UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS -
BIOQUIMICA TOXICOLOGICA

AVALIACAO, IN VITRO, DOS PARAMETROS
CINETICOS DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
CEREBRAL DE RATOS FRENTE A ALGUNS
COMPOSTOS AZOIS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jonas Daci da Silva Serres

Santa Maria, RS, Brasil
2011



AVALIACAO , IN VITRO, DOS PARAMETROS CINETICOS
DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE CEREBRAL DE
RATOS FRENTE A ALGUNS COMPOSTOS AZOIS

por

Jonas Daci da Silva Serres

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias Bioldgicas — Bioguimica Toxicologica, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como requisito

parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Bioquimica Toxicologica.

Orientadora: Vera Maria Melchiors Morsch
Co-orientadora: Maria Rosa Chitolina Schetinger

Santa Maria, RS, Brasil
2011



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Biologicas -
Bioquimica Toxicologica

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacao de Mestrado

AVALIAGAO, IN VITRO, DOS PARAMETROS CINETICOS DA
ENZIMA ACETILCOLINESTERASE CEREBRAL DE RATOS FRENTE
A ALGUMNS COMPOSTOS AZOIS

elaborada por
Jonas Daci da Silva Serres

como requisito parcial para oblengao do grau de
Mestre em Bioquimica Toxiceldgica

COMISSAO EXAMINADORA:

\(Fm;t“

Prol®. Dra. Yera Maria Molchiors Morsch
(Progidanta)Orentadora)

Prof®, Dra, l.:grfr}:n Dulce Bagatini (UFFS)

Nl 2ol

Prof, Dr. Nilo Zanatta (UFSW)

Santa Mana, 09 de setembro de 2011.



“Acreditar € monotono, duvidar € apaixonante, manter-se alerta:eis a vida!”
Oscar Wilde



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a minha méae, Maria Amélia, a pessoa que mais
acredita no que eu sou capaz, por mais esta etapa encerrada em minha vida. A ela
dedico ndo so este trabalho, mas sim todo o amor e carinho que ela merece. Méae,
nao seria 0 mesmo sem teus ensinamentos, sem tua fé, sem teu amor. Obrigado por
tudo.

A minhas irm&s, Eunice e Melania por confiarem na minha capacidade e pelo
carinho, afinal, eu ndo conquistaria nada sem o afeto de voceés.

A minha orientadora, Professora Vera Morsch, pela oportunidade, pela
compreensao, pela objetividade, pelo carinho e respeito com que sempre me tratou.
Professora, meu muito obrigado por todos esses trés anos de orientacao.

A professora Maria Rosa pela co-orientacéo e pelos ensinamentos passados
ao longo dos anos.

As professoras Paula Maldonado e Rosélia Spanevelo pelos 6timos
momentos de convivéncia e por tudo que aprendi com VOCés.

Aos meus inumeros colegas de laboratorio, em especial aqueles com quem
dividi ndo apenas as dosagens de proteinas, mas sim, as alegrias, as dificuldades, e
sim vou citar nomes, em especial os de Roberta, Andréia, Fatima, Dani, Carol, Helo,
Juci, Juliano, Jessié. Naia, Gustavo, Victor e Lu, que em suas particularidades nao
me ensinaram somente técnicas laboratorias e sim o valor do respeito.

Ao meu IC e companheiro de acetil Eduardo, por toda a ajuda e competéncia
dedicada a realizacéo deste trabalho.

Ao professor Nilo Zanatta por aceitar o convite para compor a banca
examinadora desta dissertacao.

A professora Margarete, que sempre vou considerar Marga, por todo o apoio
gue sempre dispensou a mim e também por aceitar ser banca examinadora dessa
dissertagao.

Aos o6rgaos financiadores CAPES, CNPq e FAPERGS.

E por fim, a grande surpresa que tive nesse mestrado, a pessoa que nao so
demonstrou afinidades, nem semelhancas, mas que se mostrou uma irma por

opcédo, a companheira, a parceira de madrugadas a fio preparando um seminario, de



tardes inteiras passadas num café discutindo sobre os dilemas existenciais ou
torrando a bolsa, a amiga Amanda, agradeco por tudo o0 que representou pra mim,
por toda a amizade e companheirismo dedicados a mim todo esse tempo, muito
obrigado e Curitiba que nos aguarde.



RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biologicas: Bioquimica
Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO, IN VITRO, DOS PARAMETROS CINETICOS DA
ENZIMA ACETILCOLINESTERASE CEREBRAL DE RATOS FRENTE

A ALGUNS COMPOSTOS AZOIS
AUTOR: JONAS DACI DA SILVA SERRES
ORIENTADORA: VERA MARIA MELCHIORS MORSCH
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 09 de setembro de 2011.

A enzima acetilcolinesterase € responsavel pela hidrélise de acetilcolina na
fenda sinaptica durante a transmissao do impulso nervoso. A investigacdo de novos
inibidores dessa importante enzima é de grande relevancia na tentativa de minimizar
os efeitos causados por danos na transmissdo colinérgica, principalmente em
patologias como a doenca de Alzheimer. Frente a isto, este trabalho investigou o
potencial inibitério de diferentes classes de compostos heterociclicos (pirazois,
isoxazois e isoxazolinonas), in vitro, sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase
de diferentes estruturas cerebrais de ratos (cortex, estriado e hipocampo). Dos onze
compostos testados, apenas o denominado aqui como 2c, foi o Unico a nao
apresentar inibicdo significativa da enzima em nenhuma estrutura testada; todos os
dez compostos restantes apresentaram inibicéao significativa (p< 0,05), sendo que os
compostos 2a e 3c, por possuirem maior eficacia inibitoria (53 e 59%,
respectivamente) foram os compostos selecionados para os ensaios de cinética
enzimatica. A partir destes ensaios foi possivel a caracterizacdo dos parametros
cinéticos (Km € Vuax) € do tipo de inibicdo apresentada por cada composto através
da plotagem dos dados em graficos de Lineweaver-Burk e Cornish-Bowden, sendo
gue os parametros citados encontrados para o composto 2a foram: K, = 0,2 mM e
Vuvax = 7,94 pmoles ASCh/h/mg de proteina. O composto apresentou inibicéo
competitiva com um K; = 1,46 mM. J& o composto 3c apresentou valores de K, e
Vmax iguais a 0,05 mM e 1,42 pmoles ASCh/h/mg de proteina, respectivamente. A
inibicdo exercida por este composto foi do tipo ndo-competitiva com K; = 2,2 mM.
Todos os compostos foram diluidos em metanol PA, nas concentragbes de 0,031,
0,062; 0,125; 0,250 e 0,500 mM. Os compostos selecionados para 0s ensaios de
cinética enziméatica foram diluidos também em metanol PA, nas concentracbes de
0,125; 0,250; 0,500 e 1,0 mM.

Palavras-chave: acetilcolinesterase; cinética; heterociclicos; inibicéo
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The acetylcholinesterase enzyme is responsible for the acetylcholine
hydrolisis in the synaptic cleft during the transmission of nervous impulse. The
investigation of new inhibitors of this important enzyme is very relevant on tentative
to minimize the effects due damages on cholinergic transmission, mainly in
pathologies as Alzheimer’'s disease. Therefore, this work has investigated the
inhibitory potencial of different classes of heterocyclic compounds (pyrazole,
isoxazole and isoxazolinone), in vitro, on the acetylcholinesterase activity on different
cerebral structures of rats (cortex, striatum and hippocampus). Among all tested
compounds, only the 2c compound did not show any inhibition; all the remaining
compounds showed significative inhibition (p<0,05), and the compounds 2a and 3c,
that shown the best inhibitory efficacy (51 and 59 %, respectively), were the
compounds selected to the kinetic enzimatic assays. From these results it was
possible to characterize the kinetic parameters (K, and Vyax) and the inhibition type
showed by every compound through the Lineweaver-Burk and Cornish-Bowden
plots. The mentioned parameters to the compound 2a were K, = 0.2 mM and Vyax =
7.94 pmoles ASCh/h/mg of protein. The compound exihibited a competitive inhibition
type with K; = 1.46 mM. To the compound 3c, the values of K., and Vyax were 0.05
and 1.42 umoles ASCh/h/mg of protein, respectively. This compound performed a
noncompetitive inhibition type with K; = 2.2 mM. All the compounds were previously
diluted in methanol PA in concentrations of 0.031 mM, 0.0625 mM, 0.125 mM, 0.250
mM and 0.500 mM. The inhibitors selected to the kinetic assays were also diluted in
methanol PA in the concentrations of 0.125, 0.250, 0.500 and 1.0 mM.

Keywords: acetylcholinesterase; heterocyclic; inhibition; kinetic
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito, que se encontra no item Manuscrito. As secbes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no
proprio manuscrito e representam a integra deste estudo. Os itens Discusséo e
Conclusbes, encontrados no final desta dissertagdo, apresentam interpretacbes e
comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho.

As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citacdes que aparecem
nos itens Introducdo, Revisdo de Literatura, Discussdao e Conclusdes desta
dissertagao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica
para a qual sera submetido:

Manuscrito — Cell Biology and Toxicology
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1. INTRODUCAO

Pesquisas envolvendo a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) tém
sido objeto de estudo desde o surgimento da hipotese colinérgica, em que déficits de
aprendizado, memadria e comportamento parecem estar associados com perda da
neurotransmissao colinérgica em hipocampo e cértex cerebral (KLAFKI et al, 2006).
Embora varias novas opc¢des terapéuticas promissoras estejam sendo pesquisadas,
a descoberta de novos inibidores da acetilcolinesterase permanece na atual fronteira
terapéutica para o tratamento da doenca de Alzheimer (DA), (GELDMACHER et al,
2006). A DA é a forma mais comum de dano cognitivo na terceira idade e 0 aumento
de sua prevaléncia reflete o crescimento da populacdo de idosos (CASELLI et al,
2006).

Inibidores de AChE usados para tratar DA incluem tacrina, rivastigmina,
donepezil e galantamina. A tacrina foi o primeiro inibidor de AChE aprovado para o
tratamento da AD (CRISMAN et al, 1994), mas esse farmaco tem sido relacionado a
alguns efeitos colaterais graves como hepatotoxicidade, o que conduz a
necessidade de mais pesquisas envolvendo o desenvolvimento de novos inibidores
com melhor especificidade e maior poténcia. Hoje em dia, os inibidores de AChE
comumente administrados incluem a rivastigmina, o donepezil e a galantamina.
Entre esses a galantamina possui o duplo mecanismo de inibicio da AChE e
modulacado alostérica de receptores nicotinicos de acetilcolina (SAMOCHOCKI et al,
2003).

Ha diferentes tipos de colinesterases em humanos, que diferem por sua
localizac&o nos tecidos, afinidade pelo substrato e funcdes fisiologicas. As principais
dessas colinesterases sao a acetilcolinesterase, encontrada no sistema nervoso e
também presente em outras membranas de eritrocitos, e a butirilcolinesterase
(BUChE), que é uma enzima presente no plasma, figado, fluido cérebro-espinhal e
células gliais (JOKANOVIC et al, 2009). Sob condic¢des fisioldégicas normais, a AChE
atua na quebra de acetilcolina (ACh), que é o mediador quimico responsavel pela
condugdo de impulsos nervosos em sitios de transmissdo colinérgica. Entretanto,

seu papel fisiolégico no sangue ainda néo esta compreendido.



17

A funcdo da AChE é o término da acdo da ACh na juncdo de varios nervos
colinérgicos terminais com seus 6rgaos efetores ou sitios pés-sinapticos. Compostos
organofosforados (OP) e carbamatos (CB) sdo os mais importantes inibidores da
AChE e sao frequentemente chamados de anticolinesterases. Na presenca de
inibidores a AChE torna-se progressivamente inibida e ndo é mais capaz de
hidrolisar ACh em colina e acido acético (JOKANOVIC et al, 1997).
Consequentemente, a ACh acumula-se nos sitios de receptores colinérgicos e
produz efeitos equivalentes a estimulacdo excessiva de receptores colinérgicos por
todo o sistema nervoso central e periférico.

Tanto substrato, quanto inibidores (CB e OP) reagem covalentemente com as
esterases essencialmente da mesma maneira: pela acetilacdo do residuo serina do
sitio catalitico da AChE, que € analoga a fosforilacdo e carbamilacdo. Em contraste
a enzima acetilada que rapidamente separa acido acético e restaura o sitio
catalitico, a enzima fosforilada ¢é estavel. A enzima inibida pode ser
espontaneamente reativada em diferentes velocidades dependendo do inibidor: para
CB acontece muito rapidamente com um tempo de meia-vida de uma hora ou
menos, enquanto que para OP contendo grupos alquil ramificados pode acontecer
em uma velocidade muito baixa. Assim como carbamatos e organofosforados,
outras classes de compostos organicos sdo capazes de inibir a AChE, porém, de
forma reversivel. Entre os quais estdo alguns compostos da classe dos heterociclos
que ja sao conhecidos por inibirem a enzima, como tacrina (aminoacridina) e
donepezil (piperidina) (JEFFREY & CUMMINGS, 2000).

A classe dos heterociclos inclui uma miriade de compostos que se agrupam
conforme semelhancas estruturais, como por exemplo, os pirazois, 0s isoxazois e as
isoxazolinonas, que séao heterociclos formados por um anel de cinco membros, que
diferem estruturalmente quanto ao(s) respectivo(s) heteroatomo(s):

» Pirazois possuem dois atomos de N ligados em posi¢des adjacentes;

» Isoxazobis possuem como heteroatomos N e O ligados aos demais carbonos
do ciclo;

» Isoxazolinonas possuem uma carbonila adjacente ao atomo de carbono do
ciclo isoxazélico.

Essas classes de compostos possuem alguma atividade bioldgica (pirazois
possuem atividades antidiabéticas e antivirais (OUYANG et al, 2008); isoxazois sao

usados como anti-lipidémicos (HERRMANN et al, 1999); e isoxazolinonas sao
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usados como antibioticos (QUESNELLE et al, 2005)), porém poucos foram testados
juntamente com a enzima AChE.

Com base em estudos prévios utilizando compostos pirazolicos
aminossubstituidos, os quais mostraram inibicdo da atividade da enzima AChE, e
também devido ao potencial biolégico dos compostos isoxazdlicos e
isoxazolinbnicos, que apresentam pouca ou nenhuma referéncia a esta enzima,
torna-se imprescindivel a investigacdo do efeito de diferentes compostos dessas

classes de heterociclos na atividade desta importante enzima.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Verificar se 0s compostos pertencentes as trés classes de heterociclos
(pirazdis, isoxazobis e isoxazolinonas) exercem algum efeito sobre a atividade da

enzima acetilcolinesterase.

1.1.2. Objetivos especificos

» Determinar o efeito de compostos das classes dos pirazéis, isoxazois e
isoxazolinonas sobre a atividade da enzima AChE cerebral de ratos nas
seguintes estruturas cerebrais: cortex, estriado e hipocampo;

» Determinar os parametros cinéticos envolvidos nas interacbes entre 0s
compostos e a enzima, caso forem registradas tais interacoes;

» Caracterizar o tipo de inibicdo entre os compostos e a enzima de acordo com
modelos cinéticos ja existentes;

» Comparar os resultados com os obtidos para a forma purificada da enzima
AChE.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sistema colinérgico

O sistema colinérgico é uma das mais importantes vias de modulagdo do
sistema nervoso central (SNC) desempenhando um papel fundamental em varias
funcdes vitais, como aprendizado, memodria, organizacdo cortical do movimento e
controle do fluxo sanguineo cerebral, o que faz deste sistema, alvo de inUmeras
pesquisas (MESULAM et al., 2002). Neste contexto é relevante destacar 0s
principais componentes que constituem o sistema colinérgico: a acetilcolina (ACh); a
colina-acetiltransferase (ChAT); o transportador de colina (ChT); o transportador de
acetilcolina vesicular (VAChT); os receptores de acetilcolina muscarinicos (mMAChR)
e 0s niconiticos (NAChR) e a acetilcolinesterase (AChE), os quais juntos sé&o
responsaveis por modular a neurotransmissdo colinérgica (KAWASHIMA & FUJII,
2003; SARTER & PARIKH, 2005).

A ACh foi a primeira substancia identificada como um neurotransmissor
(LOEWI, 1921). Foi identificada em Ascaris e outros nematéides em 1955 por Helen
Mellanby (MELLANBY, 1955), e foi subsequentemente mostrada como um
transmissor excitatorio em juncbes neuromusculares de nematoides (DEL
CASTILLO et al, 1963; DEL CASTILLO et al, 1967). Como mostrado na figura 1, a
ACh é sintetizada pela ChAT na juncdo neuroefetora e ganglionar, a partir do acetil-
CoA, um produto do metabolismo celular, e da colina, importante produto do
metabolismo dos lipideos da dieta (SOREQ & SEIDMAN, 2001; PRADO et al, 2002).
Apols, € carregada para as vesiculas sinapticas por VAChT. O lumen da vesicula
singptica é acidificado pela acdo de uma bomba de préton dependente de ATP
localizada da membrana da vesicula sinaptica. O gradiente de pH entre o lumen da
vesicula e o citoplasma provém a forca direcional para o transporte de ACh; VAChT
essencialmente troca ACh por protons. A limitacdo e preparacdo das vesiculas
singpticas, e sua fusdo com a membrana celular estimulada por calcio séo

processos independentes do neurotransmissor contido nas vesiculas. Apés a fuséo
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da vesicula sindptica e liberagcdo do neurotransmissor, a ACh se difunde na fenda
sinptica e ativa os receptores de acetilcolina (AChRs), usualmente localizados nas
células poés-sinapticas. A acdo da ACh é finalizada pela hidrélise enziméatica direta
do neurotransmissor na fenda sinaptica por AChE. A colina resultante € entéo
transportada de volta para o neurdnio pré-sinaptico por um transportador de alta
afinidade a colina (HAChT ou ChT); esta colina esta entdo disponivel para a sintese
de ACh adicional (RAND, 2007).

Ch ch ACh  Ach ACh ACh ACh
- Ch
ch ch ¢p ©Ch ACh ACh Al
ch Ch4= — ACh
Ch  ch ¥~ AChE: ace genes Ach Ach ACh

Ch Ch Ac ACh

ACh
i 1 e A
f AChR: many genes

Figura 1. Enzimas e transportadores colinérgicos. Adaptado de Rand, 2007.

2.1.1 Acetilcolinesterase

A AChE (EC 3.1.1.7) é uma importante enzima regulatoria que controla a
transmissao do impulso nervoso através da sinapse colinérgica pela rapida hidrélise
e inativagdo da ACh modulando a concentracdo deste neurotransmissor nas
sinapses (GRISARU et al, 1999; SOREQ & SEIDMAN, 2001). E uma glicoproteina
globular encontrada nos neurdnios colinérgicos, nas proximidades das sinapses

colinérgicas e em concentracdes elevadas na jungdo neuromuscular.
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A AChE pode ser classificada como uma serina hidrolase (SOREQ &
SEIDMAN, 2001). Além de seu papel classico na transmissao colinérgica a AChE
tem sido implicada em varias acdes ndo colinérgicas como crescimento dos neuritos
(DAY & GREENFIEL, 2002), regulacdo estrutural da diferenciacdo pos-sinaptica,
osteogénese (CHACON et al., 2003) e também tem sido proposto a atividade
hematopoiética pela presenca desta enzima em células progenitoras do sangue
(SOREQ & SEIDMAN, 2001). A AChE também foi localizada e identificada em
linfécitos onde provavelmente apresenta um papel importante na regulacdo das
funcdes imunes (KAWASHIMA & FUJII, 2000).

2. 1. 2. Estrutura da AChE

A AChE é composta de um centro invariavel de 534 aminoacidos e um
peptideo C-terminal de 14, 26 ou 40 aminoacidos (MESOHRER and SOREQ, 2006).
A proteina purificada tem uma forma elipsoidal de 45x60x65 A e, de acordo com sua
estrutura, pertence a superfamilia a/B-hidrolase. O dominio catalitico da AChE é
composto de uma triade serina-histidina-glutamato, que basicamente, se assemelha
ao sitio catalitico de outras serinas proteases, exceto que, nesse caso, 0 residuo
acidico é glutamato ao invés do aspartato usual. A cristalografia de raios-X revelou
que a triade catalitica esta localizada no interior de um canal com 20 A de
comprimento, que penetra quase toda a proteina a partir de sua superficie
(SUSSMAN et al, 1991). Este canal de acesso ao sitio ativo é circundado por 14
residuos aromaticos localizados nas pontas entre diferentes folhas B (figura 2)
(ZIMMERMAN & SOREQ, 2006).
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Figura 2: Estrutura 3D da TcAChE. Os 14 residuos aroméaticos conservados sdo mostrados em rosa.
Um modelo do substrato, ACh, ligado no sitio ativo, € mostrado no fundo do canal sitio ativo, no
formato bola-bastdo. Adaptado de Dvir, 2010.

Muitos subsitios funcionais no canal sitio ativo foram identificados (figura 3)
(SOREQ et al, 1990). Estes incluem (a) a triade catalitica, Ser203, Glu334, e His447,
que, transitoriamente, se ligam a porc¢ao acil do substrato; (b) a porcéo acil e (c) o
subsitio hidrofébico, que acomoda a por¢cdo alcool do estado de transicédo
tetraédrico. Outro importante componente é (d) o “buraco oxianiénico” que estabiliza
o estado de transicdo pela acomodacdo do oxigénio carbonilico carregado
negativamente. Além da triade catalitica invariavel, todas as AChEs conhecidas
incluem (e) um sitio de ligacdo secundario, referido como sitio aniénico periférico
(PAS). Este sitio est4 envolvido na modificacdo da atividade catalitica (inibicdo pelo
substrato) e na mediacdo de muitas interacbes com inibidores de AChE (GRISARU
et al, 1999).

Em relacdo as &reas de ligagbes hidrofobicas, um grande numero de residuos
aromaticos se alinha ao canal e provém sitios hidrofobicos potenciais para a ligacao
de grupos alquil e aril de substratos e respectivos fragmentos catiénicos e inibidores
(SUSSMAN et al, 1991; SUSSMAN et al, 1992) Na porcao acil dos residuos
aromaticos de AChE, cria-se uma restricdo quanto ao tamanho da por¢édo acil do
substrato (HAREL et al, 1992; VELLON et al, 1993; ORDENTLICH et al, 1993). Por
outro lado, a estrutura tridimensional da AChE indicou que no canal sitio ativo ha
poucas cargas idnicas negativas. Dois residuos anidénicos dentro do canal, Glu-327 e

Asp-443, sd0 essenciais para a maquinaria catalitica da enzima: Glu-327 é um
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componente da triade catalitica e Asp-443 parece estar ligado por pontes de
hidrogénio & molécula de agua-chave para manter uma posicdo adaptada para a
reacao quimica ser procedida (SOREQ et al, 1992).

Peripheral Site

Figura 3: Visdo esquematica do canal de acesso ao sitio ativo da TcCAChE. O fundo do canal é
caracterizado por muitos subsitios: o sitio “anidénico”, pelo qual a porgao colina do substrato interage;
0 sitio “esterasico”, que contém os trés residuos da triade catalitica; o buraco “oxianiénico”, e a
porcao acil, que confere especificidade ao substrato. O sitio aniénico periférico (PAS) esta localizado
~15A acima do sitio ativo, proximo & entrada do canal. Adaptado de Dvir, 2010.

A Unica carga negativa na vizinhanga do sitio esterasico, em uma distancia
adequada ao poélo catibnico do substrato fisioldgico e, portanto, potencialmente
capaz de funcionar como um sitio aniénico é Glu-199 (SUSSMAN et al, 1991;
RIPOLL et al, 1993).

A natureza nucleofilica é transferida do anel imidazol da histidina para o grupo
hidroxil da serina possibilitando a troca da por¢ao colina do substrato, formando um
intermediario acetil-enzima. Uma subsequente hidrélise libera o grupo acetato (figura
4).
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Figura 4: Acetilcolinesterase. a) Caracteristicas estruturais da enzima. Cristalografia de raios-X
identificou um sitio ativo no fundo de um canal estreito, alinhado com cadeias laterais hidrofébicas de
aminoacidos. Um sitio de ligacdo periférico também foi identificado. b) A reacdo da
acetilcolinesterase. AChE promove a hidrolise da acetilcolina pela formacdo de um intermediéario
acetil-AChE com a liberagdo de colina e a subsequente hidrélise do intermediario para liberar acetato.
Adaptado de Soreq & Seidman, 2001.

A AChE é encontrada em um conjunto variado de formas obtidas pelo uso
promotor alternado de seu gene, splicing alternativo de transcritos de mRNA pré-
AChE nascentes, multimerizacdo de subunidades individuais de AChE e sua uniao
com diferentes proteinas associadas ou ancoradas (ZIMMERMAN e SOREQ, 2006).
O uso promotor alternado e o splicing alternativo, juntos, modificam as extremidades
5 e 3’ do mRNA de AChE, permitindo a producédo de seis unidades protéicas com
diferentes porcdes N- e C-terminais. Existem trés diferentes carboxi-terminais: a
sinaptica ou variavel S, que é também chamada “cauda” (MASSOULIE, 2002), a
eritrocitica ou variavel E (LI et al, 1991), e a variavel R (KAUFER et al, 1998). Estas
unem as duas por¢cdes N-terminais para produzir variaveis com N-terminal comum
ou alongada (MESOHRER et al, 2004). JA que o dominio catalitico de todas as
isoformas de AChE permanece invariavel, as caracteristicas desses diferentes
peptideos terminais alteram muitos aspectos-chave dessa proteina. Uma
caracteristica proeminente de AChE-S, a forma mais abundante no sistema nervoso
central, € um residuo cisteina C-terminal localizado a trés aminoacidos do fim da
proteina. Este residuo cisteina permite a ligacdo dissulfeto com outras unidades
AChE-S dando origem a homodimeros e homotetrameros anfipaticos (ZIMMERMAN
e SOREQ, 2006). Além de sua sequéncia diferente de aminoéacidos, a por¢cado AChE-
R difere da AChE-S em duas caracteristicas Obvias: (1) é hidrofilica e (2) pela falta

do residuo cisteina C-terminal encontrado em AChE-S, ndo pode tetramerizar por
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ligacdo dissulfeto com outras subunidades. Isto produz uma molécula monomérica
soltvel ao invés de tetrameros anfipaticos compostos de dimeros.

Tetrdmeros AChE-S se associam com uma das duas moléculas &ncoras de
membrana, que determinam parcialmente a localizacdo sinaptica da proteina:
coldgeno Q (ColQ), nas jungBes neuromusculares, e uma ancora de membrana rica
em prolina (PRIMA) nas sinapses cerebrais (MASSOULIE et al, 1999). Unidades
ColQ homotrimerizam-se pela formacdo de uma estrutura helicoidal tripla em um
dominio rico em prolina na sua porcao C-terminal (BON e GREENFIELD, 2003; BON
et al, 2003). J& que cada ColQ pode atacar um tetramero de AChE, complexos
hetero-oligoméricos podem conter 4, 8 ou 12 subunidades de AChE, designadas A4,
A8 e Al12, respectivamente. A glicoproteina PRIMA, por sua vez, induz a formacgéao
de homotetrameros de AChE e,se liga a eles, por uma por¢cdo rica em prolina
mantendo-os ancorados a membrana celular por um dominio transmembrana
(PERRIER et al, 2002).

Tetrdmeros de AChE associados com PRIMA s&o tradicionalmente
designados como G4, para globular, e monémeros e homodimeros nao-associados
a qualquer proteina ancora sédo designados G1 e G2, respectivamente (Figura 5).
AChE-R necessita de um dominio hidrofilico e é incapaz de se ligar a ColQ ou
PRIMA. Dessa forma, permanece soluvel e sua forma secretada mostra maior
mobilidade do que AChE-S (SOREQ & SEIDMAN, 2001).

e oo 33 :]:
ACKE-S ACRE-S PRIMA
unanchoned forms anchomed form
ACHE-S Coi ACHE-S Cold ACHE-S Cobl
anchoned form (A4)  anchoned fiorm () anchomd foem (A1 2)
® .o 7
ACHE-R ACHE-E M-ACKE

Figura 5: Produtos protéicos alternativos do gene de AChE. Unidades AChE-S podem dimerizar,
tetramerizar ou permanecerem como mondémeros. Tetrameros AChE-S podem permanecer sollveis
ou se tornarem ancorados a membrana pelas moléculas ColQ ou PRIMA. AChE-R permanece
inerentemente como um mondmero sollvel. Formas dimerizadas de AChE-E ligadas a membrana de
células sanguineas. Adaptado de Zimmerman & Soreq, 2006.
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2. 1. 3. Mecanismo de hidrélise da AChE

A elucidacéo da estrutura cristalina da AChE revelou uma notavel distribuicdo
bipolar de cargas na superficie da enzima, com o pdlo aniénico envolvendo a
entrada do canal, e o polo catibnico estando no seu interior (figura 6) (SUSSMAN et
al, 1991). Essa caracteristica foi inicialmente proposta para explicar a atracdo do
substrato carregado positivamente até a entrada do canal; entretanto, neutralizacéo
por mutagénese de sete residuos carregados ao redor do canal ndo alteraram a
velocidade hidrolitica de AChE (SHAFFERMAN et al 1994).

Figura 6: Modelo estrutural da TCAChE com potencial eletrostatico sobreposto. Esqueleto protéico
esta representado como emaranhado branco. A superficie vermelha corresponde ao contorno
isopotencial, —1kT/e, e a azul ao contorno isopotencial +1kT/e, onde k é a constante de Boltzmann, T
€ a temperatura, e e é a carga eletronica. Seta indica a dire¢do do dipolo na proteina. Adaptado de
Dvir, 2010.

Na entrada do canal, o substrato se liga transitoriamente ao PAS
(SZEGLETES et al, 1999), presumivelmente induzindo trocas estruturais (KITZ et al,
1970) que podem facilitar a passagem de ACh pelo canal. Uma vez dentro do canal,
0S grupos aromaticos localizados ao redor da sua extremidade guiam o substrato da

superficie da proteina até o sitio ativo, onde o subsitio anidnico se liga a colina e
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posiciona o éster no sitio de acilagdo. A serina age entdo, como um nucledfilo
atacando o carbono eletrofilico da carbonila do éster. Essa adigéo nucleofilica abre o
grupo carbonila (OBREGON, 2006, figura 7)

Histidina

Figura 7. Mecanismo de hidrolise da AChE — ataque nucleofilico.

Para estabilizar a carga positiva do oxigénio da serina, a histidina age como
uma base, capturando o préton desse oxigénio, com isso se estabelece a ligagdo do

éster a serina (figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de hidrolise da AChE — catalise basica.

Logo em seguida, a histidina exerce uma catalise &cida, protonando a funcao

éster do intermediario, tornando-se um bom grupo abandonador (figura 9).
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Histidina
(Catalise Acida)

Histidina

Figura 9. Mecanismo de hidrélise da AChE — catalise acida.

O grupo carbonila é recuperado e a porcédo alcool do éster (colina) € liberada.
Nesse estagio da reacdo, uma molécula de agua age como nucledfilo, atacando o
carbono eletrofilico do grupamento acetila (figura 10). A colina liberada ja pode ser

recapturada e usada na sintese de outras moléculas de ACh.

Serina

Figura 10. Mecanismo de hidrélise da AChE — ataque nucleofilico da agua.

Posteriormente, a histidina, por catalise basica, desprotona a agua,
aumentando o seu poder nucleofilico. Com isso estabiliza a ligacdo do oxigénio ao

carbono do grupo acila, recuperando o grupo acetila (figura 11).



29

Serma Histidina

Figura 11. Mecanismo de hidrolise da AChE — catalise basica.

A histidina entdo, novamente, exerce uma catdlise acida protonando o
intermediario (oxigénio da serina) recuperando, em seguida, o grupo hidroxila do

residuo de serina (figura 12).
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Figura 12. Mecanismo de hidrélise da AChE — catalise acida.

ApOs a protonacao do oxigénio da serina, a carbonila € recuperada e o grupo
acetila torna-se um bom grupo abandonador. Com isso, 0 acetato deixa o sitio ativo

e libera a enzima para o novo ciclo catalitico (figura 13).
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Serna Histidina

Figura 13. Mecanismo de hidrélise da AChE - restauracao do sitio-ativo.

O mecanismo pelo qual as moléculas de acetil e colina produzidas nesta
reacdo sdo expelidas do canal ainda ndo é compreendido. Rotas de liberacdo
alternativas, as vezes chamadas de “back door”, tém sido postuladas (GILSON et al,
1994), mas provas experimentais claras para esta hipétese ainda sdo necessarias.
Surpreendentemente, a liberacdo de uma vesicula de ACh do terminal pré-singptico
basta para saturar todos os receptores colinérgicos e colinesterases num diametro
de 0,5 um do sitio de liberacdo (BARTOL et al, 1991). Ja que a ligacdo da ACh no
seu receptor € muito mais rapida do que a velocidade com que ela é hidrolisada pela
AChE, a quantidade de moléculas de ACh que inicialmente se ligardo aos receptores
sinapticos é determinada pela raz&o entre receptores e esterase: aproximadamente
20% de esterase e 80% de receptores (ANGLISTER et al, 1994). A velocidade que a
ACh é liberada dos receptores ativados € menor do que sua velocidade de hidrdlise,
de modo que, quando moléculas de ACh sao liberadas, mais unidades de AChE
estdo livres e capazes de se ligar a uma nova molécula de ACh, mantendo , deste
modo, uma baixa concentragdo de ACh na fenda e virtualmente excluindo a
possibilidade de uma molécula de ACh ativar outro receptor.

Este dinamismo explica por que a inibicdo da AChE tem um efeito mais agudo
na duracdo do potencial excitatorio pos-sindptico do que na sua amplitude
(COLLIER & KATZ, 1991).

A velocidade enzimatica de AChE é diminuida em concentracao excessiva de
substrato. A ligacdo de uma segunda molécula de ACh ao PAS, aparentemente,
diminui a desacetilacdo ou a formacdo do complexo induzido durante a hidrolise
(KRUPKA, 1963; ROSENBERRY, 1975). Mutagcbes em Asp-74 e Trp-286, que
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diminuem a afinidade pelo PAS, dramaticamente reduziram a inibicdo pelo substrato
(SHAFFERMAN et al, 1992) corroborando a importancia do PAS em tais processos.
Condicdes ambientais também mostraram contribuir para mudancas que influenciam
a inibicdo pelo substrato. Por exemplo, AChE extraida de mosquito ndo mostra
inibicdo pelo substrato, mas quando tratada com tiocianato, que converte a enzima a

seus derivados néo anfifilicos, h4 inibicdo pelo substrato (DARY & WEDDING,
1990).

2. 2. Histodrico dos inibidores da AChE

2. 2. 1. Organofosforados e carbamatos

Compostos organofosforados (OP) tais como soman, sarin, tabun, VX e
outros, tém sido usados como pesticidas e desenvolvidos como armas quimicas
(EDDLESTON et al, 2008). Carbamatos (CB) séo usados como pesticidas e alguns
deles, como fisostigmina, pirostigmina, ganstigmina, tém sido registrados como
drogas humanas (JOKANOVIC, 2009). Os CB também agem pela carbamilacdo do
mesmo sitio da AChE, que reversivelmente inibe a atividade da enzima. A Inibicao
da AChE resulta do acumulo de ACh nos sitios dos receptores colinérgicos,
produzindo estimulacéo continua das fibras colinérgicas através do sistema nervoso
central e periférico (JOKANOVIC, 2009).

O alvo priméario de OPs é a AChE. Esses compostos possuem uma porcao
P=0 que fosforila o grupo hidroxil da serina no sitio ativo da enzima, impedindo,
assim, sua a¢ao no substrato fisiologico (Figura 14) (COSTA, 2006).
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Figura 14: Representacdo esquematica da interacdo bioquimica entre OPs e AChE. Reacado 1
conduz a AChE fosforilada. Reacdo 2 é a espontdnea reativacdo da AChE. Reacdo 3 é a
estabilizacdo e conduz a AChE fosforilada, carregada negativamente e estavel. E-OH = sitio ativo da
enzima. Adaptado de Costa, 2006.

A ligacdo entre o atomo de fosforo e o sitio esterasico da enzima é mais
estavel do que a ligacdo entre o carbono carbonilico do acetato (na acetilcolina) no
mesmo sitio-ativo da enzima. Enquanto a quebra da ligacdo carbono-enzima é
completada em poucos microssegundos, a quebra da ligacao fésforo-enzima leva de
poucas horas a muitos dias, dependendo da estrutura quimica do OP (GALLO &
LAWRYK, 1991). A AChE fosforilada é hidrolisada por agua em baixa velocidade,
dependendo da natureza do substituinte R (por exemplo, reativacdo diminui na
ordem: dimetoxi>dietdxi>>diisopropoéxi). A reativacdo da AChE fosforilada né&o ocorre
uma vez que o complexo inibidor tenha se estabilizado (figura 14). A estabilizacao
consiste na perda (pela hidrolise ndo-enzimatica) de um dos dois grupos R, e a
velocidade de estabilizagdo depende da natureza do grupo alcoxi (por exemplo,
AChE fosforilada por um fosfato isopropéxi estabiliza muito rapidamente). Quando a
AChE fosforilada € estabilizada, a enzima pode ser considerada inibida
irreversivelmente e a Unica forma de recuperar sua atividade é através da sintese de
uma nova enzima, um processo que leva dias (COSTA, 2006).

A ACh liberada de terminais nervosos colinérgicos € concebida unicamente
para a hidrélise pela AChE. De fato, diferente de outros neurotransmissores, como a
noradrenalina, é o produto da hidrélise de ACh por AChE, colina, que € levado ao
terminal pré-sinptico. Dessa forma, a inibicdo de AChE por OPs causa acumulo de

ACh nas sinapses colinérgicas, com uma super-estimulacdo de receptores
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nicotinicos e muscarinicos. Esta “sindrome colinérgica” inclui aumento de
transpiracdo e salivacdo, profunda secrecao bronquica, broncoconstricdo, miosis,
diarréia, tremores, espasmos musculares e varios efeitos no SNC (LOTTI, 2000;
2001).

A recente descoberta da inibicdo de AChE por OPs conduziu ao seu
desenvolvimento, primeiramente como inseticidas, mas também como armas
quimicas (COSTA, 2006). Poucos OPs foram desenvolvidos como drogas
farmacéuticas. Exemplos sdo o metrifonato e o ecotiofato. Entretanto o uso desses
inibidores de AChE para o tratamento de certas patologias (miastenia grave, AD)
evoca principalmente o uso de carbamatos ou outros compostos (TAYLOR, 1996).

Os compostos derivados do &cido carbamico sédo provavelmente o0s
inseticidas com mais ampla atividade biocida. Eles interagem com a hidroxila do
aminoacido serina presente no sitio ativo da AChE levando a carbamilacdo desse
grupo de forma reversivel, sendo que a descarbamilacdo desse residuo de
aminoacido leva de 30 a 40 minutos para ocorrer (KUHR & DOROUGH, 1976).

Como os carbamatos séo inibidores reversiveis da AChE e apresentam um
alto grau de afinidade na ligagdo com a enzima, varias moléculas com o grupo
carbamato foram sintetizadas nos ultimos anos (OGANE et al, 1992; MARTIN et al,
1997; MUSTAZZA et al, 2002). A rivastigmina é o protdtipo mais promissor dessa
classe, produzido pelo laboratério farmacéutico Novartis e amplamente utilizado no
tratamento da AD (POLINSKI, 1998).

2. 2. 2. Inibidores de uso terapéutico

Os Inibidores da AChE (AChEIs) tém uma longa histéria, mas a aplicacéo
clinica desses AChEIs no campo da DA comecou apenas no inicio dos anos de
1980 com a administracdo oral e intravenosa de fisostigmina (DAVIS & MOHS,
1982; THAL et al, 1983). Os resultados desses primeiros tratamentos experimentais
foram encorajadores, pois eles demonstraram potencial na redugdo do dano no
processo cognitivo. Entretanto, o efeito da fisostigmina foi de curta duracéo e seus

efeitos colaterais colinérgicos muito frequentes e pronunciados (GIACOBINI, 1998).
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AChEIs foram recentemente introduzidos como agentes melhoradores da
cognicdo em pacientes que sofrem de DA leve ou moderada (JEFFREY &
CUMMINGS, 2000). A tacrina (Cognex®) (DAVIS et al., 1992; FARLOW et al., 1992;
KNAPP et al., 1994), o donepezil (Aricept® 1996) (ROGERS et al., 1998), a
rivastigmina (Exelon® 2000) (COREY-BLOOM et al., 1998; SRAMEK et al., 1996) e
a galantamina (Reminyl® 2001) (RAINER, 1997) foram aprovados pelo U.S Food
and Drug Administration (FDA); outros varios compostos também tém sido
investigados com potencial terapéutico benéfico na DA (JEFFREY & CUMMINGS,
2000).

Estes agentes exercem seus efeitos benéficos na funcdo intelectual pelo
bloqueio da AChE e melhoramento da funcao colinérgica. Eles foram desenvolvidos
para melhorar os déficits neurofisiologicos da DA, como mostrado na maioria dos
testes clinicos com esses compostos (JEFFREY & CUMMINGS, 2000).

2. 2. 3. Classes de inibidores terapéuticos da AChE

A tabela | mostra informac¢des comparativas dos principais AChEls atualmente
disponiveis. Essas drogas representam diferentes agentes: a fisostigmina € um
carbamato, a tacrina e a velnacrina sdo acridinas, o donepezil € uma piperidina, a
rivastigmina e a eptastigmina sdo carbamatos, o metrifonato € um organofosfato e a
galantamina € um alcaldide fenantreno (JEFFREY & CUMMINGS, 1997). Eles
diferem principalmente no tipo de ligacdo que formam com a AChE. A tacrina, a
velnacrina, o donepezil e a huperzina séo inibidores ndo covalentes de alta
afinidade; o metrifonato forma uma ligacdo covalente irreversivel com o substrato; a
tacrina e a velnacrina sao inibidores ndo-competitivos; o donepezil tem propriedades
nao-competitivas e competitivas; a galantamina € um inibidor competitivo e o
metrifonato inicia com uma inibicdo ndo-competitiva e se torna inibidor competitivo
com o tempo (TAYLOR, 1998).

Em geral, esses compostos podem ser divididos em trés classes principais,
com base na sua estrutura e mecanismo (BENZI et al, 1998): (i) compostos amino-
terciarios (inibidores reversiveis ou nao-competitivos, como o donepezil, ou de tipo

misto, como a tacrina, que causa inibicdo alostérica da AChE pela ligacdo a uma
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regido hidrofébica, proxima aos sitios aniénicos a ou B na sua superficie), (ii)
carbamatos (como ENA 713 e a eptastigmina, inibidores pseudo-irreversiveis, que
formam um complexo carbamilado com o residuo serina da triade catalitica da
enzima que é hidrolisada em uma velocidade menor do que a forma acilada) e (iii)
organofosfatos (inibidores irreversiveis, como o diclorvos, um metabdlito ativo do
metrifonato, que forma uma ligagdo covalente com o residuo serina, originando,
portanto, um composto enzima-inibidor estavel). Além disso, alguns inibidores sao
descritos como seletivos para a AChE como o donepezil, o ENA 713, a galantamina,
a0 passo que a tacrina € o mais potente inibidor da BUuChE (FREEMAN & DAWSON,
1991).

Tabela 1: Caracteristicas farmacoldgicas de alguns AChEls

Nome Classe Seletividade  Reversibilidade Acéo no Tipo de Biodisponibilidade
sitio ativo inibicao (%)
Tacrina Acridina® BuChE>AChE Reversivel Anibnico Néo 17-33
competitiva

Donepezil Piperidina BuChE>AChE Reversivel Anidnico Mista 100

Rivastigmina Carbamato AChE>BuUChE Pseudo- Esterasico b 40
irreversivel

Fisiostigmina Carbamato BuChE>AChE Reversivel Esterasico b 3-8
Metrifonato Organofosfato BuChE>AChE Irreverspivel Esterasico Alternada b
Galantamina Fenantreno AChE>BuUChE Reversivel b Competitiva 85
Eptastigmina Carbamato BuChE>AChE reversivel b b b

a: Acetilcolinesterase
b: informacgé&o néo disponivel pelo autor

Tacrina

O composto tetrahidroaminoacridina, genericamente conhecido como tacrina
(Tacrinal® ou Cognex®), foi o primeiro inibidor da AChE a ser aprovado pelo FDA
para o tratamento da DA em 1993 (DAVIS & POWCHICK, 1995). Este composto
possui Vvarias agdes no organismo tais como inibicio da monoamino oxidase,
bloqueio dos canais de potassio, e interagbes com subtipos de receptores

muscarinicos e nicotinicos (MCGLEENON et al, 1999). Entretanto a acdo mais
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proeminente € como inibidor reversivel de colinesterase. A tacrina € rapidamente
absorvida e processada pelo figado durante o primeiro passo do metabolismo
(SELEN et al, 1988; McNALLY et al, 1989). Esse composto parece melhorar a
funcdo cognitiva e déficits comportamentais em pacientes com DA em doses que
variam de 80 a 160 mg/dia, com uma significante relacdo dose-resposta (RACCHI et
al, 2004). Entretanto, a molécula mostra varios efeitos colaterais entre eles, o

aumento nos niveis de transaminase e hepatotoxicidade.

Figura 15: Tacrina

Donepezil

O hidrocloreto de donepezila foi a segunda droga aprovada pelo FDA para o
tratamento de DA leve ou moderada. E uma nova classe de AChEI, possuindo uma
porcdo N-benzilpiperidina e uma indanona, que mostra agdo mais longa e seletiva. E
vendido nos EUA e em paises da Europa e Asia com o nome de Aricept®
(SUGIMOTO et al, 2002).

O donepezil € um inibidor reversivel da AChE, com seletividade para esta
enzima melhor do que a tacrina (SUGIMOTO et al, 1992) e sua seletividade no SNC
€ alcancada pela falta de atividade em tecidos periféricos tais como tecido cardiaco
ou intestino delgado (ROGERS et al, 1991). Exames clinicos para a avaliacdo da
droga em DA mostraram efeitos benéficos na cogni¢cdo em tratamentos a longo e a
curto prazos, diminuindo, dessa forma, a progressao sintomatica da doenca. A droga
€ geralmente bem tolerada, com efeitos colaterais colinérgicos tipicos, como nausea,
vomitos, diarréia, constipacédo, alguns casos de dor de cabeca, tonturas, e disturbios
do sono, todos de natureza branda (RACCHI et al, 2004).
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Figura 16: Donepezil

Rivastigmina

A rivastigmina é um carbamato, com inibicdo pseudo-irreversivel da AChE
que, em estudos bioquimicos pré-clinicos, mostrou significante seletividade ao SNC
(ENZ et al, 1993). Esse composto foi selecionado para exames clinicos devido a sua
maior afinidade pela AChE G1 cerebral do que pelas formas periféricas da enzima,
sua estabilidade quimica, sua a¢do de longa duracdo in vivo e sua boa tolerancia
(ENZ et al, 1991). Foi aprovado pela Agéncia Européia de avaliagdo de Produtos
Medicinais, em 1998, e pelo FDA em 2000, com o nome de Exelon® para o
tratamento de DA (BAR-ON et al, 2002).

A rivastigmina, assim como o donepezil, possui nitida seletividade pelo SNC
(ANAND et al, 1996; ANAND & GHARABAWI, 1996), com estudos animais
mostrando efeito especifico no cértex e hipocampo (ENZ et al, 1993). A rivastigmina
nao se liga a proteinas do plasma, e € inativada pela clivagem durante a inibicao
enzimatica. Isto evita o metabolismo hepatico e a droga € rapidamente excretada
pelos rins (McGLEENON et al, 1999).

Figura 17: Rivastigmina
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O metrifonato é um produto que, em solucdo aquosa se rearranja no

organosfosfato ativo diclorvos (2-2-diclorovinil-dimetil-fosfato) ou DDVP (HINZ et al,

1996). Esse ultimo composto € um inibidor irreversivel da AChE que, em estudos

pré-clinicos, mostrou melhora da performance cognitiva em ratos com uma

tolerancia favoravel (RACCHI et al, 2004). O metrifonato, quando administrado

oralmente em pacientes com DA, em uma Unica dose diaria, rapidamente entrou no

cérebro e inibiu a atividade da AChE de forma dose-dependente. A droga também

foi benéfica nas funcdes globais desses pacientes, incluindo cognicdo, atividades

diarias, e comportamento. A droga foi bem tolerada em todos os estudos clinicos,

sem nenhuma anormalidade clinicamente significativa e com efeitos adversos
previsiveis, como nausea, colicas e diarréia (CUMMINGS 1998; JANN, 1998;

TARIOT, 1998).
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Figura 18: Metrifonato
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Galantamina

A galantamina € a Ultima droga aprovada para o tratamento da DA
(Reminyl®). E um alcaloide terciario com um modo de agéo singular (RACCHI et al,
2004). E um inibidor de AChE reversivel e competitivo, e também um modulador
alostérico dos receptores nicotinicos de ACh (nAChRs) (SCHRATTENHOLZ et al,
1996; COYLE et al, 2001). O impacto clinico desse ultimo mecanismo de acao ainda
ndo foi totalmente esclarecido. A galantamina exibe favoraveis caracteristicas
farmacocinéticas, incluindo eliminagdo cinética linear nas doses de manutencéo
recomendadas (16 e 24 mg/dia), um tempo de meia-vida curto (aproximadamente 7
h), e alta biodisponibilidade, e os efeitos colaterais incluem previsiveis disturbios
gastrointestinais, que sao passageiros (TARIOT, 2001; LILIENFELD, 2002).

Figura 19: Galantamina

Fisostigmina

A fisostigmina foi o AChEI mais estudado no inicio do desenvolvimento de
drogas para DA (JEFFREY & CUMMINGS, 1997). E um carbamato que age inibindo
a AChE através da estimulagdo dos receptores nicotinicos e muscarinicos
(BRENNER, 2000). Por ser uma amina terciaria, pode atravessar a barreira hemato-
encefalica e ser usada para o tratamento de sobredoses de medicamentos como a

atropina, a escopolamina e outras drogas anticolinérgicas. Diversos estudos clinicos
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foram feitos e foi evidenciado melhoramento cognitivo (HARRELL et al, 1990),
grande recuperacdo comportamental durando até trés dias apds a administracdo
intramuscular da droga (SCHWARTZ et al, 1986), diminuicdo de alucinacbes
(MOLCHAN et al, 1991), entre outros. Os efeitos colaterais incluem a depresséo e

uma overdose pode acarretar uma sindrome colinérgica (BRENNER, 2000).

Figura 20: Fisostigmina

Fenserina

A fenserina € um fenil carbamato derivado da fisostigmina e um inibidor de
AChE pseudo-irreversivel (GREIG et al, 1995; IIJIMA et al, 1993). E um novo inibidor
de AChE potente e altamente seletivo, com uma atividade 50 vezes maior para a
AChE do que para outras colinesterases (RACCHI et al, 2004). O composto foi
testado clinicamente para o tratamento da DA, embora nenhum dado clinico tenha
sido relatado. Em exames pré-clinicos, a fenserina mostrou menor toxicidade e
melhoramento robusto das fungdes cognitivas quando comparado com a tacrina e
com a fisostigmina (RACCHI et al, 2004). A fenserina tem um alto e longo periodo de
inibicio de AChE, com um tempo de duracdo excedendo 8h e com uma
biodisponibilidade oral de 100% (GREIG et al, 2000).
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Figura 21: Fenserina
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Ganstigmina

A ganstigmina é um novo inibidor da AChE desenvolvido para o tratamento da
DA. E um inibidor seletivo para AChE, sendo 115 vezes mais potente contra essa
enzima do que contra outras colinesterases e também mais seletivo para AChE
central (cérebro) do que a AChE periférica (coracdo) (PIETRA et al, 1999). Mostra
significantes efeitos neuroquimicos em ratos, incluindo atenuagdo da amnésia
induzida por escopolamina (TRABACE et al, 2002). Dor de cabeca leve e nausea
podem ser os sintomas adversos mais comuns, além de vOmitos e anorexia, que

ocorrem em doses mais altas (RACCHI et al, 2004)
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Figura 22: Ganstigmina

Huperzina

A huperzina A (HupA) é um alcaldide isolado da erva chinesa Huperzia
serrata. Quimicamente € um sesquiterpeno insaturado com uma porgdo piridona e
um grupo amino primario. Sua férmula empirica € C15H138N2O, e seu peso molecular
242 g/mol. O composto € opticamente ativo e na planta esta presente apenas o
enantibmero (-). E uma molécula muito estavel, com uma aparéncia branca

cristalina, soltvel em acidos aquosos e CHCI; (GEIB et al, 1991).
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E um potente inibidor reversivel da AChE que atua em concentragdes
nanomolares com um mecanismo estereosseletivo: (-) HuUpA, a forma naturalmente
recorrente, é o enantidbmero mais potente (HANIN et al, 1993).

HupA se liga aos residuos aromaticos no canal sitio ativo da AChE, localizado
entre Trp86 e Tyr337 na enzima (VED et al, 1997). A formagédo do complexo HupA-
enzima é rapida e a dissociagdo € lenta (ASHANI et al, 1992). HupA parece se ligar
mais fortemente e especificamente ao fundo do canal sitio ativo da AChE (que guia
as moléculas de ACh até ao centro de clivagem) do que outros inibidores de AChE,
tais como tacrina (ZANGARA et al, 2003). Os locais de ligacdo da HupA ao sitio
ativo sdo o grupo amoénio que forma ligacées de hidrogénio com Asp72, Trp84 e
Asn85, e o grupo NH que também forma ligacées de hidrogénio com Tyrl30 e
Glul99. A analise estrutural, surpreendentemente revelou que HupA nao possui
nenhuma semelhanga com ACh e que o complexo HupA-AChE se liga ao canal sitio
ativo da enzima com poucos contatos diretos com a proteina. Apenas uma ligacao
forte com o hidrogénio é vista, bem como algumas interacfes hidrofébicas com o
complexo cristalino (RAVES et al, 1997). A imagem computacional em 3-D do
complexo HupA-AChE, gerada pelo estudo de Raves, revelou como a HupA
bloqueia a enzima pelo suave deslizamento no sitio ativo da AChE, onde ACh é
quebrada, e tranca este sitio através de varias ligagcdes quimicas. Foi demonstrado
também que HupA pode formar uma ligacao de hidrogénio extra com Trp337 no sitio
da colina que existe apenas em AChE de mamiferos (SAXENA et al, 1994,
SUSSMAN et al, 1991).

Estudos mostraram que a HupA tem um apropriado perfil farmacoldgico e de
melhoramento cognitivo para a DA e danos de memodria relacionados a idade.
Também possui um poderoso e duradouro efeito no cérebro enquanto mantém
baixos efeitos colaterais, ao contrario de outros inibidores de AChE (ZANGARA et al,
2003).
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Figura 23: Estrutura quimica da Huperzina

2. 3. Compostos heterociclicos — pirazéis, isoxazéi s e isoxazolinonas

2. 3. 1. Pirazbis

Pirazol se refere a uma classe de compostos organicos de anel aromatico
simples da série dos heterociclos caracterizado por um anel de 5 membros
composto por trés atomos de carbono e dois de nitrogénio em posi¢cdes adjacentes.

O ndcleo pirazol é térmica e hidroliticamente muito estavel. Quando
desprotonado, o pirazol se torna o ion pirazolida, que pode coordenar-se a outras
espécies atraves de ambos os atomos de nitrogénio (TROFIMENKO, 1972). A
nucleofilicidade dos nitrogénios e sua acessibilidade estérica podem variar através
da substituicdo apropriada do anel (GRANDBERG et al, 1961). Por essas
caracteristicas, a quimica de pirazois tem sido vigorosamente estudada, com maior
atencado as suas caracteristicas bioldgicas.

Os pirazdis e seus derivados exibem um amplo espectro de atividades
biologicas tais como atividades antimicrobiana (BOYNE et al, 2006), herbicida
(VICENTINI et al. 2005), anti-tumoral (PEVARELO et. al. 2004) e anti-inflamatoria
(FANCELLI et al.2006). Com a crescente aplicacdo de sua sintese e bioatividade,
quimicos e bidlogos tém direcionado consideravel atencédo na pesquisa de derivados
pirazolicos nos ultimos anos (OUYANG et al, 2008).
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Figura 24: Estrutura do anel pirazol

2. 3. 2. Isoxazobis e Isoxazolinonas

A guimica de isoxazéis data de 1888, quando Claisen (CLAISEN & LOWMAN,
1888) propds a correta estrutura (3-metil-5-fenil-isoxazol) para 0 composto
sintetizado anos antes (CERESOLE, 1884) a partir da acdo de hidroxilamina em
benzoilacetona. Ele sugeriu o nome monoazol para o anel de cinco membros C3NO,
gue foi modificado por Hantsch (HANTSCH, 1888) para isoxazol, um nome derivado
do ja conhecido anel isomérico oxazol. Em 1891, Claisen publicou seu artigo
classico “Ueber Isoxazole” (CLAISEN, 1891), no qual o perfil fundamental da
guimica de isoxazol foi relatado.

Do ponto de vista histérico, é interessante notar que dois isoxazois (eulite e
dislite) foram isolados em 1852 (BAUP, 1852) a partir da reacdo de acido nitrico
concentrado com acido citraconico. Contudo, suas estruturas permaneceram
desconhecidas por um longo tempo, e ndo demonstraram ser polinitro derivados de
isoxazol e 3,3'-diisoxazol, respectivamente, até 1946 (QUILICO et al, 1946; FUSCO
& ZUMIN, 1946).

O nome trivial isoxazol, originalmente proposto por Hantsch, foi adotado pela
IUPAC e é usado em resumos quimicos, embora a nomenclatura mais sistematica
1,2-azol seja usada ocasionalmente por alguns autores. As trés posicoes do anel
disponiveis para substituicdo foram originalmente indicadas como na estrutura A,
utilizando as letras gregas a, B e vy, iniciando a partir da posicao adjacente ao atomo
de oxigénio. A nomenclatura persistiu até os anos de 1950, apds, a numeracao
comecou a partir do atomo de oxigénio, como mostrado na estrutura B, que hoje em

dia, é usada exclusivamente.
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Figura 25: Estruturas do anel isoxazol

Poucos compostos com o anel isoxazol foram encontrados em fontes
naturais: acido iboténico e muscimol, isolados da Amanita muscaria (BOWDEN &
DRYSDALE, 1965; EUGSTER et al, 1965), A. pantherina (ONDA et al, 1964;
TAKEMOTO et al, 1964) e A. cathurnata (CHILTON & OTT, 1976), que possuem
atividades inseticida e anti-depressiva (EUGSTER, 1969), o pigmento muscaurina de
A. muscaria (DOPP et al, 1982) e o regulador de crescimento de plantas triunfereol
ou 4-hidroxiisoxazol, isolado de folhas de Triumfetta rhomboidea (Tiliacea) (KUSUMI
et al, 1981). Além disso, 4,5-dimetil-isoxazol tem sido detectado em 0leos volateis de
suco de tomate (WOBBEN et al, 1974) e em compostos volateis de lecitina comercial
de soja (KIM et al, 1984), e trimetil-isoxazol estd presente em porcdes etéreo-
soluveis de fumaca de cigarro condensada (NEWELL et al, 1978).

A quimica de derivados isoxazolicos esta em intenso desenvolvimento devido
a sua ampla aplicacdo na sintese de varios compostos organicos e atividades
biolégicas de inumeros representantes desta classe de heterociclos. A
funcionalizacdo do anel isoxazol € um dos caminhos mais préaticos para obter novos
compostos que podem ser promissores como substancias com potencial
biologicamente ativo. Entre os isoxazois funcionalmente substituidos, seus derivados
amino atraem forte interesse como compostos de partida para a sintese de varios
sistemas heterociclicos condensados, bem como agentes citostaticos,
anticonvulsivos, fungicidas, herbicidas e outros produtos bioativos (POTKIN et al,
2009).

O anel de 5 membros isoxazol provém uma valiosa base para a quimica
medicinal bem como é um Uutil sinton em sintese organica (PINHO & MELO, 2005).

Além disso, o isoxazol aromatico mostra uma vasta gama de atividades bioldgicas,
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incluindo aplicagBes farmacoldgicas como atividades hipoglicémica, analgésica, anti-
inflamatoria, antibacteriana e inibidora do virus HIV, bem como aplica¢gbes
agroquimicas como atividades herbicida, fungicida, e inseticida (HERRMANN et al,
1999).

As isoxazolinonas sédo da classe de oxazolidinonas, compostos muito
utilizados como antibiéticos. O anel da estrutura de isoxazolinona tem uso limitado
em quimica medicinal, presumivelmente devido as instabilidades inerentes a ligacéo
N-O, propriedades potenciais para adicdo de Michael e labilidade hidrolitica da
carbonila do anel (SNYNDER et al, 2004).

O primeiro composto oxazolidinona usado foi a cicloserina, pertencente a
segunda linha de drogas contra tuberculose (FRAHM et al, 1999). Algumas das mais
importantes oxazolidinonas constituem a Ultima geracdo de antibidticos usados
contra patdgenos gram-positivos como Staphilococcus aureus. Muitos estudos tém
sido empregados nessa area, entretanto a primeira e Unica oxazolidinona disponivel
comercialmente para o tratamento de infeccbes bacterianas pela presenca de

microorganismos gram-positivos é Linezolid (Zyvox®) (QUESNELLE et al, 2005).
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Figura 26: Estruturas do anel isoxazolinona
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3. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito, o qual se encontra aqui organizado.

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e
Referéncias Bibliograficas, encontram-se no préprio manuscrito. As apresentacdes
estdo baseadas no manuscrito que serad submetido para publicacdo na revista Cell

Biology and Toxicology.

3. 1. Manuscrito: Kinetic analysis of inhibition of some azoles compounds on

acetylcholinesterase activity from rats brain.
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Abstract

The acetylcholinesterase enzyme is responsible for the acetylcholine hydrolysis in
the synaptic cleft during the transmission of nervous impulse. The investigation of
new inhibitors of this important enzyme is very relevant on tentative to minimize
the effects due damages on cholinergic transmission, mainly in pathologies as
Alzheimer’s disease. Therefore, this work has investigated the inhibitory potencial
of different classes of heterocyclic compounds (pyrazole, isoxazole and
isoxazolinone), in vitro, on the acetylcholinesterase activity on different cerebral
structures of rats (cortex, striatum and hippocampus). Among all tested
compounds, only the 5-(4-methoxy-phenyl)-3-methyl-isoxazole (2c) compound did
not show any inhibition; all the remaining compounds showed inhibition (p<0,05),
and the compounds 3-methyl-5-phenyl-isoxazole (2a) and 3-p-(methoxy)-phenyl-5-
isoxazolinone (3c), that shown the best inhibitory efficacy (53 and 59 %,
respectively), were the compounds selected to the kinetic enzimatic assays. From
these results it was possible to characterize the kinetic parameters (K, and Vyax)
and the inhibition type showed by every compound through the Lineweaver-Burk
and Cornish-Bowden plots. The mentioned parameters to the compound 2a were
Kn = 0.2 mM and Vyax = 7.94 uymoles ASCh/h/mg of protein. The compound
exhibited a competitive inhibition type with K; = 1.46 mM. For the compound 3c,
the values of K, and Vuax were 0.05 and 1.42 pmoles ASCh/h/mg of protein,
respectively. This compound performed a noncompetitive inhibition type with K; =
2.2 mM. All the compounds were previously diluted in methanol PA at

concentrations of 0.031 mM, 0.0625 mM, 0.125 mM, 0.250 mM and 0.500 mM.

Key Words: acetylcholinesterase; heterocyclic; inhibition; kinetic
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Introduction

Cholinergic neurons and their projections are widely distributed throughout
the central nervous system (CNS) with an essential role in many vital functions,
such as learning and memory, in which two different types of cholinesterase,
acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7), and butyrylcholinesterase (BuChE) are
ubiquitous constituents (Mesulan et al, 2002).

Of the particular interest, AChE is the enzyme that inactivates the
neurotransmitter acetylcholine (ACh) in the synaptic cleft of cholinergic synapses
and neuromuscular junctions (Appleyard, 1992). In addition to this function,
evidence has demonstrated that this enzyme has noncholinergic, synaptic, and
extrasynaptic roles during neural development (Soreq and Seidman, 2001; Silman
and Sussman, 2005), as cell proliferation (Appleyard, 1992) and neurite outgrowth
(Chacon et al, 2003). Interestingly, AChE also is related to various insults including
oxidative stress, an important event that has been related to the pathogenesis of a
variety of CNS disorders, such as stroke (Ozkul et al, 2007), Alzheimer’s disease
(AD) (Chauhan and Chauhan, 2006) and others.

Researches involving the AChE activity have been studied since the
discovery of the cholinergic hypothesis, wherein learning memory and behavior
deficits seem to be related to loss of cholinergic transmission in hippocampus and
cerebral cortex (Klafki et al, 2006). Although many promising new therapeutic
options are being studied, acetylcholinesterase inhibitors remain the current
frontline therapeutic approach to treatment of mild-to-moderate AD (Geldmacher et
al, 2006). AD is the most common form of disabling cognitive impairment in the
elderly, and its increasing prevalence reflects a growing aged population (Caselli

et al, 2006).
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AChE inhibitors (AChEIs) used on treatment of AD include tacrine,
rivastigmine, donepezil and galantamine. Tacrine was the first
acetylcholinesterase inhibitor approved for AD treatment (Crisman et al, 1994), but
this pharmacy has been associated with some severe side effects, including
hepatotoxicity, needing research and development of newer inhibitors with greater
specificity and higher potency (Constantino et al, 2008). At present, commonly
administered acetylcholinesterase inhibitors include rivastigmine, donepezil, and
galantamine. Among these, galantamine possesses the dual mechanism of
acetylcholinesterase inhibition and allosteric modulation of nicotinic acetylcholine
receptors (Samochocki et al, 2003).

Organophosphorus (OP) and carmamate (CB) pesticides are the most
important AChE inhibitors and are often called anticholinesterases. In the
presence of inhibitors, AChE becomes progressively inhibited and is not capable
of hydrolyzing ACh to choline and acetic acid (Jokanovic and Maksimovic, 1997).
Consequently, ACh accumulates at cholinergic receptor sites and produces effects
equivalent to excessive stimulation of cholinergic receptors throughout the central
and peripheral nervous system (Jokanovic, 2009).

Both substrate and inhibitors react covalently with the esterases essentially
in the same manner, because acetylation of serine residue at AChE catalytic site is
analogous to phosphorylation or carbamylation. In contrast to the acetylated
enzyme which rapidly separates acetic acid and restores the catalytic site, the
phosphorylated enzyme is stable. Inhibited enzyme can be spontaneously
reactivated at different rates depending on the compound—for CB it occurs very
rapidly with half-time of one hour or less, while for OP having branched alkyl

groups it may occur at a very slow rate (Jokanovic, 2009). Likewise OP and CB,
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other classes of organic compounds are able to inhibit the AChE; however they do
it in a reversible way. Examples are some compounds belonging to the
heterocyclic class which are known to inhibit the enzyme such as tacrine
(aminoacridine) and donepezil (piperidine) (Jeffrey & Cummings, 2000).

The heterocyclic class includes a myriad of compounds that assemble
theirselves by structural similarities, for example, the pyrazole, isozaxole and
isoxazolinone, which are heterocyclic compounds formed by a five members ring,
whose structural difference is the kind of heteroatom(s): pyrazole possess two
nitrogen atoms bounded by adjacent binding; isoxazole possess one oxygen and
one nitrogen as heteroatoms, also linked by adjacent binding; isoxazolinone
possess a carbonyl bounded to the isoxazolic nucleus. These kind of compounds
have some biological activity (pyrazole possess antidiabetic and antiviral activities
(Ouyang et al, 2008); isoxazole are used as antilipidemics (Herrmann et al, 1999);
isoxazolinone are used as antibiotics (Quesnelle et al, 2005)), but few of these
compounds have been tested in the evaluation of the AChE activity.

Considering previous studies with pyrazolic compounds, which showed
inhibition of the AChE enzyme, and also due the biological potential of the
isoxazole and isoxazolinone, that have almost any study related to the AChE, the
investigation of the heterocyclic compounds effects on activity of this important
enzyme becomes indispensable. The purpose of this study was to investigate the
in vitro effect of eleven heterocyclic compounds of three subclasses (pyrazole,
isoxazole and isoxazolinone) on the AChE activity from different brain structures of
rats (cerebral cortex, striatum and hippocampus) in order to evaluate the kind of

inhibition and the kinetic parameters involving such interactions.
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Materials and methods

Chemicals

Acetylthiocholine iodide, 5,5'dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB), tris
(hydroxymethyl)-aminomethane GR, EeAChE from Electrophorus electricus (type
V-S) and methanol PA were obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,
USA). All other reagents used in the experiments were of analytical grade and of
the highest purity. The compounds tested to evaluate the AChE activity were
synthesized according to Valduga et al (1999) and Braibante et al (2007). They
are shown on the figure 1 and the respective nomenclatures are displayed on

table I.

Animals

Adult male Wistar rats (70-90 days; 150-250 g) were used. The animals
were maintained at a constant temperature (23£1°C) on a 12 h light/dark cycle
with free access to food and water. The study was approved in accordance with

the University Ethics Committee Guidelines for experiments with animals.

Brain Tissue Preparation

Animals were underwent to euthanasia by decapitation and brain structures
were immediately removed and separated into cerebral cortex (CC), striatum (ST)
and hippocampus (HP) and placed in a solution of 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, on ice.
The brain structures were homogenized in a glass potter in Tris-HCI solution and
then centrifuged at 1000g for 10 minutes. Aliquots of resulting brain structure

homogenates were stored at -8°C until utilization. Protein was determined
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previously and adjusted for each structure: CC (0.7mg/ml), ST (0.4 mg/ml) and HP
(0.8 mg/ml) by the Coomassie blue method according to Bradford (1976) using

bovine serum albumin as standard solution.

AChE enzymatic Assay

AChE enzymatic assay was determined by the spectrophotometric method
of Ellman et al. (1961), with some modifications (Rocha et al. 1993). The assay
medium (2 ml final volume) contained 100 mM K*-phosphate buffer, pH 7.5, and 1
mM 5,5’-dithiobisnitrobenzoic acid. One hundred microliters of enzyme preparation
from the brain structures and the purified form were pre-incubated for 2 min with
each compound. The concentrations of all the compounds used were 0; 0.031;
0.062; 0.125; 0.250 and 0.500 mM, on methanol PA. After pre-incubation for 2 min
with the respective compound the reaction was initiated by adding 0.8 mM
acetylthiocholine iodide as the substrate and the hydrolysis was monitored for the
formation of thiolate dianion of DTNB at 412 nm for 2 minutes (intervals of 20s). All
samples were run in duplicate or triplicate. For the EeAChE evaluation firstly, it
was selected a suitable concentration of AChE, at which the relationship between
the initial velocity and the concentration of AChE ([AChE]) should be linear (Chen
and Zhou, 2001; Kamal et al., 2000). Secondly, the AChE activity was determined
according to Ellman method described above. The enzyme activity was expressed
in umoles AcSCh/h/mg of protein, to the AChE from brain and U/h/ml to the

EeAChE.

Kinetic Parameters
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The interaction between the compounds 2a and 3c with AChE activity and
the values of the Michaelis — Menten constant (K,) were determined using the
Lineweaver-Burk (1934) double reciprocal plot, by plotting 1/V against 1/S
analyzed over a range of substrate acetylthiocholine concentrations (0.01, 0.05,
0.1, 0.5 and 1 mM) in the absence and in the presence of 2a and 3c.
Concentrations of 0, 0.125, 0.250, 0.500 and 1.0 mM were used to both
compounds. The kinetic interaction between 2a and AChE was evaluated in the
striatum while that of 3c was evaluated only in the cerebral cortex. To compare the
results, the evaluation of the kinetic parameters was also performed using purified
acetylcholinesterase from Electrophorus electricus (Sigma, type V — S). The
values of inhibition constant (K;)) were obtained using replot of data from
Lineweaver-Burk plot of Kyapp Vversus [I] and the type of inhibition was
caractherized by Cornish—-Bowden plots of S/V versus [I] (Cornish — Bowden,

1974).

Determination of ICso Values
The sample concentration showing 50% inhibition (ICsp) was calculated by
plotting the inhibition percentages against the corresponding sample solution

concentrations.

Statistical analysis
The statistical analysis used was one-way ANOVA, followed by Duncan’s
multiple range test. P < 0.05 was considered to represent a significant difference in

the analyses. All data were expressed as mean + SEM.
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Results

The results showed that the compounds caused, at the least, a few
inhibition of the AChE activity, except the compound 2c, that did not show any
inhibitory efficacy (Table Il). The others compounds decreased significantly the
activity of the enzyme (p<0.05) in cerebral cortex, striatum and hippocampus.
However, only two compounds inhibited the enzyme strongly: the compound 2a,
whose the inhibition was verified on striatum (51%); and the compound 3c, that
decreased the AChE activity on cerebral cortex (59%).

These compounds were chosen for evaluating the kinetic parameters of
enzymes from brain of rats and from Electrophorus electricus. These results are
expressed on Table lll. The ICso obtained was 0.46 mM for 2a and 0.41 mM for 3c,
to AChE from striatum and cortex, respectively. Regarding to EeAChE, the 1Csg
was 0.57 mM .for 2a and 0.62 mM for 3c. The values of inhibition constant (K;)
obtained using Cornish—-Bowden plots of S/V versus [I] are shown in the Table IV.

Analysis of kinetic data indicated that the inhibition caused by 2a in AChE
activity, independent of the source, was competitive. The figure 2, a Lineweaver-
Burk plot, confirms this inhibition type by the intersect of the straight lines on y-
axis. The figure 3 shows a Cornish — Bowden plot where the parallel lines indicate
a competitive inhibition.

On other hand, compound 3c showed a noncompetitive inhibition of the
AChE from cortex of rats and, at the same way, for EeAChE. The figure 4 is
indicating that the lines part from negative x-axis, at a same point (-1/Kq),
displaying a noncompetitive inhibition type (note the different values of Vpyax that

the intersect of the lines on y-axis indicates). To confirm this type of inhibition, the
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figure 5 shows a Cornish — Bowden plot, with the lines intersecting on —x-axis. The

value of K; is obtained by this method, as can be seen on the graph.

Discussion

Works conducted with different inhibitors for the treatment of AD and in
different isoforms in the brain have been promising along the years (Mimori et al
1997; Das et al, 2001; Comet et al, 2005; Das et al, 2005). According to the data
showed in this study, it can be observed that there was no obvious standard of
inhibition of the enzyme AChE from rat brain. This is clear when it considers as a
comparative criterion the analysis of the inhibition caused by compounds of the
same class. Analyzing the results of the pyrazole class it can be observed that the
structural analogues la and 1lb displayed AChE inhibition from striatum and
cortex, however the stereoisomer of 1b, the compound 1c, has inhibited the
enzyme only in cortex.

Considering that the active site of the enzyme is located at the bottom of a
narrow gorge (Dvir et al, 2010) and that there are different isoforms of this enzyme
in mammalian brains (Massoulie et al, 1982) this difference in inhibition level can
be related with the information that there is a selectivity of the compound 1b for the
enzyme forms present in both cortex and striatum; since the difference in
configuration of the compound 1c (R) can produce some steric hindrance when it
Is associated with the enzyme, preventing its effective binding with some isoform
present in striatum. Similarly, this conformational difference between the two
compounds may serve to explain why only one of them inhibits the enzyme in a
sole brain structure, while the other does not distinguish between structures and

inhibits the enzyme equivalently.
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Taking as a comparative parameter only the inhibition, independent of the
structure, it can be noted that the structural similarity among the three pyrazole
compounds can also explain how they inhibited the enzyme. There are phenyl
groups as well as hydrophobic chains in their structures. It is known that the
access to the channel of the active site of AChE is surrounded by aromatic and
hydrophobic amino acid residues (Dvir et al, 2010), which leads to assume that 17-
cation interactions between the center of the aromatic compounds and amino
acids enzyme and the hydrophobic interactions between side chains of both may
have contributed to the inhibition by these compounds. These interactions may
have decreased the affinity of the enzyme for its substrate, since the inhibition
produced was not significant. Studies relating the alkaloid Huperzine-A with the
inhibition of AChE show that the presence of such interactions may influence the
degree of inhibition displayed (Zangara et al, 2003).

The analysis of the compounds 1d, 2b and 3b, which differ structurally in
the heterocyclic nuclei and resemble the substituents (all have a p-methyl-phenyl
group attached to the heterocyclic ring, and compounds 1d and 2b show a further
methyl also connected to the ring), shows that the pyrazolic compound inhibited
the enzyme only in the striatum, the isoxazolinonic compound inhibited in cortex
and isoxazol inhibited the enzymes of both structures. Again, the discrepancy
regarding to the presence or absence of inhibition is related, possibly the
selectivity that the compounds presented by the isozymes. As can be seen, the
compound 2b did not show selectivity to any isoform. The compounds 2a and 3a,
that differ in the class (of both substituents are phenyl groups), there is a certain
preference for different isoforms of the enzyme since one inhibited AChE in

striatum (2a) and the other inhibited of the cortex (3a). Likewise, compounds 2c
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and 3c show different profiles of inhibition: the compound 2c did not inhibit any
structure and 3c inhibited cortex and striatum. The presence of the cluster p-
methoxy-phenyl in these compounds did not interfere in how they interacted with
the enzyme, since one of them inhibited the enzyme and the other did not. In this
case, it becomes necessary to compare compounds concerning the classes which
they belong.

The compounds of the isoxazole class showed some peculiarities in the
degree of inhibition: of the same way that one compound of this class did not
inhibit the enzyme in any structure (2c), another inhibited in all (2d), including the
hippocampus, it is the only compound of eleven to inhibit the enzyme that brain
structure. Comparing the compounds 2c and 2d, the presence of groups that
interact differently with the aromatic ring of the substituent (p-methoxy group in 2c
is an activator; p-nitro in 2d is a deactivator) is observed. This fact could serve as
a criterion for evaluating such a big difference between the inhibitory profiles of
both. Studies involving terpenoid compounds and AChE show that differences
between the substituents of the same class of compounds can significantly alter
the inhibitory efficiency of these (Choudhary et al, 2006; Sauvaitre et al, 2007).

This is consistent with the results obtained also for the heterocycles tested
in this study: the isoxazolinones. For these compounds, only the 3a did not inhibit
the striatum enzyme. The other two compounds, 3b and 3c, reasonably inhibited
the enzyme in both brain structures, showing that the presence of activating
groups in the ring of substituent, may have led to a better interaction between the
enzyme and inhibitors. Groups supposed as ring activators contribute to increase
the reactivity of the aromatic ring making it through the resonance structures

formed. Therefore it can interact with neighboring groups of compounds such as
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amino acid residues. This may be a likely explanation for the inhibition produced
by this heterocyclic class. Moreover, the presence of a hydrolytically labile
carbonyl in the chemical structure of these compounds may help to discriminate
the inhibition of the compounds 3c and 2c, since both have a strong activator
group in the ring and no inhibition of the enzyme for the isoxazole was verified.

Of all the tested compounds, only two effectively inhibited the enzyme and
these two compounds, 2a and 3c, were chosen for the evaluation of the kinetic
parameters of AChE. As can be seen, these compounds exhibited two different
types of inhibition: the compound 2a competitively inhibited the enzyme from
striated; compound 3c showed a noncompetitive inhibition type of the AChE in the
cortex. Although these two compounds did not inhibit the enzyme efficiently in all
brain structures, it is possible to note that compared to the purified form of the
enzyme from Electrophorus electricus, they displayed the same type of inhibition
that showed in the respective brain structure: competitive for the compound 2a and
the noncompetitive for the compound 3c. Whereas the main form of EeAChE is
asymmetrical linked to collagen, A12 (Massoulie et al, 1982) and that the major
isoforms of AChE from the brains of rats are those of the globular type G1, G2 and
G4 (Rieger & Vigny, 1976) can be inferred that, obviously there was a selectivity of
the compounds by different globular forms of the enzyme.

More studies are required to assess which of these forms were inhibited
and by which compounds, however, just for showing such selectivity, these
compounds may be useful in the evaluation of inhibition in different isoforms of this
important enzyme. Therefore, it can be concluded that the investigation of new
AChE inhibitors, as well as the study of their interactions with this enzyme need

information quite cleared as the identification of the specific isoform present on the
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61
different cerebral structures and researches involving molecular modeling to know
how and where the inhibitor is acting. Additionally, the directed synthesis of AChE
inhibitors will become a great tool on discovering drugs which can be used,

someday, on treatment of pathologies related to cholinergic system.
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Legends of figures and tables

Figure 1- Chemical structures of the tested compounds. la, 1b, 1c and 1d are

pyrazoles; 2a, 2b, 2c and 2d are isoxazoles; 3a, 3b and 3c are isoxazolinones

Figure 2- Lineweaver-Burk plots for compound 2a on AChE activity from striatum
of rats (A) or Electrophorus electrus (B). 1/Vmax Versus 1/[acetylthiocholine] in the
presence of various concentrations of inhibitor: (A)O uM, (e) 125 pM, (¢) 250 uM,

(+) 500 pM, (w) 1000 PM.

Figure 3- Cornish — Bowden plots for compound 2a on AChE activity from striatum
of rats (A) or Electrophorus electrus (B). 1/[3-methyl-5-phenyl-isoxazole] versus
[acetylthiocoline]/v in the presence of various concentrations of substrate: (A)0.01

mM, (e) 0.1 mM, (¢) 0.5 mM, (+) 1 mM.

Figure 4- Lineweaver-Burk plots for compound 3c on AChE activity from cerebral
cortex of rats (A) or Electrophorus electrus (B). 1/Vyax versus 1/[acetylthiocholine]
in the presence of various concentrations of inhibitor: (A)0 uM, (e) 125 uM, ()

250 pM, (+) 500 uM, (m) 1000 M.

Figure 5- Cornish — Bowden plots for compound 3c on AChE activity from cerebral
cortex of rats (A) or Electrophorus electrus (B). 1/[3-(p-methoxy)-phenyl-5-
isoxazolinone] versus [acetylthiocoline]/v in the presence of various concentrations
of substrate: (A)0.01 mM, (e) 0.1 mM, (¢) 0.5 mM, (m) 1 mM. The value of K;

constant may be determinated easily on the graphs to a noncompetitive inhibition.
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Table | Nomenclature of the tested compounds.

Compound Class Nomenclatur e
la Pyrazole 1,5-diphenyl-3-benzilamine
pyrazole
1b Pyrazole 3-[S-(-)-a-phenylethylamine]-1,5-

diphenyl pyrazole
1c Pyrazole 3-[R-(+)-a-phenylethylamine]-1,5-

diphenyl pyrazole

1d Pyrazole 5-methyl-3-p-methyl-phenyl-
pyrazole

2a Isoxazole 3-methyl-5-phenyl-isoxazole

2b Isoxazole 3-methyl-5-p-methyl-phenyl-
isoxazole

2c Isoxazole 5-(4-methoxy-phenyl)-3-methyl-
isoxazole

2d Isoxazole 5-methyl--3-(p-nitro-phenyl)-
isoxazole

3a Isoxazolinone 3-phenyl-5-isoxazolinone

3b Isoxazolinone 3-(p-methyl)-phenyl-5-

isoxazolinone
3c isoxazolinone 3-(p-methoxy)-phenyl-5-

isoxazolinone

Table Il AChE activity in the presence of the pyrazole, isoxazole and isoxazolinone
compounds in the cerebral cortex, hippocampus and striatum of the rats measured

at various concentrations.

Compound Concentration Brain regions
UM Cortex Striatum Hippocampus
la 0 2,82 +0.09% 15,14 +1,45% 1,46 +0.07%
31 2,65 +0.09% 14,91 +1,57° 1,51 +0.10%
62 2,51 +0.10% 14,34 2,992 1,48 +0.13%
125 2,14 +0.08™ 14,90 2,792 1,39 +0.10%
250 1,83 +0.12° 14,65 +2,21° 1,54 +0.06%
. 500 2,81 +0.14* 12,95 +2,55° 1,69 +0.14*
1

0 3,76 +0.16% 10.12 +0.18? 2,11 +0.26°




1c

1d

2a

2b

2c

2d

3a

3b

31
62
125
250
500

31
62
125
250
500

31
62
125
250
500

31
62
125
250
500

31
62
125
250
500

31
62
125
250
500

31
62
125
250
500

31
62
125
250
500

31

3,26 +0.09™
3,00 +0.23°
3,03 +0.20°
3,46 +0.15"
3,23 +0.22"
6,33 0.10°
4,90 +0.14"
4,78 +0.09"
4,81 +0.09"
4,90 +0.08"
4,66 +0.07"
5,94 +0.21°
6,30 +0.22°
6,49 +0.16°
6,36 +0.19°
6,51 +0.29°
5,13 +0.11°
4,22 +0.24°
4,28 +0.22°
4,38 +0.20°
4,24 +0.21°
3,92 +0.14°
4,00 +0.20°
4.1040.21°
3.98 +0.56"
3.91 0.36"
3.84 +0.45"
3.94 +0.41°
3.92 +0.24°
4,54 +0.11°
4,55 +0.24°
4,68 +0.15°
4,52 +0.24°
4,52 +0.24°
4,52 +0.24°
4.15 +0.14°
3.95 +0.25%
3.85 +0.24%"
3.71 40.52%
3.65 +0.32"
3.53 +0.42"
3,45 +0.51°
2,50 +0.23%
2,49 +0.17%
2,20 +0.14°
3,25 +0.17°
3,27 +0.21°
4.21 +0.45°
4.12 +0.47°

5.67 +0.08"
6.45 +0.13"
6.78 +0.74"
6.64 +0.95°
6.89 +0.48°
11,86 +1,49°
8,33 £0.33%
8,64 +0.96%
9,29 +0.56%
9,89 +0.66*
9,86 +0.67%
22,14 +1,09°
20,23 +1,02°
19,19 +1,02%
19,47 +0,80%
15,33 +0,99"
16,76 +0,65"
11,85 +0.49°
9,75 +1,00%
9,12 +1,26®
8,72 +0.66"
8,91 +0.52"
5,53 +0.69"
10,04 +1,32%
9,84 +0.46
10,91 +0.29°
8,89 +0.45"
8,18 +0.72"
9,69 +0.20%
16,91 +1,58°
13,75 +1,22°
14,00 +0.83?
13,50 +1,44°
13,37 +1,19°
12,91 +1,14°
8.18 +1,54%
7,41 £0.84%
6,43 +0.65"
6,79 +0.95"
6,06 +0.57"
6,08 +0.56"
21,35 #1,25°
18,10 +1,31°
18,55 +0.83%
17,79 +0.76°
18,70 +1,64°
18,86 +0.83°
7,38 +1,67%
5,78 +0.23"

1,80 +0.17°
1,67 +0.12°
1,62 +0.15%
1,46 +0.09°
1,31 +0.12°
2,11 +0.26

2,03 +0.26°
1,88 +0.20°
1,94 +0.217
1,62 +0.14%
1,77 +0.20°
2,32 +0.182
2,43 +0.18%
2,02 +0.132
2,09 +0.12°
2,19 +0.15%
2,38 +2,08%
1,72 +0.27°
1,69 +0.12°
1,76 +0.16°
1,75 +0.08%
1,55 +0.09°
1,45 +0.08%
0,98 +0.07°
0,97 +0.08%
0,89 +0.07°
0,91 +0.08%
0,94 +0.09°
0,95 +0.09°
1,94 +0.08%
2,12 +0.11°
2,18 +0.14%
2,23+0.12°
1,92 +0.317
2,10 +0.14%
1,78 +0.09°
1,58 +0.11%
1,56 +0.10%
1,49 +0.09%
1,48 +0.08%
1,32 +0.13°
2,27 +0.08%
2,56 +0.11°
2,38 +0.09°
2,05+0.182
2,46 +0.11°
2,35 +0.07°
0.84 +0.08%
0.81 0.09°
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62 3.94 +0.54% 5,80 +0.60" 0.79 +0.072

125 3.85+0.24" 5,87 +0.47" 0.82 +0.06%

3c 250 3.65 +0.36% 6,07 +0.67" 0.81 +0.08%
500 3.41+0.47" 6,12 +0.41% 0.84 +0.07%

0 5,37 +0.26% 16,13 +2,10° 2,27 +0.08°

31 4,94 +0.26% 16,22 +1,62° 2,13 +0.20°

62 4,50 +0.20° 14,69 +1,65% 2,28 +0.19°

125 4,10 +0.16™ 13,32 +0.72° 2,18 +0.15°

250 4,12 +0.20" 12,59 +0.65" 2,05 +0.17°

500 2,20 +0.13° 12,36 +0.64° 1,85 +0.14°

ab& Different letters show difference between groups’

Table Il K, and Vnax values for AChE activity from different sources in the

presence of the compounds 2a and 3c.

Enzyme measured Compound Km (MM) Vimax
AChE?® 2a 0.2 7.94

3c 0.05 1.42

EeAChE” 2a 0.065 130

3c 0.074 185

@AChE from striatum (compound 2a) and cortex (compound 3c) of rats.
PAChE from Electrophorus electricus.

Table IV K; and ICsp values for 2a and 3c compounds on inhibition of AChE

activity.
Enzyme measured Compound Ki (mM) ICso (MM)
AChE?® 2a 1.46 0.46
3c 2.2 0.41
EeAChE® 2a 0.76 0.57
3c 2.8 0.62

#AChE from striatum (compound 2a) and cortex (compound 3c) of rats.
PAChE from Electrophorus electricus.
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4. DISCUSSAO

Trabalhos realizados com diferentes inibidores usados no tratamento da DA e
em diferentes isoformas do cérebro tém sido promissores ao longo dos anos (Mimori
et al, 1997; Das et al, 2001; Cometa et al, 2005; Das et al, 2005). De acordo com 0s
dados apresentados neste estudo, pode-se observar que ndo houve um padrao
claro de inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase, tanto purificada quanto
oriunda de cérebros de ratos. Isso fica claro quando se toma como critério
comparativo a analise da inibicdo provocada por compostos de mesma classe.
Analisando os resultados da classe dos pirazlis pode-se notar que o0s analogos
estruturais 1la e 1b apresentaram inibicdo da enzima de estriado e cOrtex, porém o
estereoisbmero de 1b, o composto 1c, inibiu a enzima apenas no cortex.

Levando em consideragdo que o sitio ativo da enzima esta localizado no
fundo de um canal estreito (DVIR et al, 2010) e que ha diferentes isoformas desta
enzima em cérebros de mamiferos (MASSOULIE et al, 1982), pode-se relacionar
esta diferenca de grau de inibicio com o fato de haver uma seletividade do
composto 1b pelas formas da enzima presentes tanto em cortex quanto em estriado,
ja a diferenca de configuragdo do composto 1c (R) pode produzir um certo
impedimento estérico quando este se associa com a enzima, impedindo sua ligagédo
efetiva com a mesma. Da mesma forma, essa diferenca conformacional entre os
dois compostos pode explicar por que um deles inibe somente a enzima de uma
estrutura cerebral, enquanto a outra ndo faz distingdo entre as estruturas e inibe a
enzima equivalentemente.

Tomando como parametro comparativo apenas a inibicdo provocada,
independente da estrutura, nota-se que a semelhanca estrutural entre os trés
compostos pirazolicos também pode explicar como eles inibiram a enzima. Percebe-
se a presenca de grupamentos fenila além de cadeias hidrofébicas em suas
estruturas. E conhecido que o canal de acesso ao sitio ativo da AChE é circundado
por residuos de aminoacidos aromaticos e hidrofébicos (DVIR et al, 2010), o que
leva a pressupor que intera¢des cation-1r entre 0s centro aromaticos dos compostos

e 0s aminodcidos da enzima e interagBes hidrofébicas entre as cadeias laterais de
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ambos possam ter colaborado para a inibicdo apresentada por estes compostos.
Essas interagbes podem ter diminuido a afinidade da enzima pelo seu substrato,
uma vez que a inibicdo produzida nao foi consideravel. Estudos relacionando o
alcaléide huperzina-A com a inibicdo da AChE mostram que a presenca de tais
interagcdes pode influenciar no grau de inibicdo apresentado (ZANGARA et al, 2003).

Continuando a comparagdo em nivel estrutural dos compostos, tomamos
como objetos de anélise os compostos 1d, 2b e 3b, que diferem estruturalmente nos
nacleos heterociclicos e se assemelham nos substituintes (todos possuem um grupo
p-metil-fenila ligado ao anel heterociclico, e os compostos 1d e 2b ainda apresentam
uma metila também ligada ao anel). O composto pirazélico inibiu a enzima apenas
de estriado, 0 composto isoxazolinénico inibiu em cortex e o composto isoxazoélico
inibiu indiscriminadamente as enzimas de ambas as estruturas. Mais uma vez, a
presenca ou nao de inibicdo relaciona-se, possivelmente a seletividade que os
compostos apresentaram pelas isoformas da enzima. Como pode ser visto o
composto 2b ndo mostrou seletividade a nenhuma delas.

Relacionando, desta vez, os compostos 2a e 3a, que diferem quanto a classe
(substituintes de ambos sao grupos fenila), observa-se certa preferéncia por
isoformas diferentes da enzima ja que um inibiu a AChE de estriado (2a) e o outro
inibiu a de cortex (3a). Da mesma forma, 0os compostos 2c e 3c mostraram
diferentes perfis de inibicdo: 0 composto 2c n&o inibiu em nenhuma estrutura e o0 3c
inibiu em cortex e estriado. A presenca do grupamento p-metéxi-fenila nesses
compostos, néo interveio no modo como eles interagiram com a enzima, visto que
um deles inibiu a enzima e o outro ndo, nesse caso, torna-se necessario comparar
0S compostos com relacao as classes as quais pertencem.

Os compostos da classe dos isoxaz6is mostraram certas particularidades no
grau de inibicdo: da mesma forma que um composto dessa classe nao inibiu a
enzima em nenhuma estrutura (2c), outro inibiu em todas (2d), inclusive no
hipocampo, sendo o Unico composto dos onze a inibir a enzima dessa estrutura
cerebral. Comparando-se 0s compostos 2c e 2d percebe-se a presenca de
grupamentos que interagem de forma distinta com o anel aromatico do substituinte
(p-metdxi em 2c € grupo ativador do anel, p-nitro em 2d é desativador). Este fato
poderia servir como critério para avaliar essa grande diferenca entre o perfil inibitorio
de ambos. Estudos envolvendo compostos terpenodides e a AChE mostram que

diferencas entre os substituintes de uma mesma classe de composto podem alterar
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significativamente a eficiéncia inibitéria dos mesmos (CHOUDHARY et al, 2006;
SAUVAITRE et al, 2007).

Isto esta de acordo com os resultados obtidos também para a ultima classe
de heterociclos testada, as isoxazolinonas. Para estes compostos, apenas 0 3a néo
inibiu a enzima de estriado. Os outros dois compostos, 3b e 3c, inibiram a enzima
nas duas estruturas cerebrais, mostrando que a presenca de grupamentos
ativadores do anel do substituinte, no caso dessa classe de compostos, pode ter
conduzido a uma melhor interacdo da enzima com os inibidores. Grupamentos ditos
ativadores do anel, contribuem para aumentar a reatividade do anel aromatico
fazendo com que ele, através das estruturas de ressonancia formadas, possa
interagir com grupamentos de compostos vizinhos, tais como residuos de
aminoacidos. Esta pode ser uma provavel explicacdo para a inibicdo produzida por
essa classe de heterociclos. Além disso, a presenca de uma carbonila
hidroliticamente Iabil na estrutura quimica desses compostos pode ajudar a discrimar
a inibicdo do composto 3c do 2c, uma vez que ambos possuem um grupamento
fortemente ativador do anel, porém nao foi observada inibicdo da enzima para o
isoxazol.

De todos os compostos testados, apenas dois inibiram fortemente a enzima e
esses dois compostos, 2a e 3c, foram escolhidos para a avaliagcdo dos parametros
cinéticos da AChE. Como foi visto, esses dois compostos exibiram tipos diferentes
de inibicdo: o composto 2a inibiu competitivamente a enzima de estriado e o
composto 3c apresentou inibicdo do tipo ndo-competitiva, em AChE de coértex.
Embora esses dois compostos nao tenham inibido a enzima igualmente em todas as
estruturas cerebrais, € possivel perceber que, quando comparados a forma
purificada da enzima proveniente de Electrophorus electricus, eles apresentaram o
mesmo tipo de inibicdo que apresentaram na respectiva estrutura cerebral:
competitiva para 0 composto 2a e ndo-competitiva para o0 composto 3c.
Considerando que a principal forma da EeAChE € a assimétrica ligada a colageno,
Al12 (MASSOULIE et al, 1982) e que as principais isoformas de AChE de cérebros
de ratos s&o as do tipo globular G;, G, e G4 (RIEGER & VIGNY, 1976), pode-se
inferir que, obviamente houve uma seletividade dos compostos pelas diferentes
formas globulares da enzima.

Mais estudos sdo necessarios para avaliar quais destas formas foram inibidas

e por quais compostos, entretanto, apenas por terem exibido tal seletividade, estes
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compostos podem ser Uteis na avaliagcdo da inibicdo em diferentes isoformas desta
importante enzima. Desse modo, pode-se concluir que a investigacdo de novos
inibidores da AChE, bem como o estudo se suas interagcbes com esta enzima
necessitam de informacdes mais apuradas, como a identificacdo da isoforma
especifica presente nas diferentes estruturas cerebrais e pesquisas envolvendo
modelagem molecular, para assim se ter uma maior clareza de como e onde o
inibidor em questdo estara agindo. Aliada a isto, a sintese direcionada de inibidores
da enzima podera se tornar uma importante ferramenta na descoberta de farmacos
gue poderdao um dia ser utilizados no tratamento de patologias relacionadas ao

sistema colinérgico.

5. CONCLUSOES

» Observou-se efeito inibitério para a maioria dos compostoes testados na
atividade da enzima AChE de cérebros de ratos;

» Foi possivel apresentar hipoteses que expliquem as diferencas dos graus de

inibicdo nas diferentes estruturas cerebrais;

» O composto 3-metil-5-fenil-isoxazol, também citado como 2a, inibiu
competitivamente a enzima de estriado e EeAChE, bem como o composto 3-
(p-metodxi)-fenil-5-isoxazolinona, também citado como 3c, que inibiu de forma

nao-competitiva a enzima de cortex e EeAChE;

» Foi possivel a andlise cinética da inibicdo produzida por esses dois
compostos tanto em AChE de cérebros de ratos quanto a proveniente de

Electrophorus electricus;
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» Possivelmente, a sintese de compostos analogos aos aqui apresentados seria
promissora na avaliacdo da atividade da AChE e no estudo de provaveis

inibidores desta enzima.
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