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RESUMO

Lira, Aline Figueira. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA DE
DIALQUILFOSFORAMIDATOS. 2010. Dissertacio (mestrado em Quimica
Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

O controle de insetos considereados como pragas € feito em grande parte com o
uso de compostos organofosforados (OFs). Estes compostos atuam inibindo a enzima
acetilcolinaesterase (AChE), responsdvel pela hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina. Apresentam baixa acdo residual, com pouca estabilidade no meio ambiente
e acumulagdo limitada em organismos vivos, sendo que 80 a 90% dos compostos sdao
eliminados apds 48 h do contato. Novas estruturas sao necessarias devido ao processo
de desenvolvimento de resisténcia as estruturas usadas no combate a muitas espécies de
insetos. Além disso, alguns organofosforados que s3o inibidores reversiveis da
acetilcolinesterase (AChE) podem ser usados no tratamento do mal de Alzheimer o que

enfatiza a importancia do estudo de suas interagdes com a enzima AChE € de interesse.

Neste trabalho propds-se realizar uma investigacdo cinética e a atividade
larvicida frente ao mosquito Aedes aegypti de compostos organofosforados sintetizados
no laboratério de Quimica Organica da UFRRJ, que podem agir como pesticidas em

geral.

Foi efetuada preliminarmente uma triagem com dos 12 compostos e
posteriormente foi realizada uma investigacdo cinética com os compostos 3, 5, 7,9 e 10
que apresentaram uma inibicdo. A cinética enzimatica foi estudada segundo o método
de Ellman. Assim, observou-se que os compostos 3 e 10 apresentaram uma inibi¢ao
reversivel incompetitiva e os compostos S e 9 apresentaram uma inibi¢@o reversivel ndo

competitiva e somente 0 composto 7 apresentou uma inibi¢do irreversivel.

Com o objetivo de correlacionar a atividade anticolinesterdsica com a atividade
pesticida, foi realizado um teste com os 12 compostos frente a larva do mosquito Aedes
aegypti. Os compostos 6, 8, 9, 11 e 12 ndo puderam ser testados pois apresentam baixa
solubilidade em 4gua. Os compostos 1, 2, 3 e 4 ndao apresentaram atividade pesticida
mesmo apos 48 horas de contato com a larva. Apds 48 horas foi observada atividade

larvicida de 53,33% para o composto 5, e 20 % de atividade larvicida para o composto



10. Somente o composto 7 apresentou atividade pesticida tendo um valor de DLsy =

0,876 mM.



ABSTRACT

Control of insects which are pests is done in the majority of cases with
organophosphorus compounds (OP). These compounds act through the inhibition of
acetylcholinesterase (AChE), an enzyme responsible for the hydrolysis of the
neurotransmitter acetylcholine. They have low residual activity, low stability in the
environment and limited accumulation in living organisms and 80 to 90% of
compounds are eliminated after 48 h of contact. New structures are necessary due to
development of resistance to known structures by many classes of insects. Furthermore,
some organophosphorus compounds which are reversible inhibitors of AChE maybe
used in the treatment of Alzheimer’s disease which emphasizes the importance of

investigating the interaction between them and the enzyme.

This work describes the kinetic investigation and also an Aedes aegypti
larvicidal study on 12 organophosphorus compounds synthesized in the Organic
chemistry laboratory at UFRRJ, which may act as insecticides. Furthermore, some
organophosphorus compounds, which are reversible inhibitors of AChE, may be used to
aleviate the symptoms of Alzheimer’s disease, and for this reason the investigation of
the interactions between these compounds are of interest.

A preliminary screening was carried out with the 12 compounds and afterwards
an investigation of the kinetics of the inhibition process was undertaken with
compounds 3, 5, 7, 9 and 10, which showed significant inhibition. The study was
carried out employing Ellman’s method. Thus, compounds 3 and 10 showed reversible
incompetitive inhibition while compounds 5 and 9 showed reversible non competitive
inhibition and finally compound 7 showed an irreversible inhibition.

In order to correlate enzyme inhibitory activity with insecticide ability, a study
was undertaken with the 12 compounds with Aedes aegypti larvae. Compounds 6, 8, 9,
11 and 12 were not tested because of very low water solubility. Compounds 1, 2, 3 and
4 did not show any activity even after 48 h. After 48 h, compound 5 showed an activity
of 53.33% and compound 10 exhibited 20% activity. Only compound 7 showed a
significant activity having a DLsp = 0,876 mM.
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Teep - tetraetilpirofosfato

DA - doenga de Alzheimer
BSA - albumina sérica bovina
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AE- Atividade anticolinesterasica
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1-INTRODUCAO

Em razdo do aumento crescente da populacio mundial e da demanda por
alimentos torna-se necessario um tratamento adequado das plantagdes a fim de
aumentar a producao e abastecer toda a populacdo. Este inclui novos fertilizantes para o

solo e pesticidas utilizados no controle de pragas.

Os pesticidas ou praguicidas, sdo todas as substancias ou misturas que tem como
objetivos impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga. Segundo
SANCHES(2003) os pesticidas ou praguicidas podem ser classificados em: acaricidas,

bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas, rodenticidas, vermifugos.

A utilizacdo de pesticidas ocorre hd aproximadamente 5.000 anos com o
objetivo de diminuir os danos na colheita, sendo o enxofre o primeiro a ser utilizado.
Por volta do Século XV, comecaram a ser utilizados elementos quimicos téxicos como
o arsénio e o mercurio no combate a pragas em colheitas. No Século XVII, o sulfato de
nicotina foi extraido das folhas de tabaco para ser usado como pesticida.(EMBRAPA,

2005)

O DDT foi sintetizado em 1874, mas foi apenas em 1939 que Paul Miiller
descobriu sua caracteristica inseticida e desta forma acabou se transformando no
pesticida mais usado no mundo. Foi utilizado largamente depois da segunda guerra
mundial para o combate do mosquito causador da maldria e do tifo. Porém, na decada
de 60 foi descoberto que este provocava danos a saude de diversas espécies de
mamiferos .Atualmente, o DDT ¢é proibido em pelo menos 86 paises (KAUSHIK,
2007). No entanto, ele continua sendo usado em algumas na¢des no combate a maldria e
outras doencas tropicais, matando mosquitos e outros insetos transmissores.(
http://scienceblogs.com.br/ecodesenvolvimento/2008/10/blogagem-coletivadescobertas-
cientificas.php;http://www.diaadia.pr.gov.br/tvpendrive/modules/mylinks/viewcat.php?

cid=1&letter=D&min=90&orderby=titleA&show=10).

Na decada de 50, o uso de pesticidas dobrou,e cerca de 2,5 milhdes de toneladas
de pesticidas industriais sdo usadas atualmente todos os anos. De acordo com o
Relatério da FAO, em 2006 o Brasil era o terceiro maior consumidor de agroquimicos
do mundo. Em 2008 o Brasil assumiu a lideranca no consumo de agrot6xico superando
os Estados Unidos, segundo informa o presidente mundial do instituto internacional de

pesquisa em agronegdcios Kleffmann Group, Burkhard Kleffmann. Em 2008, o nimero

1



de aplicag¢Ges nas lavouras brasileiras de soja cresceu 5,3% e movimentou US$ 2,38
bilhdes, 33% a mais que na safra anterior. Dados preliminares da inddstria indicam que
os produtores brasileiros compraram entre US$ 6,9 bilhdes e US$ 7 bilhdes em
defensivos agricolas, US$ 200 milhdes a mais que os norte-americanos, até entdo
lideres mundiais, gerando um acréscimo de 15% na demanda global quando comparado
com2007
http://www.agrolink.com.br/agrolinkfito/NoticiaDetalhe.aspx?codNoticia=83274;
http://www.aged.ma.gov.br/2009/1/21/Pagina245.htm;http://www.sindag.com.br/noticia
.php?News_ID=1399).

Um dos maiores problemas enfrentados pelo agricultores no uso excessivo de
pesticidas € o desenvolvimento de resisténcia de pragas a pesticidas. O primeiro caso de
resisténcia de uma praga a um pesticida foi documentado em 1908 para piolho-de-Sao
José, resistente ao enxofre, nos Estados Unidos (ANDRADE & MODOLO, 1991;
MACORIS et al, 1999). A evolucdo da resisténcia de pragas a pesticidas teve um
grande aumento na década de 40 quando foram introduzidos os inseticidas organo-
sintéticos. A resisténcia ja foi detectada para praticamente todos os grupos de pesticidas,
incluindo DDT, ciclodienos, organofosforados, carbamatos, piretréides etc ( MACORIS
et al., 1995; SILVA et al., 1997; CAMPOS & ANDRADE, 2001; REY et al., 2001;
MARTINS et al., 2008; POURPARDIN et al., 2008).

2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1-Organofosforados como pesticidas

Os compostos organofosforados (OF), compdem uma das classes mais
importantes usadas no controle de pestes, juntamente com os carbamatos e os
piretréides, e respondem por cerca de 40% do mercado de pesticidas. Os OF sdo ésteres
derivados dos acidos fosforicos, fosfonicos, fosfinicos e fosforamidicos. A estrutura

basica destes compostos € mostrada na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura basica dos inseticidas OF

Geralmente, R; e R, sdo grupamentos alquilas ligados ao dtomo de P por um

atomo de oxigénio (fosfatos) ou enxofre (fosforotioatos). Os fosforamidatos possuem

pelo menos um grupamento amino que pode por sua vez possuir outros substituintes. O

primeiro OF utilizado como pesticida comercial foi o Bladan, que tinha como principio

ativo o tetraetilpirofosfato (TEEP) (Figura 2). Este foi sintetizado pela primeira vez por

De Clemont (DE CLEMONT, 1984).

O O
N

tetraetilapirofosfato

Figura 2 . Principio ativo do Bladan

O maior avanco no uso dos inseticidas na agricultura, e também no

conhecimento cientifico sobre esta classe de compostos, deu-se com a sintese do

paration por Schrader em 1944. Embora o paration seja extremamente toxico, tanto para

insetos como para mamiferos, vérios inseticidas menos toxicos para mamiferos puderam

ser sintetizados com pequenas alteragdes na estrutura original do paration (Figura 3)

(NISHIZAWA ,1960).
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Figura 3 - Inseticidas OF responsaveis pelo avanco no uso de pesticidas em agricultura

Desde entdo, foram desenvolvidos outros OF importantes com baixa toxidez

para mamiferos , como € o caso do malation e do demeton-S (Figura 4)

Demeton

Malation

Figura 4 . Organofosforados de baixa toxidez

Schrader (SCHRADER, 1961) observou atividade inseticida em alguns OF da

classe dos fosforamidatos de férmula geral mostrada na Figura 5.
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Figura 5 . Féormula Geral de Fosforamidatos

Os fosforamidatos derivados de aminas secunddrias e tercidrias sdo geralmente
menos ativos como inseticidas do que os derivados de aminas primdrias ou de amonia.

Alguns exemplos destes OF sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 . Inseticidas fosforamidatos

Considerando-se a necessidade de obtengdo de inseticidas que fossem cada vez
mais fracos inibidores da AChE para mamiferos, novos OF foram desenvolvidos com

este propdsito e sao mostrados na Figura 7. (HUDSON et al.,1985)
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Figura 7 . Inseticidas OF menos téxicos para mamiferos

Os pesticidas OF sdo caracterizados pela facilidade de sintese, pela possibilidade
de preparacdo de pré-inseticidas, que sofrem ativagdo preferencial em insetos e nao em
mamiferos, e finalmente por sua alta biodegradabilidade, quando comparados a outras
classes de pesticidas. Os OF possuem baixa acdo residual, baixa estabilidade no meio
ambiente e acimulo limitado em organismos vivos, sendo que 90% dos compostos sdao
eliminados ap6s 48 horas do contato. O risco relativamente baixo dos pesticidas OF
para mamiferos € devido a sua seletividade, que € atribuida a diferencgas estruturais das
moléculas alvos, associadas nos aminodcidos, ativacdo metabdlica preferencial,

mecanismos de detoxiacao e a sua biodegrabilidade. (CASADA & QUISTAD, 2004)
2.2- Enzimas

Enzimas sdo catalizadores biologicos especificos, compostos de um sequéncia
de aminoacidos. Praticamente todas as reagdes bioquimicas sdo catalisadas por alguma
enzima. Com excec¢ao de uns poucos RNAs cataliticos, todas as enzimas conhecidas sao
proteinas. Elas aumentam a velocidade da reacdo por fatores de 10° ou mais. Muitas
enzimas para serem ativas necessitam de cofatores, que podem ser ions metalicos ou
moléculas orginicas pequenas frequentemente derivadas de vitaminas, chamadas de

coenzimas (BERG et al., 2002).

A primeira etapa de catalise € a formagdo de um complexo enzima-substrato que
esta representado na equacao 1 (EQ.1). A ligacdo ocorre em uma regido na molécula da
enzima chamada sitio ativo ou centro ativo. A interacdo da enzima com o substrato no

sitio ativo promove a formag¢do do estado de transicao, diminuindo a energia do estado



de transi¢do e consequentemente aumentando a velocidade de reacdo. Esta interacdo
ocorre por interacdes intermoleculares (ligagdes hidrogénio, interagdes iOnicas e
hidrofébicas, entre outras) onde a estrutura do substrato e complementar ao sitio ativo
da enzima. O equilibrio de uma reagao nao € afetado pela enzima (BERG et al., 2002).

[-S =—= [:S

(EQ.1)

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

enzima (E) e substrato (S) como pode ser observado no Equacao 2.

K -
l~;|:-;_..% ES — <3 [+P
-1

(EQ2)

A velocidade Vi de formacdo do produto é dada pela equacdo de Michaelis
Menten (Eq.3), onde O Vs € a velocidade quando a enzima estad saturada de
substrato, isto € todas as moléculas de enzimas estdo na forma de complexo ES, o K, é
a constante de Michaelis Menten, € a concentracdo do substrato que produz metade da
velocidade maxima. A medida que aumenta a concentragdo do substrato a velocidade
catalitica da enzima aumenta de forma hiperbdlica, aproximando-se de uma velocidade

maxima (BERG et al., 2002).

-ﬁll-rl'.l'.l ax [S]

V, = max
°T K, + 8]

(EQ.3)
A equacdo € caracterizada por um grafico (Figura 8) de V° contra [S] chamado
de grafico de Michaelis- Menten, onde € possivel obter os valores de Kp, € V.. (BERG

etal.,2002).
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Figura 8. Cinética de Michaelis - Menten
A velocidade maxima, Vs € igual ao produto de k., pela concentragdo total da
enzima. A concentragdo cinética k¢,, chamada de nimero de renovacao, ¢ o numero de
moléculas de substrato transformadas em produto por unidade de tempo, em um tnico
centro catalitico, quando a enzima estd totalmente saturada com substrato. Existem
enzimas, como as enzimas alostéricas, que niao se adaptam a cinética de Michaelis e

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

Com o objetivo de obter valores precisos de V,.x € K,, Lineweaver e Burk
inverteram a equacdo de Michaelis- Menten (Lineweaver & Burk,1934) , dando origem

a equacao de Lineweaver-Burk (Eq.4) (BERG et al., 2002):

1 K., N 1 EQ.4
vﬂ- - vmax [S] vmax ( . j

Através desta equacdo, pode-se obter um grafico de 1/V contra 1/[S], chamado
de tracado de Lineaweaver e Burk ou duplo reciproco (Figura 9), fornecendo uma linha
reta, com um intercepto no eixo y que € caracterizado por valores de 1/Vp,x € uma

inclinacdo de km/V ppux . O intercepto no eixo x é -1/ky.
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Figura 9. Grafico de Lineaweaver e Burk

2.3. Inibidores Enzimaticos Reversiveis e Irreversiveis

Inibidores enzimadticos t€ém como caracteristica diminuirem a atividade da
enzima (LOZANO, 2000; NELSON & COX, 2002). Os processos de inibi¢ao
enzimatica estdo divididos em dois tipos, inibi¢do reversivel e inibi¢do irreversivel. A
diferenca bdsica estd na formacdo do complexo enzima-substrato, isto €, na estabilidade

gerada pela sua ligacdo com a enzima (CAMPOS, 1999; NELSON & COX, 2002).

2.3.1. Inibidores Reversiveis

Dentro da classe dos inibidores reversiveis podemos distinguir trés tipos de
inibicdo: a inibicdo reversivel competitiva, a ndo competitiva e a incompetitiva. Todas
essas levam a formacdo de um complexo em um sistema em equilibrio, no qual a
enzima apresenta um grau definido de inibi¢do, que € dependente das concentracdes da
enzima e dos reagentes no meio ( inibidor e substrato), permanecendo constante a partir
de um determinado tempo.(CAMPOS, 1999; NELSON & COX, 2002; BERG et al.,
2002).

J Inibidores competitivos

Os inibidores competitivos competem com o substrato pelo sitio ativo da
enzima. Estas moléculas apresentam configuracdo semelhante ao substrato e por isso
sdo capazes de se ligarem ao centro ativo da enzima. Eles produzem um complexo
enzima-inibidor (EI) que é semelhante ao complexo enzima-substrato (ES). Como o
processo € reversivel, a simples adi¢io de uma maior quantidade de substrato pode
deslocar o equilibrio de modo a favorecer a formacao do complexo ES, diminuindo a

probabilidade de um inibidor se ligar a enzima (CAMPOS, 1999; NELSON E COX,



2002; BERG et al., 2002). O processo de inibi¢do reversivel competitiva € descrito no

Esquema 1.

E+S =—— ES — E+P

l K, | |
EI _ N /
A

Esquema 1 Reacoes envolvidas em uma inibicao reversivel competitiva.
O valor de K; no caso de uma inibicdo reversivel competitiva é dado pela

Equacao 5.

Clsq
K, =——2 (EQ.5)

| (KS +1)

Onde:
K= constante de inibi¢do
Clso=concentracdo de composto que inibe 50% de atividade enzimatica
K.,=constante de Michaelis- Menten
S= concentragdo de substrato.
A Figura 10 fornece o grifico de Lineweaver-Burk para uma inibicdo

competitiva, onde as retas interceptam o eixo Y no mesmo ponto ( Lineweaver & Burk,

1934)
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Figural0. Grafico de Lineweaver-Burk para uma inibicao reversivel competitiva

. Inibidores nao competitivos

Os inibidores ndo competitivos ligam-se reversivelmente a enzima em um sitio
préprio de ligacdo, que ndo o sitio ativo, podendo estar ligado ou ndo a0 mesmo tempo
que o substrato;

Este tipo de inibicdo depende apenas da concentracdo do inibidor (CAMPOS, 1999;
NELSON & COX, 2002; BERG et al., 2002). O processo de inibicdo reversivel ndo

competitiva é descrito no Esquema 2.

E+8 ——— ES E+P
+ +
I I

0
o]

\_Li N

Esquema 2. Reacoes envolvidas em uma inibicao reversivel nao competitiva

K

L - C—C

EI+58 ——— ESI

() [ ]
e

A equagdo que descreve o valor de K; no caso de uma inibi¢do reversivel

competitiva € descrita no Equacao 6.

K; = Cl5,(EQ.6)

11



Onde:
K= constante de inibi¢ao

Clsp=Concentra¢ao de composto que inibi 50% de atividade enzimatica

A Figura 11 representa uma inibicdo ndo competitiva segundo o grafico de
Lineweaver-Burk, onde as retas se encontram no mesmo ponto do eixo X, isto é

apresentam o valor de K;;, ndo varia e oV, aumenta ( Lineweaver&Burk,1934).

h
L 1
| ML +
min

(1]

Sem inibidor

Inclinagéio =

g ]

|

Figura 11. Grafico de Lineweaver-Burk de inibi¢ao reversivel nao competitiva
J Inibidores incompetitivos

Um inibidor incompetitivo € aquele que se liga somente ao complexo enzima-
substrato, isto é tem afinidade somente pelo complexo ES. O Esquema 3 descreve tal

Pprocesso.

12



E+8 = ES E+P

Esquema 3. Reacoes envolvidas em uma inibicao reversivel incompetitiva

A equagdo que descreve o valor de K; no caso de uma inibi¢do reversivel

incompetitiva € descrita na Equacao 7.

Clsq
K;= m (EQ.7)
S

Onde:

K= constante de inibi¢cao
Clso=concentra¢cao de composto que inibi 50% de atividade enzimética
Km=constante de Michaelis-Menten

S= concentra¢do de substrato
A Figura 12 mostra o griafico de Lineweaver-Burk para uma inibicao

incompetitiva, onde as retas na auséncia e na presenca de inibidor sdo paralelas, isto € o

valor de K;;, € Vyax na presenca do inibidor diminuem.
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Figura 12. Grafico de Lineweaver-Burk de inibi¢cao reversivel incompetitiva

2.3.2- Inibidores irreversiveis.

Neste processo, os inibidores se ligam as enzimas levando a inativagdo
definitiva da mesma, geralmente por formacdo de ligacdes covalentes, podendo até
promover a destruicdo de grupos funcionais essenciais para a enzima. A inibi¢do
irreversivel € progressiva, aumentando com o tempo, até atingir seu maximo. Estes
inibidores sdo muito téxicos para os organismos pois sdo capazes de inativar a enzima
(CAMPOS, 1999; NELSON & COX, 2002; BERG et al., 2002). O Equacao 8 representa
o processo de modo geral:

E+] ——— EI(EQ‘S)

2.4. Acetilcolinesterase

Existem dois tipos principais de colinesterase: a acetilicolinesterase (AChE) e a
butirilcolinesterase (BChE), que sdo estreitamente relacionadas quanto as suas
estruturas moleculares, mas que diferem na sua distribuicao, especificidade de substrato
e fungdes (RANG et al., 2001). A AChE exibe uma especificidade para a acetilcolina e
interrompe a transmissdao dos impulsos nervosos pela ripida hidrélise desse

neurotransmissor na membrana pés-sindptica da juncao neuromuscular ( PATOCKA et
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al .,2004); ja a BChE nio € tdo especifica e catalisa a hidrdlise deste neurotransmissor e
de outros ésteres (CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989)

A primeira determinacdo da estrutura primdria da AChE foi de uma espécie de
peixe elétrico, Torpedo californica, que possui abundante quantidade da enzima em seu
orgdo elétrico (SCHUMACHER, 1986; SUSSMAN, 1991) (Figura 13).
Posteriormente, as seqiiéncias da AChE de vdérias outras espécies foram obtidas,

inclusive da humana (SOREQ, 1990).

Figura 13. Estrutura tridimensional da acetilcolinaesterase do Torpedo californica.

A acetilcolina € um neurotransmissor sintetizado pela célula transmissora ou
pré-sindptica. Ela é armazenada em vesiculas sindpticas até que um potencial de acdo
leve a uma despolarizacdo da membrana plasmatica das células pré-sindpticas. Isto
resulta na entrada de Ca”*, seguida pela fusdo de vesiculas sindpticas com a membrana
plasmadtica. A acetilcolina é liberada na fenda sindptica e se difunde até o receptor, a
célula pés-sindptica. Aqui, a acetilcolina se liga ao seu receptor, que pode atuar como
um canal catidnico. O receptor sofre uma mudang¢a conformacional logo apds se ligar a
acetilcolina. Esta mudanca na estrutura tridimensional resulta em uma entrada de Na®,
que despolariza a membrana plasmdtica na célula pds-sindptica. Tem inicio um
potencial de acdo. E necessario que a acetilcolina seja removida da fenda sindptica antes
que a sinapse seja capaz de responder a outro sinal. Isto requer a agdo da

acetilcolinesterase, que catalisa a hidrélise da acetilcolina. A colina € absorvida pelas
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células pré-sindpticas e usada na sintese de mais acetilcolina. O acetato € transportado

para outros tecidos e metabolizado (Figura 14).

colina
acetil-CoA

acetilcolina

sinapse

f
o
o Y& 4= — acefilcolinesterase

receptor

mensagem

Figura 14. A funcao da acetilcolina e da acetilcolinesterase na sinapse nervosa

(adaptado de www.dementiaguide.com)
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Esquema 4. Mecanismo de hidrolise da acetilcolina pela AChE (SANTOS, 2007).

O Esquema 4 ilustra o mecanismo de hidrdlise da acetilcolina pela
acetilcolinesterase que € iniciada pela ligacdo da acetilcolina ao sitio ativo da
acetilcolinesterase. As cadeias laterais de aminodcidos exercem importantes fungdes na
formacao do complexo enzima-substrato e, mais diretamente, no processo catalitico. O
primeiro passo, em qualquer reacdo envolvendo catdlise enzimatica, € a ligacdo do
substrato ao sitio ativo da enzima. Isto € facilitado pelas interagdes entre o substrato e as
cadeias laterais amino-acila da enzima. Em geral, estas intera¢des nao sdo covalentes e
incluem atracdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e atragdes de van der Waals. Os
fragmentos carregados negativamente podem interagir de maneira favordvel com os
grupos amino, carregados positivamente. No sitio ativo, o fragmento histidina esta
proximo do fragmento serina e pode estabilizar a conformagao do sitio ativo através de
ligacdes de hidrogénio. De fato, a atividade enzimatica depende do pH, e tem um valor

maximo em um pH consistente com o valor do pK, de um fragmento histidina. Além

dos fragmentos de aminodcidos envolvidos na formacdo do complexo enzima-substrato,
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ha aqueles que estdo envolvidos mais diretamente na catdlise. Pode-se observar que o
fragmento serina estd localizado no sitio ativo. O seu grupo hidroxila nucleofilico reage
com o carbono do grupo acila da acetilcolina. A serina € acetilada e a colina € o grupo

de saida.

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

repetir a reacdo catalitica.

2.5. Inibidores Reversiveis e Irreversiveis da Acetilcolinaesterase

2.5.1. Inibidores Reversiveis

Os inibidores reversiveis da AChE podem ser utilizados atualmente no
tratamento do mal de Alzheimer gerando um aumento nas concentracdes da acetilcolina
no cortex cerebral; ao mesmo tempo, evitando a degradacdo da acetilcolina liberada
pelos neurdnios colinérgicos ainda ndo danificados pelo processo degenerativo, que
continuam funcionando.

O mal de Alzheimer ou doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem
neurodegenerativa, de grande impacto socio-econdmico, responsavel por 50-60% do
nimero total de casos de deméncia entre pessoas acima dos 65 anos (JUNOR et al,
2004). Esta patologia afeta cerca de 1,5% da populacdo de idade entre 65-69 anos, 21%
entre 85-86 e 39% acima dos 90 anos, acometendo aproximadamente 15 milhdes de
pessoas em todo o mundo.

No mundo todo, o mal de Alzheimer € considerado um grande problema de
saude, devido ao enorme impacto causado ao individuo, familias, sistema de satide e a
sociedade como um todo, uma vez que metade dos pacientes sdo internados em
institui¢des de sadde. O restante recebe tratamento em casa, envolvendo em seu cuidado
familiares , parentes e amigos. Invariavelmente, o acompanhamento do paciente traz um
enorme estresse emocional, psicoldgico e financeiro as familias, uma vez que o
tratamento € caro e o paciente perde gradualmente suas fungdes motoras e de
aprendizado, passando a ndo reconhecer os familiares mais proximos(ZIMMERMAN &

SOREQ, 2006; FRANCIS et al.,1999).
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O mercado brasileiro dispde de trés medicamentos, licenciados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitiria(ANVISA), com essas caracteristicas: tacrina,
donepezil e galantamina (Figura 15). (MINETT & BERTOLUCCI, 2000)

OH

NH,

MeO
/
N
(X
) Tacrina
Galantamina
(0]
HsCO
—anl|]]
HsCO
N
Donepezil

Figura 15. Alguns inibidores reversiveis da AChE
A fisostigmina, apesar de ser um inibidor reversivel, ndo foi incluida na lista
aprovada pela ANVISA para o tratamento da DA, pois seu emprego foi limitado pela
meia-vida curta, de aproximadamente 30 minutos, necessitando de administracoes
freqiientes, e pela alta incidéncia de efeitos colinérgicos colaterais tais como: ndusea,
vOmito, célica abdominal, suor e fasciculagdes (PETERS &LEVIN, 1979).

A tacrina, cujo nome quimico € 1,2,34-tetraidroacridin-9-amina, ¢é
comercializada pelo nome de Cognex®. Foi sintetizada pela primeira vez por Adrien
Albert na Universidade de Sydney. Em 1986 iniciou-se o estudo do potencial
farmacol6gico da tacrina no tratamento da DA, por Summers e colaboradores
(SUMMERS et al., 1986). Esse farmaco foi aprovado nos EUA pela Food and Drug
Administration (FDA) em 1993 e pela ANVISA em 1994. Contudo, os efeitos colaterais
mais freqiientemente observados com o uso de tacrina sdo nduseas/vomitos (28%) e

diarréia (16%) (DAVIS & POWCHIK, 1995), embora a complica¢do mais temida seja a

19



elevacdo das transaminases hepdticas (hepatite medicamentosa), observada em 30% a

50% dos casos (QIZILBASH et al., 1998; ROGERS & FRIEGHOFF,1996).

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

dose unica didria. Nao € hepatotoxica, sendo desnecessdria a monitoracao laboratorial.

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

Virios artigos recentes descrevem compostos organofosforados como inibidores
reversiveis (PANGY et al., 2003; ELHANANY et al., 2001; BARAK et al., 2000;
SCHULZE et al., 2003; PACI et al.,, 2001, MORALEV & ROZENGART, 2008;
MORALEV & ROZENGART, 2007) e a Figura 16 mostra dois organofosforados que
apresentam uma inibi¢ao reversivel (GHOLIVAND et al., 2006).

° ﬁ
p-cH3C6H4“‘-___O/F"-___N_/CE,H;]_'[]-NOE p_CH3C6H4\"~O/ P\N/CGHﬂl-p_NOl
H H
p-CHyCeHy ~—~—_ 4 P-NOLCeHy~—_

Figura 16 — Fosforamidatos inibidores reversiveis de AChE

2.5.2. Inibidores irreversiveis

Muitos  organofosforados da classe dos fosforamidatos inibem a
acetilcolinesterase humana por fosforilacio do grupo hidroxila da serina que ativa a
acetilcolina nas sinapses colinérgicas de ambos os sistemas nervosos central e periférico
(PANGY et al., 2003;ELHANANY et al., 2001). Durante a inibi¢do, a enzima

fosforilada sofre um processo pds-inibitério e esta reacdo € espontanea e muito lenta
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(ORDENTLICH et al., 1993). Muitos artigos mostram os fosforamidatos como
inibidores irreversiveis da acetilcolinesterase (ELHANANY et al., 2001; WONG et al.,
2000; ORDENTLICH et al., 1993; MALLENDER et al., 2000, LOSSITER et al.,
2003;HAUX et al., 2002; KAPLAN et al., 2001; HAUX et al., 2000).

Os OFs inibem a enzima AChE, responsavel pela hidrélise do neurotransmissor
ACh nas fibras colinérgicas do sistema nervoso (CASTRO, 2002). As fibras
colinérgicas sdo responsaveis pela estimulacdo de vérios 6rgdos do corpo e dos
musculos voluntdrios, ocorrendo no sistema nervoso central e nos sistemas periféricos
simpdtico e parassimpatico. Neste tipo de fibra nervosa, a AChE ¢é responsavel pela
transmissdo do impulso nervoso, através da sinapse, até receptores especificos, que
podem ser de dois tipos, nicotinicos e muscarinicos (Esquema 5). A terminagdo do
impulso nervoso ocorre através da hidrélise da ACh, realizada pela AChE. Desta forma,
a inibicdo da AChE resulta de acimulo de ACh em todos os sitios de transmissao
colinérgica, com consequente superestimulacdo das estruturas enervadas por aquelas

fibras (CASTRO, 2002).

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

2002).
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Esquema 5. Sitios de acdo da ACh no sistema nervoso e seus receptores (STINE,

2.6. Principais Aspectos da Inibicao da AChE pelos Organofosforados

1996)

A inibicdo da enzima leva a um acumulo de acetilcolina nas sinapses. O

grupamento de saida (X) (Figura 17) € liberado quando o OF ¢ hidrolisado pela AChE,

num mecanismo que envolve um residuo de serina e um de histidina (Ser200 e His440

na AChE de Torpedo californica) presentes no sitio ativo no fim de um canal estreito. A

Ser200 € fosforilada apds a saida do grupamento X.
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Unidades da AChE
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Figura 17. Inibicao da AChE

O mecanismo de hidrdlise catalisado pela AChE depende da adi¢cdo de um
residuo de serina a carbonila da acetilcolina. Ao contrario da enzima acetilada, a enzima
fosforilada (Figura 17) reage lentamente com a dgua, o que permite a dealquilagdao do
substituinte alcoxila ligado ao &dtomo de P, num processo conhecido como
envelhecimento da enzima. O resultado € o surgimento de uma forte ligacdo entre o
residuo de histidina protonada, no sitio catalitico e o dtomo de oxigénio do inibidor.
Esta histidina protonada ndo pode portanto funcionar como catalisador basico geral para
a reativacdo da AChE. A espectroscopia de RMN de *'P mostra claramente a formacdo
de uma ligagdo P-O" no sitio ativo de adutos OF-AchE (QIAN & KOACH, 1993). A
interagdo entre a acetilcolinesterase e o OF inibidor parece envolver somente o sitio
esterdsico, formando um complexo bastante estdvel, sendo que esta estabilidade ¢é
relacionada principalmente com a estrutura do OF. Na grande maioria dos casos, a
inibicdo é irreversivel, porém ha casos em que a inibi¢do € reversivel (QIAN &

KOACH, 1993).

A reacdo de inibi¢cdo da AChE por OFs apresenta trés diferencas principais em

relacdo a hidrélise da AChE (BENCSURA, 1995):
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e Menor influéncia do grupo de saida X dos OFs em relacdo a colina;
e Maior estabilidade de estrutura fosforilada em relacdo a estrutura acetilada;

e A barreira de energia para a desfosforilagdo se aproxima do valor para a rea¢do nao

enzimatica, enquanto que para a desacetilacdo esta diferenca € bastante significativa.
2.7. Dengue

2.7.1. Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti transmite a febre amarela, a dengue, e a dengue
hemorrdgica em muitos paises tropicais. A incidéncia da dengue e da dengue
hemorrdgica continuam aumentando € uma vacina para o combate ainda nao foi

desenvolvida, deixando o controle desta baseado apenas no controle do vetor.

O controle do Aedes aegypti é empreendido com a participacdo da comunidade
na eliminac¢do de locais com dgua parada que s@o responsaveis pela proliferacio do
mosquito; entretanto a a¢do comunitdria sozinha ndo € suficiente, levando assim a
utilizacdo de inseticidas cada vez mais potente para a eliminacdo do mosquito Aedes
aegypti (FAKOORZIBA et al., 2009; ORSHAN et al., 2005; POURPARDINA et al.,
2008; MARTINS et al., 2008).

O primeiro registro do mosquito Aedes aegypti ocorreu em 1985 no oeste
paulista, iniciando assim medidas de controle quimico e mecanico. Iniciou-se o controle
larvario com temefos (AIUB et al., 2002) e controle adulticida de acdo residual,
também com acdo larvicida, por meio de fenitrotion, ambos organofosforados. O
malation foi utilizado em pequena quantidade em substitui¢do ao fenitrotion, nos anos
de 1987 a 1993, em periodos de falta deste ultimo no mercado. As nebulizacGes
térmicas e atérmicas foram utilizadas desde 1985, sendo varios os inseticidas
empregados, destacando-se: propoxur (1986 a 1989), malathion (1985 a 1992) e
cipermetrina (1989 até o momento), os quais pertencem respectivamente ao grupo dos

carbamatos, organofosforados e piretréides (MACORIS et al., 1999).

O controle do mosquito Aedes aegypti obteve um avango importante com o
surgimento de medidas alternativas, proporcionadas por campanhas realizadas com o
objetivo de conscientiza¢do da populagdo que passou, por exemplo, a ndo deixar dgua

parada, porém os inseticidas ainda se mantém como parte vital no controle destes

24



insetos.Dessa forma, diversos casos de resisténcia tém sido registrados no Brasil, para
populacdes de Aedes aegypti (ANDRADE & MODOLO, 1991; MACORIS et al., 1995;
MACORIS et al, 1999). Além da detec¢do de resisténcia para a formulagdo das
estratégias de controle, também € fundamental o conhecimento dos seus mecanismos, o
que torna cada vez mais importante a sintese de novos inseticidas cada vez mais
resistentes a0 mosquito Aedes aegypti. Devido ao uso no passado, por exemplo, de DDT
ou de inseticidas agricolas clorados, a resisténcia cruzada pode reduzir a eficicia de
piretréides, mesmo antes de sua introdu¢do no combate a um vetor (FAKOORZIBA et

al., 2009; ORSHAN et al., 2005).

No Brasil, a partir do férum Estadual do Rio de Janeiro (setembro/2000), o
controle do Aedes aegypti passou a ser feito com Bacillus thuringiensis var. israelensis
e metoprene, devido a detecc@o de resisténcia a temephos no Rio de Janeiro. H4 varios
registros para de resisténcia de Aedes. aegypti a organofosforados em pelo menos oito
municipios do Estado de Sao Paulo (ANDRADE & MODOLO, 1991; MACORIS et al.,
1999) e em Goids. (MACORIS et al, 1995; SILVA et al., 1997; CAMPOS &
ANDRADE, 2001; REY et al., 2001).

A dengue transformou-se em um problema de satide ptblico crescente no Brasil,
na incidéncia e na severidade. Nas ultimas duas décadas o nimero de casos da dengue
aumentou muito : 46.000 foram notificados 1986 no estouro da epidemia, e 790.000 em
2002. A Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da Saude (SVS/MS) registrou
em 2008, 230.829 casos suspeitos de dengue, 1.069 casos confirmados de Febre
Hemorrdgica da Dengue (FHD), sendo desta forma considerada uma doenca
negligenciada, levando a FAPERIJ a criar um edital exclusivo para este tipo de doencga.(
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/default.cfm). A dengue € considerada um doenca
endémica no pais, e aproximadamente 120.000-350.000 povos sdo afetados cada ano.(
SILVA et al., 2002; http://portal.saude.gov.br/portal/saude/default.cfm) além, diversos
relatérios apontam ao risco de reurbanizacio da febre amarela na cidade ( MONDET et
al., 1996; MASSAD et al.,2001) ambas as situagdes sao correlacionadas com a presenca
e os niveis elevados da infestagcdo de mosquitos do Aedes aegypti.(TEIXEIRA et al.,
1999; HONORIO et al., 2006)
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A Figura 18 mostra os 12 compostos fosforamidatos sintetizados no laboratério de

quimica organica da UFRRJ (GONCALVES ,2009) com os quais foi feito um estudo da

atividade anticolinesterdsica, usando o acefato e a fisostigmina como controles.
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Figura 18 — Fosforamidatos estudados
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3. OBJETIVOS

1- Realizar uma avaliacdo com alguns dos compostos OF sintetizados até 0 momento, a

fim de determinar quais interagem com a AChE e em que grau a inibem.

2- Investigar a cinética enzimatica dos OF que interagem com a AChE, utilizando o

método de Ellman.

3- Avaliar a atividade larvicida dos compostos organofosforados frente ao mosquito

Aedes aegypti.

4- PARTE EXPERIMENTAL
4. 1 - Materiais e métodos
4. 1. a) Equipamento

A atividade da AChE e a cinética enzimatica foram determinadas usando leitora
de microplaca de 96 pocos Bio-Rad 3550 UV, baseando-se numa modificacdo do

método de Ellman (ELLMAN et al., 1961)
4. 1. b) Solventes e reagentes utilizados

Os reagentes e solventes listados abaixo foram utilizados sem nenhum

tratamento prévio.

-Tris-HCI marca Amresco

-Acido 5,5’- ditiobis[2-nitrobenzéico] marca Sigma Aldrich

-Iodeto de acetiltiocolina marca Sigma Aldrich

-Acetilcolinesterase marca Sigma Aldrich de Electrophorus electricus tipo VI-S
-Albumina bovina sérica marca Sigma Aldrich

-Fisostigmina da marca Sigma Aldrich

-Agua deuterada da marca cambrindge isotope laboratories.

-Agua destilada.

-Metanol marca Merck
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4.2 Ensaios Quimico-biolégicos

Os ensaios para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica utilizando o método
de Ellman (ELLMAN et al., 1961) e o posterior estudo cinético, foram realizados em
placas de 96 pocos, em triplicata na auséncia e na presenca de compostos
organofosforados em diferentes concentracdes. A densidade Optica foi medida
utilizando leitor de microplaca de 96 pogos Bio-Rad 3550, em comprimento de onda de
405 nm. Foram realizados no minimo 3 ensaios independentes, para desta forma ser

calculado o desvio padrao.
4. 2.1. Avaliacao da atividade anticolinesterasica.

As seguintes solucdes foram preparadas: (1) 50mM Tris/HCI pH 8; (2) S0mM
Tris/HCI pH 8, contendo 0,1% de albumina sérica bovina (BSA); (3) 0,5mM de 4cido
5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico](DTNB ou reagente de Ellman), (4) 2,5mM de iodeto de

acetiltiocolina(ACTI); (5) 0.22U/mL da enzima acetilcolinesterase.

Nas 96 cavidades da placa, foram adicionados: 25ul de iodeto de acetilcolina
dissolvidos no tampao(2); 125ul de DTNB dissolvidos no tampao(2); S0ul de tampao
(2); 25ul de fosforamidato dissolvido em metanol; 25ul de enzima(0,22U/mL)
dissolvida em tampao(1) e foi entdo medida a absorvancia (A =405 nm) a cada 13
segundos por 3 vezes, sendo a fisostigmina e o acefato usados como controles positivos.
Como esté descrito no Esquema 6 abaixo, a enzima hidrolisa a acetiltiocolina resultando
em tiocolina que reage com o reagente de Ellman (DTNB) produzindo 2-nitrobenzoato-
S-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato. As velocidades de reacdo foram entdo

calculadas utilizando-se o programa de computador Microplate Manager (Bio-Rad).

28



O

O
N
H,0 ‘ N {CH3)3
J‘L /\/N+(CH3)3 —_— AN T HS/\/
H3C S AChE HiC OH
acetiltiocolina acido acético tiocolina
COOH COOH

+ COOH
N {CHz)z + —
Hs” NO,
tiocolina
S SH
S

acido 2-nitro-4-tiobenzadico

DTNB (cor amarela)
+
COOH
NO,
/\/878
(H3C)sN’

acido 2-nitro-4-mercaptotiobenzdico

Esquema 6. Reacoes envolvidas no método de Ellman

A Tabela 1 mostra os valores de absorvancias e concentragdes para 0 composto
S como exemplo da metodologia de célculo utilizada para avaliacdo da atividade

anticolinesterasica.
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Tabela 1: Valores de absorvancias e concentracdes para o composto S para a avaliacdo

da atividade anticolinesterasica.

Absorvancias
Concentragdo
do composto 5 1° 2° 3° Média
(uM)
Amostra + Enzima
500 0,162 0,149 0,154 0,155
250 0,453 0,461 0,451 0,455
125 0,634 0,631 0,619 0,628
75 0,697 0,699 0,681 0,692
Amostra + Branco
500 0,072 0,069 0,07 0.0703
250 0,064 0,061 0,06 0,0616
125 0,055 0,0523 0,056 0,0544
75 0,049 0,048 0,045 0,0473
Controle
0,75 0,68 0,723 0,717

A equagdo a seguir foi utilizada para cdlculo de percentual de inibicao:

(A, —A,) X 100
A

(]

% de Inibigio = 100 —

Onde:
A,= absorvancia da media da amostra ao reagir com a acetilcolinesterase
Ap= absorvancia da media da amostra pura

A.= absorvancia do controle (auséncia de inibidor, 100% da atividade enzimatica)
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Como exemplo, abaixo é dado o procedimento para o célculo do percentual de
inibicdo para o composto 5 na concentracdo de 500 uM, sendo que as absorvancias
obtidas neste ensaio estdo ilustradas na Tabela 1.

100 — (0,155 — 0,0703)X 100

% de inibicio = 0717 = 38,18%
¥

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

enzimatica) conforme ilustrado na Figura 19 para o composto 5.

100 = Composto 5
IC,,=338,4uM
R=0,959 .
80 -
,///
/’//
S 604 rd
2 -
) ,/’/
5 — . n
8 40+ /
IS e
20 - rd .
///
- n
04— T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Contentragao(uM)

Figura 19- Exemplo de calculo do valor de Clsy (uM) para o composto 5

4.2.2. Cinética enzimatica

A cinética de interacdo dos OF com a acetilcolinesterase foi determinada através
de gréficos de Lineweaver e Burk (Lineweaver & Burk,1934), onde o eixo das abcissas
representa o inverso da concentracdo de acetiltiocolina (1/S) e o eixo das ordenadas
representa o inverso da atividade enzimatica (1/V,). Nas 96 cavidades da placa foram
adicionados: 25 ul iodeto de acetiltiocolina (0,04mM - 2,4mM) dissolvido em
tampao(2), 125 ul DTNB (0,5mM) dissolvido em tampao (2), 50ul de tampao (2), 25ul
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do OF testado dissolvido em metanol, 25 ul de AChE (0,022u/ml) dissolvida em
tampao (1). A absorvancia é medida (A =405 nm) a cada 13 segundos por 3 vezes para
desta forma calcular a formacdo de 4cido 2-nitro-4-tiobenzodico. As concentragdes de
iodeto de acetiltiocolina variaram de 0.04 mM a 2,4 mM na auséncia e na presenca do
composto 10 (13uM e 18uM), composto § (250uM e 350uM), composto 3 (350uM e
500uM), composto 9 (250uM e 350uM) e composto 7(250 uM e 100 uM) (CORREIA
et al., 2006). Obtiveram-se os valores de Km (MICHAELIS & MENTEN, 1913),
através do grafico de 1/V, contra 1/[S]. Tendo caracterizado a natureza de inibi¢c@o e de
posse dos valores de Clsy foram calculados os valores de K;. No caso de inibicao
incompetitiva € ndo competitiva os valor de K; s@o calculados, respectivamente,

segundo as equacdes 9 e 10 respectivamente(CHENG & PRUSSOF, 1973).

ClL.
Ki = ¢——(EQ.9)
1)
S K, = Cl,(EQ.10)

A inibicdo irreversivel ndo possui valor de K;. A metodologia para investigar
a cinética ¢ a mesma ja mostrada para calcular o percentual de inibicdo, sendo que a
diferenca € que no estudo cinético varia-se a concentra¢io do substrato para uma mesma
concentracao de inibidor e isto € feito com pelo menos duas concentragdes diferentes de

inibidor.

A Tabela 2 mostra os Valores de 1/Vy e 1/[S] para o composto 5 como

exemplo da metodologia de calculo utilizado para avaliacio da cinética enzimatica.
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Tabela 2 : Valores de 1/v° e 1/[S] para o composto § como demonstrativo de cdlculo da

cinética enzimatica.

1/[S] 1/ve(Branco)zdp* 1/v°(250uM)zdp* 1/v°(350uM)+dp*
25 2,88+0,12 4,54+0,17 8,37+0,10
20 2,47+0,23 4,13+0,21 7,25+0,26

11,76 2,1+0,09 3,21+0,35 5,36+0,30
10 1,79+0,30 2,94+0,27 5,3+0,17

6,66 1,46+0,34 2,62+0,32 4,09+0,28
5,64 1,34+0.089 2,31+0,24 3,98+0,35
5 1,33+0,26 2,06+0,13 4,11+0,10
4,54 1,32+0,14 2,04+0,21 3,8+0,30
4,16 1,31+0,19 2,03+0,33 3,77+£0,20
4 1,3£0,28 2,01+0,30 3,71£0,16

dp*desvio padrdo

A partir dos valores de 1/Vy e 1/[S] mostrados na tabela foi possivel
confeccionar um gréifico relativo a cinética enzimdtica para duas concentragdes

diferentes de inibidor, conforme ilustrado na Figura 20.

= (Atividade da AChE_R=0,9874_dp=3,5)
e (250uM_R=0,961_dp=1,98)
(350uM_R=0,952_dp=2,4)

Composto 5

1/Ve10*"M 'nm

I — ——— 1T
-18 -15 12 -9 -6 -3 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
1/[S]10°M™

Figura 20. Calculo de cinética enzimatica para o composto 5
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4.2.3) Ensaios de atividade larvicida contra a larva do mosquito Aedes aegypti

Uma vez que os compostos estudados neste trabalho pertencem a classe dos
organofosforados, que possuem diversas aplicagdes como pesticidas, resolveu-se
realizar um estudo preliminar da atividade téxica dos fosforamidatos estudados deste
trabalho através do bioensaio frente a larva do Aedes aegypti.

Os testes com os OF foram realizados nas concentracdes de 1,25 mM, 1,062
mM, 0,812 mM, 0,567 mM e 0,312 mM. As amostras foram dissolvidas em 0,3 mL de
metanol, completando-se 0 volume com dgua e foram utilizadas 15 larvas do mosquito
no 3°estdgio como pode ser observado na Figura 21, até a obten¢do de 20 mL. Apds
24h e 48h as larvas mortas foram contadas. Realizaram-se os ensaios em duplicatas e
em diferentes concentracdes para posterior cdlculo de DLsy (concentracdo da amostra
capaz de matar 50% da populacdo de larvas). O metanol foi utilizado como controle na

mesma concentragdo utilizada para dissolu¢cdo da amostra.

Figura 21. Recipiente plastico para teste de atividade larvicida.
5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao da atividade anticolinesterasica

Os organofosforados sdo utilizados como inseticidas desde 1944 com a sintese
do paration, porém sua atividade estd sendo diminuida pela resisténcia de pragas a estes
(ORSHAN et al., 2005; POURPARDINA et al., 2008; MARTINS et al., 2008), o que
torna cada vez mais necessdrio a sintese de novos organofosforados e um estudo mais
detalhado sobre seu mecanismo de acdo, levando-nos assim a realizar um estudo mais

detalhado com esta classe de compostos.

34



Como ja foi mencionado, no tépico de Material e Métodos, os ensaios para a
avaliacdo da atividade anticolinesterdsica foram realizados em placas de 96 pocos em
triplicata em diferentes concentracdes compreendidas entre 25 a 500 uM. Apés a adi¢do
da enzima foi levada ao leitor de placas e a densidade Optica foi medida no
comprimento de onda de 405 nm. As absorbancias obtidas foram utilizadas para o
cdlculo da porcentagem de inibicdo. Assim, foram confeccionados os graficos
(concentragdo x porcentagem de inibi¢ao) e calculados os valores de Clsg (WM), com os
respectivos desvios padroes. Devido a baixa solubilidade em dgua de alguns compostos
desta classe, nao foi possivel calcular o seu Clsy, pois deve-se ter pelo menos quatro

pontos para confec¢do deste grafico.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para os ensaios com o0s

organofosforados de 1 — 12 com o percentual de inibicdo em diferentes concentragdes.

Tabela 3: Percentual de inibicdo dos compostos em diferentes concentracdes e seus

respectivos desvios padroes.

Percentual de Inibi¢do

OF testados  25uM  50puM  100puM  250uM  350uM 500 uM

2 0 111,56 12+1,06 27,2+#25  40+1,66 *

3 0 10,2+¢1,99 15+2,32  30£2,65 35+1,87 50+1,62

5 0 0 10£1,52  20£1,75  45£2,06  88+2,09

6 0 2,5+£1,22 3+1,49 8 * *

7 39+1,55 40,3¥1,09 552,26  72+3,09 * *

8 25+2,36 35435 * * * *

9 131,01  19£1,77  21£2,00 29+1,80 321,91 8

10 57£3,05  65+3,51  85+2,87 99,8+3,99 8 8

11 0 251,02 26%1,00 * * *

12 0 10+0,98  30+0,96 * * *
Acefato 15£1,50  25+0,92  30+1,06 42+0,89  50+3,09 8

*compostos parcialmente soliveis em 4dgua.

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos com a fisostigmina que funciona como

controlo positivo, em concentragdes de 2,5nM-40nM .
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Tabela 4: Percentual de inibi¢do da fisostigmina em diferentes concentracdes e seus

respectivos desvios padroes.

Fisostigmina

Concentragdo(nM) %de inibi¢aoxdp*

2,5 15,57+0,86
5 18,66+1,23
7,5 27,78+0,99
10 34+0.39
15 43,2+0,579
20 53,61+0,967
40 99,985%1,5

*desvio padrdo

Os compostos 1 e 4 ndo foram capazes de inibir a enzima AChE mesmo em
concentracdes elevadas de 500uM, sendo assim considerados ndo inibidores da

acetilcolinesterase.
Os compostos 6 ,8, 11 e 12 apresentam baixa solubilidade em metanol e etanol o

que impediu a realizac@o de outros ensaios como o Clspe a cinética enzimatica.

Os compostos 2, 3, 5, 7, 9, 10, apresentam alta solubilidade permitindo calcular
o percentual de inibi¢do em diferentes concentracdes e desta forma obter os diferentes

valores de Clsy que sdo mostrados nas Figuras 23 a 30 e na Tabela 5.

A partir dos dados da Tabela 3 e 4 foram construidas as curvas de percentual de
inibi¢cdo X concentragdo e conseqiientemente foram obtidas as equacdes correspondentes
ao modelo matemético que expressa a relacdo entre o percentual de inibicdo e a

concentracao.

As Figuras 22 a 29 apresentam a variacdo do percentual de inibicio X
concentracdo, além do valor de Clsy para os compostos 2, 3, 5, 7, 9, 10, acefato e

fisostigmina e seus respectivos desvios padrdes.
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Figura 27. Grafico de CIs) para o composto 10
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Figura 29. Grafico de ClIs) para a fisostigmina

40



A Tabela 5 mostra os valores de Clsy e seus respectivos desvios padrdes, para

uma melhor observacdo e discussio dos dados.

Tabela 5: Valores de Cl;, para os compostos avaliados quanto a atividade inibitéria da

acetilcolinesterase.

Compostos Clso(uM) £*dp
2 437,43 +1,98

3 478,5 +4,21

5 338,4 £3,57

7 95,75 +2,33

9 446,74 £0,99

10 99,1 #1,65
Acefato 303,63 +2,42
Fisostigmina 0,0188 +1,57

dp: desvio padrdo

Através dos valores de Cls, presentes na Tabela S e os valores de percentual de
inibicao presentes na Tabela 3, podemos observar que a ordem crescente de inibicao é:
12<3<9<2<11<5<7<10. Em consequéncia da pequena variedade de estruturas nao foi

possivel correlacionar o percentual de inibi¢do com a estrutura dos compostos.
5.2. Cinética enzimatica

A cinética anticolinesterdsica foi realizada segundo o método de Ellman
(ELLMAN et al., 1961) ja descrito na parte experimental deste trabalho. A velocidade
maxima da enzima e a sua constante de Michaelis-Menten Km (MICHAELIS &
MENTEN, 1913) foi deduzida a partir do gréfico de Lineweaver-Burk (LINEWEAVER
& BURK, 1934), 1/V, em fun¢do de 1/[S] que pode ser observado na Figura 30. Este
grifico de Lineweaver-Burk, referente atividade da AChE, fornece o valor Km da
enzima. A Tabela 6 mostra os 10 pontos que compdem o gréfico, e através deste
chegamos ao valor aproximado de Km da enzima AChE, 0,085 £+ 0,10 x 10'4M, que
estd muito proximo do Km encontrado na literatura (CORREIA et al., 2006).
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Tabela 6: Valores de concentracdo do substrato (mM), ABS, 1/Vy e 1/[S] para a
realizacdo de dados para cdlculo dos parametros cinéticos da AChE e seus respectivos

desvios padrdes.

[S] AE 1/[S] 1/Vexdp*
0,04 0,304 25 3,28+0,15
0,05 0,335 20 2,98+0,13

0,085 0,475 11,76 2,10+0,21

0,1 0,533 10 1,87+0,15

0,15 0,59 6,66 1,69+0,26
0,177 0,628 5,65 1,59+0,15

0,2 0,664 5 1,50+0,12
0,22 0,679 4,54 1,47+0,22
0,24 0,685 4,16 1,44+0,055
0,25 0,688 4 1,35+0,13

dp* desvio padrao

3,59

= ATIVIDADE DA AChE 50

2,54

2,0+

1V°10*M 'mn

0,54

a0

L L L AL L L L I L B N B |
-18 .15 .12 9 6 -3 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
1/[S]10°M"

Figura 30. Grafico de Lineweaver-Burk para a interacao da acetilcolinesterase

com a acetiltiocolina.

Foi realizada uma investigacdo cinética dos compostos 3, 5, 9 e 10, que

apresentam estruturas diferentes, com o objetivo de correlacionar sua estrutura com o
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tipo de inibi¢do enzimdtica. As Figuras 31 a 34 mostram os graficos cinéticos relativos

aos compostos 3, 5, 9 e 10, em duas concentracdes diferentes para cada um. A andlise

do perfil destes graficos permite caracterizar a natureza da inibigdo.

(Atividade da AChE_R=0,98976_dp=3,42)
(350uM_R=0,9795_dp=2,67)
(500uM_R=0,97159_dp=1,58)

Composto 3

twv°10*M"'mn

-25 -20 -15 -10 -5 0

T T T T
5 10 15 20 25

1/[S]10°M™

Figura 31.Gréfico de cinética de inibicao de ACThE pelo composto 3

(Atividade da AChE_R=0,9874_dp=3,5)
(250uM_R=0,961_dp=1,98)
(350uM_R=0,952_dp=2.4)

1INV10*M 'nm
S
1

Composto 5

T — T T —T
-18 -15 -12 -9 -6 -3 0 3

1/[S]107°

—T T T T T T T
9 12 15 18 21 24 27

T
6
M

Figura 32 .Grafico de cinética de inibicao de ACThE pelo composto 5
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®  (Atividade da AChE_R=0,9885_dp=3,12)
® (0,250mM_R=0,9786_dp=2,88)
(0,350mM_R=0,9742_dp=2,97)
B,5
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Figura 33 .Grafico de cinética de inibicao de ACThE pelo composto 9

= (Atividade da AChE_R=0,9875_dp=3,10)
e (13uM_R=0,9763_dp=1,76)
(18uM_R=0,9784_2,51)
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Figura 34 .Grifico de cinética de inibicao de ACThE pelo composto 10

Foi também realizado um estudo cinético do composto 7 porém esse se
comportou de forma diferente dos compostos 3, 5,9 e 10 nao apresentado diferenca na
velocidade catalitica da enzima quando variamos a concentracdo do substrato, porém
quando variamos o tempo de reacdo o percentual de atividade da enzima diminui
mostrando desta forma que se trata de uma inibi¢do irreversivel. Este tipo de inibi¢do

pode ser detectada através dos dados das Tabelas 7 e 8.
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A Tabela 7 correlaciona a concentragdo do substrato com a velocidade catalitica da
enzima, para o composto 7 na concentragdo de 250uM e seus respectivos desvios

padrdes.

Tabela 7: valores de concentragdo do substrato e velocidade catalitica da enzima na

presenca do composto 7 na concentragio de 250 uM e seus respectivos desvios padroes.

[S] AE 1/[S]  1/V°xdp*
0,085 0,201 11,764 4,97+0,32
0,1 0,205 10 4,88+0,28
0,15  0,2051 6,66 4,87+0,19
0,177 0,207 5,649 4,83+0,25
0,2 0,209 5 4,78+0,21

*dp: desvio padrao

A Tabela 8 correlaciona o percentual de inibi¢cdo em 10, 20 e 30 minutos na presenca
do composto 7 nas concentragdes de 250, 100 e 50 uM e seus repectivos desvios

padroes.

Tabela 8: valores de variagdo do percentual de inibicdo com a variagdo de tempo em
minutos para trés concentracdes diferentes do composto 7 e seus respectivos desvios

padrdes.

Percentual de  Inibig¢do + dp*

Tempo (min)

Conc.(uM) 10 20 30
250 55+1,43 67+2,53 722,98
100 44+2.4 48+2.76 55+1,96

50 28+1,87 33+1,88 41+1,23

*dp: desvio padrdo

Com base neste estudo cinético podemos observar que os compostos
organofosforados estudados agem como inibidores reversiveis ndo competitivos,

incompetitivos e, num caso apenas, como inibidor irreversivel.
A Tabela 9 correlaciona a natureza de inibicdo e o valor de Clsp com o valor de K.
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Tabela 9: Tabela de correlagdo da natureza de inibicao e o valor de ICsy com o valor de

Ki

Natureza de

Composto inibicao Ki(mM) ICs50(mM)

3 incompetitiva 0,227 0,5031

5 nao- 0,394 0,394
competitiva

9 nao- 0,666 0,666
competitiva

7 irreversivel - 0,0959

10 incompetitiva 0,108 0,024

5.3.Ensaios de atividade larvicida contra a larva do mosquito Aedes aegypti

Os ensaios para a avaliagdo da atividade contra a larva do mosquito Aedes
aegypti foram realizados em triplicatas e em diferentes concentracdes para o posterior
calculo de DLsy. Esta atividade foi medida apds 24 horas e no caso da ndo mortalidade

das larvas foi entdo medida apds 48 horas.

Dentre os compostos testados somente o composto 7 apresentou a DLsy dentro
da faixa de concentracdo estudada que foi de 1,25 mM-0,312 mM. Os demais

compostos possuem DLsj acima da concentragdo maxima de 1,25mM.

A DLsp do composto 7 foi encontrada através da equacdo da reta obtida a partir

do gréfico de percentual de atividade larvicida contra a concentracdo utilizada.

Os dados de percentual de atividade larvicida frente as larvas do Aedes aegypti
no bioensaio do composto 7, assim como as concentracoes utilizadas para o teste estdo
mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Dados de percentual de atividade larvicidas e concentracdo do composto 7

testada.
% de atividade Concentragdo
larvicida do composto 7(mM)

100 1,25
53,33 1,062
40 0,812
20 0,567
0 0,312
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A partir dos dados da Tabela 10 foi construida a curva de % de atividade larvicida X
concentracdo e, conseqiientemente, foram obtidas as equacdes correspondentes ao
modelo matemdtico que expressa a relacdo entre o percentual de inibicdo e a

concentracao, assim como foi feito o calculo de Cls.

A Figura 35 apresenta a variacdo da percentagem de inibicdo larvicida X

concentracdo, além do valor de DLs, para o composto 7.

100 4 ]
Composto 7

- wl DL,,= 0,876mM

g R=0,989

£ -

o) N

o]

o]

° 40+ o
S 24 =
2 -

0 []
T T T T T 1
0,2 04 0,6 08 1,0 12 14

Concentragéo(mM)

Figura 35. Grafico de DLs) para o composto 7

ApO6s 48 horas foi observada atividade larvicida de 53,33% para o compostos S,

e 20 % de atividade larvicida para o composto 10 na concentracio de 1,25mM

Os compostos 6, 8,9, 11 e 12 apresentaram atividade pesticida, porém devido a
baixa solubilidade em dgua ndo foi possivel obter um valor confidvel desta atividade.
Os compostos 1, 2, 3 e 4 ndo apresentaram atividade larvicida mesmo na concentracdo

de 1,25mM ap6s 48 horas.

6- CONCLUSOES

Uma vez que os compostos mais ativos sdo 10 e 7, nota-se que estes dois
possuem em comum o grupo butila e se diferenciam pela presenca de uma carbonila de
cetona no composto 10, que € mais ativo que o composto 7, pois este ultimo possui
menores valores de Clsy e constante de inibi¢do (Ki). Assim, pode-se concluir que esses

dois grupamentos sdo importantes para a atividade inibitéria, fato este que é
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corroborado por resultados obtidos por Gholivand e colaboradores, que observaram
atividade elevada em fosforamidatos com grupos carbonila (GHOLIVAND et al.,
2006), este pode ser justificado pela melhor interacdo que a nuvem eletronica n da
carbonila exerce com a AChE, isto pode ser observado com os inibidores da AChE
utilizados no tratamento da DA onde todos possuem anel aromdtico. E de interesse
observar que enquanto o composto 7 € ativo, o composto 1 € inativo e a diferenca é que
7 possui um grupamento butil e 1 possui isopropil, o que significa que provavelmente
ha um impedimento estérico (vide também a diferenca entre 6 que possui isopropil e
atividade menor do que 12 substituido com butil e maior atividade e o mesmo efeito
ocorre entre 2 € 8 e entre 4 e 10) para a interacdo de 1 com o sitio alostérico, o que ja foi
observado com célculos tedricos(SILVA, 2009). Esperava-se que 6 e 12 fossem bons
inibidores uma vez que apresentam estruturas semelhantes a da tacrina, mas a baixa
solubilidade em dgua impediu a determinagdo do tipo de inibi¢do e dos valores de Ki ou
Clso. Além disso, a inclusdo de 2 inibidores incompetitivos, na classe de compostos
estudada, € de interesse para a pesquisa, pois € um tipo de inibicdo menos comum,
embora ja tenha sido descrita na literatura (MORALEV & ROZENGART, 2008). Os
compostos 5 e 9 sdo inibidores reversiveis ndo competitivos, isto é, interagem com um
sitio da AChE diferente do sitio ativo. J4 os compostos 3 e 10 sdo inibidores
incompetitivos e portanto, interagem com o complexo enzima-substrato. Pode-se
observar que apenas o composto 7 apresentou inibicao irreversivel e conseqiientemente
foi o uUnico composto que apresentou atividade larvicida, visto que inibidores
irrversiveis inativam a enzima, este fato pode ser justificado pela presenca de um bom
grupo de saida, pois a presenca da carbonila estabiliza a carga negativa sobre o 4tomo
de carbono P de uma das estruturas de ressondncia e assim a enzima permaneceria
fosforilada, gerando a inibicao irreversivel, e que pode ser corroborado pela observagao
da menor atividade dos compostos 2 e 8 que ndo apresentam carbonila quando

comparados com o composto 7 que apresenta cabonila.

A concentracdo que inibe 50% da atividade anticolinesterasica do composto 7 é
95,95uM, j4 sua atividade larvicida € 876uM, ou seja, mais de nove vezes maior o que
mostra a diferenca de especificidade, ou seja, a atividade inibitéria é um reflexo da
interacdo direta entre organofosforado e enzima enquanto que a atividade larvicida
representa uma interagdo mais limitada uma vez que o organofosforado necessita

atravessar algumas barreiras até ser capaz de interagir com a enzima.
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