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RESUMO

Dentre os agroquimicos mais utilizados para suprir 0 aumento na demanda por
estratégias que possam conferir seguranca a demanda de producdo agricola
nacional estd o composto organofosforado classificado como inseticida, clorpirifos.
IntoxicagOes agudas causadas por esse composto acarretam na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, evento que ocasiona no acumulo do neurotransmissor
acetilcolina na fenda sinaptica, assim como no consequente desenvolvimento de
uma condicdo denominada de sindrome colinérgica. O tratamento direcionado para
0s quadros de intoxicagdo por esse composto baseiam-se na administracdo de
reativadores da enzima, estruturas conhecidas como oximas. Sendo assim, o
desenvolvimento deste trabalho consistiu em avaliar através de abordagens in silico,
in vitro e in vivo a utilizacdo do organismo modelo Drosophila melanogaster como
plataforma para triagem dos reativadores da enzima acetilcolinesterase, pralidoxima,
trimedoxima, obidoxima, HI-6, metoxima, K027 e K048 frente a inibicdo induzida pelo
organofosforado Clorpirifés. A abordagem in silico demonstrou por meio de
ancoragem molecular que o clorpirifés possui acesso ao sitio Gorge da enzima
acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster, assim como as energias de
interacdo e possiveis conformacdes adotadas pelas oximas avaliadas nesta regido.
A abordagem in vitro demonstrou que as oximas pralidoxima e K048 apresentaram
as maiores taxas de reativacdo da enzima acetilcolinesterase de Drosophila
melanogaster, 38,1% e 38,7%, respectivamente, seguidas das oximas trimedoxima
com 28,3%, K027 com 17,6%, obidoxima com 17%, metoxima com 15,3% e HI-6
com 15,2%. As oximas avaliadas demonstraram discreta capacidade de acéo
antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH, ndo superando o acido ascorbico. Nao
foi encontrada correlagdo entre o potencial de reativacdo da acetilcolinesterase
pelas oximas e suas atividades antioxidantes. A abordagem in vivo demonstrou que
0s espécimes de D. melanogaster expostas ao clorpirifos e tratadas com as oximas
pralidoxima e K048, apresentaram protecdo em relacdo a taxa de sobrevivéncia,
atividade locomotora e atividade da enzima acetilcolinesterase. Sendo assim,
demonstramos o potencial uso de Drosophila melanogaster para triagem prévia de
compostos reativadores da acetilcolinesterase, podendo esta ser uma importante

ferramenta para a descoberta de novas oximas.



Palavras-Chave: Oximas, Drosophila melanogaster, in silico, in vitro, in vivo,

Clorpirifés.
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ABSTRACT

Among the most used agrochemicals to supply the increased demand for application
that can provide security to the demand for domestic agricultural production is the
organophosphate compound classified as an insecticide, chlorpyrifos. Acute
poisonings caused by this compound lead to inhibition of the enzyme
acetylcholinesterase, an event that causes the accumulation of the neurotransmitter
acetylcholine in the synaptic cleft, as well as not the consequent development of a
condition called a cholinergic syndrome. Treatment aimed at cases of intoxication by
this compound is based on the administration of enzyme reactivators, structures such
as oximes. Therefore, the development of this work consisted of evaluating, through
in silico, in vitro, and in vivo approaches, the use of the model organism Drosophila
melanogaster as a platform for screening the reactivators of the enzyme
acetylcholinesterase, pralidoxime, trimedoxime, obidoxime, HI-6, melanogaster,
K027, and K048 against inhibition induced by the organophosphate chlorpyrifos. The
in silico approach follows through molecular anchoring that chlorpyrifos has access to
the Gorge site of the acetylcholinesterase enzyme from D. melanogaster, as well as
the interaction energies and possible conformations adopted by the oximes
evaluated in this region. The in vitro approach changed that the oximes pralidoxime
and K048 had higher reactivation rates of the enzyme acetylcholinesterase from D.
melanogaster, 38.1%, and 38.7%, respectively, followed by the oximes trimedoxime
with 28.3%, K027 with 17.6%, obidoxime with 17%, methoxime with 15.3% and HI-6
with 15.2%. The oximes evaluated demonstrated a discrete capacity of antioxidant
action by the ABTS and DPPH methods, not surpassing ascorbic acid. No correlation
was found between the reactivation potential of acetylcholinesterase by oximes and
their antioxidant activities. The in vivo approach includes D. melanogaster specimens
exposed to chlorpyrifos and treated with pralidoxime and K048 oximes, protection
concerning activity rate, locomotor activity, and acetylcholinesterase enzyme activity.
Therefore, we demonstrate the potential use of D. melanogaster for prior screening of
acetylcholinesterase reactivating compounds, which may be an important tool for the
discovery of new oximes.

Keywords: Oximes, Drosophila melanogaster, in silico, in vitro, in vivo, Chlorpyrifos.
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1 INTRODUCAO

Os compostos organofosforados sédo amplamente utilizados pelo homem,
sendo empregados com o intuito de aumento na producdo agricola através da
interrupcdo no ciclo de vida de diversas espécies consideradas como pragas. Entre
0os compostos organofosforados empregados, encontra-se o clorpirifés. O clorpirifés
possui duas formas principais de toxicidade, a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
e a producdo de espécies reativas de oxigénio, podendo tanto espécies alvo como
nao alvo serem acometidas. O uso indiscriminado na utilizacdo dessa classe de
compostos acarreta em muitos casos de intoxicagdo, gerando importante problema
de saude publica. O tratamento nesses quadros geralmente se da pela
administracdo de atropina, antagonista competitivo dos receptores muscarinicos do
neurotransmissor acetilcolina e pela administracdo de compostos da classe das
oximas, que agem por sua vez como reativadores da enzima acetilcolinesterase. As
oximas conhecidas e utilizadas na clinica ndo sdo completamente eficientes no
processo de reativacdo da acetilcolinesterase, sendo sua efetividade dependente do
agente inibidor complexado com a enzima e o tempo de sua conformacdo. Essa
particularidade apresentada leva a necessidade da sintese e teste de novas
estruturas com diferentes potenciais de reativacdo, assim como a validagdo de
diferentes métodos para triagem de novas oximas, visando o desenvolvimento de
compostos mais eficazes. Com base nisso, esse trabalho possui como obijetivo geral
a avaliacdo através de abordagens in silico, in vitro e in vivo do organismo modelo
Drosophila melanogaster como plataforma alternativa para triagem de reativadores
da enzima acetilcolinesterase. Como objetivos especificos in silico, o resgate e
construcdo das estruturas que possibilitem propor um modelo de ligagéo entre as
diferentes oximas avaliadas, pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-6, metoxima,
K027 e KO48 com a acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster. Como objetivos
especificos in vitro, a avaliacdo do potencial efeito inibitério do clorpirifos sobre a
atividade da enzima acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster e do potencial
das oximas avaliadas em reverter essa inibicdo, assim como a avaliacdo da
capacidade antioxidante das oximas avaliadas. Como objetivos especificos in vivo, a
avaliacdo da capacidade protetora das oximas em Drosophila melanogaster
expostas ao clorpirifés e a proposta da empregabilidade do organismo modelo

Drosophila melanogaster como uma alternativa para triagem de novos compostos
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reativadores. Para isso, vale-se do emprego de ferramentas de alinhamento e
ancoragem molecular, assim como estudos comportamentais e bioquimicos para
determinacdo e adequacdo de Drosophila melanogaster como um organismo
alternativo para triagem de reativadores de acetilcolinesterase. Para esse fim, o
trabalho € constituido por uma revisdo centrada nos termos gerais atinentes a
problematica relacionada as mas praticas na utilizacdo de agroquimicos, 0s
mecanismos de toxicidade decorrentes destes e seus alvos moleculares, os
tratamentos disponiveis para os casos de intoxicacdo, o organismo alternativo
proposto para triagem de reativadores e as abordagens empregadas para essa
investigacdo, os objetivos que delineiam o método empregado, os resultados

gerados e a concluséo advinda destes.



19

2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agrotoxicos no Brasil: da economia a saude publica

A producdo agricola é de suma importancia para a solidez econdmica do
Brasil, conformando cerca de 26,6% do Produto Interno Bruto (PIB) do pais no ano
de 2020 (PIB DO AGRONEGOCIO ALCANCA PARTICIPACAO DE 26,6% NO PIB
BRASILEIRO EM 2020). Atualmente o Brasil conta com uma area cultivada em torno
de 68 milhdes de hectares, cerca de 7,9% de seu territorio, estes responsaveis por
uma estimativa de safra para 2021 de cerca de 262,8 milhdes de toneladas (EM
MAIO, IBGE PREVE SAFRA DE 262,8 MILHOES DE TONELADAS PARA 2021).

Concomitante ao cenario de crescimento do agronegdécio nacional, esta o
aumento na demanda por agrotoxicos, substancias quimicas que conferem protecéo
a crescente area de cultivo nacional, onde no ano de 2017 atingiu cerca de 540 mil
toneladas utilizadas, niumero 50% maior do que o empregado no ano de 2010
(VALADARES; ALVES; GALIZA, 2017).

Dentre os diversos fatores que levam a utilizacdo em larga escala de produtos
agroquimicos no Brasil, estdo as peculiaridades encontradas em um pais de clima
tropical, caracteristica que confere menor frequéncia de temperaturas amenas,
importante influéncia na interrupcdo do ciclo de diversas pragas, aumento na
producdo agricola e expansdao da monocultura, sistema que propicia 0 surgimento
de pragas e doencas (VASCONCELOS, 2018).

Entretanto, apesar da utilizacdo de agroquimicos refletir no aumento da
efetividade de producédo, acarreta em possiveis prejuizos tanto ao meio ambiente,
pela contaminacdo de solos e ambientes aquaticos através de processos de
lixiviagdo, quanto para a saude da populacdo, principalmente dos trabalhadores
envolvidos com o manejo dessas substancias e das comunidades rurais existentes
nas proximidades das planta¢cdes (VASCONCELOS, 2018).

No Brasil, 84.206 pessoas sofreram intoxicacao por agrotoxicos entre 2007 e
2015, contudo, sabe-se que muitos casos existentes nao sao notificados
(RELATORIO NACIONAL DE VIGILANCIA EM SAUDE DE POPULACOES
EXPOSTAS A AGROTOXICOS, 2018). Além desses, 2.548 casos foram registrados
no ano de 2017, onde 2 devidos a ingestdo de alimentos contaminados e 861 por
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tentativas de suicidio (SISTEMA NACIONAL DE INFORMACOES TOXICO-
FARMACOLOGICAS, 2017).

2.2 Agrotoxicos organofosforados (OFs)

Dentre os agrotoxicos mais utilizados na agricultura estdo os compostos
quimicos pertencentes ao grupo dos organofosforados (OFs), normalmente anidros,
ésteres ou ésteres de tiol derivados do acido fosférico ou tiofosforico (KANEKAR et
al., 2004).

O desenvolvimento desses compostos como agrotoxicos teve inicio quando
Gerhard Schrader, quimico alemao, elucidou a estrutura quimica dos compostos
OFs, trabalho esse que resultou no primeiro composto do tipo a ser comercializado
como praguicida, batizado como Bladan. Desde entdo, centenas de compostos
organofosforados foram desenvolvidos, sendo amplamente empregados na

conformacao de inseticidas, entre outros (TERRY, 2012).

De modo geral, a estrutura quimica dos OFs é demonstrada na Figura 1.
Quando os radicais R1 e R2 estéo ligados diretamente ao atomo de fésforo, recebe-
se 0 nome de fosfinato. Quando os radicais R1 e R2 possuem ligacdo ao atomo de
fésforo através de uma ligacéo via O- ou S-, recebe-se 0 nome de fosfato. Quando o
radical R1 esta ligado diretamente ao atomo de fésforo e R2 através de um dos
grupos citados acima, recebe-se o nome de fosfonato. Quando o carbono esta
ligado ao atomo de fésforo através de grupamento amino (-NH), recebe-se o nome
de fosforamidato. Em relacdo ao grupamento X, este pode ser de trés tipos: um
grupamento alifatico, ramificado ou ndo, um grupamento aromatico, ou um
grupamento heterociclico, onde a ligacéo ao fosforo pode se dar através de O- ou S-
substituicdes. Além disso, a ligacdo dupla apresentada com o fésforo pode ser dar
de dois modos distintos: o0 modo conhecido como forma oxon, caracterizado pela
presenca de fosfatos (P=0), e o modo conhecido como forma tion, caracterizado
pela presenca de fosforotiotatos (P=S) (VALE, 1998; JOHNSON et al., 2000).
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Figura 1 — Representacdo da estrutura geral de um composto organofosforado.
R1 e R2 representam grupos alcoxil. X representa o grupo substituivel. O fésforo
pode estar ligado através de uma dupla ligacdo com o oxigénio ou enxofre.

S

R
2\P//O
R \x

4

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

Os nuances apresentados na estrutura quimica de diferentes compostos OFs
influenciam diretamente na sua toxicidade. A natureza dos radicais ligados ao atomo
de fosforo, com mais ou menos ramificagfes, assim como a presenca do oxigénio
(forma oxon) ou do enxofre (forma tion) na conformacgédo da dupla ligacdo com o
fésforo, acarretam em uma maior ou menor reatividade desses compostos. A
toxicidade pode ainda ser influenciada pela lipofilicidade da molécula, caracteristica
que os torna mais ou menos aptos a atravessarem a barreira hematoencefélica
(BHE), aumentando sua potencialidade sobre o sistema nervoso central
(CAVALCANTI et al., 2016).

2.3 Clorpirifés

Dentre os OFs mais utilizados no Brasil, destaca-se o clorpirifés (O,O-diethyl
0-3,5,6-trichloro-2-pyridylphosphorothioate), demonstrado na Figura 2, também
comercializado com diferentes nomes, como Lorsban 480BR®, Dursban® e Fersol
450®. O desenvolvimento desse composto teve inicio no ano de 1965, nos Estados
Unidos, sendo atualmente empregado em grande escala em diferentes culturas
(EATON et al., 2008).

O clorpirifés apresenta aspecto cristalino, com pouca solubilidade em agua,
alto grau de volatilidade (1.9x10-5 mmHg/25°C) e meia vida que varia de 60 até 120
dias no solo (DA SILVA, 2013). Sua toxicidade é inicialmente demonstrada pela alta

lipossolubilidade que possui, podendo ser absorvido por via respiratéria ou pela pele
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e mucosas. A absorcao através do trato gastrointestinal € menos frequente, estando
associada principalmente a ingestbes acidentais, como a ingestdo de alimentos
contaminados, mais frequentemente alimentos n&o gerenciados de forma

apropriada, assim como tentativas de suicidio (Kl et al., 2013).

Independente da via de exposicdo ao clorpirifés, sua toxicidade depende da
acdo de enzimas do grupo citocromo P450, localizadas principalmente no figado.
Esse processo, caracterizado como dessulfuragdo oxidativa, oxida o clorpirifés para
a forma clorpirifés-oxon, demonstrado na Figura 2, seu principal metabdlito toxico
(ESTEVAN; VILANOVA; SOGORB, 2013).

Apbs esse processo de biotransformacédo, o clorpirifés possui dois principais
mecanismos de toxicidade: o primeiro se baseia na inibicdo de enzimas da classe
das colinesterases, evento que, entre outras, impede a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina, promovendo desordem no sistema nervoso central e juncgbes
musculares, acarretando na interferéncia do correto funcionamento fisiol6gico
(RAHMAN et al., 2021), o segundo se baseia na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a consequente deplecdo de defesas e enzimas antioxidantes,
quadro que pode acarretar na inducdo de estresse oxidativo (GOEL; DANI;
DHAWAN, 2005; CUPIC MILADINOVIC; BOROZAN; IVANOVIC, 2018;
RODRIGUES et al., 2019; ZHU et al., 2020; FARHAN et al., 2021).

Figura 2 — Estrutura quimica do organofosforado clorpirifés e do clorpirifés-

oxon. Estrutura quimica do organofosforado clorpirifds e do clorpirifés oxon, sua
forma biotransformada.
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Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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2.4 Enzimas colinesterases (ChEs)

Atualmente s&do aceitos dois diferentes tipos de colinesterases: a
butirilcolinesterase, também conhecida como pseudocolinesterase, ou colinesterase
inespecifica (BChE) (EC 3.1.1.8), possui como caracteristica o processo de hidrélise
da butirilcolina, estando também relacionada com processos de detoxificacdo e
bioativacdo de compostos xenobidticos, é encontrada principalmente no plasma e
intestino, entretanto, em pequenas quantidades. A outra, conhecida como
acetilcolinesterase verdadeira, ou acetilcolinesterase especifica (AChE) (EC 3.1.1.7),
possui como caracteristica o processo de hidrélise da acetilcolina, atuando
consequentemente na modulacdo dos impulsos nervosos responsaveis pela
comunicacdo neuronal, € encontrada principalmente nas terminagcfes nervosas e
hemacias (KUSHIK; CHANDRABHAN, 2003; COSTA, 2006).

2.4.1 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase possui como funcdo no organismo atuar na hidrélise do
principal neurotransmissor existente no sistema nervoso da maioria das espécies, a
acetilcolina. Entre os papéis desenvolvidos pela acetilcolina, esta, no sistema
nervoso central, sua atuacdo em processos de aprendizagem, memoaria e controle
motor, assim como intermediar 0os impulsos nervosos responsaveis pelos batimentos
cardiacos e contracdo dos musculos lisos no sistema nervoso periférico (SARTER,;
BRUNO, 1997).

Estruturalmente, a acetilcolinesterase de organismos vertebrados possui
como uma de suas caracteristicas a existéncia de uma cavidade denominada de
sitio Gorge. O sitio Gorge apresenta muitos residuos de aminoacidos, entretanto, as
regides mais importantes sdo a existéncia de dois subsitios ativos: o subsitio
esterasico, conformado por uma série de residuos aromaticos e em especial por
uma triade catalitica composta pelos residuos de aminoacido glutamato 327, serina
200 e histidina 440 (SUSSMAN et al., 1991), e pelo subsitio aniénico, conformado
pelos residuos de aminodcido triptofano 84 e fenilalanina 330, além de acomodar os
residuos de aminoécido tirosina 70, tirosina 121 e triptofano 279, constituintes de um
compartimento localizado no subsitio anibnico, denominado subsitio aniénico
periférico (PAS) (SILMAN; SUSSMAN, 2008).
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De modo geral, a enzima acetilcolinesterase presente na juncao
neuromuscular hidrolisa a acetilcolina liberada pela célula pds-sinaptica por
intermédio de ligacBes ibnicas e de hidrogénio estabelecidas pelo residuo de
glutamato presente no subsitio esterasico, sendo os residuos de serina e histidina
responsaveis pelo mecanismo de hidrolise propriamente dito. No subsitio aniénico,
ocorre a interacdo dos residuos de tirosina e triptofano com o compartimento
quaternario carregado positivamente da acetilcolina, o que acarreta na correta
orientacdo do neurotransmissor nos subsitios (sitio Gorge). O subsitio anidénico
periférico por sua vez, funciona provavelmente como um inibidor da
acetilcolinesterase quando da ocorréncia de excesso de disponibilidade de
acetilcolina no meio. Esse evento interrompe o processo de interacédo da acetilcolina
com o receptor pos-sindptico, gerando como produto da catalise, colina e acido
acético, evitando assim o excesso de transmisséo nervosa (Figura 3) (GONCALVES,
2009; QUINN, 1987).

Figura 3 — Representacdo do sitio ativo da enzima acetilcolinesterase.
Representacdo dos residuos de aminoacidos envolvidos com o processo de catalise
do neurotransmissor acetilcolina. A enzima acetilcolinesterase se liga ao

neurotransmissor acetilcolina catalisando sua hidrélise em acido acético e colina. A
colina é reabsorvida pelos neurdnios e reutilizada em um novo impulso nervoso.
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Fonte: Adaptado de PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011.
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A inibicdo do funcionamento da acetilcolinesterase pela acdo de compostos
organofosforados, como o clorpirifés, ocorre através da fosforilagcdo do residuo de
serina presente no sitio esterasico da enzima, evento que ocasiona interferéncia no
mecanismo catalitico, impedimento de hidrolise da acetilcolina e seu consequente
aumento na fenda sinaptica. Os efeitos adversos advindos desse evento ocasionam
em uma série de desordens no sistema nervoso central e periférico, como paralisia
muscular, distarbios gastrointestinais, incontinéncia urinaria e fecal, aumento da

salivagéo e lacrimejamento (RAHMAN et al., 2021).
2.5 Espécies reativas e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas que possuem elétrons desemparelhados em
sua ultima camada de valéncia, caracteristica que as torna altamente reativas, tendo
a capacidade de atuarem como agentes oxidantes. Dois sdo os tipos de agentes
oxidantes mais importantes envolvidos em patologias: as espécies reativas de
nitrogénio (ERN), compostas principalmente pelo 6xido nitrico (NO-+), o 6xido nitroso
(N:O) e o peroxinitrito (ONOO') e as espécies reativas de oxigénio (ERO), onde
destacam-se o0 anion radical superoxido (0O27), o peroxido de hidrogénio (H.O.) e o
radical hidroxila (OH+) (GILLHAM; PAPACHRISTODOULOU; THOMAS, 1997).

As espécies reativas de oxigénio possuem diversos papé€is no organismo,
passando de atuacbes na sinalizacdo intracelular, regulacdo de respostas
imunoldgicas e participacbes de processos fagociticos quando em condi¢cdes de
homeostase (HALLIWELL, 1994; BIESALSKI, 2002), até lesbes em diferentes
estruturas celulares, como inducdo de peroxidacao lipidica dos fosfolipidios
constituintes da membrana celular e oxida¢éo de proteinas quando em condicdes de
desequilibrio (ALLEN, 1998; ANANTHAN et al., 2003). Como mecanismo adaptativo
para com os efeitos deletérios advindos do desequilibrio nos niveis de agentes
oxidantes (ERO e ERN), organismos aerdbicos possuem um sistema de defesa
denominado como sistema de defesa antioxidante, estruturas doadoras de elétrons
capazes de causar a estabilizacdo dos diferentes radicais livres, podendo estes

serem classificados como sistemas de defesa antioxidante enddégenos ou exdgenos.

Varios sdo 0s mecanismos pertencentes ao sistema de defesa antioxidante
endogeno, alguns atuando antes da existéncia de lesbes advindas da acao de

agentes pré-oxidantes, assim como outros direcionados ao reparo de lesdes ja
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ocorridas. Os diferentes mecanismos podem ser baseados em sistemas enzimaticos
e ndo enzimaticos. Entre os mecanismos de defesa enzimaticos encontram-se
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-transferase (GST) e catalase (CAT), assim como o tripeptideo
glutationa reduzida (GSH), pertencente aos sistemas ndo enzimaticos (BIRBEN et
al., 2012).

A enzima superoxido dismutase (SOD) possui como fung¢do, quando na
presenca do proton H-, de catalisar a dismutacéo do radical superoxido em H.O. e O,
(ACHARYA et al., 1991). A enzima catalase (CAT), de catalisar a reducao do H.O.
em H.O e O, (ROJKIND et al., 2002; KLICHKO, RADYUK, ORR, 2004). A enzima
glutationa peroxidase (GPx), de catalisar a reducdo do H.O. por intermédio da
glutationa reduzida (GSH), em H.O e glutationa oxidada (GSSG) (POSSAMAI, 2005).
A enzima glutationa S-transferase (GST) por sua vez tem como funcéo, por meio de
ligacbes covalentes, impedir que diferentes compostos causadores de danos
oxidativos se liguem a outras moléculas celulares, assim como aumentar a sua
solubilidade e facilitar processos de detoxificacdo (STEGEMAN et al., 1992). Esses
mecanismos sdo resumidos na figura 4 para melhor compreensao.

Figura 4 — Os principais mecanismos do sistema de defesa antioxidante.

Representacdo esquematica do funcionamento dos principais mecanismos
pertencentes ao sistema de defesa antioxidante.

Catalase

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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Dentre os mecanismos de defesa ndo enzimaticos, existem ainda, além da
(GSH), substancias provenientes de alimentacdo que, mesmo em baixas
concentracbes atuam em conjunto com as defesas antioxidantes endodgenas,
interagindo com espécies reativas (ERO e ERN) e ions, reduzindo-as, sendo estas
denominadas como sistema de defesa antioxidante exdgeno. Varios sdo 0s
antioxidantes ndo enziméticos exdgenos, destacando-se os compostos fendlicos,
carotendides, vitaminas C e E e diferentes minerais que podem atuar como cofatores
para o correto funcionamento do sistema de defesa enzimatico (MENDES;
CORREA; ANGELIS-PEREIRA, 2020).

Comprometimentos no sistema de defesa antioxidante podem estabelecer um
desequilibrio entre estes e os agentes pro-oxidantes, podendo acarretar em um
quadro denominado estresse oxidativo, que pode por sua vez, estar associado a
varios processos patologicos (GOEL; DANI; DHAWAN, 2005).

O estresse oxidativo tem demonstrado importante papel na toxicidade do
clorpirifés em diferentes modelos in vitro, atuando principalmente na indugcdo do
aumento de espécies reativas de oxigénio, evento que pode ocasionar em
peroxidacao lipidica e dano ao DNA (GIORDANO et al., 2007; SAULSBURY et al.,
2009; LEE et al., 2012; Kl et al., 2013; LEE et al., 2014). A natureza lipofilica desse
composto facilita ainda mais o processo de interacdo com as membranas celulares,
principalmente com o alto nivel de &cidos graxos poli-insaturados presentes nas
membranas neuronais, assim como o elevado consumo de oxigénio e 0s baixos
niveis de defesas antioxidantes encontradas no SNC (SLOTKIN; OLIVER; SEIDLER,
2005).

2.6 Tratamento das intoxicacdes

O tratamento das intoxicacdes por compostos organofosforados em geral é
conduzido através da administracdo de agentes antimuscarinicos e compostos da
classe das oximas. Dentre os agentes antimuscarinicos destaca-se a utilizacdo da
atropina, alcaloide que age como antagonista competitivo dos receptores
muscarinicos do neurotransmissor acetilcolina, competindo com este pelo mesmo
sitio de ligacdo (IYER; IKEN; LEON, 2015). O emprego dessa estratégia auxilia na

amenizacdo da hiper estimulagdo causada pelo acumulo do neurotransmissor,
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diminuindo sintomas como paralisia muscular, distdrbios gastrointestinais,

incontinéncia urinaria e fecal, aumento da salivacao e lacrimejamento.

Os compostos da classe das oximas, por sua vez, agem como reativadores
da enzima AChE, evento que ocasiona na reativacdo da atividade catalitica da
enzima. Estruturalmente as oximas sado caracterizadas pela presenca de um
nitrogénio quaternario pertencente a um anel piridinico, este se liga ao sitio aniénico
da enzima, doando um proton H- ao organofosforado acoplado ao sitio esterasico
vizinho, mobilizando-o e liberando a enzima para sua atividade catalitica,
possibilitando assim a diminuicdo da oferta de acetilcolina e a consequente
diminuicdo dos sintomas adversos (GONCALVES et al., 2006). Esse processo €
representado na figura 5 para melhor visualizagéo.

A efetividade da classe das oximas esta relacionada com o periodo de tempo
apos a intoxicacdo em que sdo administradas. Curtos periodos do organofosforado
acoplado ao sitio esterasico possibilitam melhores taxas de reativacdo. Longos
periodos do organofosforado acoplado ao sitio esterdsico acarretam no
envelhecimento do complexo. O envelhecimento é caracterizado pela formacéo de
uma ligacdo covalente entre o fésforo do organofosforado e o oxigénio da serina
presente no sitio esterasico, evento que impossibilita a mobilizacao e liberacdo da
enzima pela acdo da oxima (ELHANANY et al., 2001). O envelhecimento pode ser
influenciado pela afinidade apresentada entre as estruturas das oximas e
organofosforados, apresentando efetividade ou limitagbes no processo de
reativacao. Esse contraste pode ser visto entre a maioria dos organofosforados que
sdo considerados de reativacdo mais facil, como o gas Sarin, com uma meia vida
para envelhecimento do complexo de cerca de 3 horas e 0 gas Soman, possuidor de
envelhecimento extremamente rapido, cerca de 3 minutos, sendo considerado de
dificil reativacdo (CAVALCANTI et al., 2016; WOREK; THIERMANN; WILLE, 2016).

Essa diversidade apresentada no padrdo de envelhecimento entre os
complexos leva a grandes esfor¢os para sintese e avaliagcdo de novas oximas em
busca de um reativador mais eficiente e universal para a acetilcolinesterase inibida
por diferentes organofosforados ha mais sessenta anos, sendo, entretanto,
improvavel o desenvolvimento de uma estrutura Unica capaz de realizar a reativagdo
da AChE inibida pela grande diversidade de organofosforados existentes (WOREK;
THIERMANN; WILLE, 2016).
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Figura 5 — O mecanismo molecular da reativacdo da AChE pela Pralidoxima.
Representacdo geral do processo de reativacdo pela oxima pralidoxima de uma
enzima acetilcolinesterase fosforilada pelo organofosforado clorpirifos.

CH;

o CH.
_ /7
O_T_O
__N
OH Ch
| r
N O\ i 3 \‘ri/
\\ -
P CH, |
H,C o7 \ N
\hj/ o

\|—> —’

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

Além da conhecida capacidade de reativacdo da acetilcolinesterase
apresentada pelas oximas, estudos demonstram também a existéncia de
propriedades antioxidantes nessa classe de moléculas, variando a sua eficiéncia de
acordo com a dose administrada e a conformacdo da molécula em questéo.
Estruturalmente, os compostos da classe das oximas sdo caracterizadas por
apresentarem capacidade nucleofilica, podendo atuar como potenciais doadores de
elétrons, estabilizando a geracao de radicais livres (DE LIMA PORTELLA et al., 2008
et al., 2008; PUNTEL et al., 2008, 2009; OZEN.; TAS, 2009; SUROWIAK;
LOCHYNSKI; STRUB, 2020).
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2.7 Drosophila melanogaster como organismo modelo

A utilizacdo de abordagens alternativas, como o emprego de organismos da
classe dos insetos como modelo para estudos toxicolégicos, principalmente com o
intuito da diminuicdo do sacrificio de animais vertebrados vem crescendo para fins
de pesquisa (MORALES, 2008). Entre as vantagens apresentadas pelos insetos
existem caracteristicas como répido crescimento e alta taxa de reprodugdo, assim
como a falta da necessidade de aprovacdo de comités de ética gerindo sua
aplicacéo (SCULLY; BIDOCHKA, 2006).

A mosca da fruta, ou Drosophila melanogaster, € um organismo multicelular
complexo pertencente & ordem Diptera e a familia Drosophilidae. A utilizagdo do
género Drosophila como modelo cientifico € bem estabelecida, sendo amplamente
empregada em estudos relacionados a doencas humanas e estudos toxicolégicos
(SIDDIQUE et al., 2005). Entre as vantagens na utilizacdo desse organismo como
modelo estad a significativa homologia entre os genes encontrados em D.
melanogaster para com o0s encontrados na espécie humana (PARVATHI et al.,
2009), a existéncia de um complexo sistema nervoso constituido de em média
100.000 neurénios (WHITWORTH; WES; PALLANCK, 2006) e um rapido ciclo de
vida aliado a um baixo custo de manutencdo e infraestrutura (PARVATHI et al.,

2009).

Figura 6 — O organismo modelo Drosophila melanogaster.

Fonte: <http://www.yourgenome.org/stories/fruit-flies-in-the-laboratory>

Gragas a sua grande empregabilidade e o interesse direcionado ao estudo

desse modelo para o tratamento de varias enfermidades, a estrutura cristalografica
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da AChE de D. melanogaster foi elucidada no ano 2000 (HAREL et al.,2000), sendo
posteriormente atualizada no ano de 2020 (NACHON et al., 2020), permitindo um
grande avanco nas informacgdes relacionadas a sua funcionalidade e estrutura,

possibilitando o emprego de diversas abordagens de analise.
2.8 Biologia Estrutural

A disponibilidade de informacdes relacionadas a estrutura tridimensional da
enzima acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster permite a utilizacdo de
abordagens in silico com a finalidade de simular a interacdo entre essa estrutura e
outras de interesse, propondo assim uma possivel elucidacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos nesses eventos (GOHLKE; KLEBE, 2002). Dentre as
abordagens in silico utilizadas para tal fim, encontra-se a ancoragem molecular
(KITCHEN et al., 2004).

A ancoragem molecular é uma abordagem baseada na interacdo entre um
alvo molecular e uma estrutura ligante. De modo geral, o alvo molecular é advindo
de estruturas tridimensionais elucidadas através de técnicas de ressonancia
magnética ou cristalografia, métodos que permitem a obtencdo de informacdes do
volume, cargas e cavidades presentes nos residuos de aminoacidos constituintes
dessas estruturas. As estruturas ligantes, por sua vez, sdo normalmente advindas do
desenho racional realizado em softwares de edicdo molecular, passando por
métodos que conferem a elas volume, cargas e sua possivel conformacao espacial
(KITCHEN et al., 2004).

A ancoragem molecular pode ser realizada adotando-se as estruturas
envolvidas no processo como rigidas ou flexiveis, entretanto, o custo computacional
empregado depende diretamente do tipo de andlise. Analises em que as estruturas
sdo adotadas como flexiveis exigem maior tempo e capacidade de processamento,
assim como as que as estruturas sado adotadas como rigidas, menor custo
computacional e tempo de analise (MORGAN; COUTINHO, 2007).

Os resultados obtidos sdo de modo geral centrados nas possiveis
conformacdes existentes entre os ligantes e alvo molecular. As possiveis
conformacdes sdo também atreladas a métricas baseadas na energia de interacao

entre as estruturas, estas conformadas pelos tipos de ligagbes existentes, que
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podem ser ligacGes de hidrogénio ou diferentes tipos de interacdes intermoleculares
(MORGAN; COUTINHO, 2007).

As abordagens in silico, regularmente, como processo inicial para sua
validacéo, sdo acompanhadas do emprego de abordagens in vitro. As abordagens in
vitro permitem a avaliacéo inicial da atividade biolégica dos compostos e interacdes
previamente desenvolvidas computacionalmente. S&o métodos de baixo custo e facil
aplicabilidade que agem simulando os processos que naturalmente ocorrem no
interior dos organismos vivos, possibilitando a averiguacdo da atividade dos
compostos sobre variabilidades complexas, como interacbes moleculares
envolvendo reacdes entre enzimas e substratos, ligacdes entre receptores,
interacdes entre proteinas, inducdo de mortalidade e proliferacdo celular, alteracfes
a nivel de expressdo génica, alteracdes no perfil proteico, dosagens bioquimicas,
entre outros (BENFENATI et al., 2010; TAN et al., 2017).

As abordagens in vitro, embora representem menores custos e gerem
resultados semelhantes aos encontrados em ensaios utilizando organismos Vvivos,
muitas vezes, em determinadas condicbes, podem ocasionar em resultados
incongruentes. Ensaios in vitro envolvendo células ou alvos individuais, como
enzimas, podem pela falta de dinamica e complexidade de interagdes dos sistemas
biolégicos como um todo, ndo reproduzir com efetividade as interacdes moleculares
existentes nos organismos vivos, necessitando, além das abordagens anteriormente
citadas, do emprego de abordagens in vivo, onde interacdes mais complexas sao
consideradas (ANDRADE et al., 2016).

As abordagens in vivo, quando aliadas as informacfes advindas das
abordagens in silico e in vitro, tal como das informacdes correlacionadas a um alvo
terapéutico e de moléculas de interesse, permitem o delineamento de ensaios que
possibilitem o desenvolvimento de anormalidades semelhantes as que ocorrem nos
carateres sobre investigacdo, possibilitando a determinacdo da empregabilidade de
um modelo biolégico (ANDRADE et al., 2016).

A utilizacdo das possibilidades propiciadas pelo emprego das abordagens in
silico, in vitro e in vivo, quando em conjunto, denota ser uma interessante estratégia
para compreensdo dos mecanismos moleculares existentes, explorando as

particularidades e possibilidades de cada técnica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar através de abordagens in silico, in vitro e in vivo o potencial do
organismo modelo Drosophila melanogaster como plataforma para triagem de

reativadores da enzima acetilcolinesterase.
3.2 Objetivos especificos

- Resgatar a estrutura tridimensional da enzima acetilcolinesterase de Drosophila
melanogaster, assim como a seguinte constru¢do das estruturas tridimensionais do
organofosforado Clorpirifés e das oximas K027, K048, Pralidoxima, Trimedoxima,

Obidoxima, HI-6 e Metoxima;

- Propor um modelo de ligacdo para cada uma das estruturas valendo-se da

abordagem de ancoragem molecular;

- Avaliar o potencial efeito inibitério do clorpirifés sobre a atividade da enzima

acetilcolinesterase em Drosophila melanogaster in vitro;

- Avaliar o potencial das oximas K027, K048, Pralidoxima, Trimedoxima, Obidoxima,
HI-6 e Metoxima em reverter a inibicdo in vitro da acetilcolinesterase induzida pelo

Clorpirifés em Drosophila melanogaster;
- Avaliar a capacidade antioxidante in vitro das oximas;

- Avaliar o potencial efeito do clorpirifés sobre a taxa de sobrevivéncia em Drosophila

melanogaster;

- Avaliar o potencial efeito do clorpirifés sobre a atividade locomotora em Drosophila

melanogaster;

- Avaliar o potencial efeito inibitério do clorpirifés sobre a atividade da enzima

acetilcolinesterase em Drosophila melanogaster in vivo.

- Avaliar a capacidade protetora, in vivo, das oximas em Drosophila melanogaster

expostas ao Clorpirifés;

- Propor a empregabilidade do organismo modelo Drosophila melanogaster como

uma plataforma para triagem de novas oximas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Abordagem in silico
4.1.1 Resgate e construcao das estruturas

A sequéncia de residuos de aminoacidos constituintes das enzimas AChE de
Drosophila melanogaster, Mus musculus, Homo sapiens e Torpedo Californica foram
resgatadas através do banco de dados Protein Data Bank (PDB) e submetidas a
analise de homologia através do software Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS,
2014). Posteriormente a estrutura tridimensional da enzima AChE desses
organismos, D. melanogaster (PDB: 6XYS), M. musculus (PDB: 2GYV), H. sapiens
(PDB: 5HQ3) e T. Californica (PDB: 1EA5) foram resgatadas através do banco de
dados Protein Data Bank (PDB) e submetidas a sobreposicdo de sua conformacéo
estrutural através do software Chimera 1.12 (PETTERSEN et al., 2004). O resgate
das estruturas tridimensionais das oximas K027, K048, K075, Pralidoxima,
Trimedoxima, Obidoxima, HI-6 e Metoxima, quando disponiveis, foram realizados
através do banco de dados PubChem. A estrutura molecular fosforilada da enzima
AChE de D. melanogaster para o0s ensaios de reativacdo in silico foi entédo
construida valendo-se do software Avogadro 1.2.0 (HANWELL, 2012). Os residuos
de aminoacidos constituintes do sitio Gorge foram selecionados e salvos em um
arquivo no formato PDB, sendo a porcao fosfato do organofosforado clorpirifés entao
covalentemente ligada ao grupo hidroxila do residuo de aminoacido Serina 238,
conformante da triade catalitica. A estrutura foi entdo otimizada utilizando o campo
de forca MMFF94 (HALGREN, 1996), com a porcdo fosfato sendo considerada
flexivel e os residuos de aminoacido constituintes do sitio Gorge, rigidos. A
geometria molecular final do sitio ativo fosforilado foi selecionada e adicionada no
arquivo original da AChE nativa de D. melanogaster, conformando a forma putativa
da enzima fosforilada. As estruturas tridimensionais das oximas, quando nao
disponiveis foram construidas valendo-se do software Avogadro 1.2 (HANWELL,
2012), sendo sua otimizacdo geométrica realizada através do software MOPAC2016
(STEWART, 2016).
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4.1.2 Ancoragem Molecular

Os ensaios dos possiveis modos de ligacdo entre a estrutura tridimensional
da enzima Acetilcolinesterase fosforilada com as oximas K027, K048, Pralidoxima,
Trimedoxima, Obidoxima, HI-6 e Metoxima, foram realizados valendo-se do software
de modelagem molecular Molegro Virtual Docker 7.0 (THOMSEN; CHRISTENSEN,
2006), seguindo as otimiza¢cbes das estruturas como indicado. O software Molegro
Virtual Docker calcula as energias de interagcdo existentes entre os ligantes
(reativadores da enzima AChE) e um receptor (enzima AChE). Os resultados sao
apresentados pelo MolDock Score, métrica representativa da afinidade e modo de
ligacdo de um determinado ligante (pose) ao sitio receptor alvo, sendo dado em
kcal/mol. De modo geral, a estrutura tridimensional da enzima AChE de D.
melanogaster em sua forma nativa (PDB: 6XYS) foi utilizada para averiguacdo da
capacidade dos ligantes se completarem na regido conhecida como sitio ativo. Os
procedimentos de ancoragem foram realizados com os ligantes sendo considerados
flexiveis e o receptor rigido, sendo as analises realizadas no modo padrdao, com uma
resolucao de 0,3 angstroms, MolDock SE com 10 corridas e cavidade de varredura
constituinte do sitio Gorge. Um total de 50 diferentes poses foram executados para
cada oxima. As poses alocadas em uma distancia Ocw— Po» (do) <10.00 A e angulo
Oox— Por— Oses (Boro) = 180 + 60° foram entéo resgatadas e organizadas por base em
suas energias de interacdo. A pose com menor energia de interacdo foi adotada
como a possivel conformacao adotada pela oxima quando em ataque nucleofilico a
serina fosforilada. Os resultados do docking foram analisados através da utilizacdo
do software Discovery Studio Visualizer v20.1.0.19295 (BIOVIA, 2017).
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4.2 Abordagem in vitro
4.2.1 Organismo Modelo

Espécimes de Drosophila melanogaster foram condicionados em tubos de
vidro contendo meio de cultura padrdo, sendo mantidos em sala com temperatura

(24°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas controlados.
4.2.2 Reagentes

Clorpirifés pestanal, sacarose, acido 5,5 ditiobis 2-nitrobenzéico, albumina de
soro bovino, iodeto de acetiltiocolina, HEPES foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (S&o Paulo, Brasil). As oximas avaliadas foram cedidas pelo Doutor Marcelo
Farina (Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil), tendo sido gentilmente
concedidas pelo Doutor Kamil Kuca (Universidade de Defesa e Faculdade Militar de

Ciéncias da Saude, Republica Tcheca).
4.2.3 Preparo das amostras

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, 200 espécimes fémeas de Drosophila
melanogaster, possuindo entre 1 - 4 dias de idade foram homogeneizadas em
homogeneizador PowerLyzer ® a 2000 vibragbes por minuto durante 20 segundos
em 4ml de tampao HEPES (20mM; pH 7,0), sendo posteriormente centrifugadas a
1000 x g durante 5 minutos em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi entdo
filtrado, sendo posteriormente empregado para dosagem de proteina pelo método de
BRADFORD (BRADFORD, 1976) e andlises posteriores.

4.2.4 Determinacéao Cls

A determinacdo da concentracdo de clorpirifés efetiva em inibir a atividade
enzimatica da acetilcolinesterase in vitro foi realizada com a exposicdo do
sobrenadante proveniente do homogenato de D. melanogaster a diferentes
concentracbes do composto organofosforado clorpirifés. O clorpirifés foi pesado e
diluido em etanol e tampédo HEPES (20mM; pH 7,0) na proporcédo de 1:1, sendo
posteriormente incubado em conjunto com o homogenato de D. melanogaster por
um periodo de 40 minutos. Baseando-se na concentragcao de 44uM de clorpirifés,
capaz de realizar a inibicdo de 50% da atividade enzimatica, a concentracdo de
10uM, passivel da inibicdo da atividade enzimatica em 25% foi escolhida para os

ensaios posteriores. A avaliagdo da atividade da enzima acetilcolinesterase foi
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realizada a temperatura ambiente (25 +1 °C), valendo-se do espectrofotdmetro
Agilent Cary 60- UV-Visivel.

4.2.5 Efeito das oximas sobre a atividade enzimética in vitro

A atividade da enzima acetilcolinesterase foi mensurada de acordo com o
protocolo de ELLMAN (ELLMAN et al., 1961), método baseado na velocidade de
producdo da tiocolina, tiol originado da hidrolise da acetiltiocolina pelas
colinesterases. A tiocolina possui a caracteristica de reagir com o acido 5,5’ -ditiobis-
2-nitrobenzéico (DTNB), formando um &anion de coloracdo amarela, denominado
nitrobenzoato, possuindo absorcdo de 412 nm. Todos o0s experimentos foram
realizados em triplicata, contendo um grupo controle, um grupo exposto ao
organofosforado Clorpirifés e outro ao Clorpirifés em conjunto com as oximas K027,
K048, Pralidoxima, Trimedoxima, Obidoxima, HI-6 e Metoxima. O grupo controle foi
conformado por 100ul de amostra e 100ul de tampédo HEPES. O segundo grupo,
conformado por 100ul de amostra, 90ul de tampédo HEPES (20mM; pH 7,0) e 10ul
do organofosforado Clorpirifés, na concentracao final de 10 yM. O terceiro grupo,
conformado por 100ul de amostra, 50ul de tampao HEPES (20mM; pH 7,0) e 10ul
do organofosforado Clorpirifés, na concentragéo final de 10 uM. Neste, apds 40
minutos de incubagéo foram adicionados 50ul da oxima em questéo, totalizando a
concentracado final de 100 pM, 10 vezes superior a concentracdo do inibidor
administrada. A avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase foi realizada a
temperatura ambiente (25 +1 °C), valendo-se do espectrofotometro Agilent Cary 60
UV-Visivel.

4.2.6 Determinacao da atividade antioxidante das oximas in vitro
4.2.6.1 Atividade antioxidante das oximas pelo método DPPH

A capacidade de sequestro do radical DPPH das oximas foi mensurada de
acordo com o protocolo de BALTRUSAITYTE (BALTRUSAITYTE et al., 2007). O
ensaio DPPH é baseado na atividade de eliminacdo do radical 2,2-difenil-1-
picrilidrazil (DPPH). O DPPH por ser uma molécula deficiente de elétrons, possui a
caracteristica de quando na presenca de uma molécula antioxidante, receber
elétrons, resultando na sua reducdo e consequente formacdo do difenil-picril-
hidrazina. Inicialmente o DPPH possui coloragdo purpura, entretanto, quando
reduzido a DPPH reduzido, passa a apresentar coloragdo amarela. Para o ensaio
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DPPH, 100ul de DPPH (300uM) diluidos em etanol foram misturados com 20ul de
cada oxima em questao (10uM) em placa de microtitulagdo de 96 pogos. O volume
final de cada pocgo foi ajustado para 300pl com etanol. A avaliacdo da atividade
antioxidante foi realizada a temperatura ambiente (25 +1 °C) ap6s 45 minutos de
incubacdo, a 515 nm. O ensaio foi realizado utilizando o acido ascorbico como
controle positivo para determinacéo do valor maximo de sequestro do radical DPPH.
Os valores sdo expressos em porcentagem de inibicdo da absorbéancia do radical
DPPH em relag&o ao controle.

4.2.6.2 Atividade antioxidante das oximas pelo método ABTS

O ensaio ABTS é baseado na atividade de eliminacdo do radical 2,20-azino-
bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). O ABTS quando na presenca de
moléculas antioxidantes tende a receber elétrons, resultando na sua reducdo e
consequente formagédo de ABTS. Inicialmente O ABTS+ possui coloragao azul
esverdeada, entretanto, quando reduzido a ABTS, passa a apresentar perda de
coloragao. Para o ensaio ABTS, 200ul de solugao ABTS+ foram misturadas a 10 pl
de cada oxima em questao (10uM) em uma microplaca de 96 pocgos. A avaliagcédo da
atividade antioxidante foi realizada a temperatura ambiente (25 +1 °C) ap6s 10
minutos de incubacéo, a 734 nm. O ensaio foi realizado utilizando o &cido ascérbico
como controle positivo para determinacdo do valor maximo de sequestro do radical
ABTS. Os valores sao expressos em porcentagem de inibicdo da absorbancia do

radical ABTS em relacéo ao controle.
4.2.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através da andlise de
variancia (One Way), ANOVA, seguida do teste post-hoc de Tukey quando
necessario. Andlises de correlagdo entre os resultados advindos da atividade
antioxidante e da reativagdo da enzima acetilcolinesterase foram realizados através
do coeficiente de correlagdo de Pearson. Todas as analises estatisticas foram
realizadas valendo-se da utilizagdo do software GraphPad Prism 6.0, sendo

consideradas significativas quando p<0,5.
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4.3 Abordagem in vivo
4.3.1 Organismo Modelo

Os espécimes de Drosophila melanogaster foram condicionados conforme o
item 4.2.1.

4.3.2 Reagentes
Os reagentes empregados foram utilizados conforme listado no item 4.2.2.
4.3.3 Determinacao CLs,

Para determinacdo da concentracdo de Clorpirifés efetiva em causar a
mortalidade de 50% da populacéo no tratamento in vivo e a posterior concentracéo a
ser utilizada no decorrer dos experimentos, 30 espécimes fémeas de D.
melanogaster, possuindo de 1-4 dias de idade foram alocadas em tubos de vidro
contendo algoddo suplementado com sacarose 1% e diferentes concentracbes do
organofosforado clorpirifés. O Clorpirifés foi pesado e diluido em etanol e sacarose
1%, na proporcdo 1.1 em diferentes concentracdes, sendo posteriormente
administrado aos tubos contendo os espécimes de Drosophila melanogaster. Os
individuos sobreviventes foram contabilizados ap6s um periodo de 24 horas e uma
curva de mortalidade com as diferentes concentraces do organofosforado clorpirifos
foi realizada. Baseando-se na concentracdo de 1,182 ppm de clorpirifés, capaz de
ocasionar a letalidade de 50% dos espécimes de D. melanogaster em um periodo de
24 horas, a concentracdo subletal de 0,75 ppm foi escolhida para os ensaios
posteriores.

4.3.4 Sobrevivéncia, atividade locomotora e efeito das oximas

Para realizagdo dos ensaios de sobrevivéncia e atividade locomotora, apenas
as oximas que apresentaram os melhores resultados in vitro foram empregadas. 30
espécimes fémeas de Drosophila melanogaster, possuindo entre 1 - 4 de idade
foram alocadas em tubos de vidro contendo algodédo suplementado com sacarose
1%. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, contendo um grupo controle,
um grupo exposto ao organofosforado clorpirifés e outro ao clorpirifés em conjunto
com as oximas. O grupo controle foi conformado apenas por sacarose 1%. O
segundo grupo, conformado por sacarose 1% e o organofosforado Clorpirifos na

concentracdo de 0,75 ppm. O terceiro grupo, conformado por sacarose 1%,
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clorpirifés na concentracdo de 0,75 ppm e as oximas de interesse na concentracao
de 1,5 ppm. O Clorpirifés e as oximas foram pesados e diluidos em etanol e
sacarose 1%, na proporcao 1:1, sendo posteriormente administrados aos tubos
contendo os espécimes de Drosophila melanogaster, tendo os individuos mortos em
periodos de 24 horas contabilizados e expressos em porcentagem de moscas
sobreviventes em relacdo ao controle. Posteriormente a realizacdo dos ensaios de
mortalidade, os individuos sobreviventes a cada periodo de 24 horas foram
submetidos ao ensaio de geotaxia negativa coletiva. 10 Individuos advindos de cada
grupo de tratamento foram anestesiados e alocados em tubos de vidro por um
periodo de 30 minutos para aclimatacdo. Posterior a aclimatacdo, foram alocados
em tubos plasticos medindo 25 centimetros de comprimento e 1,5 centimetros de
diametro, tendo entédo sua capacidade de escalada contabilizada. Os ensaios foram
baseados na capacidade dos espécimes de D. melanogaster de ascensdo de 6¢cm
em 6 segundos, sendo os testes coletivos repetidos 3 vezes com 20 segundos de
intervalo para cada grupo de 10 espécimes. Os resultados foram expressos como

porcentagem em relacéo ao controle.
4.3.5 Efeito das oximas sobre a atividade enzimatica in vivo

Para determinagdo do efeito das oximas sobre a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) in vivo, apenas as oximas que apresentaram os melhores
resultados in vitro foram empregadas. 20 espécimes fémeas de Drosophila
melanogaster advindos de cada grupo de tratamento foram homogeneizados em
tampéo HEPES (20mM; pH 7,0). As amostras foram entdo centrifugadas a 14.000
rom pelo periodo de 30 minutos, em uma temperatura de 4°C. Os sobrenadantes
advindos dessas centrifugacdes foram empregados para a avaliagdo da atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE) (ELLMAN et al., 1961). Todos os ensaios foram
realizados a temperatura ambiente (25 +1 °C), valendo-se do espectrofotdbmetro
Agilent Cary 60- UV-Visivel.

4.3.6 Analises Estatisticas

A analise estatistica dos resultados sera realizada através da andlise de
variancia (One Way), ANOVA, seguida do teste post-hoc de Tukey quando
necessario. Analises de comparacdo entre dois grupos experimentais foram

realizadas através do emprego do teste de t Student. Todas as analises estatisticas
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serdo realizadas valendo-se da utilizacdo do software GraphPad Prism 6.0, sendo

consideradas significativas quando p<0,5.
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5 APRESENTACAO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase e a inducéo de estresse oxidativo sdo
importantes mecanismos envolvidos com a toxicidade ocasionada por diferentes
compostos organofosforados, entre eles o clorpirifés. Existem moléculas conhecidas
como oximas que podem reverter esse cenario, conferindo a reabilitacdo da
acetilcolinesterase. O modo como esses mecanismos podem ocorrer em Drosophila

melanogaster sdo sugeridos no decorrer dessa discusséo.

5.1 Abordagem In silico

5.1.1 A enzima AChE de D. melanogaster

A enzima AChE é responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina
em colina e acido acético, encerrando assim, as transmissdes sindpticas
(GONCALVES, 2009; QUINN, 1987). Esse mecanismo crucial para 0os organismos é
conservado em uma ampla gama de organismos, incluindo o0s insetos
(PEZZEMENTI; CHATONNET, 2010). Em D. melanogaster existem diversas
alteracdes na constituicdo da enzima AChE (FOURNIER et al., 1993; YAO et al.,
1997). Como resultado decorrente dessas alteragcdes, estdo os cerca de 34,8% de
semelhanca com a estrutura priméaria de T. californica que a estrutura primaria AChE
de D. melanogaster apresenta, os 37,2% de semelhanca com a estrutura primaria de
H. sapiens e 36,5% de similaridade com a estrutura primaria de M. musculus. Essa
caracteristica pode ser explicada através do quao evolutivamente as espécies em
questdo sdo aproximadas, ja que a semelhanca de sequéncia encontrada entre T.
californica e H. sapiens gira em torno de 53%, seguida de 83,6% entre M. musculus
e H. sapiens. Esses valores embora representem uma baixa similaridade, nao
retratam o alto grau de correlacdo existente na sobreposicédo estrutural entre as
enzimas (HAREL et al, 2000). O alinhamento entre as sequéncias é disponibilizado

no apéndice 1 para melhor visualizacéo.

A sobreposicao estrutural das enzimas AchE demonstrou que a estrutura
tridimensional da AChE de D. melanogaster apresenta alto grau de similaridade com
as estruturas advindas de T. californica, H. sapiens e M. musculus, com desvio
médio quadratico (RMSD - Root Mean Square Deviation) de 0,93 A. O RMSD é
empregado com o intuito da realizacdo de uma comparacao atomo a atomo de cada

estrutura, sendo a métrica mais utilizada para sobreposicOes estruturais entre
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proteinas. Quanto menor o valor dado ao RMSD, mais proximas sdo as
conformacdes adotadas (COUTSIAS; WESTER, 2019). As maiores diferencas
encontradas na questéo estrutural situam-se nas algas externas e porgdo C-terminal
das enzimas, regifes distantes do sitio ativo, tendo essas diferengas provavelmente
pouca ou nenhuma influéncia nas suas funcdes bioldgicas. A sobreposicéo entre as
estruturas é representada na figura 6 para melhor compreenséo.

Figura 7 — Comparagéo das estruturas tridimensionais das AChEs. Comparagéo
da estrutura tridimensional das enzimas AChEs de D. melanogaster (amarelo), H.

sapiens (verde), T. californica (azul) e Mus musculus
(laranja)

N - Terminal

C - Terminal

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

A enzima AChE de D. melanogaster, assim como a enzima AChE dos
organismos vertebrados, possui em sua estrutura, a existéncia de uma cavidade
denominada sitio Gorge, responsavel por alocar os subsitios ativos da enzima. Os
residuos constituintes do sitio Gorge em D. melanogaster séo listados na tabela 1.
Dentre os residuos constituintes do sitio Gorge da AChE de D. melanogaster,
destacam-se para a atividade catalitica da enzima os residuos de aminoacido
Ser238, His480, Glu367, conformantes do sitio esterasico, Trp321 residuo chave do
sitio periférico, Trp271 bolso acila, Trip83 bolso colina e Gli150, Gli151, Ala239
conformantes da cavidade oxianidnica (HAREL et al, 2000). Esses residuos, como
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visto anteriormente, possuem uma boa sobreposi¢cdo com os residuos constituintes
dos sub-sitios da enzima AChE de vertebrados, demonstrando o quédo conservada
entre diferentes espécies € a enzima acetilcolinesterase (HAREL et al, 2000). Os
residuos sdo destacados na figura 6 para melhor compreenséo.

Tabela 1 — Residuos constituintes do sitio Gorge. Residuos constituintes do sitio
Gorge da enzima acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster.

Residuos constituintes do sitio Gorge de D. melanogaster

Tyrl62, lle484, Tyrl48, Glu237, Gly481, Gly149, Ser238, Gly155, Trp83, Gly150,
His480, Thr154, Gly151, Trp472, Glu80, Trp271, Tyr370, Met153, Phe371,
Leu328, Phe330, Arg70, Tyr71, Glu69, Tyr374, Trp321, Glu72, Tyr324, Tyr73,
Asp375

Fonte: Adaptado de HAREL et al., 2000.

Figura 8 — Estrutura tridimensional da enzima AChE. Estrutural tridimensional da
enzima acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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Sendo assim, com base na disponibilidade de informacdes referentes tanto a
estrutura tridimensional da enzima AChE de D. melanogaster quanto da estrutura de
diferentes compostos inibidores e possiveis reativadores enzimaticos, investigou-se
a empregabilidade in silico do organismo modelo D. melanogaster como uma

plataforma de triagem de compostos reativadores da enzima AChE.

Para isso, primeiramente, ensaios de ancoragem molecular utilizando a
estrutura da enzima AChE de D. melanogaster (6XYS) em sua totalidade foram
realizados com a intencdo de averiguar a capacidade de acesso do clorpirifés-oxon,
a forma biotransformada do clorpirifés, ao sitio Gorge. Essa etapa se fez necessaria
devido as diversas mutacdes ja identificadas na enzima AChE de diferentes insetos
(FOURNIER et al., 1993; YAO et al., 1997), em D. melanogaster, essas mutagdes
ocasionam na diminuicdo do espaco pertencente ao sitio Gorge em cerca de 50% do
espaco existente na AchE de mamiferos, além de alteracbes no potencial
eletrostatico da enzima, caracteristicas que dificultam o acesso de substancias
inibidoras ao sitio esterasico (HAREL et al, 2000).

Os resultados obtidos demonstraram que o clorpirifés-oxon possui acesso e
interacdo com diversos residuos constituintes do sitio Gorge da enzima Tyr71,
Trp83, Gly150, Ser238, His480, Phe371, Leu328 e Tyr370, que por sua vez,
possivelmente contribuem para a estabilizacdo do clorpirifés nesta regido. Dentre 0s
residuos, destacam-se as interacfes existentes entre o clorpirifds e os residuos
Gly1l50 (cavidade oxianionica), Trp83 (bolso colina), His480 e Ser238 (sitio
esterasico). O residuo Ser238 é caracterizado por ser o residuo chave da triade
catalitica da enzima AchE de D. melanogaster, sendo responsavel pelo mecanismo
de hidrdlise apresentado pela enzima AchE. A ligacdo entre o clorpirifos e a Ser238
ocasiona na fosforilacdo do residuo de serina, ocasionando no impedimento da
hidrolise da acetilcolina e seu consequente aumento na fenda sinaptica. Essas

interagbes sdo demonstradas na figura 7 para melhor visualizacéo.
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Figura 9 — Clorpirifés e o sitio Gorge da AchE de D. melanogaster. Interacfes
existentes entre o organofosforado clorpirifés e o sitio Gorge da enzima AchE de D.
melanogaster, entre eles Tyr71, Trp83, Gly150, Ser238, His480, Phe371, Leu328 e
Tyr370.

‘ ‘ | ; . er 38

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

Desse modo, para investigar o0s possiveis mecanismos moleculares
envolvidos no processo de reativacdo da enzima AChE de D. melanogaster pelas
oximas pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-6, metoxima, K027 e K048,
(demonstradas na figura 9), o residuo de Ser238 fosforilado pelo organofosforado
clorpirifés-oxon foi construido. Para isso optou-se pela utilizacdo de todos os
residuos constituintes do sitio Gorge, tendo como objetivo a obtencdo da correta
posicdo do grupo fosforil do organofosforado clorpirifés-oxon ligado ao residuo de
Ser238 na triade catalitica da enzima AchE de D. melanogaster, como demonstrado

na figura 8.
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Figura 10 — Estruturas quimicas das oximas. Estruturas quimicas das oximas
K027, K048, Pralidoxima, Trimedoxima, Obidoxima, HI-6 e Metoxima.
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Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.



48

Figura 11 — Sitio ativo da acetilcolinesterase de D. melanogaster. Residuos de
aminoécidos constituintes do sitio ativo da acetilcolinesterase de D. melanogaster. A
porcao fosforil do organofosforado clorpirifés-oxon e os residuos de aminoacidos
His480, Ser238, Glu367, Glyl150, Gly151, Ala239, Trp321, Trp271 e Trp83 sao
mostrados na
figura.

™~

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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5.1.2 Ensaios de ancoragem molecular

O mecanismo molecular classico envolvido nos processos de restauragdo da
atividade hidrolitica da enzima AchE pelos compostos da classe das oximas se da
pelo estabelecimento do anel piridinico positivamente carregado presente na oxima
para com o0 subsitio aniénico periférico negativamente carregado. O alinhamento
entre essas duas estruturas permite que a por¢cao oxima do reativador se aproxime
do grupo fosforil acoplado ao grupo hidroxila da serina pertencente a triade catalitica
existente no sitio esterasico, realizando um ataque nucleofilico, rompendo a ligacéo
existente e reativando a enzima para sua atividade catalitica (GONCALVES et al.,
2006).

O modo com que esses mecanismos moleculares se ddo no processo de
reativacdo da enzima AchE de D. melanogaster complexadas com um inibidor sdo
desconhecidos. Sendo assim, com o objetivo de propor um modelo de ligagdo entre
as estruturas moleculares das oximas pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-6,
metoxima, K027 e K048 frente a estrutura tridimensional da enzima AChE de D.
melanogaster, diferentes ensaios de ancoragem molecular foram realizados com a
estrutura tridimensional da enzima AChE de D. melanogaster (6XYS) em sua forma

fosforilada.

A selecdo das melhores poses foi realizada segundo Kuca et al., 2018,
baseando-se na distancia existente entre o oxigénio da por¢ao nucleofilica da oxima
e o fosforo do organofosforado (Oo— P (ds) <10.00 A), assim como a angulagéo
existente entre o oxigénio da porcdo nucleofilica da oxima, o fésforo do
organofosforado presente na Ser238 e o oxigénio ligado covalentemente ao fosforo
(Oox— Por— Osess (Boro) = 180 £ 60°). A métrica apresenta carater qualitativo e embora
Nao represente 0 mecanismo classico de reativagdo existente entre as oximas e a
serina fosforilada, demonstra tanto a afinidade da estrutura com o receptor quanto a
conformacdo adotada pela estrutura que pode ser favoravel para o processo de
reativacdo da enzima. As poses dentro dos critérios e com as menores distancias
entre o oxigénio da oxima e o fésforo da serina fosforilada foram adotadas como
possivel representacdo do mecanismo existente no processo de reativacdo de cada

oxima em conjunto com a enzima AchE de D. melanogaster fosforilada.
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Além das poses, como métrica para comparacdo do potencial associativo de
todas as estruturas com a enzima AChE de D. melanogaster, a tabela 2 demonstra,
através do MolDock Score, algoritmo referente a energia de ancoramento molecular,
quais as possiveis oximas mais efetivas em um processo de reativagcdo. Quanto
menor a energia, maior a afinidade do ligante para com o receptor (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006).

Nossos resultados demonstram que todas as oximas, exceto a pralidoxima,
apresentam energias similares de interacdo com os residuos constituintes do sitio
Gorge da enzima AChE de D. melanogaster. O principal causador da discrepancia
nos valores de interagcdo das oximas deve-se possivelmente a conformacédo que
possuem. A pralidoxima apresenta estrutura diferenciada em relacdo as demais
oximas avaliadas, apresentando um anel piridinico em sua conformacéao, ao invées de
dois anéis piridinicos apresentados pelas oximas trimedoxima, obidoxima, HI-6,
metoxima, K027 e K048. Estruturas de oximas bi-piridinicas, por possuirem cerca do
dobro do tamanho encontrado nas oximas mono-piridinicas acabam possivelmente
propiciando uma maior interacdo com o0s residuos de aminoacido existentes no
receptor, abrangendo com maior efetividade a cavidade disponivel na estrutura
tridimensional da enzima, ocasionando assim em menores valores de energias de
interacdo. A metodologia empregada, onde o receptor (AChE) é considerado rigido e
apenas o ligante flexivel também pode influenciar nos resultados obtidos, ja que
impossibilita uma melhor aproximacdo e conformacdo das estruturas empregadas
nos ensaios de ancoragem, principalmente com a pralidoxima, que apresenta
conformacao estrutural menor. As oximas trimedoxima, obidoxima, HI-6, metoxima e
K027 nao apresentaram grandes variagcbes entre as energias de interacao
apresentadas. A oxima K048 apresentou a menor energia de interagdo para com 0s
residuos de aminoacidos presentes no receptor, essa maior afinidade pode ser
ocasionada pela ligeiramente maior conformacéao estrutural apresentada pela oxima.
A presencga de um ou mais grupos oximas ligados aos anéis piridinicos das oximas
avaliadas, ndo aparenta influenciar nas afinidades apresentadas para com a AChE
fosforilada de D. melanogaster. Anteriormente o mesmo tipo de diferenciacdo nas
energias de interacao foi demonstrado entre oximas mono e bipiridinicas na enzima
AchE de H. sapiens (KUCA et al., 2018).
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A enzima AChE de D. melanogaster apresenta diversas alteracbes em
diferentes residuos de aminoacidos (FOURNIER et al., 1993). A presenca dessas
alteracbes acarreta na existéncia de residuos aromaticos adicionais ndo existentes
na enzima AChE de mamiferos, entre estes encontram-se os residuos Tyr71, Tyr370
e Metl53. Os residuos Tyr71, Tyr370 e Metl53 na AChE de D. melanogaster
resultam gracas a forte atuacido sinérgica em um afunilamento de 4,5 A no canal
conformante do sitio Gorge, delimitando o acesso por diferentes moléculas ao sitio
ativo da enzima presente na parte posterior ao afunilamento. Essa porc¢édo, além de
possuir acesso delimitado, conta com uma diminuicdo de cerca de 50% em relacédo a
cavidade presente na AchE de mamiferos, diminuindo ainda mais a possibilidade de
acoplamento de moléculas inibitérias (HAREL et al., 2000). Com base nisso,
avaliamos a capacidade de acesso das oximas pralidoxima, trimedoxima, obidoxima,
HI-6, metoxima, K027 e K048, assim como as conformacdes assumidas pelos
reativadores para com a enzima AChE de D. melanogaster fosforilada pelo

organofosforado clorpirifos.
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Tabela 2 — Melhores poses, energias e interacdes. Tabela demonstrando as
melhores poses obtidas, residuos de aminoacidos constituintes do sitio Gorge e
suas respectivas energias de interacdo para com as diferentes oximas.

Melhores
Poses
Oxima dor Boro MolDock Interacdes
kcal/mol
Pralidoxima 5,46A 138,65° - 59,302 Tyr71
Trimedoxima 5,42A 140,53° - 112,597 Trp321, Tyr324, Tyr71, Phe371
Obidoxima 6,76A 140,56° -112,815 Tyr73, Tyr324, Phe371, Trp321
Metoxima 5,982 142,40° -102,916 Tyr370, Tyr324, Trp321, Phe371
HI-6 6,11A 139,52° -102,648 Tyr71, Tyr324, Trp321, lle327
K027 553A 136,19° -118,546 Trp321, 1le327, Tyr324, Phe371,
Tyr73
K048 5,53A 140,77° -122,936 Trp321, Tyr73, Phe371, Tyr324

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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Pralidoxima

A oxima pralidoxima, composta por um anel piridinico, apresenta o valor mais
positivo de interagdo com os residuos constituintes do sitio Gorge, - 59,302 kcal/mol,
demonstrando pouca interacdo com o0s residuos de aminoacidos constituintes do
sitio Gorge. Estabelece ligagcdes de hidrogénio e -1 com o residuo Tyr71. A
distancia existente entre o oxigénio da oxima e o fésforo da serina é de 5,46A. As
interacbes sdo demonstradas na figura 12 para melhor visualizacéo.

Figura 12 — Pralidoxima e o sitio Gorge da enzima AChE de D. melanogaster.

Representacédo bidimensional das interacdes existentes entre a Pralidoxima com o
sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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Trimedoxima

A oxima trimedoxima apresentou o valor de interacdo com os residuos do sitio
Gorge de - 112,597 kcal/mol, possuindo ligagdes de hidrogénio com os residuos
Trp321, Tyr324 e Tyr71, assim como ligagbes tr-m T-shaped com os residuos
Tyr324, Phe371 e Tyr71. A distancia existente entre o oxigénio da oxima e o fésforo
do organofosforado é de 5,38 A. As interagbes sdo demonstradas na figura 13 para
melhor visualizag&o.

Figura 13 — Trimedoxima e o sitio Gorge da enzima AChE de D. melanogaster.

Representacéo bidimensional das interacdes existentes entre a Trimedoxima com o
sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster fosforilada.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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Obidoxima

A oxima obidoxima apresentou o valor de interacdo com os residuos do sitio
Gorge de -113,476, apresentando ligagBes de hidrogénio com os residuos Trp321 e
Tyr324, assim como ligagdes -1 stacking com os residuos Tyr73, Phe371, Trp321
e Tyr324. A distancia existente entre o oxigénio da oxima e o fosforo da serina é de
5,47A. As interacdes sdo demonstradas na figura 14 para melhor visualizac&o.
Figura 14 — Obidoxima e o sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster.

Representacdo bidimensional das interagbes existentes entre a Obidoxima com o
sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster fosforilada.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.



56

Metoxima

A oxima metoxima apresentou valor de interagdo com o0s residuos
constituintes do sitio Gorge de -102,916 kcal/mol, valendo-se de ligacbes de
hidrogénio com os residuos Tyr370 e Tyr324, além de ligagcdes -1 envolvendo os
residuos Trp321 e Phe371. A distancia existente entre o oxigénio da oxima e o
fosforo do organofosforado é de 5,38 A. As interaces sdo demonstradas na figura
15 para melhor visualizagéo.

Figura 15 — Metoxima e o sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster.
Representacdo bidimensional das interagcbes existentes entre a Metoxima com o
sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster fosforilada.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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HI-6

A oxima HI-6 apresentou valor de interagdo com 0s residuos constituintes do
sitio Gorge de -102,648 kcal/mol, apresentando ligacdes de hidrogénio com os
residuos Tyr370, Tyr71 e Tyr324, assim como ligagdes T1T-11 com 0s residuos Trp321,
Tyr374 e 1le327. A distancia existente entre o oxigénio da oxima e o fosforo do
organofosforado presente na serina fica em 6,11 A. As interacdes sdo demonstradas
na figura 16 para melhor visualizagao.

Figura 16 — HI-6 e o sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster.

Representacdo bidimensional das interacdes existentes entre a HI-6 com o sitio
Gorge da enzima AChE D. melanogaster fosforilada.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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K027

A oxima K027 apresentou valor de interagdo com os residuos constituintes
do sitio Gorge de -118,546 kcal/mol, estabelecendo ligacdes de hidrogénio com os
residuos Trp321 e Tyr324, assim como ligacbes -1 stacking com os residuos
Phe371, Tyr73, Tyr324 e Trp321. A distancia existente entre o oxigénio da oxima e o
fosforo do organofosforado presente na serina fica em 5,31 A. As interagdes séo
demonstradas na figura 17 para melhor visualizagao.

Figura 17 — K027 com o sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster.

Representacdo bidimensional das interacdes existentes entre a K027 com o sitio
Gorge da enzima AChE D. melanogaster fosforilada.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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K048

A oxima KO48 apresentou o maior valor de interagdo com o0s residuos
constituintes do sitio Gorge, cerca de -122,936 kcal/mol, valendo-se de ligacbes de
hidrogénio com os residuos Val318 e Tyr324, além de ligagdes 1-1T com o0s residuos
Tyr71, Trp321 e Tyr73. A distancia existente entre o oxigénio da oxima e o fésforo do
organofosforado presente na serina fica em 5,24 A. As interacdes sdo demonstradas
na figura 18 para melhor visualizagéo.

Figura 18 — K048 com o sitio Gorge da enzima AChE D. melanogaster.

Representacdo bidimensional das interacfes existentes entre a KO48 com o sitio
Gorge da enzima AChE D. melanogaster fosforilada.

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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As anélises de ancoragem molecular demonstraram que as diferentes oximas
avaliadas possuem capacidade de acesso e ligacao ao sitio Gorge da enzima AChE
de D. melanogaster, assim como interagdo com seus residuos de aminoécido,
entretanto, nenhuma das oximas avaliadas apresentou o0 estabelecimento de
interacbes com 0 subsitio anidnico periférico da enzima AChE de D. melanogaster
(Trp83), apresentando distancias variando de 5,42A e 6,76A entre o oxigénio das
oximas avaliadas e a Ser238 fosforilada pelo clorpirifés. As mutacdes presentes na
enzima AChE de D. melanogaster, com destaque para aquelas existentes no sitio
Gorge, que acarretam em seu afunilamento e menor tamanho, provavelmente
propiciam o estabelecimento de interagbes entre a estrutura das oximas e 0sS
residuos Tyr71, Trp321, Tyr324, Phe371, Tyr73, Tyr370 e lle327 da enzima, que
embora auxiliem na orientacao e estabilizacdo das oximas, podem acarretar no seu
ancoramento nessa regido, dificultando o acesso ao sitio esterasico da enzima e a
consequente interacdo com a Ser238. As conformacgOes obtidas nos ensaios in
silico, assim como seus graus de especificidade e afinidade séo intrinsecas aos tipos
de interacBes intermoleculares existentes entre os ligantes e o receptores, podendo
ser baseadas em ligacbes de hidrogénio ou diferentes tipos de interacdes
intermoleculares, como forcas eletrostaticas ou diferentes tipos de interacbes
hidrofébicas (DE CASTRO et al., 2020), podendo ser traduzidas, em meio bioldgico,
como de suma importancia para o reconhecimento e estabelecimento entre as

diferentes estruturas moleculares.

Em suma, o estabelecimento de conformacdes dentro dos parametros
definidos para a zona de ataque, tornam pertinente a complementacdo da
abordagem in silico com ensaios pertencentes a abordagem in vitro para verificacéo
da possivel capacidade de reativacdo da AChE de D. melanogaster inibida pelo
organofosforado clorpirifés, principalmente pela caracteristica das predi¢cdes
computacionais que embora sejam de grande valia para compreensado dos
mecanismos moleculares envolvidos nos processos de interagcdes intermoleculares,
representam uma visdo probabilistica das conformagfes entre os ligantes e o alvo
molecular, podendo os mecanismos serem ainda influenciados pela dindmica e

flexibilidade existentes nas estruturas, permitindo alteragdes no volume disponivel



61

para ligacdo no sitio ativo e consequentemente nas distancias e tipos de ligacdes
estabelecidas (KITCHEN et al., 2004).

5.2 Abordagem In vitro
5.2.1 Efeito das oximas sobre a atividade da enzima AChE in vitro

O clorpirifés € um dos compostos organofosforados mais utilizados como
inseticida no mundo. E empregado tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento, sendo utilizado de grandes plantacées a aplicagcdes residenciais
(RAHMAN et al., 2021). O principal mecanismo de toxicidade apresentado pelos
compostos organofosforados, como o clorpirifés, se baseia na inibicdo da enzima
AChE pela fosforilacdo do seu sitio ativo (RAHMAN et al., 2021). Dentre os fatores
que influenciam essa inibicdo esté a afinidade entre o composto organofosforado e a
estrutura da enzima AChE. Maiores afinidades podem resultar em taxas de
envelhecimento ocorrendo de maneira mais rapida, menores, em taxas de
envelhecimento ocorrendo de maneira mais lenta. Muitos sdo 0s compostos
inibidores da enzima AChE, apresentando diversas estruturas. Devido a essa grande
variabilidade estrutural, varios sdo os compostos reativadores desenvolvidos, todos
como uma tentativa de obtencdo de um reativador mais eficaz (WOREK;
THIERMANN; WILLE, 2016). A efetividade dos reativadores, compostos da classe
das oximas, esta relacionada com o periodo de tempo apés a intoxicacdo em que
sdo administradas e a afinidade que possuem com o complexo organofosforado-
enzima, permitindo com maior ou menor eficacia o deslocamento da porc¢éao fosforil e
a consequente liberacdo da enzima para atividade catalitica (CAVALCANTI et al.,
2016; WOREK; THIERMANN; WILLE, 2016). Além da procura por novos
reativadores mais eficientes, existe em paralelo, a possibilidade de obtencdo de
organismos modelo alternativos para investigacdo e triagem de novos compostos
reativadores tanto de inibicbes ocasionadas por clorpirifés, quanto por outros

compostos organofosforados, entre estes organismos, Drosophila melanogaster.

Com esse objetivo, sabendo-se que os compostos organofosforados como o
clorpirifés possuem entre seus principais mecanismos de toxicidade a inibicdo da
enzima AChE, investigou-se o potencial efeito inibitério do clorpirifés sobre a
atividade da enzima AChE em D. melanogaster in vitro, bem como a capacidade das

oximas K027, K048, pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-6 e metoxima em
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realizar a reativacdo in vitro da enzima AChE de D. melanogaster inibida pelo

organofosforado em questéo.

Os homogenatos de D. melanogaster foram incubados na presenca de
diferentes concentracdes de clorpirifés. A concentracdo efetiva em inibir 50 % da
atividade enzimatica (Cl.) foi de aproximadamente 44 pM de clorpirifés. A partir
deste resultado, a concentragdo 10uM, responsavel por uma inibicdo de
aproximadamente 25% da atividade AChE, foi atribuida como opc¢éo de escolha para
0S ensaios posteriores de reativacdo com as oximas. Os resultados sé&o
demonstrados na figura 17 para melhor visualizacao.

Figura 19 — Determinacdo da Cl, do organofosforado clorpirifés. Dados séo
expressos como média = erro padrdo da média. Os resultados foram expressos

como porcentagem em relagéo ao controle (100%). * p<0,05 em relagcdo ao controle
e *** p<0,001 em relacdo ao controle.
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Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

Os homogenatos de D. melanogaster foram entdo incubados na presenca de
10uM de clorpirifés, além da adicdo das oxima, K027, K048, pralidoxima,
trimedoxima, obidoxima, HI-6 e metoxima nas concentragdes finais de 100uM. A
concentragao final de 100pM de cada oxima foi atribuida como opgéo de escolha por
permitir a possibilidade de saturacdo das condicbes do ensaio para verificacdo do

potencial de deslocamento da porcdo fosforil do organofosforado presente na
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Ser238 do sitio ativo da enzima AChE de D. melanogaster pelas oximas
administradas. Os resultados sado demonstrados na figura 18 para melhor

visualizagao.

Figura 20 — Potencial de reativacdo das oximas. Potencial de reativacdo das
diferentes oximas avaliadas perante a inibicdo da enzima AChE de D. melanogaster
proveniente da inibicdo ocasionada pelo organofosforado clorpirifés. Dados séo
expressos como média = erro padrdo da média. Os resultados foram expressos
como porcentagem em relacdo ao controle (100%). * p<0,05 em relagdo ao grupo
CP e ** p<0,01 em relac&o ao grupo CP.
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Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

As oximas que apresentaram a maior taxa de reativagdo da enzima AchE de
D. melanogaster nas condi¢des in vitro foram a pralidoxima e a oxima da série K,
K048, ambas com aproximadamente 38% de reativagdo em relagcdo a inibicao
proveniente da exposicéo ao clorpirifés. Estruturalmente a pralidoxima € conformada
por uma estrutura menor, apresentando um anel piridinico, sendo a oxima K048
conformada por uma estrutura maior, com dois anéis piridinicos. Todas as outras
oximas avaliadas, trimedoxima (28,3%), K027 (17,6%), obidoxima (17%), HI-6
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(15,2%) e metoxima (15,3%) conformadas por dois anéis piridinicos apresentaram
valores menores de reativacdo em relacdo a inibicdo proveniente da exposicao ao
clorpirifés. Salienta-se que a capacidade de reativagdo de uma oxima é considerada
satisfatoria para a sobrevivéncia de um organismo intoxicado ao alcancar valores de
10% de reativacdo perante a inibicdo ocasionada por qualquer agente inibidor
(BAJGAR et al., 2007; KUCA et al., 2018). Todos os resultados obtidos estédo

resumidos na tabela 3 para melhor visualizagéo.

Basicamente, o mecanismo pelo qual os compostos da classe das oximas
exercem sua atividade de reativacdo da enzima AchE € baseado no ataque
nucleofilico exercido sobre o complexo conformado entre o organofosforado e o sitio
esterasico da enzima acoplados (WILSON et al., 1992). Entretanto, a capacidade de
reativacdo pode ser influenciada por varios fatores, entre estes salienta-se a
afinidade da estrutura molecular da oxima para com a enzima AchE (CALIC et al.,
2006), aspecto que pode propiciar ou ndo um melhor ancoramento entre as
estruturas. Entre as caracteristicas influentes para isso, cita-se o numero de piridinas
apresentado pelas oximas, o tamanho das pontes de metileno existentes entre
oximas compostas por dois anéis piridinicos e 0 numero e posi¢do dos grupos oxima
presentes nas piridinas (CABAL; KUCA; KASSA, 2004).

De acordo com os ensaios in silico realizados, nenhuma das oximas avaliadas
possibilitou a visualizacdo do estabelecimento de interagbes para com o
organofosforado acoplado ao sitio esterasico da enzima. Entretanto, as métricas
baseadas na afinidade da estrutura molecular das oximas com os residuos de
aminoacido constituintes do sitio Gorge em conjunto com 0s parametros
conformacionais selecionados para cada pose permitiram sugerir 0S mecanismos
moleculares envolvidos com o0 processo de reativacdo pelas oximas na enzima
AChE fosforilada em D. melanogaster. Com base nisso, pode-se visualizar que com
excecdo a pralidoxima, todas as oximas avaliadas estabeleceram ligacbes em
grande incidéncia com o0s mesmos residuos de aminoacidos hidrofobicos
constituintes do sitio Gorge Tyr71, Tyr324, Phe371, Tyr73, Tyr370 e lle327,
destacando-se o residuo Trp321, caracterizado pela funcdo de residuo chave do
sitio periférico na enzima AchE de D. melanogaster, demonstrando ser
possivelmente em D. melanosgaster, juntamente com os residuos anteriores, locais

propicios para o estabelecimento de diferentes ligagdes do tipo -1 € de hidrogénio,
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podendo indicar um importante papel no processo de estabilizacdo das estruturas no

afunilamento presente no sitio Gorge da AChE de D. melanogaster.

Entre os oximas, a que chama maior atencdo € a oxima K048, possuindo a
menor energia de interacdo entre as avaliadas, assim como o melhor potencial de
reativacdo da enzima AchE de D. melanogaster nas condicbes in vitro. A
configuracdo estrutural assimétrica composta por dois anéis piridinicos contendo
apenas um grupo oxima na posi¢do quatro interligados por quatro carbonos
possivelmente apresente as condi¢cdes mais propicias de afinidade ao afunilamento
presente na cavidade constituinte do sitio Gorge da AChE de D. melanogaster. A
oxima K048 estabelece uma interacao hidrofobicas do tipo t-alquil envolvendo um
anel piridinico com o residuo Trp321 e -1 stacking para com o residuo Tyr71,
assim como interagées T-alquil envolvendo alguns dos atomos de carbono
constituintes da ponte de metileno da oxima K048 para com os residuos Tyr73 e
Trp321. As estruturas maiores, como as apresentadas pelas oximas com duas
piridinas, acabam por interagir com maior incidéncia com os residuos presentes no
sitio Gorge, caracteristica que corrobora para a ancoragem dessas estruturas no
afunilamento presente e uma possivel dificuldade de fluxo molecular para o ataque
nucleofilico. A oxima K048, embora conformada por uma estrutura maior, com dois
anéis piridinicos, possui quatro carbonos entre ambos, o que confere para si uma
maior extensdo. Essa maior extensdo possibilitaria que a oxima K048 mesmo
guando ancorada aos residuos presentes no afunilamento anterior ao sitio ativo,
obtivesse acesso a Ser238, obtendo éxito no atague nucleofilico e reativacdo da

enzima.

A pralidoxima apresentou potencial de reativacdo da acetilcolinesterase de D.
melanogaster nas condic¢des in vitro condizentes ao encontrado para a oxima K048,
entretanto, possuindo a maior energia de interacdo entre as estruturas avaliadas,
com apenas uma interagdo do -1 stacking para com o residuo Tyr71. Como
supracitado, os maiores valores de interagdo sao provavelmente correlacionados ao
menor tamanho apresentado por sua estrutura, podendo isso sugerir que O0S
menores numeros de interacdes encontrados no seu complexo de ancoragem
podem propiciar um melhor deslocamento da pralidoxima no afunilamento presente
no sitio Gorge da AChE de D. melanogaster, facilitando o fluxo molecular até a

porcdo onde esta localizado o sitio ativo da enzima e assim realizar o ataque
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nucleofilico na Ser238 fosforilada. Esse tipo de atuacdo ja havia sido sugerida no
processo de reativacdo da enzima AChE de H. sapiens para oximas estruturalmente
menores, podendo justificar o maior potencial de reativacdo apresentado para com a
enzima AchE de D. melanogaster entre as diferentes oximas avaliadas (KUCA et al.,
2018).

A trimedoxima apresentou potencial de reativagdo da enzima AChE de D.
melanogaster inferior apenas as oximas pralidoxima e K048. Estruturalmente possui
conformacao ligeiramente inferior & oxima K048, com trés carbonos constituintes da
ponte de metileno entre os dois anéis piridinicos, assim como uma estrutura
simétrica, com a presenca de grupos oximas ligados a ambos os anéis piridinicos,
com a presenca de interagBes hidrofébicas do tipo - T-shaped para com os
residuos Phe371 e Tyr324 e ligacGes de hidrogénio para com os residuos Trp321,
Tyr324 e Tyr71. A oxima K027 apresenta estrutura muito semelhante a trimedoxima,
com trés carbonos constituintes da ponte de metileno entre os dois anéis piridinicos,
entretanto, com uma estrutura assimétrica, com a presenca do grupo oxima ligado a
apenas um dos anéis piridinicos da sua conformacédo, estabelece ligagcdes Tr-1r
stacking com os residuos Tyr324, Trp321, Tyr73, Phe371 e 1 alkil com o residuo
lle327, assim como ligacées de hidrogénio para com o residuo Trp321 e Tyr324.
Essa configuragao estrutural, entretanto, apresenta potencial de reativacéo inferior a
trimedoxima na AChE de D. melanogaster. A presenca de um ou dois grupos oxima
em ambas as piridinas pode ter resultado na diferenca existente na taxa de
reativacdo apresentada entre a trimedoxima e a K027 nos ensaios in vitro para a
enzima AChE de D. melanogaster. Dois grupos oximas poderiam proporcionar a
adocdo de uma conformacéo favoravel a reativacdo com maior facilidade para a
estrutura da trimedoxima, principalmente pelo menor espago disponivel na AchE de

D. melanogaster ndo permitir uma grande variedade de diferentes conformagoes.

Entre as estruturas avaliadas, possuindo as menores taxas de reativagédo e
maiores valores de interagdo entre as oximas com duas piridinas estdao as oximas
obidoxima, HI-6 e metoxima. A obidoxima apresenta uma estrutura simétrica, com a
presenca de grupos oximas ligados a posi¢cao quatro de ambos os anéis piridinicos,
assim como a presenca de um oxigénio na ponte de metileno interligando ambas as
partes. Suas interagdes para com o sitio Gorge sdo baseadas em ligagbes TT-11

stacking com os residuos Tyr324, Trp321, Tyr73 e Phe371, além de ligacbes de
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hidrogénio com os residuos Tyr324 e Trp321. A oxima HI-6, por sua vez, é
constituida por uma estrutura assimeétrica, contendo apenas um grupo oxima ligado a
posicdo dois de um dos anéis piridinicos de sua constituicdo, apresentando um
atomo de oxigénio na ponte de metileno que interliga os dois anéis piridinicos da sua
conformacao. Estabelece ligagbes 1r-11 stacking entre seus anéis piridinicos para
com os residuos Tyr324, Trp321 e 1le327, assim como ligacdes de hidrogénio com
os residuos Tyr324 e Tyr71. A oxima HI-6 possui a ligagdo do grupo oxima em
apenas um dos seus dois anéis piridinicos. A grande maioria das poses geradas
para essa estrutura posicionou o grupo oxima na face de entrada do sitio Gorge,
impossibilitando pela sua grande distancia, qualquer tipo de interacdo que acarrete
um processo de reativacdo. A adocao dessa conformacdo pode justificar o0s
mecanismos moleculares envolvidos nas menores taxas de reativagdo vistos in vitro.
A metoxima apresenta estrutura simétrica, composta por dois anéis piridinicos e
grupos oxima ligados a posicdo quatro de ambas, com apenas um carbono
interligando a estrutura. Estabelece ligagdes 1-11 stacking com o residuo Trp321 e
Phe371, assim como liga¢gBes de hidrogénio para com os residuos Tyr324 e Tyr370.
A sua menor conformacao, maior apenas do que o apresentado pela constituicdo da
pralidoxima, ndo representa, entretanto, um maior potencial de reativacdo da enzima
AChE.

As caracteristicas apresentadas pelas oximas avaliadas demonstram que a
capacidade de reativacdo da enzima AChE de D. melanogaster inibida pelo
clorpirifés pode ser influenciada pela afinidade que as estruturas com dois anéis
piridinicos possuem com o sitio Gorge, conforme apresentado pela oxima K048, mas
gue o mesmo ndo pode ser traduzido para estruturas com dois anéis piridinicos,
como a pralidoxima. O maior tamanho na constituicdo das pontes de metileno pode
influenciar nos potenciais de reativacéo, pois o maior numero de carbonos resultou,
na maioria das situacdes em potenciais de reativacdo, conforme apresentado pela
oxima K048 e trimedoxima, ndo se confirmando para K027. O namero de grupos
oxima presentes nas estruturas com pontes de metileno em menor tamanho néao
aparenta influenciar no potencial de reativacdo das oximas avaliadas, como
apresentado pelas oximas HI-6, metoxima e obidoxima, com excecao ao visualizado

pelas oximas trimedoxima e K027, que pela constituicdo intermediaria das pontes de
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metileno, poderiam acabar conferindo maior taxa de sucesso na reativacdo da

enzima AChE de D. melanogaster em condi¢fes in vitro.

Os pontos supracitados, como o afunilamento presente na porgao inicial do
sitio Gorge, a porcéo posterior com uma reducao de cerca de 50% no seu volume e
as alteracdes eletrostaticas encontradas na regido, podem corroborar para o
potencial maximo de reativacdo encontrado para com a AChE de D. melanogaster
ser inferior ao visualizado em processos de reativagao in vitro envolvendo AChE de

mamiferos.

Em condi¢cdes experimentais in vitro utilizando-se acetilcolinesterase de H.
sapiens, as oximas pralidoxima, obidoxima, HI-6 e diferentes oximas da série K,
quando administradas em concentragdes de 100uM, obtiveram uma capacidade de
reativacdo de 18,2%, 96,9%, 16,1% e valores que variaram de 1,7% a 7%,
respectivamente em inibicdes provocadas pelo organofosforado Paraoxon (KUCA et
al., 2018). Em inibi¢cdes ocasionadas por Tabun, a oxima K048 apresentou um maior
potencial de reativacdo da enzima AChE, superior a apresentada pelas oximas
obidoxima, trimedoxima, K027 e HI-6, incapaz de realizar a reativacdo (KUCA et al.,
2007). Diferentes ensaios in vitro utilizando-se a acetilcolinesterase de Rattus e
diferentes compostos organofosforados como o gas XV, tabun e sarin demonstraram
gue as oximas obidoxima, K027, metoxima, pralidoxima, HI-6 e K048 demonstraram
capacidade de reativacdo variada de acordo com o organofosforado inibindo a
enzima. A oxima HI-6 apresentou um maior potencial de reativacdo do que as
oximas K027, obidoxima, metoxima e pralidoxima em inibicdes ocasionadas pelo gas
XV (KUCA; KASSA, 2004). Em inibicdes ocasionadas pelo tabun, as oximas K027 e
K048 quando comparadas, obtiveram ambas bons potenciais de reativagédo (KUCA
et al., 2005), sendo por sua vez, junto com as oximas pralidoxima e obidoxima,
inferiores a oxima HI-6, em inibicdes ocasionadas pelo gas sarin (KUCA et al.,
2005b).

A eficacia de reativacdo das oximas pralidoxima, obidoxima, HI-6 em
condi¢bes in vitro também ja havia sido investigada em estudos comparativos
envolvendo a enzima AChE de diferentes espécies, como Homo sapiens, Rattus
norvegicus, Sus domesticus, Oryctolagus cuniculus e Cavia porcellus em inibigdes
ocasionadas pelo gas sarin (KUCA; CABAL; KASSA, 2005) e inibicdes ocasionadas

pelo gas XV, sarin e ciclosarin (WOREK et al., 2002). Nestas, demonstrou-se que
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existem grandes diferencas no potencial de reativacdo entre as espécies para 0s
diferentes agentes inibidores empregados, entretanto, que a eficacia na reativacao
das oximas avaliadas aparenta ser superior nas enzimas AChEs provenientes dos
outros animais utilizados em detrimento da enzima AChE humana. A pralidoxima,
gue apresenta um menor potencial de reativacdo da enzima AChE inibida por sarin,
XV e ciclosarin do que as oximas obidoxima e HI-6 independentemente do
organismo avaliado, apresentou um dos maiores potenciais de reativacdo da enzima
AChE de D. melanogaster quando inibida pelo clorpirifés. A obidoxima, por sua vez,
apresentou bons resultados para inibicdes provenientes do sarin e XV, e baixos
valores de reativacdo para a enzima inibida pelo ciclosarin, onde a oxima HI-6
obteve melhores resultados de reativacdo, diferentemente do encontrado em sua
utilizagdo para as inibigdes ocasionadas por sarin ou XV. Em D. melanogaster,
ambas oximas, obidoxima e HI-6, proporcionaram menores valores de reativacédo da

enzima AChE inibida pelo clorpirifés do que o apresentado pralidoxima.

Os resultados obtidos com D. melanogaster quando em comparagao com 0sS
encontrados em diferentes organismos, corroboram com que o perfil do potencial de
reativacdo apresentado pelas oximas € dependente ndo s6 do organofosforado
complexado com a enzima AChE como também da afinidade que os mesmos
possuem para com a estrutura da enzima AchE das diferentes espécies
empregadas, sugerindo que as oximas avaliadas, conforme demonstrado em outros
organismos (KUCA et al., 2005; CALIC et al., 2006; BEREND et al., 2008, podem
atuar como reativadores da enzima AChE em D. melanogaster em condi¢des de
inibicdo por organofosforados, como o clorpirifdés em experimentos tanto in vitro

guanto In vivo.
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Tabela 3 — Potencial de reativacdo das oximas. Potencial de reativacdo das
diferentes oximas avaliadas perante a inibicdo da enzima AChE de D. melanogaster
proveniente da inibicdo ocasionada pelo organofosforado clorpirifés. Dados séo
expressos como média + erro padrdo da média. Os resultados foram expressos
como porcentagem em relacdo ao clorpirifos.

Oxima Reativacdo AChE In vitro (%)
Pralidoxima 38,1+5,01
Trimedoxima 28,3 £ 6,95

Obidoxima 17 £+ 4,64

Metoxima 15,3+7,29
HI-6 15,2+ 6,64
K027 176 7,73
K048 38,7 £8,34

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

5.2.2 Atividade antioxidante das oximas in vitro

Além da inibicdo da enzima AChE ocasionada pela exposi¢cdo ao clorpirifos,
existem evidéncias da inducdo na producdo de espécies reativas de oxigénio em
diferentes espécies, quadro que pode levar a inducao de estresse oxidativo. A
exposicao ao clorpirifés ocasionou em alteracbes da atividade das enzimas CAT,
SOD e GST no figado de tildpias (FARHAN et al., 2021), assim como altera¢des na
atividade das enzimas CAT, GSH, SOD e na indu¢cdo do aumento dos niveis de
peroxidacao lipidica (MDA) no cérebro de camundongos (AKPA et al.,, 2021).
Estudos recentes demonstraram ainda que a exposicdo de D. melanogaster a
concentragbes de 0,75 ppm de clorpirifés acarretaram no aumento de EROs e
peroxidacao lipidica, aumento na atividade das enzimas GST e nos niveis de GSH,
além de um aumento na expressao do fator de transcricdo NRF2, responsavel pela
ativacado de respostas antioxidantes (RODRIGUES et al., 2019). As oximas, por sua
vez, além da capacidade de reativagcdo da enzima AChE, possuem também a
existéncia de propriedades antioxidantes, variando a sua efetividade de acordo com

estrutura da molécula em questdo. A capacidade antioxidante das oximas deve-se
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aos grupos OH e NH. conformantes da sua porcdo nucleofilica que, através da
doacédo de um proton H- possibilita a atuacdo desses compostos como potenciais
doadores de elétrons, estabilizando a geracdo de radicais livres. (DE LIMA
PORTELLA et al., 2008; PUNTEL et al., 2008, 2009; OZEN.; TAS, 2009;
SUROWIAK; LOCHYNSKI; STRUB, 2020). Estudos anteriores demonstraram que as
oximas K027 e K048 apresentam capacidade de reducéo da peroxidacéo lipidica no
cortex pré frontal de camundongos (DA SILVA et al., 2008) e que as oximas
pralidoxima, obidoxima, trimedoxima e KO027 apresentaram capacidade de
atenuacao de alteracdes no aumento da atividade das enzimas SOD, aumento dos
niveis de peroxidacéo lipidica (MDA) e aumento de tidis totais no cérebro e plasma
de ratos, além de outros marcadores de estresse oxidativo como TOS e TAS
(ANTONIJEVIC et al., 2018).

Sendo assim, sabendo-se que os compostos organofosforados, como o
clorpirifés, possuem como alvo molecular, além da enzima AChE, a inducdo de
estresse oxidativo e de que, além da conhecida capacidade de reativacdo da
acetilcolinesterase apresentada pelas oximas, essa classe de moléculas demonstra
também a existéncia de propriedades antioxidantes, investigou-se a potencial
capacidade das oximas K027, K048, pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-6 e
metoxima em neutralizar espécies reativas in vitro, tais como os radicais livres ABTS
e DPPH, ambos mensurados equivalentemente a capacidade antioxidante do acido

ascorbico.

O radical estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) é utilizado como mensurador
de atividade antioxidante de materiais biologicos e isolados, sendo um dos métodos
mais frequentemente utilizados como uma primeira abordagem para essa finalidade
(GULCIN, 2020). A oxima HI-6 destacou-se por apresentar a maior atividade de
sequestro do radical livre DPPH entre as oximas testadas (60,5 £ 11,7%), seguida
da oxima da série K, K048, (52,1 * 0,9%). As oximas Metoxima (48,2 + 3,7%),
Pralidoxima (37,8 + 4,7%), K027 (24,4 + 0,9%), Obidoxima (23,3 £ 3,2%) e
Trimedoxima (22,2 + 0,6%), apresentaram atividades de sequestro um pouco
menores. Os valores apresentados foram todos mensurados em relacdo ao acido
ascorbico. Os valores referentes a capacidade antioxidante de cada oxima pelo

método DPPH estdo resumidos na tabela 4.
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Tabela 4 — Atividade antioxidante equivalente ao acido ascorbico presente nas
oximas pelo método DPPH. Dados séo expressos como média + erro padrdo da
meédia. Os resultados foram expressos como porcentagem em relacdo ao acido
ascorbico (100%).

Oxima Atividade antioxidante in vitro (%)
Pralidoxima 37,8+4,7
Trimedoxima 22,2+0,6
Obidoxima 23,3+3,2
Metoxima 48,2 + 3,7
HI-6 60,5+ 11,7
K027 24,4 +0,9
K048 52,1+0,9
Acido ascérbico 100 + 0,6

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

Além do método DPPH, a determinacdo da capacidade antioxidante das
oximas K027, K048, pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-6 e metoxima, foi
mensurada através do método ABTS. O radical 2,2’ -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS) apresenta ampla utilizacdo, permitindo analises tanto de
compostos lipofilicos quanto hidrofilicos, caracteristica que permite uma boa
seletividade das propriedades das amostras de interesse, sendo de modo geral,
mais reativo do que o radical DPPH (GULCIN, 2020). As oximas gue apresentaram
as melhores atividades antioxidantes para o método ABTS em concentragdes de
10mM foram, a oxima K048, (61,6 + 23%) e a metoxima (59,5 + 7,9%), seguidas das
oximas K027 (51,2 £ 8,6%), trimedoxima (14,6 £ 2,1%) e obidoxima (12,7 + 5,4%).
As oximas pralidoxima e HI-6 ndo apresentaram atividade antioxidante através
dessa metodologia. Os valores apresentados foram todos mensurados em relacao
ao acido ascorbico. Os valores referentes a capacidade antioxidante de cada oxima

pelo método ABTS estao resumidos na tabela 5.
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Tabela 5 — Atividade antioxidante equivalente ao acido ascoérbico presente nas
oximas pelo método ABTS. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da
meédia. Os resultados foram expressos como porcentagem em relacdo ao acido
ascorbico (100%).

Oxima Atividade antioxidante in vitro (%)

Pralidoxima nd

Trimedoxima 146+2,1

Obidoxima 12,7+5,4

Metoxima 595+79
HI-6 nd

K027 51,2+ 8,6

K048 61,6 + 23

Acido ascérbico 100 + 12

Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

As melhores atividades antioxidantes foram apresentadas pela oximas
Metoxima, com uma porcentagem de inibicdo do DPPH de 48,2 + 3,7 e de inibi¢édo
do ABTS de 59,5 £+ 7,9 e K048, com uma porcentagem de inibicdo do DPPH de 52,1
+ 0,9 e de inibicdo do ABTS de 61,6 + 23.

As oximas KO027, K048, pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-6 e
metoxima, embora eficazes em realizar a reativagdo In vitro da enzima
acetilcolinesterase de maneira satisfatoria em D. melanogaster quando expostas a
inibicdo pelo clorpirifés, apresentaram discreta atividade de sequestro dos radicais
DPPH e ABTS, ndo superando a atividade antioxidante apresentada pelo acido
ascorbico. Embora a inducdo do estresse oxidativo seja relatada como uma
importante via de toxicidade dos compostos organofosforados, a correlacdo entre o
potencial de reativacdo da acetilcolinesterase pelas oximas e suas atividades

antioxidantes foi inexistente nas condi¢des propostas, com r = 0,540937 (p>0,05).
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Em suma, o organismo modelo D. melanogaster demonstrou ser uma
ferramenta eficiente para triagem de novos compostos reativadores de
acetilcolinesterase in vitro, permitindo a possibilidade de obtencdo de taxas de
reativacdo consideradas satisfatorias para a sobrevivéncia de um organismo. A
presente abordagem possibilitou ainda a constatacdo da maior eficacia de
reativacao das oximas K048 < pralidoxima em detrimento das oximas trimedoxima <
K027 < obidoxima < metoxima < HI-6. Pode-se também visualizar a discreta
atividade antioxidante apresentada pelas oximas avaliadas. Apesar de as
abordagens in vitro refletirem, muitas vezes, em resultados semelhantes aos
encontrados em ensaios utilizando organismos vivos, em determinadas condicfes
sdo apenas sugestivos e nao necessariamente refletem a complexidade da
interacdo entre droga-enzima-espécie e o cenario real da dindmica molecular in vivo
(ANDRADE et al., 2016). Com base nisso, torna-se pertinente a complementacao
dos resultados advindos da abordagem in silico para com ensaios pertencentes a
abordagem in vivo para verificacdo da efetividade das oximas para com espécimes
de D. melanogaster expostos ao clorpirifés.

5.3 Abordagem in vivo
5.3.1 Efeito das oximas sobre a atividade da enzima AChE in vivo

O intensivo emprego do organofosforado clorpirifés resulta, em muitas
ocasifes, na contaminacdo de diversos ecossistemas, como solos, sedimentos,
agua e ar. Além da presenca nos ecossistemas citados, resquicios de sua utilizacao
podem ser encontrados em vegetais e alimentos de origem animal, possibilitando
em decorréncia de sua ingestdo, na deteccdo de tracos da sua constituicdo em
diferentes fluidos humanos, como leite materno, urina e sangue (DAR; KAUSHIK;
VILLARREAL-CHIU, 2019; HUANG; CUI; DUAN, 2020). Estudos anteriores
realizados na India demonstram que dentre diversas amostras analisadas
provenientes de alimentos de origem animal, o clorpirifés foi o Unico dentre diversos
organofosforados investigados a estar presente acima do limite maximo de residuos
de pesticidas legalmente tolerados em alimentos (MRL - Maximum Residue Limit)
(KUMARI et al., 2005), além de 80% de diferentes amostras de agua analisadas
detectarem sua presenca acima dos limites permitidos (KUMARI; MADAN,;
KATHPAL, 2007). Essa grande variedade de possiveis fontes de exposicdo ao

clorpirifés, acidentais ou néo, permite com que animais e humanos, através de vias
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orais, dermais ou inalatorias, desenvolvam desordens relacionadas aos mecanismos
de toxicidade pertinentes aos organofosforados, como a inibicdo da enzima AChE
(DAR; KAUSHIK; VILLARREAL-CHIU, 2019; HUANG; CUI; DUAN, 2020). Diferentes
animais, como Gallus expostos a administragdo oral por clorpirifés apresentaram,
duas horas apds ingestdo, uma diminuicdo na sua atividade locomotora (AL-
BADRANY; MOHAMMAD, 2007). Peixes expostos ao mesmo composto
apresentaram perda de equilibrio e menores atividades locomotoras (MISHRA,
GOPESH; SINGH, 2020). Estudos envolvendo girinos demonstraram que a
exposicao ao clorpirifos acarretou em alteracdes locomotoras, traduzidas no padréao
de nado apresentado pelos animais e morte em decorréncia da inibicdo da enzima
AChE (SALGADO COSTA et al, 2018). Como supracitado, os tratamentos
direcionados a casos de intoxicacdo sdo baseados, além da utilizacdo de agentes
antimuscarinicos, na administracdo de oximas que, embora amplamente utilizadas,
nao possuem efetividade para todos os agentes inibitorios existentes (WOREK;
THIERMANN; WILLE, 2016). Aliado a isso, sabe-se que abordagens in vitro, embora
representem uma etapa inicial importante para obtencdo de informacgbes
relacionadas a resposta de um sistema, nem sempre podem representar a
complexidade existente em um modelo bioldgico, necessitando do emprego de
abordagens in vivo para confirmacdo do potencial encontrado em ensaios in vitro.
(ANDRADE et al., 2016).

Sendo assim, com base nos resultados advindos das abordagens in silico e in
vitro, como a afinidade das oximas para com o sitio Gorge da enzima AchE de D.
melanogaster e a capacidade de reativagdo in vitro da enzima AchE inibida pelo
clorpirifés, assim como o conhecimento de que entre os sinais classicos advindos da
intoxicag&o por organofosforados em mamiferos encontram-se sintomas correlatos a
sindrome colinérgica como alteragbes no comportamento locomotor e morte
(NOSTRANDT; PADILLA; MOSER, 1997), investigou-se a concentracdo de
clorpirifés efetiva em causar a mortalidade de 50% da populagdo de D.
melanogaster, bem como o efeito protetor das oximas sobre os padrdes de
sobrevivéncia, ambito locomotor e atividade da enzima AChE nesses organismos.
Para os ensaios relacionados a protecao optou-se pela utilizagdo das oximas que
obtiveram os melhores resultados de reativagédo da enzima AchE na abordagem in

vitro, pralidoxima e K048.
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Para isso, espécimes de D. melanogaster foram expostos a diferentes
concentracdes de clorpirifés por um periodo de 24 horas. A concentracao efetiva em
ocasionar a mortalidade de 50% da populacdo tratada foi de 1,182 ppm de
clorpirifés. A partir desse resultado, a concentracdo de 0,75 ppm, responsavel por
ocasionar forte inibicio da enzima AChE de D. melanogaster e significativa
diminuicdo na sua atividade locomotora, foi atribuida como opcéo de escolha para
0S ensaios posteriores de protecdo com as oximas. Os resultados sdo demonstrados

na figura 19 para melhor visualizacéo.

Figura 21 — Clorpirifos e os padrdes de sobrevivéncia, atividade da enzima
AChE e atividade locomotora de D. melanogaster. Efeito dos tratamentos com o
organofosforado clorpirifos sobre os padrbes de sobrevivéncia (A), atividade da
enzima AChE (B) e atividade locomotora de D. melanogaster (C). Dados sé&o
expressos como média + erro padrdo da média. Os resultados foram expressos
como porcentagem em relacdo ao controle (100%). * p<0,05 em relagdo ao grupo
controle e *** p<0,001 em relacdo ao grupo controle.
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Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

Os espécimes de D. melanogaster foram entdo expostos na presenca de 0,75
ppm de clorpirifés, além das oximas pralidoxima ou K048 na concentragdo de 1,5
ppm por um periodo de 24 horas. A concentracdo de 1,5 ppm de cada oxima foi
atribuida como opcédo de escolha por permitir a possibilidade de saturacdo das

condi¢cbes do ensaio para verificacdo do potencial deslocamento da porcéo fosforil
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do organofosforado presente na Ser238 do sitio ativo da enzima AChE de D.

melanogaster pelas oximas administradas.

Figura 22 — Clorpiriféos e as oximas sobre a sobrevivéncia de D. melanogaster.
Efeito dos tratamentos com o organofosforado clorpirifés e com as oximas
pralidoxima e K048 sobre a sobrevivéncia de D. melanogaster. Dados s&o expressos
como meédia + erro padrdo da média. Os resultados foram expressos como
porcentagem em relacéo ao controle (100%). Valores que diferem nas letras foram
considerados estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.

A administrac@o do organofosforado clorpirifés na concentracdo de 0,75 ppm
induziu significativamente a mortalidade de D. melanogaster. As oximas pralidoxima
ou K048, quando administradas de maneira isolada na concentracdo de 1,5 ppm,
nao influenciaram a taxa de mortalidade de D. melanogaster quando em
comparacdo ao grupo controle, entretanto, quando administradas em conjunto ao
clorpirifos, reverteram a morte induzida pelo organofosforado, restabelecendo-os em
nivel de controle. Todos os resultados obtidos estdo demonstrados na figura 20 para

melhor visualizag&o.

Com base nisso, os ensaios de atividade locomotora foram entdo realizados
com os espécimes de D. melanogaster sobreviventes ao periodo de 24 horas de
exposicdo ao clorpirifdcs na concentragdo de 0,75 ppm e/ou uma das oximas,
pralidoxima e K048 nas concentracdes de 1,5 ppm. A atividade locomotora foi

mensurada através do ensaio de geotaxia negativa, método que avalia a capacidade
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dos individuos de se dirigirem contra a gravidade, tendéncia comportamental de D.
melanogaster. Os organismos expostos ao clorpirifés na concentracao de 0,75 ppm
apresentaram significativo decréscimo no nimero de individuos presentes na por¢ao
final do tubo em relagdo ao grupo controle. Os organismos expostos as oximas
pralidoxima e K048 isoladamente ndo apresentaram alteracbes no numero de
individuos na porcédo superior do tubo quando em comparacdo com o grupo controle.
Os organismos expostos ao clorpirifés quando em conjunto com as oximas
pralidoxima e K048 apresentaram aparente reversdo na atividade locomotora,
entretanto, em nivel intermediario em relagcdo ao grupo controle e ao grupo exposto
ao clorpirifés. Todos os resultados obtidos estdo demonstrados na figura 21 para

melhor visualizacé&o.

Por fim, posterior aos ensaios de atividade locomotora, foram conduzidos os
ensaios visando mensurar a acao das oximas pralidoxima e K048 perante a inibicdo
da enzima AChE de D. melanogaster ocasionada pela exposi¢cdo ao clorpirifos in
vivo. Os ensaios foram realizados com os espécimes de D. melanogaster
sobreviventes pelo periodo de 24 horas de tratamento. A atividade da enzima AChE
dos organismos pertencentes ao grupo controle foi utilizada como 100% para 0s
ensaios conseguintes. Os organismos expostos ao clorpirifés na concentracdo de
0,75 ppm apresentaram significativo decréscimo na atividade da enzima AChE. Os
organismos expostos as oximas pralidoxima e K048 ndo apresentaram decréscimo
da atividade da enzima AChE quando em comparacdo ao grupo controle. Os
organismos expostos ao clorpirifés quando em conjunto com as oximas pralidoxima
ou K048 apresentaram reativacdo na inibicdo causada pelo organofosforado,
destacando-se a oxima K048, capaz de realizar a reativacdo da enzima AChE ao

nivel de controle.
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Figura 23 — Clorpirifé0s e as oximas sobre a atividade locomotora e a atividade
da enzima acetilcolinesterase de D. melanogaster. Efeito dos tratamentos com o
organofosforado clorpirifos e com as oximas pralidoxima e K048 sobre a atividade
locomotora de D. melanogaster (A) e sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase
de D. melanogaster (B). Dados sé@o expressos como média + erro padrdo da média.
Os resultados foram expressos como porcentagem em relagcdo ao controle (100%).
Valores que diferem nas letras foram considerados estatisticamente diferentes
(p<0,05).
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Fonte: Drosophila melanogaster como organismo modelo para triagem de compostos reativadores de
acetilcolinesterase. Pablo Macedo, 2021.
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Com base nos ensaios realizados, pode-se observar que a administracdo de
clorpirifos em uma concentracdo de 0,75 ppm em D. melanogaster, por um periodo
de 24 horas foi capaz de causar alteracbes em seus parametros locomotores e
inibicAo da atividade da enzima AChE. Alteragbes no ambito locomotor em
exposicoes ao clorpirifés sdo bem evidenciadas na literatura, afetando organismos
de diferentes espécies, sendo fundamentais para a sobrevivéncia dos organismos
no ambiente (AL-BADRANY; MOHAMMAD, 2007; SALGADO COSTA et al., 2018;
MISHRA; GOPESH; SINGH, 2020; SILVA, 2020; DISNER et al., 2021; UBAID UR
RAHMAN et al., 2021).

A inibicdo da atividade da enzima AchE interfere no seu sistema catalitico,
impedindo a hidrélise da acetilcolina, acarretando no seu consequente aumento na
fenda sinaptica (RAHMAN et al., 2021). O aumento da acetilcolina na fenda sinaptica
leva aos sintomas da sindrome colinérgica que podem ser traduzidos como as
alteracdes no ambito locomotor apresentadas pelos espécimes de D. melanogaster
expostos ao clorpirifés.

A oxima K048 apresentou o melhor desempenho protetor frente a inibicdo
ocasionada pela exposicao ao clorpirifés, restabelecendo a atividade da enzima
AchE ao nivel de controle, além de propiciar a restauracdo parcial da atividade
locomotora de D. melanogaster. A K048 apresentou ainda a menor energia de
interacdo entre as estruturas avaliadas na abordagem in silico, assim como a melhor
taxa de reativacdo da enzima AchE in vitro. Esses resultados, quando em conjunto,
sugerem que a estrutura assimétrica composta por dois anéis piridinicos contendo
apenas um grupo oxima na posicdo quatro interligados por quatro carbonos
apresenta a maior efetividade para reativacdo e protecdo da enzima AchE de D.

melanogaster inibida pelo clorpirifés dentre as oximas avaliadas.

A pralidoxima, assim como a K048, apresentou atividade protetora frente a
inibicdo ocasionada pela exposicdo ao clorpirifés, restabelecendo a atividade da
enzima AchE em relacdo ao grupo exposto a somente o clorpirifés, entretanto ndo a
nivel de controle, caracteristica que propiciou a restauracdo parcial da atividade
locomotora de D. melanogaster. A pralidoxima apresentou a maior energia de
interagcdo entre as oximas avaliadas na abordagem in silico, esses valores,
entretanto ndo refletem a taxa de reativacdo da enzima AchE in vitro apresentada,

com 38%. Esses resultados, quando em conjunto, corroboram com a sugestao de
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gue a estrutura molecular apresentada pela pralidoxima, com um anel piridinico e um
grupo oxima na posicdo quatro, embora significativamente menor que a estrutura
apresentada pela oxima K048, apresenta efetividade para reativagdo e protecéo da
enzima AchE de D. melanogaster, entretanto, de maneira menos eficiente do que a
K048 in vivo.

A protecao ocasionada pelas oximas pralidoxima e K048 nos ensaios in vivo
em D. melanogaster confirma o potencial de reativagdo encontrado nos ensaios in
vitro, podendo ser decorrente da acdo sinérgica entre o ataque nucleofilico para com
o sitio ativo em um periodo de tempo de administracdo das oximas ap0s a exposi¢ao
do clorpirifés que ndo permitiu a ocorréncia do envelhecimento do complexo
organofosforado enzima AChE, assim como da ligagdo reversivel com a enzima
AChE que esses compostos apresentam, explicando assim a maior atividade da
enzima AChE em comparacdo ao visualizado nos ensaios in vitro. Oximas com um
ou dois anéis piridinicos como a pralidoxima e a K048, podem atuar protegendo
contra a fosforilacdo ocasionada pelos organofosforados através da sua ligacao
reversivel com a enzima AChE. A oxima entdo ligada a enzima interfere em uma
possivel conformacéo entre a enzima AChE e os organofosforados, podendo essas
ligagbes serem conformadas para com a triade catalitica, com o sitio periférico ou
com ambos, impedindo sua inibigdo por um composto organofosforado (CALIC et al.,
2006; BEREND et al., 2008). E importante salientar que as oximas avaliadas na
concentracdo em que foram administradas, mesmo ligando-se reversivelmente, ndo
inibiram significativamente a atividade da enzima AChE, nem foram capazes de
ocasionar em alteracbes no ambito locomotor, demonstrando a baixa toxicidade e

seguranca da administracao nas doses empregadas.

O maior potencial de protecdo encontrado para a oxima K048 em relacdo a
pralidoxima pode ser decorrente da afinidade existente entre as estruturas, conforme
visualizado nos ensaios in silico, pois a estrutura da oxima possuidora da maior
afinidade para com a enzima pode representar a melhor acao protetora contra
diferentes compostos organofosforados (CALIC et al., 2006), assim como do
estabelecimento de ligacbes com o residuo Tyr371, caracterizado por ser o residuo
chave do sitio periférico na enzima AchE de D. melanogaster. Na enzima AchE de H.
sapiens, ligantes que estabelecem intera¢cdes com o sitio periférico podem diminuir a

taxa com que outros ligantes acessam o sitio esterasico, através da diminuicdo do
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fluxo molecular pela cavidade do sitio Gorge (MALLENDER; SZEGLETES;
ROSENBERRY, 2000). A pralidoxima, incapaz dessa interacdo nos ensaios in silico
realizados acaba apresentando menor potencial protetor. O efeito protetor
apresentado pelas oximas pralidoxima e K048 em D. melanogaster exposta ao
clorpirifés representa um importante parametro a ser avaliado em uma oxima, pois
possibilita o desenvolvimento de possiveis estruturas que possam atuar
concomitante a um processo de reativacdo muito lento ou um envelhecimento muito
acelerado (CALIC et al., 2006; BEREND et al., 2008), demonstrando a possibilidade
do emprego desse organismo como modelo inicial para triagem de novos compostos
tanto com potencial protetor como aqueles com potencial de pré tratamento como
prevencao a intoxicagcbes em cenarios de risco, como cenarios de guerra (LORKE;
PETROIANU, 2019).

Embora a administracdo das oximas pralidoxima e K048 tenha sido eficiente
em proteger a atividade da enzima AChE da inibicdo ocasionada pelo clorpirifés e
aumentar a taxa de sobrevivéncia, ndo foram capazes de realizar a reabilitacdo da
atividade locomotora de D. melanogaster, demonstrando que o clorpirifés pode
possuir outros alvos moleculares ndo diretamente envolvidos com a enzima AChE.
De fato, compostos organofosforados podem ocasionar diversas alteracbes no SNC
dos organismos expostos, onde mesmo estratégias contemplando a utilizacédo de pré
tratamentos conformados por oximas em conjunto com agentes antimuscarinicos,
capazes de melhorar significativamente a taxa de sobrevivéncia, sdo aptos a evitar
sequelas relacionadas a convulsdes e alteragbes comportamentais (WEISSMAN;
RAVEH, 2008).

Existem poucos estudos in vivo realizados envolvendo a avaliacdo de oximas
gquando em comparagdo com aqueles realizados in vitro. Entretanto, o potencial de
protecdo e reativacdo da enzima AChE pelas oximas K048 e pralidoxima ja havia
sido demonstrado em varios estudos in vivo envolvendo ratos e camundongos
expostos aos compostos organofosforados tabun, malation e paraoxon (KASSA et
al., 2006; KASSA, 2006; CALIC et al., 2006; LUCIC VRDOLJAK et al., 2006;
BEREND et al., 2008; NURULAIN et al., 2009; DA SILVA et al, 2008; GUPTA et al.,
2014; ZUNEC et al., 2015). Dentre estes, quando comparadas, a oxima K048
combinada com o anticolinérgico benactizina, apresentou maior eficacia do que a

pralidoxima em camundongos expostos a morte induzida pelo organofosforado
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tabun (KASSA, 2006), assim como em ratos expostos a morte induzida pelo
organofosforado paraoxon (PETROIANU et al., 2006; PETROIANU et al., 2007;
PETROIANU et al., 2007b; NURULAIN et al., 2009) e ratos expostos a morte pelo
organofosforado diisopropilfluorofosfato (DFP) (LORKE et al., 2008; LORKE et al.,
sarin e soman nesses mesmos organismos (KUCA; CABAL; KASSA, 2005; CALIC et
al., 2006). Todos esses estudos variam de acordo com as espécies, 0 periodo de
tempo de administracdo das oximas apés exposicdo ao organofosforado e o tipo
desse composto. Em D. melanogaster em exposi¢cdes ao clorpirifés e administracéo
concomitante das oximas K048 e pralidoxima, obtivemos uma maior eficacia de
protecdo para a oxima K048 em detrimento da oxima pralidoxima, sem a

administrac@o de um agente anticolinérgico em conjunto.

Embora efetivas na maioria das situacfes supracitadas, a utilizacdo dos
compostos da classe das oximas continua controverso (JOHNSON et al., 2000Db;
EYER., 2003; LORKE et al, 2008; EDDLESTON et al, 2008, WOREK;
THIERMANN; WILLE, 2016), levando a tentativas de desenvolvimento de compostos
gue possuam efetividade frente a um maior nimero de compostos organofosforados
e melhor penetracdo a barreira hematoencefalica e consequente acesso ao SNC
(SAKURADA; OHTA, 2020), pois independentemente de as oximas pralidoxima e
K048 terem apresentado bons potenciais em D. melanogaster e outros organismos
nas abordagens in vitro e in vivo, o perfil da reativacdo apresentado por elas e outros
compostos pertencentes a mesma classe podem ser influenciados por diversos
fatores como a estrutura apresentada pelos diferentes compostos organofosforados,
a toxicidade apresentada pela oxima, a conformacdo da acetilcolinesterase do
organismo exposto, o periodo de tempo que a oxima foi administrada apos a
exposicao ao organofosforado e o proprio acesso das oximas ao SNC (WOREK et
al., 2002; WOREK; THIERMANN; WILLE, 2016). Contudo, a determinacdo dos
diferentes efeitos da administracdo das oximas pralidoxima e K048 de maneira
aproximada em diferentes espécies, como em camundongos e D. melanogaster,
podem gerar relevantes informacdes sobre a eficacia e ocorréncia de respostas

semelhantes em outras espécies, como H. sapiens.

Em suma, o organismo modelo D. melanogaster demonstrou ser uma

ferramenta eficiente para triagem de novos compostos reativadores de
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acetilcolinesterase in vivo, permitindo o estabelecimento e avaliagbes tanto de
manifestacbes comportamentais correlatas a sindrome colinérgica apresentada em
mamiferos intoxicados por compostos organofosforados quanto bioquimicos, como a
inibicdo e reativacdo da atividade da enzima AChE. A presente abordagem
possibilitou ainda a constatacdo da maior eficacia da oxima K048 em detrimento da
pralidoxima na protecdo contra intoxicacdes pelo organofosforado clorpirifos em D.

melanogaster.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados demonstram que dentre os principais resultados obtidos,

tem-se:

R/
0.0

A obtencdo dos possiveis residuos de aminoacidos importantes para o

processo de reativacdo da enzima acetilcolinesterase de Drosophila

melanogaster complexada ao clorpirifés.

< A constatacdo da inibicAo da enzima acetilcolinesterase de Drosophila
melanogaster pelo clorpirifés in vitro.

< A constatacdo do potencial de reativacdo da acetilcolinesterase inibida pelo
clorpirifés pelas oximas K027, K048, pralidoxima, trimedoxima, obidoxima, HI-
6 e metoxima em Drosophila melanogaster in vitro.

< A constatacdo do potencial antioxidante das oximas K027, K048, pralidoxima,
trimedoxima, obidoxima, HI-6 e metoxima in vitro.

< A constatacdo do aumento na mortalidade, alteracbes locomotoras e inibigéo
da enzima acetilcolinesterase pelo clorpirifos em Drosophila melanogaster.

< A constatacdo do potencial de reversdo conferido pelas oximas pralidoxima e

K048 perante o aumento na mortalidade, alterac6es locomotoras e inibicdo da

enzima acetilcolinesterase ocasionadas pelo clorpirifés em Drosophila

melanogaster.

Sendo assim, de modo geral, o organismo modelo Drosophila melanogaster,
devido a taxa de reativacdo alcancada pelas oximas avaliadas e em virtude da
possibilidade do estabelecimento de manifestacbes correlatas a sindrome
colinérgica pela exposicdo ao clorpirifés, seguida da conseguinte protecdo
ocasionada pelas oximas, demonstra ser uma importante alternativa para
investigagdo de novos compostos reativadores de acetilcolinesterase tanto in vitro
quanto in vivo. A elucidacdo dos possiveis mecanismos moleculares envolvidos no
processo de reativacdo da enzima acetilcolinesterase permite ainda tracar quais os
residuos de aminoacidos mais importantes para esse fim. Posto isso, os resultados,
gquando em conjunto, demonstram que Drosophila melanogaster pode ser
empregada como um potencial modelo para investigacao e triagem inicial de novos
compostos reativadores de acetilcolinesterase em inibicbes ocasionadas pelo

clorpirifés ou outros compostos organofosforados in vitro e in vivo.


https://docs.google.com/document/d/1Bqv0N6egCVY27hROEyGktSfRGA5oAwrM/edit#heading=h.3j2qqm3
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Apéndice 1. Alinhamento entre as sequéncias de residuos de aminoacidos das AChEs de D. melanogaster (PDB: 6XYS), H. sapiens (PDB:
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