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Busca de moduladores da monoamina oxidase A (MAOA)
por triagem de alto desempenho com ensaio enzimatico
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INTRODUGAO:

O projeto Estudo de mutacBes no gene da agressividade MAOA em pacientes com Deficiéncia
Intelectual, financiado pelo Ministério da Saude, busca estudar duas mutacdes missense na proteina
monoamina oxidase A (MAOA), que estao ligadas a tragos de agressividade e deficiéncia intelectual (DI)
em uma condicdo conhecida como Sindrome de Brunner (Brunner et al., 1993a). O warrior gene,
codificante da MAOA, é um dos genes responsaveis pelo aparecimento desses fenétipos, decorrentes
da perda ou alteracéo da atividade enzimatica da MAOA (Gibbons, 2004). Esse gene esta localizado no
cromossomo X, que abriga 4% dos genes identificados do genoma humano, sendo que 8-12% desses
genes, quando mutados, séo responsaveis por causar DI (Ropers, 2008). Devido ao padrao de heranca
ligada ao X, essa condicdo atinge preferencialmente individuos do sexo masculino. Dado essa
problematica, o projeto desenvolvido no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), sediado no
CNPEM, busca pequenas moléculas capazes de ativar as mutantes da MAOA, retomando parcial ou
completamente a atividade.

As duas mutacdes missense estudadas neste projeto foram descritas na literatura em pacientes
com a Sindrome de Brunner (Palmer et al., 2016; Piton et al., 2014). Essas duas mutagdes comprometem
a funcéo enzimatica da MAOA, resultando em altera¢des neuronais que sdo a base desse transtorno.
Este resumo relata os resultados do projeto durante dois periodos de férias em que o0 autor acompanhou
e participou das atividades desenvolvidas pela equipe do LNBio. Durante esse periodo, foi feita uma
triagem de alto desempenho na qual foi identificado um hit ("Composto X"), cujo home ainda nédo pode
ser revelado devido ao sigilo do projeto. Ensaios de atividade confirmatérios, incluindo curvas dose-
resposta, mostraram que o Composto X é capaz de aumentar a atividade da proteina MAOA.
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A monoamina oxidase (MAO) € uma enzima que possui como cofator uma molécula de
dinucledtido de flavina-adenina (FAD) e € encontrada na membrana externa da mitocéndria em
neurénios, glia e outras células. Sua principal funcéo é catalisar a reacdo de desaminacao oxidativa de
aminas biogénicas, como serotonina, norepinefrina e dopamina, que sdo neurotransmissores, f-
feniletilamina, um neuromodulador, e tiramina, que € uma monoamina bioativa exdégena. Além disso, a
MAO possui duas isoformas, denotadas de MAO-A e MAO-B, sendo a primeira o foco desse estudo.

Como ilustrado na Figura 1A, a proteina MAOA possui uma a-hélice (em amarelo) que tem como
funcdo ancorar a enzima na membrana externa da mitocdndria. J& o FAD patrticipa das reacdes que a
MAOA promove, a qual consiste na desaminacdo de monoamina em aldeido e aménia, gerando peréxido
de hidrogénio (H20), que é formado quando o FAD é reoxidado pelo oxigénio.

Essa reacdo pode ser vista em detalhes na Figura 1B, que ilustra esse processo de desaminacao.
Nela, podemos ver a transferéncia de um hidreto presente no grupo metileno da serotonina para o
nitrogénio da molécula de FAD, resultando em uma carga positiva no nitrogénio do neurotransmissor e
uma carga negativa em outro atomo de nitrogénio do FAD.

Assim, para conseguir encontrar uma substancia ativadora da MAOA, foi realizada uma
campanha de triagem de alto desempenho (HTS), testando uma biblioteca de milhares de compostos
em um ensaio enziméatico acoplado, de origem comercial. Apés essa etapa, foi feita a purificacdo das
versdes mutantes da MAOA e foi realizado um ensaio de atividade para confirmar a auséncia de
atividade enzimética desses mutantes, ja observada anteriormente em resultados do nosso grupo de
pesquisa. Futuramente, esse ensaio de atividade sera utilizado para avaliar o possivel impacto do
Composto X nas versdes mutadas da MAOA.
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Figura 1: Estrutura da MAOA e mecanismo de reagdo do cofator. (A) Estrutura feita no ChimeraX,
dividida em dois dominios: o extra membrana (em azul) e o ancorado a membrana, em amarelo
(Son et al., 2008). (B) Reacédo de oxidagéo feita pelo FAD, convertendo amina em iminio.

METODOLOGIA:

Para a triagem dos compostos, foram usadas 25 placas de 384 pocos para pipetar o0s compostos
guimicos juntamente com o ensaio enzimético do kit comercial MAO-Glo Assay (Promega) e a enzima
WT, que foi produzida no LNBio seguindo um protocolo padronizado pelo préprio grupo. As colunas 1,
2, 23 e 24 da placa foram usadas para controle positivo e negativo, sendo que nos pocos 2 e 23 foram
depositados apenas a proteina e os componentes do ensaio, enquanto nos po¢cos 1 e 24 foram
depositados o solvente orgéanico dimetilsulféxido (DMSO).
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O ensaio enzimatico do
kit funciona em duas etapas e
cinco reacbes, como mostrado
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intermediario passa por uma Figura 2: Mecanismo de reacdo do ensaio acoplado comercial (Promega) utilizado na
reacdo com agua e por uma p- campanha de HTS e nos ensaios enzimaticos confirmatérios (Zhou et al., 2006).

eliminacéo, enfim, reage com

uma esterase, transformando um éster em carboxilato e, assim, esse intermediario reage com a
luciferase presente no kit gerando o produto e luz que pode ser medida em um espectrofotdmetro. No
fim da campanha, os dados foram tratados usando o software DataWarrior, que permite tratar resultados
de experimentos quimicos, gerando graficos e métricas importantes.
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As versdes mutantes e WT da Figura 3: Fluxograma da purificacdo dos mutantes. Feito no BioRender.

MAOA foram expressas usando

células de inseto em fusdo a uma cauda de polihistidina, que foi usada posteriormente na purificagéo
por cromatografia de afinidade. A lise celular foi realizada por sonicacdo da amostra previamente
ressuspendida em tampéo de lise, seguida de ultracentrifugacéo. Apos isso, solubilizamos o pellet obtido
apo6s uma ultracentrifugagéo e solubilizamos overnight. Ap6s uma segunda ultracentrifugagéo, obtemos
0 sobrenadante, que ja conta com um certo grau de pureza. Em seguida, utilizando um AKTA FPLC,
realizamos sequencialmente duas cromatografias de afinidade em metal imobilizado para separar a
proteina de contaminantes que podem ter continuado ap6s o processo ilustrado na Figura 3.

A cromatografia de afinidade em metal imobilizado tira proveito da afinidade com metais como
cobre e niquel dada pela cauda de histidina que foi expressa junto com as proteinas. para separa-las de
outras proteinas que nao conseguem criar complexos de coordenagdo com esses metais. Os resultados
da cromatografia foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com amostras
de fracBes representativas do cromatograma.

Para confirmar a presenca da MAOA, realizamos um Western blot, técnica que consiste em
usar anticorpos especificos que conseguem interagir com a proteina alvo e detectar sua presenca
usando um anticorpo conjugado a uma enzima (no caso, a peroxidase). Foram utilizados um anticorpo
especifico da cauda de polihistidina (anti-His-tag) e outro anticorpo especifico para a MAOA (Figura
5B, C).
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Apods a purificacdo das versGes mutantes da MAOA, utilizamos essas amostras no ensaio de atividade,
juntamente com a enzima MAOA WT que havia sido purificada previamente e se encontrava congelada.
Para o experimento, usamos 0 mesmo ensaio acoplado utilizado na triagem de alto desempenho.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Na campanha de HTS, um dos resultados obtidos foi um mapa de similaridade quimica dos
compostos junto com a atividade da MAOA na presenca de cada um. Como visto na Figura 4, existem
grafos nesse mapa, que ocorrem

guando existem compostos com T e T R S SH
semelhangas estruturais, assim, & 't 4 \-b:,‘,. *’.é. 7 % i
tragado uma reta entre esses pontos. ., - e e Tt e e T o LT T e
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que procuramos ativadores, entio, 05+ 1 T, T et e el te Tt Ll
pontos verdes e cianos sdo 0s R R = R T SR LI
candidatos a hits, o que demonstra um BT AT T I
sucesso na execugdo do HTS. Sendo T et et et

assim, na proxima etapa, foram

realizados ensaios confirmatorios Figura 4: Mapa de similaridade quimica obtido no tratamento de dados do
desses candidatos, em que foi feita HTS. Cada ponto representa um composto testado, sendo que seu tamanho
i e cor representam a porcentagem de sinal e o sinal absoluto obtida na leitura

recompra dos possiveis hits e um novo ;g espectrofotometro.

teste de atividade. Como resultado,

apenas uma substancia conseguiu demonstrar um aumento na atividade da MAOA WT, o Composto X.
Concluida a busca pelo ativador da MAOA, a fase seguinte consiste na purificacdo dos mutantes A e B
e a validagéo do efeito ativador nelas.

Os resultados das analises por SDS-PAGE e Western blot da purificacdo da MAOA e suas
versdes mutadas e o resultado do ensaio de atividade podem ser vistos na Figura 5. O ensaio de
atividade enziméatica confirma a falta de atividade das mutantes A e B da MAOA, enquanto a proteina
selvagem demonstra estar ativa, como esperado (Figura 5D). J4 os blots e 0 SDS-PAGE (Figura 5A, B
e C) confirmam que as proteinas selvagens e mutantes estdo presentes nas amostras, embora o
rendimento da purificacdo da proteina selvagem tenha sido consideravelmente maior do que o das
mutantes. Analisando os resultados dos Western blots Anti-MAOA (Figura 5B) e anti-His (Figura 5C),
observa-se a presenca de bandas de peso molecular abaixo do que seria esperado para a proteina
intacta (MW: 59 kDa com base no UniProt ID: P21397), indicando degradacdo das mutantes. Em
comparacao com a proteina WT, é possivel concluir que as mutantes A e B sdo mais instaveis, além de
nao apresentar atividade.
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Figura 5: Andlises confirmatorias para a presenca das proteinas e o resultado do ensaio de atividade. (D) Ensaio de atividade
da MAOA WT e as mutantes A e B, em que as variantes (+) e (-) sdo referentes a concentracao inteira ou metade da proteina,
respectivamente.
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CONCLUSOES:

Os resultados mostrados aqui relatam etapas importantes de um projeto de HTS, desde a
triagem inicial dos compostos até a purificagcdo da enzima e seus mutantes para a realizacao de
ensaios confirmatdrios. De um ponto de vista didatico, a participagdo do aluno neste projeto foi muito
relevante no aprendizado de técnicas importantes de biologia molecular e bioquimica, como Western
blot, purificacdo de proteina por cromatografia de afinidade, triagem de alto desempenho (HTS), entre
outros, permitindo que o aluno tivesse a vivéncia de um projeto cientifico real, com diversas etapas e
desafios.
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