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2 Ligantes

2.1 Aminoacidos Sulfurados

As proteinas ttm um papel decisivo na producdo de espécies reativas
oxidantes ja que o radical HO' reage na cadeia lateral destas, modificando-as pela
adicdo do radical ou pela abstracdo de hidrogénio [2.1]. Por esta razdo, a DA esta
bastante associada ao estresse oxidativo. Os principais aminoécidos afetados sdo
Cis, Met, histidina, triptofano e fenilalanina, e, em menores proporcdes, arginina e
asparagina [2.2].

Nos aminoacidos sulfurados, além do risco de ataque pelo radical HO", ha
também o risco de ataque pelo perdxido de hidrogénio (H,0,), que somente oxida
proteinas que oferecam residuos de Met ou grupos tidis que sdao muito reativos.
Embora este radical seja pouco reativo perante moléculas organicas na auséncia
de metais de transicdo, exerce um papel importante no estresse oxidativo, pois é
capaz de transpor as membranas celulares facilmente e gerar o radical hidroxila
[2.2].

Entre as espécies reativas participantes do mecanismo de estresse, destaca-
se ainda o anion radical superéxido (O,") que é inesperadamente inativo mas que,
no entanto, em solugé@o possui como reagdo fundamental a dismutacéo, na qual se
produz uma molécula de perdxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio
[2.3].

Como ressaltado anteriormente, a partir da molécula de peréxido de
hidrogénio pode haver reacdes de oxidacdo com alguns aminodacidos sulfurados.

O O, participa também da producdo de radical HO" através da reducéo de
quelatos de Fe(lll), da reacdo de Fenton, da reacdo de Haber-Weiss e da
sinalizacdo molecular - por meio de sua capacidade de oxidar grupos —SH em
ligagbes dissulfeto [2.2], sendo h&bil em ativar e desativar enzimas que

contenham cisteina.

20, +2RSH > 2HOO + RSSR
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Lembra-se que a reacdo de Fenton é aquela em que o radical hidroxil é
formado quando o perdxido de hidrogénio reage com Fe(ll) ou Cu(l), a partir das
reacoes:

Fe(11) + H,0, > HO + OH + Fe(lll)
Cu(l) + H,0, > HO" + OH™ + Cu(ll)

E a reacdo de Haber-Weiss é aguela em que o radical hidroxil é formado
quando o perdxido de hidrogénio reage com o superdxido sendo a reacao

catalisada por ions de metais de transi¢do, como o ferro ou cobre.

H,O, + 02.7 > HO + OH + O,

Os ataques aos aminoacidos pelas espécies reativas podem gerar danos tais
como clivagens de ligacOes, gerando ou ndo fragmentos, e ligagdes cruzadas,
sendo capaz de gerar sequelas como perda de atividade enzimatica, dificuldades
no transporte ativo através das membranas celulares e morte celular [2.2].

No presente trabalho serdo estudados alguns aminoécidos sulfurados
relacionados a DA e, desta forma, ao estresse oxidativo. S&o eles:

v Met
v' Cis
v Hcis
v" Pen

As estruturas quimicas destes aminoacidos podem ser observadas na Figura

2.1.
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HaC—5
o HS O
H4M CH N oH
Acido (S)-2-amino-4-(metil sulfonil)- Acido 2-bis-(2-amino-
butanoico propidnico)-3-dissulfeto ou Acido
3-tiol-2-amino-propandico
Metionina Cisteina
H=
HS s
0
/D H4C /
HoM OH
H,M CH
Acido 2-amino-4-mercaptobutan6ico Dimetilcisteina ou Acido 2-
amino-3-mercapto-3-metilbutirico
Homocisteina Penicilamina

Figura 2.1 - Aminoacidos sulfurados em estudo.

Estes ligantes possuem em comum 0s grupamentos amina, carboxilato e a
presenca do elemento enxofre em sua estrutura, sendo como sulfidrila livre na Cis,
Hcis e Pen, e como tioéter na Met. Estes diferem ainda em relacdo ao tamanho da
cadeia e ramificacoes.

Na Figura 2.2 sdo exibidos os principais produtos das reacdes de estresse
oxidativo envolvendo os aminoacidos sulfurados. Estes podem participar da

patogénese da DA ou serem afetados por esta.
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Figura 2.2 - Produtos das reagfes de estresse oxidativo sobre os aminoacidos
sulfurados em estudo [2.2]

Os aminoécidos em estudo estdo conectados a outras patologias humanas,
além do Alzheimer.

Por exemplo, estudos indicaram que tratamentos de doencas inflamatorias e
Aids com compostos que possuam o grupamento sulfidril podem ser benéficos e
pesquisas in vitro demonstraram que efeitos estimulatérios em fator de necrose
tumoral (TNF), induzido por radicais livres na replicacdo de HIV e mondcitos,
podem ser inibidos por compostos que tenham este grupamento, o que retardaria o
processo inflamatdrio [2.4, 2.5].

Somando-se a isso, 0os aminoacidos sulfurados presentes comumente no
organismo humano, como a Cis, a Met e a Hcis, contribuem para o metabolismo
celular e homeostase do enxofre, havendo indicios recentes de que desequilibrios
no metabolismo de enxofre estariam conectados ao estresse oxidativo e
consequentemente as doengas neurodegenerativas [2.6].

Dentre os aminodacidos sulfurados supracitados, a Pen é o Gnico aminoacido
sulfurado sintético em estudo. Ela € usada como quelante de ions metalicos em
casos de intoxicacdo e no tratamento da doenca de Wilson, tendo sido pesquisada
atualmente como possibilidade de terapéutica para pacientes com DA [2.7, 2.8,
2.9].

2.1.1 Metionina
A Met é um aminoacido sulfurado essencial que contribui para a sintese de
colina, participa na formacao de componentes nao-protéicos celulares, exerce acéo

lipotrdpica através da betaina - formada pela oxidagdo da colina e tem relacoes
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com a depressdo histadélica, a esquizofrenia, a doenca de Parkinson e o
Alzheimer [2.10].

A Hcis e a Cis sdo produzidas a partir da Met, como se pode notar no ciclo
bioquimico da Figura 2.3. A producdo destas depende da quantidade de Met
disponivel no organismo. Quando o nivel de Met € satisfatorio para o desempenho
das reacGes metabolicas, a Hcis fabricada entra na via de transulfuragdo e €
convertida em cistationina. No entanto, quando a conservacdo de Met é
necessaria, a Hcis é remetilada e a producdo de Hcis e Cis € interrompida [2.1].

A vitamina Bjz, sob forma de metilcobalamina, participa da doacdo do
grupo metil a Hcis, atuando como cofator, portanto, no seu processo de

remetilacdo, transformando-a em Met [2.11].

ATP Pi + PPi
e— Metionina q. i PR
THs - (folato I S-adenosil Metionina X
Metionina Sintase 'yitcmino 312 ] metil-transferase
TH: - folato I Homocisteina metil-X

S-adenosil-homocisteina

vitamina Bé
Y  Adenosina

Cistationina

e ——
vitamina Bé ]
\

Cisteina

Figura 2.3 — Metabolismo da Metionina [2.12]

Quando ha deficiéncia de folato, ocorre um déficit de 5-
metiltetrahidrofolato, principal forma da vitamina encontrada no organismo, que
funciona como doadora de grupo metil na via de remetilacdo, impedindo a
conversdao de Hcis a Met, colaborando, entdo, para o desenvolvimento da
hiperhomocisteinemia [2.11].

Além disso, quando ocorre a privacdo de folato, hda o esgotamento de
doacdo do grupo metil pela S-adenosilmetionina, 0 que consequentemente inibe a
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glutationa (GSH) S-transferase, uma vez que esta enzima requer metilacdo de
espécies oxidativas.

A Met atua: na biossintese protéica, por ser um aminoacido das cadeias
polipeptidicas; na sintese proteica, por produzir Hcis e Cis; na formacdo de
S-adenosilmetionina, que prové grupos metil para a sintese de epinefrina,
fosfatidilcolina, creatina, nucleotideos metilados e melatonina; na sintese de GSH,
que entre outras fungdes, serve como um substrato para desintoxicacdo da
GSH-S-transferase e como antioxidante da GSH peroxidase; e no mecanismo
antioxidante de proteinas, visto que a melatonina serve como antioxidante
endogeno do grupo tiol [2.13].

A deficiéncia de S-adenosilmetionina, produzida pela Met, promove alta
expressao da presenilina-1, o que aumenta a expressdo da enzima gama-secretase,
que atua cortando o pedaco de APP restante ap6s a clivagem feita pela beta-
secretase e, desta forma, auxilia na geragao de AP [2.14].

Estudo post mortem feito com o cérebro humano com Alzheimer apontou
baixissimas concentracfes de S-adenosilmetionina [2.15].

O aumento desta a partir da suplementacédo dietética alivia uma variedade de
fatores de risco e caracteristicas associadas com a DA [2.14, 2.16].

A Met esta entre os aminoacidos presentes no peptideo AB-42, ocupando a
posicdo 35, sendo importante para a neurotoxicidade e propensdo para reduzir 0s
metais de transicdo e formar espécies reativas de oxigénio.

Um grupo de pesquisa desenvolveu um modelo de estresse oxidativo para
elucidar a neurotoxicidade da proteina APB baseada no residuo Met. A andlise
sugeriu associacdo deste com a formacdo de fibrilas e a geracdo de estresse
oxidativo. Isto ficou evidenciado in vitro depois da substituicdo do aminoéacido
pela norleucina, que ndo possui enxofre em sua composigéo [2.17].

Se o residuo Met-35 for substituido por uma Cis, o estresse oxidativo da DA
também é suavizado [2.18].

Além da presenca de Met na AP, 0 seu estado redox parece desempenhar
um papel crucial em acgdes neurotdxicas do peptideo, que induz a uma redugéo
dependente do tempo da viabilidade celular. A A com o residuo Met-35 oxidado
é significativamente menos danosa ao organismo, visto que esta ndo eleva a
expressdo do gene pro-apoptotico bax como a AP sem alteracfes no residuo Met

[2.19]. A superexpressdo deste gene acelera a apoptose celular, porque induz a
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liberagdo do citocromo ¢ da membrana interna mitocondrial e de outros fatores
citossolicos que propiciam o processo apoptotico.

Quando ocorre a oxidacdo da Met-35 para Met sulféxido ha uma dificuldade
significativa na formacdo das fibrilas em pH fisioldgico. Além disso, a Met
sulfoxido altera a morfologia caracteristica da AP e previne a formacdo da
protofibrila, intermediario chave na amiloidose-beta e associada a neurotoxicidade
[2.20].

InvestigacBes em placas senis mostraram que existe uma alta proporcao de
Met sulfoxido e de produtos de reagdes de estresse oxidativo envolvendo Met
nestas. Exames de modelagem estrutural apontaram que a oxidacdo da Met
deformou significativamente a estrutura secundaria da AP [2.21, 2.22].

Isto ocorre porque a Met é um dos aminoacidos mais suscetiveis a oxidacao
in vivo, especialmente, sob condi¢fes de estresse oxidativo [2.23].

Estudos tedricos tém sugerido como intermediarios cations do peptideo f
amildide (AP) pelo radical Met. Estes radicais Met seriam estabilizados através da
formacdo de ligacdo com &tomos de oxigénio ou de nitrogénio de ligagdes
peptidicas adjacentes. Embora, a formacgdo de ligacGes enxofre-oxigénio seja
cineticamente preferida, em escalas de tempo mais longo, as ligagdes enxofre-
oxigénio convertem-se em ligacBes enxofre-nitrogénio, sendo este um processo
pH-dependente [2.24].

Como dito anteriormente, pesquisas tém qualificado a AB como uma
metaloproteina que se liga a ions de elementos de transi¢do. Trabalhos citam a
Met 35, localizada na regido carbofilica C-terminal, como sitio de ligacao [2.25,
2.26, 2.27].

Quando a AB perde a Met sobrevém uma baixa capacidade de reduzir Cu** a
cu'*, dificultando a ligagdo do metal & proteina, evitando assim seu actimulo nas
placas senis.

A substituicdo da Met por outro aminodcido elimina a agdo pro-oxidante da
AP diminuindo a oxidagdo de proteinas e, portanto, sua neurotoxicidade.

Contudo, a presenca de Met néo é suficiente para esclarecer a capacidade
redox da AB bem como sua neurotoxicidade.

Testes em laboratorio revelaram que em ratos que possuiam AP com Met,
esta proteina ndo tinha a aptiddo para se ligar a ions metalicos por este sitio [2.28,
2.29].
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2.1.2 Cisteina

A Cis ¢ um aminoacido sulfurado parcialmente essencial, ou seja, em
condi¢cBes normais, condicionadas & espécie, a maturacdo, a dieta, ao estado
nutricional e & condicdo patofisioldgica, é sintetizada pelo préprio organismo a
partir da Met, na presenca do cofator vitamina Bg [2.12].

Entretanto, em caso de insuficiéncia do cofator ou da Met, a Cis passa a
posicdo de indispensavel.

Aminoécido prenunciador da sintese de GSH, pode ser obtido pré-formado
da alimentacédo ou por via especifica de transulfuracéo hepatica a partir da serina e
da Met.

O catabolismo da Hcis, derivada da Met e a transferéncia do enxofre da Met
a serina para sintetizar Cis ocorrem através da transulfuracdo, com a participagéo
das enzimas piridoxal 5’-fosfato (PLP)-dependentes, cistationina B-sintetase e
cistationina y-liase [2.1, 2.30].

Neonatos, pré-termos e até lactentes, as vezes, necessitam de suplementacéo
de Cis, devido a imaturidade do sistema enzimético de converter Met em Cis,
posto que a atividade da cistationase € baixa [2.30].

As dietas ocidentais oferecem de 2,25 g a 3,00 g de aminoacidos sulfurados
por dia, sendo estes abundantes em proteinas de animais e cereais, sendo a
absorcdo dos produtos protéicos pelo epitélio intestinal eficiente [2.30].

Este aminoacido possui diferentes vias metabdlicas e importantes funcgdes
no organismo, através de si ou de seus metabolitos, entre estas, cita-se: a sintese
protéica, auxiliando no crescimento e no balanco de nitrogénio corpéreo e a
sintese de proteinas ferro-enxofre, formadas a partir do enxofre reduzido e da
conjugacao de &cidos biliares [2.1].

Uma vez que a Cis e a Hcis plasmaticas totais estdo associadas a
composigdo corporal, por sua vez também estdo associadas & densidade mineral
Ossea [2.31].

A Cis, assim como os demais aminoacidos contendo enxofre, contribui para
a manutencdo e integridade dos sistemas celulares, influenciando reacdes
organicas redox e a capacidade celular de se descontaminar de compostos toxicos,

radicais livres e espécies reativas de oxigénio.
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Aminoacidos sulfurados contribuem para o metabolismo celular de enxofre
e para a homeostase deste elemento. Ademais, desempenham papel significativo
na regulacdo do metabolismo de carbono.

Defeitos nas enzimas que participam na regulacdo do metabolismo de
enxofre produzem desequilibrio da reserva deste elemento e uma diversidade de
patologias humanas, incluindo homocisteindria, cisteindria, defeitos no tubo
neural, doencas vasculares, DA e cancer [2.6].

Em pacientes urémicos, o metabolismo celular do enxofre fica desregulado,
devido a deficiéncia de piridoxina, o que gera a reducdo da producdo dos niveis de
Cis bem como de taurina, elevando-se a concentracdo de Hcis. J& em doentes
hepaticos, ha diminuicdo da competéncia de transulfuracgéo.

A Cis ¢ capaz de melhorar as fun¢es linfocitarias, entre estas a atividade
citotoxica dos linfocitos T e a inibicdo da expressdo do fator de transcri¢do
nuclear em células T ativadas. Isto é interessante para o tratamento de doencas
que afetam o sistema imunoldgico, como a Aids.

Quando ha um estimulo inflamatério, devido a endotoxinas e ao fator de
necrose tumoral, os macréfagos agem como carreadores de Cis. Mas a captagdo
deste aminoacido € competitivamente inibida pelo glutamato, encontrado em
concentracdes maiores em caso de imunossupressdo ou Aids [2.12].

A Cis em meio neutro ou pouco alcalino oxida-se rapidamente,
transformando-se no dimero cistina, que por ser pouco sollvel, precipita-se em
solucdo; ja em meio acido, pode ocorrer a reducdo do grupo tiol e formacdo de
sulfeto de hidrogénio.

Em estudo recente, descobriu-se que o sulfeto de hidrogénio produzido
endogenamente no cérebro a partir da reducdo do grupo tiol da Cis, funciona
como neuromodulador e, ainda, como relaxante da musculatura lisa. Porém, sdo
necessarios mais esclarecimentos sobre esta modulagdo [2.32].

Somando-se as investigacOes sobre a protecdo exercida pelo sulfeto de
hidrogénio, recentemente, grupos cientificos estdo realizando pesquisas em
camundongos com o intuito de desenvolver uma droga segura para a DA a partir
da adicéo de um residuo Cis a proteina AB. Este medicamento vem demonstrando
resultados positivos, com reforco da imunogenicidade e com reducdo da
quantidade de depositos de AP nestes animais, e, desta forma, da sua toxicidade
[2.33].
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Além disso, compostos antioxidantes que possuem Cis, como o0
S-alil-L-cisteina (SAC), componente soltvel em agua presente no alho, e N-acetil-
cisteina tém efeitos protetores na DA.

O primeiro inibe a fibrilacdo da AP e desestabiliza as fibrilas Ap pré-
formadas — impedindo o declinio cognitivo e protegendo os neurénios de apoptose
neuronal induzida [2.34].

Ja 0 segundo exerce efeito protetor a partir da diminuicdo do estresse
oxidativo e de marcadores de apoptose, tendo um efeito mais pronunciado quando
presente simultaneamente com o &cido lipdico [2.35].

Sabe-se também que o Al(IIl) aumenta a atividade da acetilcolinesterase,
porém, em estudo com ratos tratados com aluminio e pela administragcdo crénica
de N-acetilcisteina incide a melhora da retencdo de memdria, a atenuacdo do dano
oxidativo e da atividade da acetilcolinesterase, mostrando-se o efeito
neuroprotetor da N-acetilcisteina [2.36].

2.1.3 Homocisteina

Igualmente & Cis, a Hcis € um amino&cido sulfurado parcialmente essencial,
sendo produzido através das vias de transmetilacdo e transulfuracéo.

Na transmetilacdo, a Met ao reagir com o ATP forma S-adenosilmetionina,
que atua como doador de metila, metabolizando diferentes componentes celulares,
como carnitina, epinefrina, proteinas, entre outros. Apés reacfes de transferéncia
da metila, catalisadas por metil transferases, gera-se 0 subproduto
S-adenosil-homocisteina, que é hidrolisado, gerando a adenosina e a Hcis [2.1,
2.12, 2.30].

Na transulfuracédo, a Cis com a participacdo da cistationina sintetase usando
como cofator a forma ativada da piridoxina, o fosfato de piridoxal, gera Hcis
[2.1].

A Hcis celular, se em excesso, pode escapar para a circulagéo,
representando fator de risco para doenca corondria, acidente vascular cerebral,
doenca vascular periférica, trombose venosa e embolia pulmonar.

Fatores como género, idade, consumo de alcool e concentragGes sericas de
vitamina Bj,, folato e piridoxina sdo importantes para a determinacdo dos niveis

de Hcis e, deste modo, de risco de doenga cardiovascular prematura [2.30, 2.37].
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A deficiéncia de folato é associada ao aumento dos niveis de Hcis, pois a
eliminacdo desta é regulada por duas vias metabdlicas moduladas por ele, a
transmetilacdo e a transulfuracéo [2.38].

Na doenca aterosclerdtica, estudos atuais indicam que a Hcis atua como um
fator de risco independente para o seu desenvolvimento e que niveis plasmaticos
de aproximadamente 15 umol.L™ j& seriam relevantes para o desenvolvimento de
patologias cardiovasculares [2.39, 2.40].

A figura 2.4 traz um esquema do metabolismo da Hcis e do possivel

mecanismo da doenca aterotrombdtica.
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Figura 2.4 - Metabolismo da homocisteina e possivel mecanismo da doenca
aterotrombética [2.40]

Estudos clinicos tém levantado a possibilidade de que niveis plasmaticos
altos de Hcis aumentem, além do risco de aterosclerose e acidente vascular
cerebral, também o de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer, todavia, o
efeito da Hcis em neur6nios e o mecanismo celular pelo qual esta poderia induzir
a neurodegeneracdo ainda séo ignotos [2.41, 2.42, 2.43].

Numa pesquisa observou-se que quando ocorre conversao de pessoas
saudaveis em acometidas com Alzheimer ha um elevado aumento de Hcis se

comparado a conversdo de pessoas saudaveis em acometidas com transtorno
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cognitivo leve, concluindo-se que um maior acumulo de metabdlitos tdxicos, tais
como a Hcis, pode favorecer o desenvolvimento da DA [2.44].

Relaciona-se que o aumento de Hcis plasmatica total majora em mais que o0
dobro o risco de desenvolvimento da DA [2.45].

Um estudo demonstrou que a concentracdo de Hcis aumenta de 15,93
nmol.L™" em pacientes sem desvios cognitivos para 18,78 nmol.L™ em pacientes
acometidos pelo Alzheimer e que o nivel plasmatico de Hcis aumentaria com a
severidade da deméncia enquanto que o de B, diminui [2.46].

H& indicios que apontam a ligagdo da Hcis ao aumento do estresse
oxidativo, danos ao DNA, desencadeamento de apoptose e excitotoxicidade -
mecanismos essenciais da neurodegeneracdo. Estudos recentes, no Canada e
Estados Unidos, tém investigado se a reducdo de Hcis poderia reduzir a incidéncia
de Alzheimer, os resultados estéo revelando-se positivos [2.43, 2.47, 2.48].

Embora os altos niveis totais de Hcis nos pacientes com DA estejam ligados
a incidéncia desta, estes ndo mostraram relacdo significativa com a severidade da
doenca [2.49]. De modo que se acredita que esta participa apenas no
desenvolvimento da DA e ndo em sua progressao clinica.

O excesso de Hcis inibe ainda a hidrolise de S-adenosil-homocisteina,
ocasionando a diminuicdo da concentracdo intracelular de adenosina [2.50].

Isto pode estar correlacionado ao papel da Hcis e ainda a diminuicdo dos

niveis plasmaticos de ATP na DA.

2.1.4 Penicilamina

A Pen é um aminoacido sintético produzido através de hidrélise pela
degradacdo da penicilina, ndo sendo considerado um antibiético, mas sim um
farmaco da classe das penicilinas. E largamente usado, na forma enantiomérica D-
Pen, no tratamento de artrite reumatdide, doenca de Wilson, cisteindria e
intoxicagdo por metais, como chumbo, cadmio, mercurio ou ouro [2.51].

O uso medicamentoso na doenca de Wilson é o mais conhecido, por isso,
optou-se por esclarecer um pouco sobre esta patologia.

A doenca de Wilson é uma degeneracao hepatolenticular promovida por um
gene autossémico recessivo em que ha um distirbio no metabolismo de cobre
caracterizado pelo prejuizo na sintese ou na fungdo da ceruloplasmina, a qual se

liga a0 metal e o transporta pelo organismo. Desta forma, os niveis séricos e a
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excrecdo urinéria de cobre encontram-se aumentados. As principais caracteristicas
desta enfermidade sdo as manifesta¢cBes neuroldgicas, os anéis de Kayser-
Fleischer nos olhos e a hepatite crénica. O tratamento baseia-se na reducdo da
ingestdo dietética do cobre e no uso de agentes quelantes, como a D-Pen, que
mobilizam o cobre formando complexos, excretados pela urina [2.30, 2.51, 2.52,
2.53, 2.54].

Na ressonancia magnética nuclear por imagem (RMI) do cérebro dos
pacientes acometidos por esta enfermidade, pode-se observar no mesencéfalo a
formacdo de uma imagem semelhante a face de um urso, como nota-se na figura

2.5, por isso, muitas vezes a chamam de doenca da “face do panda gigante”.

Figura 2.5 — RMI do cérebro de paciente com Doenca de Wilson [2.55].

Entre os pacientes que utilizam a D-Pen, aproximadamente 30% tém
reacOes de hipersensibilidade no primeiro més de tratamento, como febre, erupcao
cuténea e linfadenopatia. Porém, ha ainda a possibilidade de efeitos secundarios
envolvendo a pele, as articulacGes (artropatia), os efeitos imunoldgicos e a
depressdo da medula dssea [2.52, 2.56].

Este aminoacido possui algumas caracteristicas como solubilidade, estrutura
quimica e tamanho que o tornam uma droga util. Isto porque, quando combinado
a metais, forma complexos que s@o menos toxicos para o organismo e a formagéo

de pontes dissulfeto nestes, permite configura-los com uma boa solubilidade.
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Com o envelhecimento e em diversas doencas neurodegenerativas, ha
acumulo de ions metalicos no cérebro. No Alzheimer, estes se acumulam,
depositando-se com a proteina AB-amiloide.

Além do efeito de quelacdo da D-Pen com cobre na doenca de Wilson, este
mesmo efeito também é pesquisado nos pacientes com Alzheimer, pois a partir da
formag&o de complexos, esta seria capaz de reduzir o estresse oxidativo.

Uma pesquisa realizou o tratamento com esta droga e notou que antes de
usa-la, o total de perdxidos e o conteudo de cobre nos pacientes com Alzheimer
eram altos enquanto que os niveis de antioxidantes eram baixos. Ap0Gs seu uso,
houve reducdo do estresse oxidativo, contudo, ndo foi observada diferenca no
declinio cognitivo [2.57]. Logo, acredita-se que ha formacdo de quelatos com o
ion cobre deixando, desta forma, uma menor quantidade de cobre livre, habil a
participar de reacdes com as espécies reativas de oxigénio.

Assim, a interacdo da Pen com ions metalicos tem sido estudada, a fim de se
desenvolver uma droga segura que altere a progressdo da patologia, de modo que,
a estratégia de reducdo de ions metalicos no cérebro através da administracdo de
quelantes é promissora [2.7, 2.9].

Estudo recente mostrou que sistemas de nanoparticulas com quelantes
conjugados podem atravessar a barreira hematoencefalica. Devido a isso, este
grupo de cientistas, agora, investiga acerca da precipitacdo de ions metalicos com

estes sistemas de nanoparticulas em vez de com as proteinas AB-amildide [2.8].

2.2 Ligantes Fosfatados

As estruturas quimicas dos ligantes fosfatados em estudo podem ser vistas

na figura 2.6.
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Acido Adenosino-5’-trifosforico ou Acido 5-(6-aminopurin-9-il)-
3,4dihidroxioxolan-2-il metoxi-hidroxi-fosforil-oxi-hidroxi-fosforil-oxifosfonico
Adenosina 5’-trifosfato

1
HD—li’—OH
NH _NH

T
H%C/ \)J\OH

N-(Imino(fosfonoamino)metil)-N-metilglicina ou Acido 2-[metil-
(N’ fosfonocarbamimidoil)amino] acético
Fosfocreatina

Figura 2.6 — Ligantes fosfatados em estudo

O fosforo, presente em grande quantidade nos tecidos, € um elemento
essencial que participa de muitas func¢des corporais, entre elas: serve de base para
0 DNA e 0 RNA, gera ligagdes fosfato de alta energia no ATP e forma o AMPc,
gue atua como mensageiro secundario no interior celular.

A absorcdo dos fosfatos da-se, principalmente, no estado inorganico. O
fosfato organicamente ligado é hidrolisado no lumen intestinal pelas fosfatases
pancredticas e intestinais, sendo liberado como fosfato inorganico e

posteriormente absorvido.
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A homeostase e a excre¢do do fosfato sdo realizadas pelos rins. A excre¢ao
aumenta quando ha maior ingestdio ou absorcdo do elemento,
hiperparatireoidismo, acidose respiratéria metabolica, expanséo de volume celular
ou ingestdo de diuréticos [2.39].

Na tabela 2.1, observam-se as energias livres para as hidrélises de alguns
compostos fosfatados no pH 7,0.

Os compostos fosfatados podem ter as energias liberadas em reacdes de
hidrolise das ligagdes P-O pequenas, 0 que se observa na tabela 2.1 nas reacdes de
hidrélise da glicose-6-fosfato, do monofosfato de adenosina (AMP) e do glicerol-
a-fosfato. Porém, as reacdes de hidrolise nas ligagdes P-O ou P-N do ATP, do
difosfato de adenosina (ADP), do acetil-fosfato, da PCr e do fosfoenolpiruvato
possuem altas energias livres de hidrolise. Devido a grande instabilidade
termodinamica, estes compostos recebem a classificagdo de compostos ricos em
energia e as suas ligacdes P-O ou P-N sdo chamadas de ligagdes fosfatadas de alta

energia [2.58].

composto fosfatado AG (kJ molh)
Fosfo-enolpiruvato -61.9
Fosfocreatina -43.1
Acetil-fostato -42.3
ATP (para ADP) -30.5
AMP (para adenosina) -0.2
Glicose-6-fosfato -13.8
Glicerol-o-fosfato -9.2

Tabela 2.1 - Energias livres para as hidrélises de alguns compostos fosfatados (pH 7,0)
[2.58]

Os compostos ricos em energia podem se ligar a dois nucleotideos e ainda
sofrer ionizacdo em pH proximo a neutralidade (pH fisioldgico). A sua ionizacao,
tratando-se de estabilidade cinética, € importante no meio bioldgico, porque a
carga negativa sobre o grupo fosfato repele eventuais nucleofilos e dificulta a
hidrélise. A evolugdo ainda favoreceu estes metabolitos que podem se conservar
dentro da membrana celular, apesar de ionizados, ja que os fosfatos estdo na
forma ionizada em valores de pH fisiologico. As cargas negativas protegem 0s
anidridos fosforicos ricos em energia de ataque nucleofilico pela dgua e por outras

espécies, dando-lhes uma enorme estabilidade cinética em solu¢do aquosa, ndo
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obstante o fato de eles serem termodinamicamente instaveis. Esta contraposi¢cdo
garante que, apos a sintese, 0 composto ndo sofrera hidrdlise, viabilizando sua
utilizacdo nos processos bioenergéticos [2.58].

Em relacdo a caracteristicas quimicas dos nucleotideos, deve-se saber que
estes possuem como principais sitios de interacGes: a base purica (&tomos
doadores N-1 e N-7), a base pirimidinica (N-3) e os &omos de oxigénio dos
grupos fosfatos [2.59].

Os compostos fosfatados sdo extremamente significantes para o organismo,
participando de processos metabdlicos primordiais - como o de geracdo
energeética, o que pode ser percebido pela breve revisdo acima realizada. Estes sdo
afetados em doencas degenerativas, como o Alzheimer.

Alguns estudos atuais mostram que os indices de ATP, da creatina e da PCr
estdo diminuidos na DA, no entanto, outras pesquisas mais antigas indicavam que
estes compostos ndo eram eliminados [2.60, 2.61, 2.62, 2.63].

Atualmente, a maioria dos trabalhos aponta concordancia para a diminuicao
dos depdsitos energéticos cerebrais.

Estudo realizado por ressonancia magnética in vivo no cérebro de pacientes
com Alzheimer mostrou alteracbes no estado biofisico das membranas
fosfolipidicas - devido a diferencas nos niveis de fosfodiésteres - e no
metabolismo dos fosfatos de alta energia. Em pacientes que apresentavam
deméncia foram evidenciadas diminuicdes dos niveis de PCr e adenosina
difosfato, aumento dos niveis de fosfomonoésteres e aumento da taxa metabdlica
oxidativa, sugerindo que o cérebro esta sob estresse energético no Alzheimer.
Com a piora do quadro neuroldgico, as mudangas se acentuaram ainda mais
[2.64].

O L-glutamato, principal aminoécido excitatorio que cumpre papel na
aprendizagem e na memoria humana, sofre a captacdo em vesiculas sinapticas por
um processo dependente de ATP.

No entanto, pesquisa sugere que a captagéo vesicular de glutamato possa ser
ainda regulada por fosfomonoésteres enddgenos e PCr. Assim, como estes séo
afetados na DA, a captacao de L-glutamato também deve estar prejudicada [2.65].

A estabilidade de compostos fosforilados e suas interagdes com metais vem
sendo estudada ha algum tempo; todavia, sdo necessarias mais pesquisas sobre o
assunto [2.66].
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2.2.1 Adenosina 5’-trifosfato

O ATP ¢é um nucleotideo com ligacdes fosfato de alta energia presente em
todas as células e constitui a principal forma celular de armazenagem de energia.
E formado por uma base nitrogenada — adenina, um carboidrato - ribose,
associado a trés radicais fosfato conectados em cadeia, sendo 0s atomos passiveis
de ligacdo nesta molécula os nitrogénios doadores N-1 e N-7 e os oxigénios dos
grupos fosfatos.

A energia produzida pela formagéo de subprodutos oriundos da quebra desta
molécula inicia a contragdo muscular e assiste a varios processos citologicos,
como transporte ativo, sintese e secrecdo de substancias, divisdo, entre outros
[2.30, 2.39].

A sintese deste composto fosfatado ocorre principalmente por meio do ADP
em um dos dois caminhos: fosforilacdo do substrato, em que ocorre a formacéo de
ATP por fosforilacédo direta do ADP sem dependéncia de oxigénio e fosforilacéo
oxidativa, que forma a maior parte do ATP presente no organismo. No Ultimo
processo, elétrons sdo transferidos de NADH e FADH, para moléculas de
oxigénio através de uma série de transportadores de elétrons, que se encontram na
superficie interna da membrana da mitocondria. Estes complexos formam uma
cadeia e os elétrons de alta energia atravessam pelos mesmos, perdendo energia,
até serem transferidos para uma molécula de oxigénio. A energia que foi dissipada
¢ usada para o transporte de protons da matriz mitocondrial para o espacgo
intermembrana, gerando um gradiente eletroquimico pela membrana da
mitocdndria, onde localiza-se a enzima ATP sintase, que transporta os prétons de
volta para a matriz mitocondrial. O movimento dos proétons ativa esta enzima,
catalisando a sintese de ATP [2.1, 2.12].

Na figura 2.7 exibe-se o ciclo do &cido tricarboxilico, responsavel pela

geracdo de grandes quantidades de ATP no organismo.
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Figura 2.7 — Ciclo do &cido tricarboxilico. As etapas 1, 3 e 4 sdo irreversiveis e limitantes
[2.12]

Na figura 2.8 mostra-se a geracdo liquida de ATP derivada da oxidacdo de

uma molécula de glicose sob condicdes aerdbias e anaerdbias.
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Figura 2.8 — Geracéo liquida de adenosina 5'-trifosfato [2.12]

Um dos primeiros artigos sugerindo a relacdo entre o Alzheimer e a ATP
ressaltava a acumulacdo de receptores-Al-adenosina em  estruturas
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neurodegenerativas na DA, 0 que mediaria tanto o processamento da proteina
precursora amiloide quanto a fosforilagdo da taurina [2.67].

A gquantidade de receptores de adenosina-Al encontra-se aumentada tanto
na fase inicial quanto na fase avancada da doenca, entretanto, ndo ha diferencas
com a progressdo patologica. Alem disso, também estdo majorados os receptores
de adenosina-A2A. Embora haja o acumulo de receptores de adenosina, o
aumento da ligacdo e dos niveis de expressao protéica dos receptores ndo estao
associados com o aumento dos niveis do RNAm que codifica estes receptores,
mostrando que provavelmente ha sensibilizagdo das vias de transdugdo
correspondente [2.68].

Nos pacientes com Alzheimer, ha ainda significativa diminuicdo na
densidade dos agonistas e dos antagonistas dos receptores de adenosina nos sitios
de ligagdo da camada molecular do giro denteado [2.69].

Estudo utilizando a imunomarcacdo em necropsias de pacientes com DA e
controles mostraram que receptores de adenosina no hipocampo e no cortex
cerebral apresentam uma mudanca no padrdo de expressao e ha uma redistribuicao
dos receptores nestas areas do cérebro. Existindo imunoreatividade ao receptor de
adenosina-Al nos neurdnios em degeneragcdo com emaranhados neurofibrilares e
neurites distroficas de placas senis [2.70].

Percebe-se cada vez mais que o0s receptores de adenosina sdo alvos
potenciais na DA.

Além disso, mediante estudos de neurbnios em cultura, obteve-se a
comprovacdo da relacdo entre estresse oxidativo e alteracfes no transporte de
glicose. Constatando-se que a AP altera a captura de glicose, acarretando, por sua
vez, uma diminuicdo nos niveis de ATP. Indicando-se que isto ocorra através da
conjugacdo do 4-hidroxinonenal, aldeido derivado da lipoperoxidagéo dos &cidos
graxos poliinsaturados n-6, a proteina transportadora de glicose GLUTS3,
interferindo no transporte de glicose para o ciclo de Krebs (também chamado de
ciclo do acido tricarboxilico ou do acido citrico) [2.71, 2.72].

A alteracdo no metabolismo de glicose restringe também a sintese de
acetilcolina, glutamato, aspartato, acido aminobutirico e glicina [2.73].

Sabe-se ainda que a AP gera radicais livres no Alzheimer e tem-se definido
que estas espécies reativas provocam peroxidacéo lipidica, oxidacdo de proteinas

e perda da integridade da membrana, implicando na inibicdo de ATPases, perda
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da homeostase de célcio, inibicdo do sistema de captacdo de glutamato
dependente de sodio em células gliais, adulteracdo de vias metabolicas, ativagdo
de fatores de transcricdo e, por fim, apoptose [2.71].

A difusdo no organismo de ATP livre e de ATP ligado ao metal seria
semelhante, visto que o tamanho molecular do complexo ndo é muito maior que o
do ATP livre [2.74].

Na etiologia da DA e em outras amiloidoses, a formacdo das fibrilas
amildides possui um papel importante. Estudos mostram que o complexo AIATP
promove a formacdo de fibrilas reativas de beta-amildide e de peptideos
amiloidogénicos independentes. A inducdo de formacéo de fibrilas, é seguida a
complexacdo do AIATP por um ou mais mondmeros dos peptideos. Entretanto, o
complexo formado ndo pode ser identificado diretamente, 0 que sugere a atuacdo
do AIATP como uma chaperona na formacdo de fibrilas amildides, ou seja, o
AIATP auxiliaria o desdobramento das fibrilas. O efeito do AIATP nédo é
mimetizado nem pelo AIADP, nem pelo AIAMP [2.75].

No capitulo de ion metalico ira se comentar que a homeostase cerebral do
aluminio tem impacto na funcdo cerebral. As mudancas nas funcbes cerebrais
envolvem a potencializagdo das atividades de neurotransmissores através da agdo
do AIATP em receptores de ATP no cérebro [2.76].

2.2.2 Fosfocreatina

A PCr é uma molécula de creatina fosforilada sintetizada no figado e
transportada para as células musculares para armazenamento, servindo como
depdsito temporério de energia.

Integrante da classe de compostos ricos em energia, sendo usada por tecidos
que precisam de muita energia em ocasifes de estresse, como 0s musculos, 0
coracdo e o cérebro.

A seguir é exposta sua reagédo de hidrdlise, demonstrando a alta energia do
composto:

Fosfocreatina > + H,O = Creatina + P> AG = - 43,1 kJ.mol™*

A energia livre padrdo de hidrélise da PCr é alta, 43,1 kJ.mol™, devido &
formagé&o de subprodutos oriundos da quebra da ligagdo fosfato. A reacéo produz

a creatina, estabilizada pela formacao de um hibrido de ressonancia.
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Quando o corpo € exposto a situacBes em que necessita de producdes
altissimas de energia em pouco tempo, como contracdo muscular, o suprimento de
energia é oriundo da PCr, que auxilia ainda na ressintese do ATP.

Devido a esta acdo energética reparadora, a PCr € usada, correntemente, no
tratamento de pacientes com enfermidades cardiacas, com o nome farmacéutico
de Neoton [2.77].

A ressintese de ATP anaerobicamente pode ocorrer por duas formas: uma
quando o ATP perde um fosfato, liberando energia e formando o ADP, que é
enzimaticamente combinado pela creatina quinase com outro fosfato de alta
energia oriundo da PCr, refosforilando diretamente o0 ADP numa reacéo reversivel
e a outra é a partir do glicogénio em que ha formacéo de lactato [2.1].

A figura 2.9 mostra a ressintese de ATP através da enzima creatina quinase.
A reacdo no sentido inverso, em que se formaria a PCr, é catalisada pela ATP-

creatina-transfosforilase.

Fosfocreatina + ADP® <> ATP* + Creatina

MATRIZ ] INTERMEMBRANA CELULA
MITOCONDRIAL MITOCONDRIAL MUSCULAR

Fosforilagio Lo ot Contragdo Muscular

Oxidativa = ATP Creatina ATP = e > ADP

f
Mi-Cp | Fosfato
Fosfato
ADP -« ADP
= ATP Y
FosfoCreatina MMECD ¥ Creatina

Figura 2.9 - Reacdes envolvendo o ATP e a fosfocreatina na contragdo muscular, em
gue Mi-CQ é a creatina quinase mitocondrial e MM-CQ é a creatina quinase muscular
[2.78].

Antigamente, acreditava-se que reservas corporais de PCr ndo eram
alteradas nem por treinamento fisico, nem pela dieta do individuo, porém,

pesquisas atuais mostraram que a creatina obtida da dieta é absorvida pelo
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organismo, podendo ser transformada em fosfocreatina e assim armazenada.
Entretanto, somente a creatina muscular pode ser aumentada desta maneira [2.79].

Em relacdo a caracteristicas quimicas, cabe destacar que, no pH fisioldgico,
a PCr encontra-se sob a forma do &nion PCr® e este pode coordenar-se aos cations
metalicos. Sendo assim, hd a competi¢cdo entre os anions contendo o grupo
fosfato, como o ADP e 0 ATP com o PCr® pelas espécies catidnicas presentes no
meio. Logo, dados sobre a estabilidade de complexos envolvendo a PCr séo
necessarios para a determinacdo da concentracdo das espécies presentes no meio
citossolico [2.80].

A PCr tem natureza anfipatica, de modo que suas caracteristicas ibnicas
permitem ligar-se as cabecas fosfolipidicas polares das membranas. Com a
ligacdo, a PCr diminui a fluidez das membranas e, consequentemente, limita a
passagem de material celular. Esta estabilizacdo da membrana impede a isquemia
e a hipoxia. Logo, a PCr ajuda a evitar danos celulares por perda de material
citoplasmatico [2.80].

No Alzheimer, como ja mencionado, a captura de glicose pelas células sofre
obliteracdo. Isto ocasiona diminuicdo nos niveis de ATP e restringe a sintese de
acetilcolina — afetando a contracdo muscular — e a producdo de glutamato,
aspartato, acido-aminobutirico e glicina — interferindo no ciclo de Krebs. Desta
forma, ha prejuizo também na geracao de PCr.

Outra vinculacdo da PCr com o Alzheimer da-se através da creatina, seu
produto de hidrdlise.

O sistema creatina-fosfocreatina é regulado pela creatina quinase, porém, no
cérebro com DA e em células expostas ao peptideo beta-amildide esta é afetada.

Depdsitos microcristalinos de creatina, que sdo encontrados em todos 0s
pacientes com a patologia avangada, sugerem que ha grande perturbacdo no
estado energético e que esta molécula poderia funcionar como um marcador do
processo patoldgico [2.81].

Embora pesquisas sobre o efeito da creatina na fungdo cognitiva sejam
escassas, ja se reconhece que esta possui capacidade neuroprotetora contra
doengas neurodegenerativas. Além disso, ela é vista como uma forma de
tratamento para desordens neuroldgicas. Evidéncias recentes sugerem sua
participacdo em processos cerebrais, como o0 aprendizado e a memdria. Estudos

corroboraram que a suplementacdo oral de creatina aumenta a pontuacdo em testes
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de inteligéncia, reduz a fadiga mental e protege contra a diminuicdo da
oxigenagdo no cérebro [2.82].

Acredita-se que a melhora de funcBes neuronais pela presenca de creatina
esta relacionada ao aumento do estoque energético.

Pesquisadores revelaram ainda que a creatina liberada numa forma
dependente do potencial de acdo € capaz de modular o processo de transmissédo de

informacdes, tendo entdo, papel neuromodulador [2.83].
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