idades. Os mesmos autores
verificaram também que a expressao da razdo G4/G1 estava diminuida
nos ratos idosos e que ha uma significativa perda de atividade
enzimatica da isoforma G4 em cortex cerebral, hipocampo, estriado e
hipotdlamo com o passar da idade. Essas variantes, portanto,
determinardo tanto a distribuicdo quanto o papel da enzima (Massoulié
et al., 1998). A expressdo de variantes de AChE depende da ativacdo do
promotor induzida por estresse e modulagdo pds-transcricional,
incluindo a estabilidade do RNAm, o splicing alternativo de RNAm, o
controle da tradugdo e modificacdes de proteinas (Jiang e Zhang, 2008).

1.4.1 Relacdo entre acetilcolinesterase e os erros inatos do
metabolismo

Estudos sugerem que o sistema colinérgico, mediado pela AChE,
pode estar alterado em pacientes acometidos por EIM (Palmer e Percy,
2001; Chaves-Carballo, 1992). Dados de pacientes portadores de EIM
apontam uma relacgéo entre as alteracOes eletroencefalogréficas e atraso
no neurodesenvolvimento (Souza et al., 2007). Sabe-se que a atividade
da AChE é alterada em modelos animais para EIM como tirosinemia do
tipo Il (Ferreira et al., 2012), deficiéncia da guanidinoacetato
metiltransferase (Zugno et al., 2008), doenca da urina do xarope do
bordo (Scaini et al., 2012) e fenilcetondria (Souza, 2002). Diante desses
fatos e dos sintomas clinicos ja descritos da SCADD e EE, acredita-se
gue a AChE pode estar alterada nos pacientes acometidos por ambas
doencas.

1.5 SIMULACOES COMPUTACIONAIS (IN SILICO)
Avancos fundamentais para o conhecimento sobre a biologia dos

mamiferos puderam ser alcangados a partir de experimentos com
animais (Matfield, 1996). Porém, o interesse por métodos alternativos,
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inicialmente almejados pelos trés R’s propostos por Russel ¢ Burch em
1959 (reducdo, refinamento e substituicdo; do inglés reduction,
refinement e replacement), tem crescido na tentativa de diminuir o
nimero de animais utilizados em experimentacdo e também reduzir o
custo dos experimentos. Além disso, questdes éticas sobre dor e angustia
em animais usados em pesquisa, ensino e em testes na inddstria de
cosmeéticos tém preocupado o pablico e a comunidade cientifica mundial
(Rezende et al., 2008). Uma importante frente de desenvolvimento de
alternativas a testes em animais sdo as simula¢fes computacionais,
chamadas de testes in silico. Os modelos computacionais podem
contribuir para o trabalho experimental testando hipéteses, reduzindo o
custo de experimentos com animais e/ou tornando estes experimentos
mais eficazes (Ramos et al., 2004). Segundo Eduardo Pagani (2015),
nos testes computacionais, uma das possibilidades é a de acessar bases
de dados de substancias j& testadas e buscar semelhancas com novas
substancias, efeitos semelhantes de toxicidade e absorcéo
farmacocinética ou até mesmo eficacia para determinadas indicacgdes.

1.5.1 Modelagem Molecular

Modelagem molecular € um termo genérico utilizado para se
referir a métodos técnicos e/ou técnicas computacionais que modelam
e/ou mimetizam o comportamento de moléculas, com o objetivo de
entender e predizer propriedades macroscopicas baseadas no
conhecimento detalhado em nivel atbmico (Cohen et al., 1990). O uso
de computadores na solucdo de problemas relacionados a busca de
novos farmacos baseando-se nos resultados de quimica teérica para
calcular as propriedades de moléculas pode complementar informagdes
obtidas de experimentos in vivo e in vitro e até prever a ocorréncia de
certo fendmeno quimico (Namba et al., 2008; Nogara et al., 2015).
Alguns estudos foram realizados computacionalmente através de
técnicas como Docagem Molecular e Dindmica Molecular (DM) com a
AChE com o intuito de compreender melhor os aspectos da enzima,
assim como do seu complexo com ligantes (Tai et al., 2001; Tai et al.,
2002; Hadi e Mohammed, 2008). Sabe-se que a AChE deve realizar
movimentos substanciais para a catalise e entrada/saida de ligantes.
Com a adicdo de vérios ligantes ou por modificagdo covalente por
moléculas como organofosforados ou carbamatos, ocorrem mudancas
conformacionais importantes que ndo sdo observadas nas estruturas
cristalinas dos mesmos complexos/conjugados (Shi et al., 2001). E
importante mencionar que a AChE é alvo de vérias toxinas que estdo
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presentes na natureza, como o veneno de cobras fasciculin 1, pesticidas
paration e malation, e agentes quimicos utilizados na guerra como sarin,
tabun e soman (Taylor et al., 1996; Sanson et al., 2009).

1.5.2 Aspectos estruturais da acetilcolinesterase

As principais regifes que desempenham importante papel na
ligagdo de ACh & AChE sdo a triade catalitica, o local ani6nico catalitico
(CAS), o local ani6nico periférico (PAS), o sitio de ligacdo acil, o
subsitio anidnico e a cavidade oxianion. Essas regides estdo descritas a
seguir e numeradas conforme a sequéncia de aminoacidos da AChE de
Rattus norvegicus (rAChE). Triade catalitica: os residuos serina 203
(Ser203), histidina 447 (His447) e éacido glutdmico (Glu334)
permanecem proximos a ACh, que é rodeada pela proteina AChE. Esse
fato permite que ocorram multiplas interacdes entre substrato e enzima,
levando a um estado de transigdo mais eficaz (Silman e Sussman, 2008).
Local ani6nico catalitico (CAS): contém a regido catalitica, é revestida
por até 14 residuos aromaticos conservados e se localiza ao fundo da
cavidade. Os anéis aromaticos compfem aproximadamente 70 % da
superficie do sitio ativo, com triptofano 86 (Trp86) e tirosina 337
(Tyr337) influenciando o CAS. Local anibnico periférico (PAS): os
residuos de tirosina 124, 337 e 341 (Tyrl24, Tyr337 e Tyr34l) e o
triptofano 286 (Trp286), juntamente com o residuo de acido aspartico 74
(Asp74) e a serina 125 (Serl125) constituem o PAS, uma regido remota
ao sitio catalitico e que varia em diferentes espécies. Do meio para baixo
da cavidade, existe um afunilamento formado pelas tirosinas 337 e 124
(Tyr337 e Tyrl24) que fazem parte do PAS. O triptofano 286 (Trp286)
contribui para a entrada da cavidade e serve como comutagdo do trafego
molecular em direcdo ao sitio ativo. Esses residuos do PAS acomodam
um grande numero de ligantes estruturalmente diferentes, como
propidium, galamina ou fasciculun (Rosenberry, 1975). Sabe-se que,
enquanto a tirosina 124 (Tyr124) esta fixa em toda estrutura cristalina, a
tirosina 337 (Tyr337) atua como uma porta oscilante. Este residuo é
bastante flexivel e adota diferentes conformagdes para interagir através
de interagdes de empilhamento-n ou de cation-t com os ligantes que
possam se ligar a essa regido (Bartolucci et al., 2010). Sitio de ligacéo
acil: os residuos triptofano 236 (Trp236), fenilalaninas 295, 297 e 338
(Phe295, Phe297 e Phe338) compdem essa regido, que determina um
papel na limitacdo da dimensdo de substratos capazes de entrar no sitio
ativo (Kua et al., 2002). Subsitio anibnico: também chamado de
subsitio de ligagéo a colina ou subsitio hidrofdébico, & composto pelos
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residuos triptofano 86, tirosina 133, &cido glutdmico 202, glicina 448 e
isoleucina 451 (Trp86, Tyrl33, Glu202, Gly448 e lle451), responsaveis
pela ligagdo ao ambnio quaterndrio por interagBes cation-m. A carga
positiva do amdnio quaternario da ACh pode formar uma interagéo
estavel com os elétrons-t dos anéis aromaticos. O Trp86 é um
importante residuo para ligacdo de ACh e sua substituigdo por residuos
alifaticos (alanina) resulta em decréscimo da reatividade com ACh, mas
ndo decresce com a mudanca para ligantes sem carga (Sussman et al.,
1991) (Figura 10).
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Figura 10: Principais residuos envolvidos no subsitio aniénico da
acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE). A linha tracejada indica
ligacBes de hidrogénio e interagBes cétion-t com o grupo quaternatio da ACh.
Glu: é&cido glutdmico; Trp: triptofano; Tyr: tirosina (Adaptado de Houghton et
al., 2006).

Cavidade oxianion: esta regido é composta pelas glicinas 121 e
122 (Gly121 e Gly122), e alanina 204 (Ala204). Séo trés residuos que
contém doadores de ligacdo de hidrogénio e podem estabilizar o
intermediario tetraédrico da ACh formado durante o processo catalitico
(Ordentlich et al., 1998) (Figura 11).
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Figura 11: Principais residuos envolvidos na cavidade oxianion da
acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE). Interacdo da triade
catalitica e a cavidade oxianion da AChE com a ACh mostra o estado de
transferéncia do substrato e a formagédo do intermediario tetraédrico (Adaptado
de Houghton et al., 2006)
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Todas essas regides mencionadas estéo ilustradas na Figura 12:
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Figura 12: Principais residuos envolvidos na atividade da
acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE).Triade catalitica: Ser203,
His447 e Glu334; PAS: local anidnico periférico; CAS: local anibnico
catalitico. Glu = &cido glutdmico, His = histidina, Phe = fenilalanina, Ser =
serina, Trp = triptofano, Tyr = tirosina (Adaptado de Houghton et al., 2006).
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1.6 JUSTIFICATIVA

Considerando que os mecanismos fisiopatoldgicos das doencas
SCADD e EE ndo estdo completamente estabelecidos, que em ambas as
doencas ha o acumulo tecidual de EMA,; que este apresenta diversos
efeitos neurotoxicos, altera processos de memoria e aprendizado; que o
sistema colinérgico estd implicado nestes processos; torna-se importante
investigar o efeito do EMA sobre a atividade da enzima AChE. Este
estudo investiga os mecanismos fisiopatolégicos da SCADD e EE,
envolvendo o sistema colinérgico para estabelecer novas estratégias
terapéuticas a estas doencas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos in vitro, in vivo e in silico do EMA sobre a
atividade da enzima AChE em coértex cerebral de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos in vivo da administragdo aguda do EMA sobre
a atividade e niveis de RNAm da enzima AChE em cértex cerebral de
ratos com 30 dias de vida;

- Avaliar os efeitos in vitro do EMA sobre a atividade da enzima
AChE em cortex cerebral de ratos com 30 dias de vida;

- Investigar os possiveis modos de interagdo entre 0 EMA e a
AChE em modelo in silico;

- Verificar os possiveis efeitos dinamicos na regido catalitica da
AChE provocados pela presenca do EMA.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES

O EMA foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) (Cddigo
Sigma 102687) e os demais reagentes foram obtidos conforme
mencionado no texto. No dia dos experimentos, o0 EMA foi dissolvido
em tampao especifico para cada técnica e o pH foi ajustado para 7,4.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 18 ratos (Rattus norvegicus) machos da
linhagem Wistar com idade de 30 dias de vida provenientes do biotério
da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram
mantidos em caixas com no maximo 5 animais por caixa e mantidos em
um ciclo de 12h de claro/escuro a temperatura de aproximadamente 23 +
1°C com 4gua e alimento ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as recomendagfes da
Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais
para Fins Didaticos e Cientificos e das Diretrizes da Préatica de Eutanasia
do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA). Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade do Extremo Sul Catarinense sob protocolo
nimero 18/2014.

3.2.1 Experimentos in vivo

O EMA foi administrado de forma aguda de acordo com Ferreira
et al. (2006), como demonstrado na Figura 13:
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Figura 13: Protocolo de administracdo subcutdnea aguda de &cido
etilmaldnico (EMA) em ratos com 30 dias de vida. O protocolo é baseado em
trés injecdes subcutdneas de EMA (6 umol g de peso corporal) ou solugdo
salina (grupo controle), de mesmo volumes, em intervalos de noventa minutos.
Uma hora ap6s a Ultima injecdo, os animais foram mortos por decaptacéo e o
cortex cerebral total foi dissecado e armazenados a - 80 °C (Figura elaborada
pelo autor).

Os animais foram submetidos a trés administragdes subcutaneas
de EMA (6 pmol/g de peso corporal) ou solugéo salina (grupo controle),
nas mesmas condi¢bes, com um intervalo de noventa minutos entre as
administragBes. Sessenta minutos ap6s a Ultima administracdo, os
animais sofreram eutanasia por decapitacdo e sem anestesia e 0 cortex
cerebral foi isolado, homogeneizado em tampéo especifico para cada
técnica e utilizado para a avaliacdo da atividade e da expressdo de
RNAm da AChE.

3.2.2 Experimentos in vitro

Para os estudos in vitro, os cortices cerebrais de animais com 30
dias de idade sem prévia manipulacdo foram homogeneizados em
tampéo da técnica pH 7,4 e centrifugados. O sobrenadante foi incubado
na auséncia (grupo controle) ou na presenca de EMA, nas concentracdes
de 0,5, 1 ou 2,5 mM durante 60 min a 37°C, de acordo com Schuck et
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al. (2002). Imediatamente ap6s a incubagdo, os homogeneizados foram
utilizados para a determinacédo da atividade da AChE.

3.3 ANALISES BIOQUIMICAS
3.3.1 Atividade da AChE

A atividade de AChE foi avaliada nos experimentos in vivo e in
vitro de acordo com o método previamente descrito por Ellman et al.
(1961). O meio de reacdo consistia de 100 mM de tampéo fosfato de
potassio (pH 7,5) e 1 mM de 5,5’-ditio-bis(acido 2-nitrobenzdico)
(DTNB). O método é baseado na formacdo do &nion amarelo 5-tio-2-
nitrobenzoato (TNB) que é medido por absorbancia a 412 nm durante 2
minutos de incubacdo a 25 °C. A enzima (40-50 ug de proteina) foi pré-
incubada por 2 minutos. A reagdo foi iniciada pela adicéo de 0,8 mM de
iodeto de acetilcolina (AcSCh). Todas amostras foram analisadas em
duplicata ou triplicata, e a atividade da enzima foi expressa por umol de
AcSCh.h"t.mg de proteina.

3.3.2 Expressdo de RNAm da AChE

Para os estudos in vivo, 0 RNA total foi extraido a partir de cortex
cerebral total de ratos com o reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad,
CA), seguindo as instrucdes do fabricante. Resumidamente, o reagente
TRIzol foi adicionado as amostras, e a mistura foi homogeneizada. Foi
adicionado cloroférmio ao homogeneizado e, apés centrifugacdo, o
RNA foi recolhido na fase aquosa superior, o qual foi removido,
precipitado com alcool isopropilico, e o sedimento de RNA foi
ressuspenso. Os acidos desoxirribonucleicos complementares (DNAC)
foram sintetizadas utilizando SuperScript First-Strand Synthesis System
para reacdo em cadeia da polimerase e transcriptase reversa (RT-PCR)
(Invitrogen, Carlsbad, CA). As reacfes de PCR foram realizadas com
primers, na concentragdo de 0,1 uM, especificos para AChE e B-actina
(Tabela 1). Utilizou-se 0,2 uM de dNTP, 2 mM de MgCl; e 0,1 U Taq
DNA polimerase (Invitrogen) em um volume total de 25 pL para AChE
e 20 pL para B-actina. As seguintes condigdes foram utilizadas para as
reacdes de PCR: para o primeiro passo de desnaturacéo, a reagdo foi
submetida a 94 °C por 1 minuto; 1 minuto na temperatura de
anelamento (54 °C para B-actina e 55 °C para AChE) e 1 minuto a 72 °C
por 35 ciclos. Extensdo a 72 °C foi realizada por 10 minutos. Para cada
reacdo de PCR, um controle negativo foi incluido.
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Os produtos de PCR amplificados (AChE 785 pares de base;
[B-actina, 210 pares de base) foram submetidos a eletroforese através de
um gel a 1 % de agarose com GelRed® (Invitrogen,Carlsbad, CA). A
abundancia relativa de cada RNAm vs B-actina foi determinada por
densitometria utilizando o programa gratuito ImageJ 1.37 para
Windows.

Tabela 1: Sequéncia dos primers para avaliagdo de acido ribonucléico
mensageiro (RNAm)

Gene Sequéncia do iniciador Sequéncia do iniciador inverso
direto

ache* 5’- GAC TGC CTT 5’- CGG CTG ATG AGA
TAT CTT AAT GTG GATTCATTG -3’
-3’

p-actina**  5’- TAT GCC AAC 5’- TAC TCC TGC TTC
ACA GTG CTG CTG ATC CAC AT-3’
TCT GG-3°

* Elaborado por Scaini (2012); ** Elaborado por da Da Silva et al. (2008).

Utilizando-se a ferramenta Primer Blast (Disponivel em:
<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast>) observa-se que o0s
primers iniciador direto e inverso foram pareados a partir da base 376
até a 1160, com relacdo a numeracdo do RNAm precursor da AChE que
contém 2066 pares de bases (pb), resultando em um produto com 785
pb. A Figura 14 mostra que 0 RNAm obtido inclui o éxon 2 (E2) da
AChE de rato, ou seja, engloba a regido que contém os aminoacidos
responsaveis pela catalise enzimatica.

100 200 300 400 500 600 700 800 800 1K 1100 [1200 |[1300 |[1400 |[1500 (1600 |1700 [1800 (1800 2066

A 4
-

Primer

Figura 14: Regido de anelamento dos primers utilizados no gene da
acetilcolinesterase (ache) de Rattus norvegicus. Os primers englobam o éxon
2 (E2) que contém os aminodcidos responsaveis pela catalise enzimatica.
Tamanho da sequéncia do produto de PCR (PCR product lenght): 785.
Precursor do RNAm da AChE de rato: codigo NCBI NM_172009.1 contém
2066 pares de bases (2.1 Kbp).
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3.3.3 Quantificacdo de Proteinas

As concentracfes de proteinas nas amostras foram determinadas
pelo método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando-se albumina
bovina como padréo.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em duplicata ou triplicata e a média
dos valores obtidos foi utilizada para andlise estatistica. O teste t de
Student foi utilizado para comparacdo entre as duas médias
(experimento in vivo). Assumindo que os dados tenham uma
distribuicdo normal, para comparacdo de trés ou mais médias
(experimentos in vitro) foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de
uma via seguida pelo teste post hoc de Duncan para andlise dos dados
obtidos na determinacdo dos efeitos bioquimicos das concentracdes
testadas. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas
guando o valor de p < 0,05. Todas as andlises foram realizadas em um
computador com o programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS). Os resultados foram representados como média + erro padrdo
da média.

3.5 EFEITO IN SILICO DO EMA SOBRE A ACHE DE RATTUS
NORVEGICUS

3.5.1 Modelo por homologia de acetilcolinesterase de Rattus
norvegicus (rAChE)

Muitas sequéncias de proteinas sdo conhecidas, descritas e suas
estruturas depositadas no banco de dados publico de estruturas de
proteinas Protein Data Bank (PDB). Por outro lado, muitas das
proteinas nunca terdo suas estruturas determinadas experimentalmente
(Larsson et al., 2008). A modelagem por homologia tornou-se 0 método
de escolha para obtencéo das coordenadas tridimensionais para proteinas
cujas estruturas sdo ainda desconhecidas (Filho e Alencastro, 2003).

Essa técnica é uma ferramenta para determinacédo de estruturas de
alta qualidade a partir de uma ou mais estruturas molde (template) que
possuam uma estrutura tridimensional resolvida, determinada por
técnicas de cristalografia de raio-X ou ressonancia magnética nuclear
(RMN). Essa técnica consegue prever a estrutura de proteinas
homdlogas pelo uso apenas de sua informacdo sequencial (alvo)



66

(Rodriguez et al., 1998; Goldsmith-Fischman e Honig, 2003). A
construcdo de um modelo por homologia € composto por quatro etapas
principais: (1) identificagdo de modelo estrutural, (2) o alinhamento da
sequéncia alvo e estrutura de modelo, (3) a construgdo de modelos e (4)
avaliacdo da qualidade do modelo. (Eswar et al., 2007).

A identificacdo do template é o primeiro critico passo que parte
da identificagdo do homdlogo apropriado de uma estrutura de proteina ja
conhecida, a qual é suficientemente similar & sequéncia alvo a ser
modelada. O ideal é a identificacdo do template com a maior
porcentagem de identidade (alinhamento idéntico de aminoacidos) e
similaridade (alinhamento de aminoécidos com caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes) com rela¢do ao alvo, a melhor resolucdo assim
como estruturas com (ou sem) os ligantes apropriados e/ou cofatores. O
préximo passo envolve o alinhamento da sequéncia alvo com a estrutura
do template, sendo um passo muito importante o qual ha varias formas
de validar sua acuracia. A construcdo do modelo pode ser realizada por
programas disponiveis gratuitamente, apesar da teoria por tras da sua
construcao ser complexa. Esses programas utilizam diferentes métodos
para construcdo da estrutura 3D, porém o método mais comumente
utilizado é o da satisfacdo de restricdo espacial dos atomos da proteina.
Um problema usualmente encontrado é a modelagem dos loops, que
pode ser melhor tratado utilizando programas especificos para esse caso.
O modelo inicial obtido deve conter angulos e comprimento de ligacéo
ajustados por um processo de minimizacdo de energia, que pode ser
ainda melhorado com o uso de dindmica molecular. Apds sua
construcdo, o modelo precisa ser validado e em alguns casos necessita
de refinamento baseado no ajuste do alinhamento (Figura 15).
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Figura 15: Esquema geral das etapas de construcdo de um modelo proteico
utilizando modelagem por homologia. Os passos incluem determinacdo da
sequéncia alvo, identificacdo do molde e sele¢do, alinhamento, constru¢do do
modelo e validacdo do modelo pela analise do gréafico dos angulos torcionais
Phi (¢) e Psi (¥) dos aminoacidos (Adaptado de Bishop et al., 2008).

Estes passos podem ser repetidos até que um resultado
satisfatério seja conseguido pela modelagem. Cada uma das quatro
etapas exige programas especializados, bem como o0 acesso a sequéncias
de proteinas e bases de dados de estrutura. A selecdo do modelo de
estrutura mais adequado e o alinhamento com a sequéncia alvo ainda
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sdo as principais fontes de erros na modelagem por homologia (Arnold
et al., 2006).

Os modelos tridimensionais gerados pela técnica de modelagem
por homologia podem ser aplicados ndo somente em predicdo funcional
e em desenho racional de farmacos baseado em estrutura, mas também
no desenho de experimentos de mutagénese sitio-dirigida, fornecendo
possiveis mutacdes para testar hipoteses funcionais, modelar a
especificidade de um substrato, fazer a predi¢do de epitopos antigénicos,
possibilitar simulacdes de interacdes entre proteinas por técnicas de
dindmica molecular, auxiliar no refinamento de estruturas resolvidas por
cristalografia de raios-X e por experimentos RMN, dentre outras
(Rossle, 2004). As duas estruturas de AChE obtidas a partir da técnica
de cristalografia de raio-X mais estudadas sdo as de Torpedo californica
(tcAChE) e de Mus musculus (mMAChE). A AChE tende a ser muito bem
conservada entre as espécies. Neste sentido, a AChE humana (huAChE)
apresenta 88% de identidade (aminoacidos idénticos quando se compara
as duas sequéncias) e 97% de grau de homologia (ancestralidade
comum) com a mAChE. Apesar da grande divergéncia evolutiva,
huAChE e tcAChE possuem 57% de identidade e 86% de grau de
homologia ao longo de suas sequéncias (Lushington et al., 2006), sendo
os estudos de estrutura e funcdo extrapolados a partir de tcAChE para
huAChE (Silman e Sussman, 2008), tendo sido modelada por homologia
(Bennion et al., 2013).

A partir de uma pesquisa no PDB verificou-se a auséncia da
estrutura da rAChE, ou seja, a estrutura da AChE para esse organismo
ainda ndo foi obtida, tanto por cristalografia de raio-X como por
ressonancia magnética nuclear (RMN). Em vista disso, houve a
necessidade de construcdo do modelo por homologia de rAChE
utilizando-se duas estruturas de cristalografia de raio-X de AChE da
espécie Mus musculus como molde, a qual possui grande homologia
com a estrutura desejada.

As duas estruturas cristalograficas moldes foram retiradas do
PDB, sob os codigos 4B82 e 4BCO (2.10 A e 3.35 A de resolucio), e
tiveram seus inibidores removidos para se obter os moldes iniciais para
realizacdo da modelagem comparativa. A sequéncia de aminoacidos da
proteina alvo (rAChE) foi obtida do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) sob o codigo de referéncia de NP_742006.1 com
614 aminoacidos. A selecdo da sequéncia homéloga foi baseada na
porcentagem de cobertura ao longo da sequéncia, assim como nos niveis
de identidade e similaridade acima de 30 % e 60 %, respectivamente. O
alinhamento entre a sequéncia alvo e as sequéncias moldes foi realizado
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pelo programa ClustalW2 (Thompson et al., 1994; Larkin et al., 2007).
Os parametros padr@es foram aplicados para processar o alinhamento
local. O modelo tridimensional de rAChE (apo-AChE) foi construido
utilizando-se o programa MODELLER 9v6 (Sali et al., 1993; Eswar et
al., 2007).

Cem modelos foram gerados e 0 modelo com a menor pontuacao
de funcédo objetiva foi escolhido. Ap6s a submissdo do modelo, com o
uso de scritps do MODELLER, uma anéalise de média quadratica do
desvio padrdo (RMSD) foi realizada utilizando-se como referéncia as
estruturas dos moldes. O modelo foi otimizado utilizando-se método de
variavel da funcdo alvo (Braun et al., 1985) pelo emprego de algoritmo
de gradiente conjugado, além de DM com anelamento simulado para
melhor estabilizar o modelo. Os processos foram realizados em
computador com processador Intel® Dual Core™ CPU (1.8 GHz) em
sistema operacional Windows.

Para se verificar a qualidade estereoquimica dos contatos
atdbmicos do modelo por homologia construido, submeteu-se este
modelo para uma avaliagdo da sua qualidade através do servidor
RAMPAGE  (Lovell et al, 2002). (Disponivel em:
<http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php>) o qual mede,
para cada residuo, os angulos torcionais da cadeia principal, Phi e Psi,
angulos torcionais das cadeias laterais, maus contatos (ou impedimentos
estéricos), planaridade das ligacdes peptidicas, desvios em relacdo a
geometria tetraédrica dos carbonos-alpha, dentre outros.

3.5.2 Predicao de sitios para fosforilacdo da rAChE por PKA

Para esta etapa utilizou-se a ferramenta de predicdo in silico
NetPhos 2.0 (Blom et al., 1999) dos sitios potencialmente fosforilaveis
de rAChE por PKA. O algoritmo computacional é baseado em banco de
dados experimentais (learning sets) programados para relacionar a
sequéncia alvo com os aminoacidos da sequéncia consenso ja
previamente conhecidas por PKA. O programa confronta a sequéncia
priméria de rAChE com a base de dados, e como resultado obtém-se
serinas, treoninas ou tirosinas com probabilidade de fosforilagdo acima
do limiar de confiabilidade minimo estabelecido pela ferramenta (score),
que é de 0,5. Os residuos que obtiverem o maior score tedrico, S0 mais
confidveis na predi¢do da fosforilacdo devido & maior similaridade com
outros sitios de fosforilacdo existente no banco de dados alimentado
pelo Phospho Database.
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3.5.3 Docagem Molecular

Docagem (do inglés docking) é um termo utilizado
computacionalmente que se esforca em encontrar a melhor ligagdo entre
duas moléculas: um receptor (proteina) e um ligante (Halperin et al.,
2002). O problema de docagem proteina-ligante consiste basicamente na
predicdo do modo de ligacdo de uma pequena molécula (ligante) a
regido de ligacdo (sitio ativo) ou a uma outra regido de um alvo
molecular (Figura 16). Um alvo molecular é uma molécula receptora,
podendo ser proteina/enzima, acidos nucleicos, lipideos ou
polissacarideos (Magalhaes, 2006).

Selecdo da conformagdo do ligante
(reconhecimento)
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Modificacdo do ambiente molecular
(sftioreceptor)

Figura 16: Processo de inducdo e selecdo de conformacgdes por ligante e

receptor. Receptor e ligante modificam-se mutuamente no processo de

interacdo, pondendo resultar em uma resposta de interesse terapéutico

(Adaptado de Testa et al., 2000).

O programa de docagem proteina-ligante consiste de dois
componentes essenciais: sampling e scoring. Sampling se refere a
geracdo de orientages/conformacdes do modo de ligacdo do ligante a
proteina. Scoring é a predi¢do da forca de ligagdo de ligantes individuais
utilizando uma funcéo de energia, isto é, 0 melhor modo de ligacdo é
predito com aquele que possui o menor valor de energia (Huang e Zou,
2010). O conhecimento da estrutura tridimensional de proteinas é de
grande valor para a compreensdo das bases moleculares de suas fungdes
(Was et al., 2012).

Os experimentos de docagem molecular foram realizados para
explorar 0 modo de ligagdo do EMA no sitio ativo de rAChE. Também
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comparou-e as energias de ligagdo da ACh interagindo com a forma
apo-AChE (sem ligantes) e também com a halo-AChE (ACh
previamente ligada ao EMA ) utilizando o programa AutoDockVina
Versdo 4.2 (Trott et al., 2010). A estrutura inicial de rAChE (542
residuos) foi obtida por modelagem comparativa e as coordenadas do
EMA e ACh foram obtidas do banco de dados de ligantes ZINC (Irwin e
Shoichet, 2005), sendo os cddigos do EMA e da ACh 00388046 e
03079336, respectivamente (ZINC Database)

AutodockTools 1.5.6 (ADT) (Morris et al., 2009) foi empregado
na preparacdo das estruturas iniciais do receptor e dos ligantes (ACh e
EMA) no formato de arquivo reconhecido pelo programa (arquivos
Pdbgt). Os hidrogénios da proteina foram protonados em pH fisiologico
e as cargas Gasteiger foram adicionadas. Diferentes parametros foram
utilizados para gerar a caixa (grid) e os arquivos da docagem.

Inicialmente, para a realizaco das simulacBes de docagem da
ACh no sitio ativo da rAChE, uma grid de dimensdes 70 A x 70 A x 70
A foi definida e aplicou-se um espagamento de 0,375 A (Figura 17).
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Figura 17: Parametros para a docagem da acetilcolina (ACh) na
acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE). O ligante que serd docado
(ACh) procurard, dentro dos parametros definidos, modificar sua conformagao
para encontrar uma interagdo mais energeticamente favoravel com o sitio ativo
da AChE livre de ligantes e que resultara no menor valor de energia de ligagéo
possivel (AG). A grid esta centralizada no oxigénio da Ser203.

Diferentemente, a detecgdo do possivel modo de ligacdo do EMA
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na AChE previamente ligada a ACh foi realizada através de uma
docagem cega com o intuito de mapear toda a superficie da proteina.
Sendo assim utilizou-se uma grid de dimensdes maiores (110 A x 80 A
x 120 A) e aplicou-se um espacamento de 0,6 A (Figura 18). Nos dois
procedimentos, o receptor foi centralizado na posi¢do do oxigénio da
cadeia lateral da serina catalitica (Ser203) (posi¢cbes x= 25,967,
y=15,058 e z=13,992).
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Figura 18: Parédmetros para a docagem do acido etilmalénico (EMA) na
acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE) previamente ligada a
acetilcolina (ACh). O ligante que sera docado (EMA) procurara de forma cega
modificar sua conformacdo para encontrar uma interacdo mais energeticamente
favordvel na AChE conforme os parametros definidos e levando em
consideracdo a presenca prévia da ACh, que resultard em um menor valor de
energia de ligagdo possivel (AG). A ACh esta mostrada no formato “bola e
bastdao” no sitio ativo da AChE. A grid esta centralizada no oxigénio da Ser203.

Em resumo, o protocolo experimental seguiu 4 etapas, sendo o
AG; a afinidade de ligagdo da ACh na AChE livre de ligantes e AG; a
afinidade de ligacdo da ACh na AChE previamente ligada ao EMA
(complexo EMA-AChE):

Etapa 1: obtenco do AG: pela docagem da ACh no sitio ativo da

AChE (formando o complexo ACh-AChE);
Etapa 2: docagem cega do EMA na AChE na presenca do seu

substrato (formando o complexo EMA-ACh-AChE);
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Etapa 3: retirada da ACh do complexo para formar o novo
complexo EMA-AChE;

Etapa 4: obtengdo do AG; pela nova docagem da ACh no sitio
ativo da AChE, utilizando o complexo EMA-AChE e 0s mesmos
pardmetros da Etapa 1.

Os valores padrdo para os parametros especificos de busca
local, assim como os utilizados na simulacdo por anelamento, foram
designados pelo programa. Os calculos da docagem foram realizados
pelo método do algoritmo genético Lamarckiano (LGA) também
utilizando os valores padrdo do programa. A mais alta pontuacdo dos
modelos gerados (isto é, com a menor energia de ligacdo) do composto
foi escolhida como sendo o mais representativo modo de ligacdo do
EMA a AChE. Os dados gerados foram visualizados pelo programa
PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.6 — 2013
Schrédinger, LCC) e RasMol (Sayle e Milner-White, 1995).
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4 RESULTADOS

Primeiramente, foram examinados os efeitos causados pela
administragdo aguda subcutanea de EMA sobre a atividade da AChE em
cortex cerebral de ratos com 30 dias de vida. A Figura 19 mostra que a
administracdo aguda de EMA aumentou a atividade da AChE em c6rtex
cerebral de ratos, quando comparada ao grupo controle.
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Figura 19: Efeito in vivo da administragdo aguda de &cido etilmalénico
(EMA) sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em cOrtex cerebral
de ratos com 30 dias de idade. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo de seis experimentos independentes realizados em duplicata (n=6) e séo
expressos em pmol de acetilcolina.h’>.mg de proteina ***p<0,001 comparado
ao grupo controle (teste t de Student para amostras independentes).

Por outro lado, a Figura 20 mostra que os niveis de mMRNA nao
foram diferentes dos encontrados no tecido dos animais do grupo
controle.
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Figura 20: Expressao relativa de &cido ribonucleico mensageiro (RNAm)
do gene da acetilcolinesterase (ache) apés administracdo aguda de acido
etilmal6nico (EMA) em cortex cerebral de ratos com 30 dias de idade. Os
resultados de RT-PCR semiquantitavo sdo expressos como média + desvio
padrdo de seis experimentos independentes realizados em duplicata (n=6) em
unidades da razdo ache:p-actina de densidade Optica. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras independentes).

O préximo passo foi investigar o efeito direto de concentracdes
crescentes de EMA in vitro (0,5, 1 e 2,5 mM) sobre a atividade da AChE
em homogeneizados de cortex cerebral. A Figura 21 mostra que 0 EMA,
na concentracdo de 2,5 mM, aumentou significativamente a atividade da
AChE em cortex cerebral de ratos com 30 dias de vida.
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Atividade da AChE
[umol AcSCh. h™'. mg de proteina’!|

Controle 0.5 mM 1mM 2.5 mM

EMA

Figura 21: Efeito in vitro do &cido etilmalénico (EMA) sobre a atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE) em cortex cerebral de ratos com 30 dias
de vida. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo de experimentos
realizados em duplicata (n=6) e estdo expressos em pmol de acetilcolina.h™-.mg
de proteina?. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via
seguida de teste dos multiplos raios de Ducan).

Baseado nos experimentos apresentados acima, foram realizados
experimentos in silico utilizando-se de métodos computacionais com o
intuito de investigar a hipotese de que o EMA poderia interagir com o
sitio ativo da AChE. Foi comparado, por docagem molecular, o modo de
ligacdo do EMA a rAChE. A Tabela 2 mostra as sequéncias de AChE
obtidas pelo NCBI (Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein>) e seus respectivos codigos:
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Tabela 2: Sequéncias primarias de acetilcolinesterase de Mus
musculus (MAChE), Homo sapiens (hAChE) e Rattus norvegicus
(rAChE).

Sequéncia dos 614 aminoacidos
>Mus musculus (NP_033729.1)
MRPPWYPLHTPSLAFPLLFLLLSLLGGGARAEGREDPQLLYV
RVRGGQLRGIRLKAPGGPVSAFLGIPFAEPPVGSRRFMPPEP
KRPWSGVLDATTFQNVCYQYVDTLYPGFEGTEMWNPNRE
LSEDCLYLNVWTPYPRPASPTPVLIWIYGGGFYSGAASLDV
YDGRFLAQVEGAVLVSMNYRVGTFGFLALPGSREAPGNV
GLLDQRLALQWVQENIAAFGGDPMSVTLFGESAGAASVG
MHILSLPSRSLFHRAVLQSGTPNGPWATVSAGEARRRATLL
ARLVGCPPGGAGGNDTELIACLRTRPAQDLVDHEWHVLPQ
ESIFRFSFVPVVDGDFLSDTPEALINTGDFQDLQVLVGVVK
DEGSYFLVYGVPGFSKDNESLISRAQFLAGVRIGVPQASDL
AAEAVVLHYTDWLHPEDPTHLRDAMSAVVGDHNVVCPV
AQLAGRLAAQGARVYAYIFEHRASTLTWPLWMGVPHGYE
IEFIFGLPLDPSLNYTTEERIFAQRLMKYWTNFARTGDPNDP
RDSKSPQWPPYTTAAQQYVSLNLKPLEVRRGLRAQTCAFW
NRFLPKLLSATDTLDEAERQWKAEFHRWSSY MVHWKNQF
DHYSKQERCSDL

> Homo sapiens (NP_000656.1)
MRPPQCLLHTPSLASPLLLLLLWLLGGGVGAEGREDAELL
VTVRGGRLRGIRLKTPGGPVSAFLGIPFAEPPMGPRRFLPPE
PKQPWSGVVDATTFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEMWNPNR
ELSEDCLYLNVWTPYPRPTSPTPVLVWIYGGGFYSGASSLD
VYDGRFLVQAERTVLVSMNYRVGAFGFLALPGSREAPGNV
GLLDQRLALQWVQENVAAFGGDPTSVTLFGESAGAASVG
MHLLSPPSRGLFHRAVLQSGAPNGPWATVGMGEARRRAT
QLAHLVGCPPGGTGGNDTELVACLRTRPAQVLVNHEWHV
LPQESVFRFSFVPVVDGDFLSDTPEALINAGDFHGLQVLVG
VVKDEGSYFLVYGAPGFSKDNESLISRAEFLAGVRVGVPQ
VSDLAAEAVVLHYTDWLHPEDPARLREALSDVVGDHNVV
CPVAQLAGRLAAQGARVYAYVFEHRASTLSWPLWMGVPH
GYEIEFIFGIPLDPSRNYTAEEKIFAQRLMRYWANFARTGDP
NEPRDPKAPQWPPYTAGAQQYVSLDLRPLEVRRGLRAQAC
AFWNRFLPKLLSATDTLDEAERQWKAEFHRWSSY MVHWK
NQFDHYSKQDRCSDL
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>Rattus norvegicus (NP_742006.1)
MRPPWYPLHTPSLASPLLFLLLSLLGGGARAEGREDPQLLV
RVRGGQLRGIRLKAPGGPVSAFLGIPFAEPPVGSRRFMPPEP
KRPWSGILDATTFQNVCYQYVDTLYPGFEGTEMWNPNREL
SEDCLYLNVWTPYPRPTSPTPVLIWIYGGGFYSGASSLDVY
DGRFLAQVEGTVLVSMNYRVGTFGFLALPGSREAPGNVGL
LDQRLALQWVQENIAAFGGDPMSVTLFGESAGAASVGMHI
LSLPSRSLFHRAVLQSGTPNGPWATVSAGEARRRATLLARL
VGCPPGGAGGNDTELISCLRTRPAQDLVDHEWHVLPQESIF
RFSFVPVVDGDFLSDTPDALINTGDFQDLQVLVGVVKDEGS
YFLVYGVPGFSKDNESLISRAQFLAGVRIGVPQASDLAAEA
VVLHYTDWLHPEDPAHLRDAMSAVVGDHNVVCPVAQLA
GRLAAQGARVYAYIFEHRASTLTWPLWMGVPHGYEIEFIF
GLPLDPSLNYTVEERIFAQRLMQYWTNFARTGDPNDPRDS
KSPRWPPYTTAAQQYVSLNLKPLEVRRGLRAQTCAFWNRF
LPKLLSATDTLDEAERQWKAEFHRWSSYMVHWKNQFDHY
SKQERCSDL

A Figura 22 mostra o alinhamento das sequéncias primarias de
MAChE, rAChE e hAChE. Pode-se observar que ndo ha residuos com
diferentes propriedades fisico-quimicas entre elas e que a triade
catalitica estd completamente preservada.
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Figura 22: Alinhamento da sequéncia primaria de acetilcolinesterase de
Mus musculus (mMAChE), Homo sapiens (hAChE) e Rattus norvegicus
(rAChE). Em vermelho: regides conservadas. Em verde, amarelo e laranja:
residuos com semelhancas fisico-quimicas. Em azul: residuos com diferentes
propriedades quimicas. Na base do alinhamento, a conservacdo estd mostrada
em forma de escala de O para ndo conservada até 10 para conservada. A triade
catalitica serina 203 (Ser203), histidina 447 (His447) e acido glutdmico
(Glu334) estdo marcadas com asterisco (*).
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O alinhamento das proteinas, realizado pelo servidor PRALINE
(Disponivel em: <http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww>), mostra
gue a sequéncia primaria de rAChE é muito semelhante as sequéncias
primarias de mMAChE e hAChE, apresentando idénticas propriedades no
sitio ativo. No entanto, decidiu-se pela constru¢cdo de um modelo por
homologia de rAChE ao invés de usar a estrutura cristalogréafica
mMAChE ou hAChE disponivel no PDB para melhor mimetizar os
experimentos realizados in vivo e in vitro que foram feitos em Rattus
norvegicus. A partir da sequéncia alvo de aminoécidos desse organismo
obtida do NCBI (NP_742006.1), utilizou-se 0 molde de duas estruturas
cristalograficas de Mus musculus, conforme mostrado nas Figuras 23 e
24 (molde 1) e Figuras 25 e 26 (molde 2), com o intuito de obter o
melhor modelo por homologia.
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Figura 23: Sequéncia do amino&cido 1 ao 360 da acetilcolinesterase de Mus
musculos (MAChE) utilizada como molde 1. PDB ID: 4B82 (resolucdo de
2,10 A) e 7 residuos da cadeia A faltantes prolina 258 (Pro258), prolina 259
(Pro259), glicina 260 (Gly260), glicina 261 (Gly261), alanina 262
(Ala262),glicina 263(Gly263), glicina 264 (Gly264). Figura adaptada do PDB
<http://www.pdb.org>.
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Figura 24: Sequéncia do aminoacido 361 ao 542 da acetilcolinesterase de
Mus musculus (MAChE) utilizada como molde 1. PDB ID: 4B82 (resolucéo
de 2,10 A) e 6 residuos da cadeia A faltantes treonina 543 (Thr543), alanina 544
(Alab44), treonina 545 (Thr545), acido glutamico 546 (Glu546), alanina 547
(Ala547) e prolina 548 (Pro548). Figura adaptada do PDB
<http://www.pdb.org>.
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Figura 25: Sequéncia o aminoacido 1 ao 360 da acetilcolinesterase de Mus
musculus (MAChE) utilizada como molde 2. PDB ID: 4BCO (resolugdo de
3,35 A) e apenas o acido glutdmico 1 (Glul) da cadeia A ausente. Figura
adaptada do PDB <http://www.pdb.org>.
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Figura 26: Sequéncia de aminoacidos do 361 ao 542 da acetilcolinesterase
de Mus musculus (mMAChE) utilizada como molde 2. PDB ID: 4BCO
(resolucéo de 3,35 A) e apenas o 4cido glutdmico 1 (Glul) da cadeia A ausente.
Figura adaptada do PDB <http://www.pdb.org>.

A estratégia de se utilizar as duas sequéncias de aminoacidos de
mMAChE, molde 1 e molde 2, levou & obtencdo de resultados mais
confiaveis, visto que ha uma clara relagdo de homologia entre a
sequéncia alvo (rAChE) e a estrutura conhecida dos moldes, nesse caso,
a mAChE. Analisando o modelo por homologia de rAChE na Figura 27,
foi observado que todos os residuos modificados de mAChE para
rAChE ndo pertencem ao sitio ativo e que as posicdes desses residuos
guimicamente similares prevalecem na superficie da proteina, longe do
sitio catalitico.
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Sitio Catalitico

Figura 27: Modelo por homologia da acetilcolinesterase de Rattus
norvegicus (rAChE). Total de residuos: 542. Residuos modificados estdo
mostrados no formato ‘bastdo’ e numerados de acordo com o precursor de
AChE. Val59lle (laranja), Alal09Thr (verde), Alal28Ser (amarelo), Alal44Thr
(verde), Ala271Ser (amarelo), GIlu313Asp (amarelo), Thr392Ala (verde),
Thr467Val (verde), Lys478GIn (verde), GIn499Arg (verde). As cores em verde,
amarelo e laranja representam os residuos com semelhancgas fisico-quimicas
entre 50 %, 60 % e 70 %, respectivamente. A figura foi criada utilizando-se o
programa Pymol (http://www.pymol.org).

Uma ferramenta de predicdo de sitios de fosforilacdo de serinas,
treoninas e tirosinas, em proteinas cinase-especificas, foi utilizada.
Através dela, obtivemos os possiveis locais de fosforilacdo da rAChE
por PKA (proteina cinase dependente de cAMP) (Figura 28).
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Figura 28: Sitios de fosforilacdo preditos para acetilcolinesterase de Rattus
norvegicus (rAChE). Resultado obtido através da ferramenta online NetPhosk
2.0 mostra os possiveis residuos que podem ser fosforilados. Em azul: residuos
de serina. Em verde: residuos de treonina. Em vermelho: residuos de tirosina.
Em cinza: referéncia (cut off).

A Tabela 3 mostra todas as possiveis posicOes e os scores dos
provaveis sitios de fosforilacdo dessa enzima.

Tabela 3: Posicoes e scores dos 26 aminoacidos da acetilcolinesterase de
Rattus norvegicus (rAChE) que podem ser fosforilados. Resultados obtidos
através da ferramenta online NetPhos 2.0.

Serinas Treoninas Tirosinas
22 (0.973) 4 (0,806) 1(0,935)
39 (0,967) 38 (0,657) 27 (0,885)
57 (0,834) 178 (0,883) 266 (0,893)
58 (0,535) 240 (0,545) 432 (0,890)
132 (0,524) 365 (0,831) 439 (0,874)
137 (0,829) 474 (0,980)

169 (0,750)
200 (0,554)
276 (0,699)
281 (0,507)
364 (0,845)
424 (0,834)
426 (0,997)
470 (0,964)

510 (0,642)
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A Figura 29 mostra que o0 modelo gerado apresentou 524 residuos
em regides favoraveis (97,2 %), 13 residuos em regides permitidas (2,4
%) e apenas a lisina 496 (Lys496) e serina 497 (Ser497) em regibes
desfavoraveis (0,4%).
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Figura 29: Gréfico de Ramachandran da estrutura de acetilcolinesterase de
Rattus norvegicus (rAChE) obtida por modelagem por homologia baseado
nos Angulos torcionais ¢ e . ¢ = angulos PHI; ¥ = angulos PSI. A regido azul
representa a regido favordvel geral Pré-Prd/Prolina e a azul clara a regido
permitida geral Pré-Pré-Prolina. Em laranja escuro regido favoravel geral para
Glicina e em laranja claro regido permitida geral para Glicina. Os residuos
outliers lisina 496 (Lys496) e serina 497 (Ser497) correspondem a 0,4% do total
de residuos e foram simbolizados por quadrados vermelhos.

A Figura 30 mostra que a lisina 496 (Lys496) e a serina 497
(Ser497), que estdo em regides desfavordveis segundo grafico do
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Ramachadran, estdo localizadas na superficie do modelo por homologia
obtido e em regiBes sem estrutura secundaria definida (loops).

Figura 30: Localizagdo dos dois outliers na estrutura da acetilcolinesterase
de Rattus norvegicus (rAChE) obtida por modelagem por homologia. Em
formato “bastdo” mostra-se a localizagdo dos dois residuos detectados como
pertencentes a regides desfavoraveis na estrutura do modelo de rAChE. Em
azul: lisina 496 (Lys496); Em vermelho: serina 497 (Ser 497).

Dessa maneira, 0 modelo por homologia elaborado e,
posteriormente validado, foi submetido a experimentos in silico. Para
isso, utilizando-se o programa AutoDock Vina e realizou-se a docagem
molecular da ACh na AChE de duas maneiras: na auséncia do EMA
(AChE livre) e na presenca do EMA (AChE ligada ao EMA). O ADT
detectou 16 hidrogénios apolares e 4 ligagdes possiveis de rotacdo para a
ACh, bem como 6 hidrogénios ndo polares e 3 ligagdes possiveis de
rotacdo no EMA.

Obteve-se um arquivo de saida com 10 conformagbes do
complexo proteina-ligante e cada estrutura foi pontuada e ranqueada
pelo programa através do célculo da energia de ligacdo. A melhor
estrutura obtida através da simulacdo de docagem molecular foi
escolhida e facilmente visualizada com informagdes sobre 0 modo de
ligacdo do EMA na cavidade da AChE (Figura 31).
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Figura 31: Principais regides da estrutura da acetilcolinesterase de Rattus
norvegicus (rAChE) envolvidos na ligagdo de acetilcolina (ACh)
previamente ligado ao 4cido etilmalénico (EMA). ACh (em ciano) e EMA
(em laranja). Os subsitios importantes para o papel da ligacdo da ACh estdo
coloridos como se segue. Azul: triade catalitica. Verde: cavidade oxianion.
Laranja: subsitio anidnico. Ciano: sitio de ligagdo acil. Vermelho: PAS (sitio
anidnico periférico). Amarelo: Q-loop. Em destaque os residuos que causam o
afunilamento da cavidade: tirosina 337 (Tyr337) e tirosina 124 (Tyr124).

Com a presenca da ACh no sitio ativo, observou-se que 0 EMA se
liga através de ligagdes de hidrogénio ao subsitio da rAChE chamado de
sitio de ligacdo acil (Figura 32).
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Figura 32: Representagao da Ilgagao da acetilcolina (ACh) e do acido
etilmalbnico (EMA) na estrutura da acetilcolinesterase de Rattus norvegicus
(rAChE). ACh (em ciano) e EMA (em laranja). Os subsitios importantes para o
papel da ligacdo da ACh estdo coloridos como se segue. Azul: triade catalitica.
Verde: cavidade oxidnion. Laranja: subsitio anidnico. Ciano: sitio de ligagdo
acil. Vermelho: PAS (sitio aniénico periférico). Amarelo: Q-loop. Os residuos
Phe295 (sitio de ligag8o acil) e Arg296 interagem com EMA como mostrado no
formato ‘lines’.

Observou-se também que a ACh se liga corretamente a triade
catalitica de rAChE quando o EMA esta previamente ligado a ela, pois o
grupo acetil interage com a cavidade oxianion no subsitio tetraédrico e a
regido caudal esta localizada no subsitio anidnico (Figura 33 e Tabela 4).



91

Figura 33: Orientacdo do grupo acetil da acetilcolina (ACh) com a regiéo
esterédsica da estrutura da acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE)
previamente ligada ao acido etilmalénico (EMA). serina 203 (Ser203);
alanina 204 (Ala204); glicina 121 (Gly121); glicina 122 (Gly122). Detalhe da
ligagdo do grupo esterasico da AChE (residuos em verde) com o grupo acetil da
ACh (em ciano). Detalhamento atdmico intermolecular evidenciam ligacoes de
hidrogénio preditas entre o carbono da carbolina da ACh e o0 oxigénio da Ser203
(dc-0), do nitrogénio da Ala204 e oxigénio da carbonila da ACh (dn-o'), do
nitrogénio da Gly121 e carbonila da ACh (dn.o?), do nitrogénio da Gly122 e
carbonila da ACh (dno®) a 4,0 A, 56 A, 42 A e 32 A de distancias,
respectivamente. Os residuos Ala204, Glyl21 e Glyl22 fazem parte da
cavidade oxianion. Em destaque, representagdo em formato de linhas e em
laranja, os residuos que fazem parte do subsitio aniénico envolvendo a regiao
caudal da ACh.
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Tabela 4: Média das distancias de ligacdo da acetilcolina (ACh) na regido
esterasica da acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rChE) na presenca
de &cido etilmalbnico (EMA).

acetil-C acetil-O acetil-O acetil-O
Ser203-0 Glyl21-N  Gly122-N  Ala204-N
A) A) A) A)
rAChE 4,0 4,2 3,2 5,6
Kua et al. 3,78 2,92 3,0 3,66

(2003)

Observou-se também que a ACh se liga corretamente ao subsitio
anidnico de rAChE quando o EMA esta previamente ligado a ela, pois a
regido caudal da ACh interage os residuos triptofano 86 (Trp86), acido
glutdmico 202 (Glu202) e tirosina 337 (Tyr337) estabilizando 0 aménio
quaternario (Figura 34 e Tabela 5).

Trp86

Tyr337 Glu202

Figura 34: Orientacdo do grupo caudal da acetilcolina (ACh) com o
subsitio anidnico da acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE)
previamente ligada ao &cido etilmalénico (EMA). ACh: acetilcoling;
triptofano 86 (Trp86); tirosina 337 (Tyr337); acido glutamico 202 (Glu202).
Detalhe da ligagéo de residuos da AChE (em laranja) com o nitrogénio da ACh
(em ciano). Detalhamento atémico intermolecular indicam as ligagdes de
hidrogénio entre o nitrogénio da ACh com o oxigénio da Tyr337 (dn.o**"), 0
anel do Trp86 (dn.anel®®) e 0s oxigénios do Glu202 (dn.01?? e dn.o?%) a 4,7 A,
4,3 A, 6,0 A e 5,9 A de distancias, respectivamente. O residuo Tyr337 faz parte
do PAS e os residuos Trp86 e Glu202 fazem parte do subsitio anidnico.
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Tabela 5: Média das distancias de ligagdo da acetilcolina (ACh) no subsitio
anidnico da acetilcolnesterase de Rattus norvegicus (rAChE) na presenca de
&cido etilmalbnico (EMA).

dn-anei®® dn-0*¥ dn-012% e dn-022%
rAChE 4.3 4,7 6,0 59
Kua et al. 45 5,13 5,13 3,82

(2003)

Finalmente, observou-se duas ligagcGes de hidrogénio formadas
entre os residuos fenilalanina 295 (Phe295) e arginina 296 (Arg296),
com um oxigénio do EMA (Figura 35).

SER203

Figura 35: Modo de interagdo da acetilcolina (ACh) e do &cido etilmal6nico
(EMA) na estrutura da acetilcolinesterase de Rattus norvegicus (rAChE).
ACh: acetilcolina (em ciano); EMA: &cido etilmalénico (em laranja). Em A)
ACh e EMA docados na regido catalitica do modelo por homologia de rAChE.
B) Detalhamento atdmico intermolecular. Ligagdes de hidrogénio preditas entre
EMA e os residuos fenilalanina 295 (Phe295) e arginina 296 (Arg296) a 2,4 A e
2,6 A de distancias, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

DeformagBes cerebrais evidenciadas por lesdes simétricas e
assimétricas, distribuidas na substancia cinzenta, incluindo tronco
cerebral, tdlamo e estriado sdo geralmente encontradas em pacientes
acometidos por SCADD e por EE (Grosso et al., 2004; Mikati et al.,
2006). Investigou-se nesse estudo o cortex cerebral, pois sob o ponto de
vista neuropatolégico da primeira autopsia de um paciente que excretava
altos niveis de EMA na urina demonstrou-se notdrias modificacbes
cerebrais majoritariamente no cortex cerebral, o qual possuia graves
danos em suas regifes internas, sem estratificacdo normal e substituicdo
desse tecido por granulos levando a destruicdo total do mesmo (Jamroz
et al., 2011). Por consequéncia da ma formacdo cerebral ha ocorréncia
no atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e disfungdes
neuroldgicas que podem variar de grau moderado a grave (Tiranti et al.,
2004; Maldegem et al., 2010). Apesar dos danos cerebrais e sequelas
neurolégicas serem comuns nesses pacientes, 0 mecanismo
fisiopatoldgico responsavel por esses sinais e sintomas ainda é pouco
conhecido. Em vista disso, o presente trabalho contribui com o intuito
de propor explicacdes para esse fato.

A importancia do SNC em sustentar e modular os diferentes
aspectos da atividade cerebral é notdria, porém o sistema colinérgico
exerce um papel fundamental durante o desenvolvimento cerebral
(Abreu-Villaga et al., 2011; Waarde et al, 2011). Em se tratando de seus
componentes, tem sido demonstrado que a enzima AChE atua na
regulacio do mesmo e que seu mau funcionamento afeta o
desenvolvimento de estruturas cerebrais (Soreq e Seidman, 2001; Zirger
et al., 2003). Por isso, escolheu-se avaliar a atividade da AChE por ser
responsavel pela terminacdo da propagacdo do impulso nervoso e
regulacdo dos niveis do principal neurotransmissor do sistema
colinérgico, a ACh (Soreq e Seidman, 2001; Siegel e Sapul, 2006).

Sabe-se que algumas substancias neurotdxicas causam alteracdes
no correto funcionamento da atividade da AChE afetando assim a
propagacédo do impulso nervoso e influenciando em estados patolégicos,
sendo a atividade dessa enzima muitas vezes utilizada como um
biomarcador para contaminantes neurotéxicos (Forget et al., 2003;
Gaitonde et al., 2006). Em EIMs, evidéncias experimentais em modelos
animais sugerem que a atividade da AChE é alterada na presenca de
niveis elevados de metabolitos acumulados (Souza et al., 2002; Zugno et
al., 2008; Ferreira et al., 2012; Scaini et al., 2012). Especificamente na
SCADD e na EE, os dois EIMs estudados nesse trabalho, ainda nédo
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encontramos na literatura dados sobre a atividade da AChE, tanto em
humanos como em modelos animais.

Sabe-se que em pacientes acometidos por SCADD e EE héd o
aumento nos niveis de alguns metab6litos em comum como, por
exemplo, butirilglicinas, isovalerilglicinas, AMS e EMA quando
comparado com niveis normais (Burlina et al, 1994; Roe e Ding, 2001;
Maldegem et al, 2010; Tiranti e Zeviani, 2013). Avaliou-se o efeito na
atividade da AChE provocado pelo EMA pois, evidéncias sugerem que
possivelmente esse seja 0 principal metabdlito acumulado responsavel
pelo dano cerebral observado nessas doencas (Tein et al., 1999; Roe e
Ding, 2001; Maldegem et al., 2010; Schuck et al., 2015). Vale ressaltar
gue ndo podemos descartar a possibilidade de um efeito neurotdxico
advindo daquelas outras substancias e sendo assim, mais estudos
deverdo ser realizados para investigar essa hipotese. Contudo, sabe-se
previamente que a concentragdo do EMA excretado nesses pacientes é a
maior dentre os demais metabdlitos, podendo atingir excrecdo urinaria
de 260 umol mol* de creatinina em pacientes acometidos por SCADD e
de 45 a 730 umol mmol* de creatinina em portadores de EE, quando o
nivel normal de EMA é aproximadamente 8 umol mmol de creatinina
(Burlina et al., 1994; Maldegem et al., 2010). Mesmo tendo em vista
gue elevados niveis desse acido estdo associados ao aparecimento de
sintomas neuroldgicos, sendo estes 0s mais prevalentes nesses pacientes,
0s niveis de EMA atingido no cérebro total de humanos, assim como em
suas diferentes estruturas, permanecem desconhecidos.

Apesar de modelos animais ndo mimetizar perfeitamente a
manifestacdo dessas doengas em humanos, pode-se verificar a influéncia
exclusivamente do EMA na atividade da AChE, sem a contribui¢do dos
outros metabdlitos que se acumulam nos pacientes, pois 0s animais
modelo utilizados possuiam a enzima SCAD funcionando normalmente.
Utilizou-se o modelo animal quimicamente induzido pelo EMA,
elaborado por Ferreira e colaboradores (2006), em que o cortex cerebral
estava em plena maturacdo neuronal. Portanto, a escolha desse estagio
de desenvolvimento do SNC garantiu que os resultados encontrados nao
sofreram interferéncia de picos de diferenciacdo, pois estes poderiam
influenciar na atividade da AChE e nos niveis de RNAmM como
previamente relatado por Fuentes e Taylor (1993). Segundo o modelo
utilizado nesse trabalho a concentracdo do EMA atingida no cérebro
total é de 0,6 - 0,9 umol g?* (~ 0,6 - 0,9 mM), havendo quebra da
barreira hematoencefalica. Porém, ndo ha dados na literatura para
realizar-se um estudo comparativo desse modelo, assim como ndo ha
dados de concentragdes atingidas mais especificamente nas diferentes
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estruturas como cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos.

Inicialmente nossos resultados in vivo evidenciaram que apds a
administragdo aguda do EMA, houve um aumento da atividade da AChE
em cortex cerebral, e este aumento ndo esté diretamente relacionado ao
aumento da expressdo do gene da ache. Uma das possiveis explicacfes
para esse fato é a possibilidade de que a concentracdo de EMA atingida
especificamente no cortex cerebral ndo tenha sido satisfatdria. Sabe-se,
por exemplo, que em ratos jovens a barreira hematoencefalica € menos
permedvel ao EMA quando comparado com neonatos. Em vista disso,
ndo podemos descartar que a sua biodistribuicdo pode ndo ter sido
suficiente a ponto de alterar a expressdo de RNAm da AChE.

Tal resultado, aparentemente discrepante, pode também ser
atribuido a varios fatores que regulam a expressdo génica, 0s quais
envolvem a maquinaria celular e rotas de sinalizagdo celular. Pode-se
sugerir, que sob as condicBes do experimento realizado alguns
mecanismos pés-transcricionais podem ter sido alterados como splicing,
maturacdo, transporte e traducdo, levando a degradacdo sem tempo
suficiente para que a expressao fosse aumentada.

No CNS, o principal transcrito expresso ¢ o RNAm sinaptico
(RNA-S), no entanto sob condigdes estressantes outros transcritos de
RNAmM como o read-through (RNA-R) podem aumentar (Adamec et al.,
2008; Farchi et al., 2007). Dados de experimentos in vitro e in vivo em
ratos demonstram a indugdo de estresse oxidativo provocado pelo EMA
(Schuck et al., 2015). Além disso, estudos em fibroblastos de pacientes
sugerem uma sensibilidade significantemente alta as espécies reativas de
oxigénio (ERO) quando comparado a fibroblastos controle, incluindo
expressao reduzida do antioxidante superoxido dismutase 2 (SOD2)
(Pedersen et al 2010). Como os primers utilizados nesse trabalho
englobaram apenas o éxon 2 (E2) da sequéncia do gene ache, que
contém a triade catalitica, ndo podemos descartar a possibilidade de ter
ocorrido uma variagdo no nivel de transcritos alternativos de mRNA
(RNA-S e RNA-R) devido ao estresse oxidativo provocado pela
administracdo do EMA.

A AChE pode existir em varias estruturas quaternérias
(monoméricas, diméricas ou tetraméricas) e possui propriedades de se
ligar 2 membrana (Meshorer e Soreq 2006; Nijholt et al, 2004). Varios
grupos de pesquisa tém demonstrado atividades ndo-cataliticas para a
AChE, ou seja, além de regular os niveis de ACh, a AChE também
participa de uma diversidade de funcbes que ndo envolvem a catalise de
ACh como adeséo celular, crescimento neuronal e hematopoiese (Soreq
e Seidman 2001; Silman e Sussman 2008; Paraoanu e Layer 2008). O



97

aumento da transcricdo do RNA-R, leva ao aumento dos niveis da
proteina AChE-R, podendo alterar o equilibrio entre as formas sollveis
e ligada @ membrana (Saez-Valero et al., 2003) e da mesma forma, a
expressao aumentada de AChE-S pode produzir morfologias dendriticas
aberrantes e fragmentacao neuronal (Mutero et al., 1992; Sternfeld et al.,
2000). Levando em consideracdo a possibilidade desse fato, variagdo
da expressdo dos transcritos alternativos, pode-se explicar em partes a
desregulacdo do sistema colinérgico induzido pelo estresse oxidativo
provocado pelo EMA. Assim, o ndo aumento dos niveis de RNAm
podem ser explicados pela “preferéncia” pela célula em aumentar o
nivel de determinado transcrito em relacdo a outro e assim haveria
constancia nos nives de RNAm detectados por RT-PCR, pois nos
diferentes transcritos o E2 é constante. Assim, a quantificacdo dos
diferentes transcritos de RNAmM (RNA-S e RNA-R) em cérebro de ratos
submetidos ao tratamento agudo de EMA ira elucidar com mais clareza
essa hipdtese.

Sabe-se que os nives de expressdo de RNAm para AChE no
cérebro de ratos adultos variam conforme a estrutura, sendo o cortex
cerebral aquele que possui menor quantidade de RNAm quando
comparado com cerebelo, medula, estriado, pons e talamo (Hammond et
al., 1994). Porém, niveis baixos de RNAm ndo indicam que a atividade
da AChE deva ser menor, visto que em pons ha uma maior quantidade
de RNAmM mas a atividade da AChE é notavelmente maior no estriado,
segundo Hammond e colaboradores (1994). Nossos resultados in vivo
demonstraram que especificamente para 0 cortex cerebral a
administracdo aguda de EMA ndo altera os niveis de expressdo de
RNAmM da AChE e aumenta a atividade dessa enzima, 0 que sugere que
0 mecanismo pelo qual o0 EMA afeta tanto a expressdao de RNAm quanto
a atividade da AChE possa ser tecido-especifica. Neste sentido, deve-se
realizar a correlacdo dos niveis de EMA nas diferentes estruturas
cerebrais do modelo utilizado com a expressdo de RNAm e a atividade
da AChE em diferentes estruturas cerebrais. Como foi dito acima, a
producdo de ERO pode pertubar o nivel dos diferentes transcritos
possiveis para 0 RNAm da AChE. Da mesma forma, as ERO presentes
no cortex cerebral poderiam modular o turnover da AChE aumentando a
eficiéncia catalitica da mesma.

O aumento da atividade da AChE sem ocorrer o0 concomitante
aumento da expressdo de RNAm em cortex cerebral também pode ser
explicado, em partes, pelo aumento da quantidade de AChE nessa
estrutura através de outros mecanismos que a célula possui. Pode-se
citar, por exemplo, mudangas na distribuicdo das distintas isoformas de
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AChE no cérebro, o que é comumente encontrado em estados
neuropatoldgicos (Rakonczay, 1988; Talesa, 2001). Esse fato altera a
transmissdo sindptica, pois as isoformas tetraméricas (G4), diméricas
(G2) e monoméricas (G1) diferem entre si com relacdo a pardmetros
hidrodinamicos, idnicos e/ou interacdes hidrofobicas, com manutencgdo
da atividade catalitica (Silman e Futerman, 1987; Grisaru, 1999;
Zimmerman G et al., 2008). Dito isto, a quantificacdo das diferentes
isoformas dessa enzima no cortex cerebral ndo deve ser descartada.

Os niveis de substrato, a ACh, também podem ter influenciado no
aumento da atividade da AChE. Sabe-se que para a AChE 0 excesso de
ACh provoca a diminuicdo da sua velocidade enzimética, sendo
aumentada quando ocorre a diminuicdo de ACh (Aldridge et al., 1969;
Reed et al., 2010). A enzima ChAT é responsavel pela sintese da ACh a
partir de acetil-coenzima A e colina e uma vez sintetizada, a ACh ¢
transportada, armazenada em vesiculas e liberada na fenda sinaptica por
exocitose facilitada pelo aumento da conecentracdo de Ca?*
intraneuronal. Esse processo ocorre através de varios passos do qual
participam vérias proteinas e uma interferéncia nesses passos, como a
inibicdo da atividade da ChAT, poderia acarretar em baixos niveis de
ACh na fenda sinaptica que poderiam explicar o0 aumento da catalise da
AChE diminuindo ainda mais a quantidade de ACh nesse local e
consequentemente diminuindo a eficicia da transmissdo do impulso
nervoso. Ndo podemos descartar também a possibilidade da atividade
enzima BuChE, presente no modelo animal utilizado nesse estudo, estar
aumentada e assim hidrolisar a ACh, diminuindo seus niveis. Portanto,
deve-se levar em consideracdo a dosagem de BuChE afim de comparar
seus niveis com os niveis de AChE.

Além da diminuigdo dos niveis de ACh com o aumento da
atividade da AChE pelos mecanismos acima expostos, pode-se propor
uma possivel interferéncia do EMA em receptores colinérgicos
(muscarinicos ou nicotinicos), tornado-os inativos. Nesse sentido pode-
se sugerir, que 0 EMA seja um antagonista, impedindo que a ACh se
ligue nos seus receptores e impedindo ou dificultando a transmissao
elétrica. Além disso, os receptores colinérgicos estdo envolvidos em
processos de sobrevivéncia de neurbnios, além da fisiologia e
manutencdo dos circuitos sinapticos neuronais (Quick e Lester, 2002), o
gue explicaria parcialmente os danos neurolégicos encontrados em
pacientes acometidos por SCADD e EE.

Sabe-se que algumas modificacBes pos-traducionais na proteina
AChE podem ser transientes ou permanentes e ndo influenciam na
atividade catalitica, mas sim na sua estabilidade e enovelamento, como
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exemplo, troca do peptideo C-terminal por glicolipideos, dimerizacéo
por ponte de disulfeto, glicosilagdo N-linked em sitios Asn-X-Ser/Thr
(onde X pode ser qualquer aminoacido exceto prolina) e formagdo de
subunidades por clivagem proteolitica (Estrada-Mondaca et al., 1998;
Nalivaeva e Turner 2001). Contudo, modificacbes covalentes via
fosforilagdo de importantes residuos da enzima por cinases como
proteina cinase A (PKA,; cinase dependente de monofosfato de
adenosina ciclico - AMPc) e proteina cinase C (PKC), causam um
aumento na afinidade enzima-substrato influenciando assim no aumento
da atividade da AChE (Grifman et al., 1997). Portanto, podemos sugerir
gue a administracdo aguda de EMA facilita a fosforilacdo da AChE e
assim poderiamos explicar o aumento da atividade dessa enzima.

Uma possivel explicacdo para a inducdo da fosforilacdo pode ser
o fato de que o EMA é uma molécula de carater extremamente acido, ou
seja, quando diluido em &gua é capaz de diminuir o pH do meio
drasticamente. A diminuicdo do pH provocado pelo EMA pode ter sido
tdo drastica que a célula ndo tenha conseguido reestabelecer o equilibrio
acido-base e esse aumento da concentragdo de H* pode ter contribuido
com 0 aumento da taxa de fosforilagdo da AChE, assim como ja foi
observado por Yahuaca et al (2000) em que a fosforilacdo da proteina
connexind3 ocorre de forma pH-dependente. Neste sentido, a analise
utilizando-se um programa especifico para predi¢do de possiveis sitios
de fosforilagdo (Blom et al., 1999) desta enzima indica 26 residuos
como sitios de fosforilagcdo por PKA, todos pertencentes a estrutura de
rAChE. A fosforilagdo dos residuos detectados podem alterar a
conformacdo da AChE e portanto modular positivamente a sua
atividade.

Como nossos resultados in vivo relatam um efeito independente
de expressdo génica, o proximo passo foi avaliar o efeito in vitro do
EMA sobre a atividade da AChE, para identificar se 0 aumento da
atividade desta enzima se da por mecanismo direto ou indireto. As
concentracGes de EMA nos experimentos in vitro foram de 0.5, 1.0 ou
2.5 mM, e apesar de ndo haver dados na literatura que correlacione esses
valores em humanos, optou-se por utilizar altas concentragdes de EMA a
nivel mM com o intuito de mimetizar ao méximo o estado das doencas
SCADD e EE em pacientes. Da mesma forma que os experimentos in
vivo, altas concentracbes de EMA (2,5 mM) também induziram um
aumento in vitro da atividade da AChE. A escolha da temperatura de 37°
C e o intervalo de tempo de 60 minutos de incubacdo podem ter
influenciado no turnover da AChE, aumentando a eficiéncia catalitica da
mesma apenas para concentracdes de 2.5 mM de EMA. Porém, mesmo
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sendo um experimento in vitro pode ter ocorrido uma interferéncia
bioldgica desconhecida, e por isso ndao podemos descartar a
possibilidade do aumento gradual da atividade da AChE com o aumento
da concentracdo de EMA. Muitos trabalhos relatam a possibilidade de
moléculas, como atropina, e outros sais quaternarios de aménio,
acelerarem a taxa de hidrdlise de acetilcolina quando sua concentragdo
esta acima da saturacdo da enzima (Kato et al., 1972; Suszkiw et al.,
1973). Portanto, faz-se necessario realizar um experimento de cinética
enzimatica com excesso de ACh e com a AChE purificada, sem
contetdo biolégico, variando a concentracdo de EMA em uma faixa
mais abrangente.

Considerando que o aumento da atividade de AChE in vitro foi
observado sob condicBes enzimaticas 6timas (pH, concentracdo de
substrato, composi¢do do meio de reagdo), pode-se especular que o
EMA atua como um modulador para a atividade dessa enzima, ou seja,
possiveis modificacdes alostéricas influenciam a atividade catalitica da
AChE. Portanto, a agdo do EMA sobre a AChE pode ocorrer de forma
direta e essa enzima provavelmente sofre mudangas conformacionais
ndo-covalentes, ou seja, a afinidade da ligacdo enzima-substrato pode ter
sido modificada pela ligacdo do EMA em sitios regulatérios especificos
da estrutura tridimensional proteica. Nesse caso, sugerimos a hipdtese
de que 0 EMA seja um efetor positivo da AChE.

Para avaliar se a ativacdo da AChE observada em cértex cerebral
pode ser atribuida a possiveis modulagdes pelo EMA na dindmica
estrutural de rAChE através de um efeito direto, investigou-se pela
primeira vez como 0 EMA possivelmente interage com a enzima AChE
utilizando-se  ferramentas de bioinformatica estrutural. Estudos
estruturais e dindmicos relacionados a AChE foram realizados por
diferentes grupos através de simulagdes computacionais. Esses
experimentos in silico incluem métodos como modelagem por
homologia, docagem molecular e dindmica molecular (Tai, 2001; Shen
et al.,, 2002; Lushington et al., 2006; Nazam et al., 2014), e foram
realizados especialmente apds a primeira determinacdo da estrutura
cristalografica de AChE em 1991, obtida do organismo Torpedo
californica (PDB ID: 1ACE) (Sussman et al., 1991). A importancia do
conhecimento de interacbes moleculares da AChE com inibidores é
bastante conhecida (Millard et al., 1999; Greenblatt et al., 1999), pois
diversas doencas neuroldgicas levam a diminuigéo das concentragfes de
ACh na fenda sindptica devido a maior atividade de AChE, como
observado em pacientes com DA (Terry et al., 2003). Dessa forma, a
inibicdo da atividade da AChE é considerada o principal objetivo no
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desenvolvimento de drogas para tratar essa doenga (Sussman et al.,
1993; Khan, 2009; Berg et al., 2011).

A validacdo do modelo por homologia obtido de rAChE
demonstrou que apenas os residuos serina 497 (Ser47) e lisina 496
(Lys496) estavam fora de regides permitidas e/ou favoraveis no gréfico
de Ramachandran. Avaliando-se a localizacdo desses residuos no
modelo, observou-se que se tratam de residuos pertencentes a regides
ndo estruturantes da rAChE (loops) e que estdo na superficie da mesma.
Portanto, acredita-se que a ndo adequacdo desses residuos no modelo
ndo influenciam na analise de interacdes atdmicas entre a rAChE e os
ligantes estudados neste trabalho (EMA e ACh).

Os resultados de docagem molecular da ACh na rAChE no
presente estudo, tanto na auséncia do EMA como previamente ligada a
este 4cido orgénico, demonstrou as mesmas orientacbes de alguns
residuos importantes que definem a correta orientacdo da ACh no sitio
ativo da rAChE (Ser203, Ala204, Glyl21 e Gly122). Também foi
observado que os residuos Glu202 e Tyr337 envolvem a cauda
quaternaria da ACh em distancias opostas um em rela¢do ao outro no
espago, e o Trp86 permanece acima do grupo acetil da ACh. Esses dados
juntamente com os resultados da validacdo do modelo por homologia
expostos acima, confirmam a possibilidade do mesmo ser utilizado para
elucidagdo dos resultados encontrados de atividade aumentada da AChE
nos experimentos in vivo e in vitro.

De acordo com esses resultados, a conformacao de energia livre
mais estdvel demonstra que o EMA é estabilizado por ligacbes de
hidrogénio entre dois residuos: Phe295 (pertencente ao sitio de ligacdo
acil) e Arg296. Sabe-se que mutacBes da Phe295 para leucina 295
(Leu295) na rAChE resultam em um aumento da sensibilidade desta
enzima frente a organofosfatos e da capacidade de hidrolizar
butirilcolina (0o que normalmente ndo ¢é realizado pela AChE selvagem,
apenas pela BUAChE) (Harel et al., 1995, Pleiss et al., 1999). Portanto, a
ligacdo do EMA especificamente na Phe295 pode estar relacionado a
alteracdo do padrdo de especificidade dessa enzima, aumentando a sua
atividade ndo-natural de substratos como butirilcolina.

Estudos realizados por diferentes grupos de pesquisa levaram a
caracterizacdo de diferentes subsitios, além do sitio ativo da AChE
(Houghton et al., 2006; Silman et al., 2008), que incluem
resumidamente:

(i) o CAS, local ani6nico catalitico, contém o sitio catalitico e é
composto por até 14 residuos aromaticos conservados (Silman e
Sussman, 2008).
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(ii) o PAS, local anidnico periférico, é a regido de ligacdo inicial
de moléculas e se encontra distante do sitio catalitico, ou seja, est no
inicio da cavidade de entrada da ACh (Bourne et al 1995).

(iii) o sitio de ligagéo acil localizado na base da cavidade, que se
acredita estar relacionado a limitacdo das dimensdes do substrato que
estara apto a entrar no sitio ativo (Kua et al., 2002).

(iv) o subsitio anidnico que é representado por residuos
aromaticos e que se acredita ligar a amoénia quaternaria por interagdes m—
cation (Kua et al., 2003).

Evidéncias recentes de funcdo ndo-catalitica da AChE tem
sugerido que o PAS, além do seu papel na regulacdo alostérica da
hidrélise catalitica de ACh pela AChE, também participa da associa¢do
de proteinas heterdlogas que contribuem ao reconhecimento celular e
processos de adesdo durante a sinaptogénese, e na nucleacdo de
peptidios amildides na DA. Portanto, estruturas comparativas da regido
PAS da AChE, sem ligantes ou associada a ligantes pequenos e
especificos a essa regido, se torna essencial para prever ndao s6 0s
determinantes que definem os mecanismos moleculares de acoplamento
gue modulam a catalise alostericamente, mas também no envolvimento
de fungdes ndo-cataliticas de reconhecimento heterélogo (Bourne et al.,
2003). Rosenberry e colaboradores (2005) demonstraram que o PAS
envolve o substrato ACh, aumentando assim a probabilidade de que ele
continue em seu caminho para 0 CAS. Os mesmos autores também
forneceram evidéncias de um efeito alostérico do substrato ligado ao
PAS na etapa de acilacdo (Johnson et al., 2005). A interacdo de ligantes
no PAS da AChE frequentemente provoca mudancas conformacionais
no seu sitio ativo, e essas interagdes podem ser a chave para a
modulagdo alostérica da atividade catalitica da AChE (Patocka et al.
2005; Gongalves, 2009). Nos nossos resultados, 0 EMA posicionou-se
entre os residuos do PAS (Tyr341 e Trp286) e, portanto pode-se sugerir
gue o EMA tem influéncia direta no PAS e com isso explicariamos o
aumento da atividade da AChE observada nos experimentos in vivo e in
vitro através de um mecanismo de alosteria.

Baseado em estudos de modelagem molecular com o Trp86,
Ordentlich et al. (1995) revelou uma forma funcional (sem obstruir o
subsitio anidnico) e uma ndo-funcional (obstruindo o subsitio ani6nico)
como uma explicacdo para a atividade reduzida da AChE. Enfatizamos
gue esse dado é mais um exemplo de que a atividade da AChE pode ser
modulada devido as mudancas conformacionais provocadas na estrutura
tridimensional da proteina, expondo ou obstruindo o seu sitio catalitico,
fato que pode ter acontecido nos experimentos in vivo e in vitro devido a
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influéncia do EMA diretamente no PAS da rAChE.

Movimentos nas algas méveis (Omega loops - Q-loops) da AChE
gue abrangem da cisteina 69 a 96 (Cys69-Cys96) induzem mudancas
conformacionais no Trp86 e sdo moduladas pela ocupagdo do PAS
(Barak et al 1995; Velan et al 1996). Os Q-loops sdo estruturas
secundarias irregulares encontradas em proteinas globulares e
caracterizadas por uma cadeia polipeptidica que segue um formato de
alca no espaco tridimensional, sendo importantes na funglo e
estabilizagdo de proteinas (Fetrow, 1995). Os Q-loops tem sido
validados por estudos cinéticos enzimaticos como parte chave na ligacao
da ACh ao sitio catalitico da AChE (Velan et al., 1996). O movimento de
residuos adicionais também foi postulado como sendo de importancia
fundamental para essa ligacdo (Millard et al., 1999). Em outro estudo
realizado por Gilson et al. (1994), houve a confirmacdo da existéncia de
aberturas chamadas “back doors”, por onde sdo expelidos os produtos
da catalise (Sanson et al., 2011). N&do podemos descartar a hip6tese dos
Q-loops presentes na estrutura da rAChE exercerem um papel
importante que explicaria 0 aumento da sua atividade na presenca do
EMA em sua estrutura.

Portanto, considerando-se que o sitio de ligacdo acil e o PAS
interagem com o EMA, e que essas sdo regifes importantes para a
alteragdo da atividade catalitica da AChE, demonstramos que possiveis
modulagdes alostéricas podem ocorrer, particularmente movimentagdes
no residuo Trp86 e/ou através de modificacdes na dindmica do Q-loop.
Como perspectivas futuras deve-se avaliar a flutuacdo desses residuos
e/ou regides importantes, para corroborar nossa hipotese, através de
experimentos in silico como a DM.

Obteve-se o valor de energia de ligagdo da ACh na AChE na
auséncia (apo-AChE) ou na presenca do EMA (halo-AChE). Um
trabalho prévio publicado por Bennion e colaboradores (2013)
encontraram o resultado de energia de ligagdo da ACh na apo-AChE no
valor de -6,12 kcal mol' para rAChE, e no presente trabalho foi
observado o valor de -5.0 kcal moll. Os mesmos autores também
realizaram modelagem comparativa para construcdo da estrutura de
rAChE, mas utilizaram uma estrutura cristalografica de Mus musculus
como molde (PDB ID: 1N5M) de 2.2 A de resolugdo em que ha varios
residuos ausentes (Gly260, Gly261, Gly262, Gly263 na cadeia A e Glul,
Gly2, Arg3, Pro259, Gly260, Gly261, Ala262, Gly263, Gly264 e Ser541
da cadeia B). No entanto, ndo foi esclarecido como estes autores
superaram esta dificuldade para a construgdo da estrutura da rAChE.

No intuito de evitar tais dificuldades, no presente trabalho foi
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utilizado o molde de duas estruturas cristalograficas de Mus musculus:
PDB ID: 4B82 (resolugéo de 2,10 A e 13 residuos da cadeia A faltantes
Pro258, Pro259, Gly260, Gly261, Ala262, Gly263, Gly264, Thr543,
Ala544, Thr545, Glu546, Ala547 e Pro548) e PDB ID: 4BCO (resolucdo
de 3,35 A e apenas o Glul da cadeia A). Portanto, as diferencas entre 0s
valores observados por Bennion e colaboradores (2013) e os observados
no presente trabalho podem ser explicadas pela possivel distinta
estrutura inicial modelada por homologia, inclusive de sua minimizacdo
de energia antes da docagem, assim como possivelmente por eventuais
parametros diferentes utilizados para a simulacdo de docagem, incluindo
0 tamanho da caixa utilizado. Vale ressaltar que essas diferencas nao
devem interferir no presente estudo porque o protocolo experimental
utilizado foi desenvolvido com o objetivo de comparar o AG; (docagem
da ACh na rAChE) e AG: (docagem da ACh com o EMA presente na
estrutura da rAChE).

A estratégia utilizada em nossos experimentos in silico €
importante, visto que na literatura observam-se outros trabalhos em que
ha o interesse no estudo de docagem de ligantes em um receptor que ja
possui outro ligante (Kua et al., 2002) ou, mesmo, diversos ligantes
(Dos Santos et al., 2015). Essa modalidade de docagem é chamada de
docagem de ligantes multiplos simultaneos (do inglés, MLSD - multiple
ligand simultaneous docking), em que maltiplos ligantes afetam o modo
de ligacdo e consequentemente a energia livre de uma reagdo por um
processo de sinergismo de um em relagdo ao outro. Encontrou-se um
valor mais negativo (- 5,2 kcal mol?) para 0 AG2 quando comparado
com o valor de AG; (- 5,0 kcal/mol). Portanto, a partir dos dados obtidos
nas simulagfes computacionais, pode-se sugerir que a presenca do EMA
aumenta a afinidade da ACh pela rAChE e pode ser uma possivel
explicacdo para 0 aumento da catalise enzimatica nos experimentos in
vivo e in vitro em cortex cerebral de ratos.

A pouca diferenca na comparagdo dos dois valores (AG2 - AGy =
0,2 kcal mol?) pode ser explicado pelo fato de realizar-se a docagem de
ACh na estrutura de rAChE complexada com EMA, sem ter sido
realizado uma minimizagdo de energia por DM por exemplo, assim
como também pelo fato de utilizar-se a estratégia de docagem que altera
0 parametro da grid para um valor maior, visto que essa é a primeira vez
que se faz uma tentativa de busca do modo de ligacdo do EMA na
rAChE. Assim, como um proximo passo pode-se realizar a docagem do
EMA utilizando uma grid menor, ou ainda, submeter o complexo EMA-
rAChE a um processo de minimizagdo de energia por DM, e com isso
obter uma maior diferenca entre os valores de energia de ligacdo de
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interesse que comprove ainda mais a hip6tese de maior afinidade da
ACh pela rAChE quanto esta contém o EMA na sua estrutura.

Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a exposicao
a elevadas concentragcdes de EMA aumenta a atividade da AChE em
cortex cerebral de ratos de maneira independente da expressdo génica,
em um possivel efeito direto como modulador alostérico ndo-classico
desta enzima. Considerando que o aumento da atividade da AChE pode
estar relacionada a um progressivo dano neurologico (Beeri et al., 1995;
Garcia-Ayllon et al., 2008), pode-se presumir que um desequilibrio do
sistema colinérgico pode estar envolvido na fisiopatologia das altera¢des
neuroldgicas observadas em pacientes afetados por SCADD e EE.

No entanto, diversos pardmetros ainda devem ser investigados
antes de se propor moduladores da neurotransmissdo colinérgica cOmo
alternativa terapéutica para estes pacientes, incluindo a investiga¢do dos
efeitos do EMA sobre os mecanismos envolvidos no controle dos niveis
de acetilcolina na fenda sinaptica (sintese, liberacdo, degradacdo e
recaptagdo deste neurotransmissor), bem como sobre a quantidade,
distribuicdo e funcionalidade dos diferentes tipos de receptores
colinérgicos. Caso estas alteragdes sejam confirmadas, pode-se sugerir o
desenvolvimento de uma molécula que diminua a atividade da AChE
pela inibicdo competitiva com o EMA e isso pode contribuir com o
aumento de niveis de ACh na fenda sinaptica e consequentemente
melhorar as funcdes cognitivas, como o aprendizado e a memodria.

O primeiro inibidor especificamente aprovado para AChE foi o
1,2,3,4-tetrahidro-9-aminocridina (tacrina), introduzido no mercado em
1993 para o combate a DA. O estudo de varias plantas medicinais que
atuam inibindo a AChE, inclusive exercendo propriedades antioxidades
e antimicrobiandas, possibilitou descobrir e desenvolver algumas
moléculas que sdo hoje em dia autorizadas para o tratamento da DA
(Dvir H et al., 2002; Adewusi et al., 2010; Pendota SC et al., 2013;
Sadashiva et al., 2014). Portanto, neste contexto, pode-se sugerir a
investigacdo inicial de moléculas como a fisostigmina, a huperzina-A, o
donezepil, a rivastigmina e a galantamina, que sdo reconhecidamente
inibidores da AChE, como possiveis propostas terapéuticas em pacientes
acometidos por SCADD e EE. Com isso, 0 desenvolvimento racional
alvo-especifico com o intuito de reativar o correto funcionamento da
atividade catalitica da AChE, baseado na sua estrutura, possivelmente
minimizara ou eliminar& os danos neurolégicos observados.
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6 CONCLUSOES

Diante dos objetivos iniciais da tese, chegou-se as seguintes
conclusdes:

- A administracdo aguda de EMA aumenta a atividade da AChE
em cortex cerebral de ratos jovens;

- A administragdo aguda de EMA ndo altera a expressdo da
enzima AChE em cortex cerebral de ratos jovens;

- O EMA in vitro aumenta a atividade da AChE em cortex
cerebral de ratos jovens;

- A interacdo entre EMA e AChE no local de ligacéo acil sugere
um possivel efeito alostérico na modulagdo positiva da atividade dessa
enzima provocado por um mecanismo de rearranjo conformacional da
estrutura proteica induzido pelo EMA;

- A presenga do EMA aumenta a afinidade da AChE pela ACh.
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7 PERSPECTIVAS

A continuidade deste trabalho, confirmando os resultados
apresentados e expandindo-os, pode abordar os seguintes aspectos:

- Verificar a possivel modificacdo na atividade da AChE de outros
metabdlitos acumulados nos pacientes acometidos por SCADD e EE
como butirilglicinas, isovalerilglicinas e MAS;

- Quantificar as concentracOes atingidas de EMA em diferentes
estruturas cerebrais de ratos jovens submetidos & administracdo aguda
de EMA,;

- Quantificar os diferentes transcritos de RNAmM (RNA-S e RNA-
R) em cortex cerebral de ratos submetidos ao tratamento agudo de
EMA;

- Comparar a expressao de RNAm em diferentes estruturas
cerebrais;

- Comparar a atividade da AChE em diferentes estruturas
cerebrais;

- Testar compostos que possam inibir o estresse oxidativo e
reverter a atividade normal da AChE em cérebro de ratos submetidos ao
tratamento agudo de EMA;

- Quantificar as diferentes isoformas tetraméricas (G4), diméricas
(G2) e monoméricas (G1) de AChE em cortex cerebral de ratos
submetidos ao tratamento agudo de EMA;

- Medir a atividade enzimatica da ChAT em cortex cerebral de
ratos submetidos ao tratamento agudo de EMA;

- Quantificar os niveis de BUChE afim de comparacdo com 0s
niveis de AChE;

- Avaliar os niveis de fosforilacdo da PKA em cértex cerebral de
ratos submetidos a administracdo aguda de EMA;
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- Verificar se os niveis de fosforilacdo da PKA na presenca de
EMA ocorre de forma pH-dependente;

- Padronizar experimentos de cinética enzimatica com excesso de
ACh e com a AChE purificada, variando a concentracdo de EMA,;

- Investigar a estabilidade da ligacdo de EMA encontrada nos
experimentos de docagem molecular através de dindmica molecular;

- Avaliar a flutuacdo de residuos e/ou regies reconhecidamente
importantes que influenciam na modulagdo da atividade da AChE
através de experimentos de dindmica molecular;

- Comparar a variacdo do comprimento de ligagdes importantes
do subsitio aniénico que poderiam indicar um aumento da afinidade da
ACh pela AChE em experimentos de dindmica molecular da ACh
docada na rAChE na auséncia (apo-AChE) e presenca de EMA (halo-
AChE), sendo elas: o nitrogénio da ACh com o oxigénio da Tyr337 (dn-
0%), 0 anel do Trp86 (dn-anei®) & 0s oxigénios do Glu202 (dn-01%% e dn-
022%?) em experimentos de dinamica molecular da ACh docada na
rAChE na auséncia e presenca de EMA;

- Comparar a variacdo do comprimento de ligacbes importantes
da cavidade oxianion da AChE que poderiam indicar um aumento da
afinidade da ACh pela AChE em experimentos de dinamica molecular
da ACh docada na rAChE na auséncia (apo-AChE) e presenca de EMA
(halo-AChE), sendo elas: o carbono da carbolina da ACh e o oxigénio
da Ser203 (dc.o), do nitrogénio da Ala204 e oxigénio da carbonila da
ACh (dn-o%), do nitrogénio da Gly121 e oxigénio da carbonila da ACh
(dn-0%), do nitrogénio da Gly122 e oxigénio da carbonila da ACh (dn-0°);

- Propor, através de triagem virtual, possiveis ligantes que possam
diminuir a atividade da AChE e testd-los em ensaios de docagem
molecular e dindmica molecular.
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ANEXO A — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS

unesc Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comisséo de Etica no Uso de Animais
Resolugido

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Cémara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo:

Protocolo: 018/2014-1

Professor Responsavel: Patricia Fernanda Schuck.

Equipe: Emilio Luiz Streck, Gustavo da Costa Ferreira, Alexandra loppi Zugno, Elen Gomes
Pereira. Marina Lummertz Magenis, Felipe Dal Pizzol, Fabricia Cardoso Petronilho, Mauricio
Reis Bogo, Luiza Wilges Kist, Bruna Klippel Ferreira, Soliany Grassi Maravai, Wanessa de
Faveri, Nadia Webber Dimmer, Monique Michels, Cléaudio Teodoro de Souza, Drielly Silva
Florentino, Lucinéia Gainski Danielski e Tamires Pavei Macan.

Titulo: “Investigacdo dos efeitos da administracdo aguda e crénica de acido
etilmalénico sobre parametros bioquimicos em ratos”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e
qualquer alteragéo do Projeto devera ser comunicada @ CEUA. Foi autorizada a utilizagdo do
total de 192 Ratos Wistar, sendo 96 de 5 dias pesando entre 7g a 10g e 96 de 30 dias
pesando aproximadamente 120g. Os membros da CEUA n&o participaram do processo de
avaliagdo dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais dividas, contatar
a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution
number 02/2011/Cémara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has
analyzed the following Project:

Protocol number: 018/2014-1

Principal Investigator: Patricia Fernanda Schuck.

Researchers: Emilio Luiz Streck, Gustavo da Costa Ferreira, Alexandra loppi Zugno, Elen
Gomes Pereira. Marina Lummertz Magenis, Felipe Dal Pizzol, Fabricia Cardoso Petronilho,
Mauricio Reis Bogo, Luiza Wilges Kist Bruna Klippel Ferreira, Soliany Grassi Maravai,
Wanessa de Faveri, Nadia Webber Dimmer, Monique Michels, Claudio Teodoro de Souza,
Drielly Silva Florentino, Lucinéia Gainski Danielski e Tamires Pavei Macan.

Project title: ‘Investigation of acute and chronic ethylmalonic acid administration on
biochemical parameters in rats.”

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of
the original version of this project must be previously submitted to the Commitee for further
analyzes. May you have further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua
or by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciiima, 18 de fevereiro de 2014

Vilson Heizen Cardoso
Coordenador Adjunto da CEUA




