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RESUMO

CHIERRITO, T.P.C. Sintese de potencial inibidor de acetilcolinesterase para tratamento
da Doen¢a de Alzheimer. 2016. 191f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia, representando
cerca de 80% dos casos. A DA ¢ caracterizada por um processo de declinio progressivo e
irreversivel das fungdes cognitivas e da memoria, que se estende para a desorganizacdo do
comportamento. Atualmente, 46,8 milhdes de pessoas em todo o mundo foram diagnosticadas
com deméncia. Embora varios fatores tenham sido implicados na DA, sua etiologia ainda nao
¢ completamente conhecida. Do ponto de vista neuropatoldgico, é observado no cérebro de
individuos com DA atrofia cortical difusa, presenca de grande niimero de placas senis,
emaranhados neurofibrilares, processo inflamatério e perda neuronal. A progressdo dos
sintomas esta associada a mudangas estruturais nas sinapses colinérgicas em certas regides do
cérebro, que consequentemente, apresentam neurotransmissao colinérgica reduzida. Os varios
eventos patologicos interligados contribuem para o avango da doenga e direcionam diversas
pesquisas na busca por tratamentos multialvos com base no processo multifatorial de DA.
Assim o presente trabalho descreve a sintese de derivados hibridos dual binding site de
donepezila-tacrina (fairmacos inibidores de acetilcolinesterase), com potencial para agir em
dois alvos terapé€uticos pela (i) inibicdo da acetilcolinesterase em ambos os sitios ativo e
periférico, como demonstrado pelos estudos de modelagem molecular, e (ii) na agregagdo do
peptideo AP neurotdxico induzido pela acetilcolinesterase, na tentativa de interromper a
progressdo da doenga. A estratégia sintética envolveu a condensacdo da 5,6-dimetoxi-
indanona com a unidade 4-piperidinil carbaldeido, a qual forneceu o intermediério 5,6-
dimetoxindan-1-ona-4-piperidinil-metileno-1-[(4-cloroquinolin-2-il)metil], seguido de
redugdo da dupla ligagdo, gerada na reacdo de condensagdo anterior, e substituicdo do atomo
de cloro-quinolina por amino para obtencdo do produto final, ou manutencdo da fungao
olefina, seguido de substitui¢do do atomo de cloro-quinolina por azido ou amino, gerando
cinco hibridos estruturalmente correlacionados. Os hibridos foram testados em ensaio de
inibi¢do de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase pelo método de Ellman, e o hibrido
insaturado, contendo a fun¢do amino-quinolina foi o mais ativo da série com ICsp na faixa de
nanomolar (0,014 pM). Futuramente, os intermedidrios da reacdo e produto final serdo
submetidos ao ensaio de inibicdo da agregagao do peptideo AP neurotdxico pelo método da
tioflavina T. Neste trabalho, também sao descritos os testes de predi¢ao in vitro para
permeacdo pela barreira hematoencefélica, bem como sua absor¢do intestinal, pelo método
PAMPA.

Palavras-chave: acetilcolinesterase, inibidor duplo, peptideo beta-amiloide, Doenca de

Alzheimer.



1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

Descrita primeiramente pelo neuropatologista alemao Alois Alzheimer em 1906, como
“Eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde”- “Uma doenga peculiar dos neurdnios do cortex
cerebral”, a doenca de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia, representando
cerca de 80% dos casos. Caracterizada como um processo de declinio progressivo e
irreversivel das fun¢des cognitivas que se estende para desorganizacdo do comportamento e
sintomas psicoticos. Em geral, a DA de acometimento tardio, de incidéncia ao redor dos 60
anos de idade, ocorre de forma esporadica, enquanto a DA de acometimento precoce, de
incidéncia ao redor de 40 anos, mostra recorréncia familiar. O quadro ¢ insidioso e,
frequentemente, antecipado por comprometimento cognitivo leve, uma condi¢ao considerada,
por varios autores, como pré-deméncia (SMITH, 1999; COELHO et al, 2009;
ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2015).

Inicialmente, o paciente apresenta maior comprometimento da memoria recente e, com
a evolugdo do quadro clinico, ocorrem distirbios de memoria semantica, dificuldade de
nomeacdo e de elaboracdo da linguagem, déficits de atencgdo, prejuizos nas habilidades
visuoespaciais € nas fun¢des executivas. Estes déficits cognitivos prejudicam o paciente em
suas atividades didrias, na convivéncia familiar, bem como no desempenho social e
ocupacional, dependendo completamente de cuidadores com o avanco da doenga (COELHO
et al., 2009).

Segundo o World Alzheimer Report (2015), foi estimado 9,9 milhdes de novos casos
de deméncia em todo o mundo, ou seja, um novo caso a cada trés segundos. Atualmente 46,8
milhdes de pessoas vivem com a doenca, € de acordo com as projecoes esse numero dobrard a
cada 20 anos, e em 2050 serdo 131,5 milhdes de acometidos. O custo mundial gerado pela
deméncia em 2015 foi de cerca de 818 bilhdes de dolares.

No Brasil, ha cerca de 1,2 milhdo de casos e a prevaléncia de deméncia entre 60 e 65
anos de idade ¢ de 7%, sendo que, mais da metade desses casos apresentam a DA. A
Organizagdo Mundial da Satde estima que daqui a 20 anos, as doengas mentais e
neurologicas constituirdo a segunda causa de morte no mundo, principalmente pelo aumento
da expectativa de vida (PERRONI, 2007; ABRAZ, 2015).

Embora varios fatores tenham sido implicados na DA, sua etiologia nao ¢

completamente conhecida. Do ponto de vista neuropatoldgico, € observado no cérebro de
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individuos com DA atrofia cortical difusa, a presenca de grande numero de placas senis e
emaranhados neurofibrilares.

As placas senis sao encontradas nos espacos extracelulares, na regido de sinapse e sao
formadas devido a agregagao do peptideo B-amiloide (AB). Os emaranhados neurofibrilares
estao presentes intracelularmente e se formam devido a agregacao da proteina Tau, envolvida
com a estabilizacdo do citoesqueleto do neurdnio. Esses dois fatores culminam com
degeneracgdes granulo-vacuolares e perda neuronal (SILVA et al., 2014).

Transtornos da transmissdo da acetilcolina (ACh) e acetiltransferases ocorrem nos
individuos afetados por DA, a ACh ¢ um neurotransmissor envolvido no aprendizado e
memoria. A progressdo dos sintomas da doenca estd associada a mudangas estruturais nas
sinapses colinérgicas em certas regides do cérebro, como o cortex e o hipocampo, os quais
apresentam neurotransmissao colinérgica reduzida (SMITH, 1999; SILVA et al., 2006).

Adicionalmente, outros fatores etioldgicos para a DA vem sendo estudados como o
processo inflamatdrio, estresse oxidativo, heranga genética, e a apolipoproteina E (ApoE)
como fator de risco no desenvolvimento da doenga (SILVA et al., 2014).

Com varios eventos patoldgicos interligados que contribuem para o avango da doenga,
durante as ultimas décadas, ficou estabelecido por diversas pesquisas que a doenca de
Alzheimer ¢ um processo multifatorial (TELL & HILGEROTH, 2013).

Os tratamentos atuais da DA aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration)
sdo focados no aumento da transmissdo colinérgica no cérebro pela inibi¢do das
colinesterases, empregando os farmacos tacrina, donepezila, rivastigmina e galantamina
(Figura 1).

Tacrina (Cognex®) foi um dos primeiros farmacos introduzidos na terapéutica como
inibidor reversivel e nao seletivo de acetilcolinesterase (AChE), uma vez que apresentou
capacidade de também inibir a enzima butirilcolinesterase (BuChE). Mas, o uso de tacrina no
tratamento da doenga foi prejudicado devido a alta dose didria (120-160 mg) e ao
aparecimento de efeitos hepatotdxicos.

Por outro lado, donepezila (Aricept®) atua como inibidor reversivel e, ao contrario de
tacrina, ¢ seletivo junto a inibicdo de AChE e requer a utilizagdo didria de 5-10 mg. Os seus

efeitos adversos sdo de natureza, principalmente, gastrointestinal (REICHMAN et al., 2003).
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Figura 1. Estruturas dos farmacos donepezila, tacrina, rivastigmina, galantamina, e
memantina.

A galantamina (Razadyne®) alcaldide isolado da espécie Galanthus nivalis
(Amaryllidaceae), apresenta um mecanismo de inibicdo duplo no sistema colinérgico,
inibindo a AChE e modulando alostéricamente a atividade do receptor nicotinico (nAChR),
como agonista. A galantamina apresenta 53 vezes mais seletividade pela AChE humana
quando comparada a BuChE. A relacdo estrutura atividade revela que o grupo hidroxil da
galantamina contribui para sua interacdo na AChE (NG et al., 2015). Efeitos adversos incluem
nausea, vomito, perda de apetite ¢ aumento na frequéncia dos movimentos peristalticos
intestinais (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2015).

A Rivastigmina (Exelon®) quimicamente classificado como fenilcarbamato, ¢ outro
farmaco utilizado na terapéutica e tem a¢do inibitoria para ambas as colinesterases AChE e
BuChE. Apresenta efeitos adversos como os de galantamina.

Outra classe de farmaco aprovada pelo FDA atua bloqueando o receptor de N- metil-
D-aspartato (NMDAR). Na DA, o excesso de glutamato (um importante neurotransmissor
relacionado ao aprendizado e memoria) liberado em células danificadas, causa um alto influxo
de calcio para dentro dos neurdnios via ativagdo NMDAR, o que resulta em excitotoxicidade,
levando a morte neuronal. Memantina (Nameda®) (Figura 1), um agente neuroprotetor que
bloqueia NMDAR, foi aprovado em 2003 para o tratamento de Alzheimer de leve a
moderada. Memantina pode ser administrada sozinha ou em combinagdo com inibidores de
AChE como o farmaco donepezila (NG et al., 2015). Os principais efeitos colaterais sao dor
de cabeca, constipacdo, confusdo mental e tontura (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2015).

No entanto, a experiéncia clinica tem revelado que esses inibidores podem ser apenas

paliativos, pois ndo abordam a etiologia complexa da DA.
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1.2 PRINCIPAIS PROCESSOS PATOLOGICOS ENVOLVIDOS NA DOENCA DE
ALZHEIMER

1.2.1 Placas amiloides

Um dos processos patologicos mais descritos que estd envolvido na DA ¢ o da
“hipdtese da cascata amiloide”, relacionado ao peptideo AP. Muitos pesquisadores acreditam
que a produgao defeituosa, degradacao, e clearance do peptideo AP sdo as causas primarias
da DA.

Os eventos da cascata amiloide incluem a superprodugdo da proteina precursora do
amiloide (PPA), além do mau funcionamento das proteases de degradagdao-Ap. PPA ¢ uma
glicoproteina integral tipo 1 de membrana, com dominio N-terminal extracelular, um simples
dominio transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta, encontrada preferencialmente nas
terminagdes nervosas. O desequilibrio entre a producdo e clearance no processamento da
PPA, resulta em excesso de peptideo AP, o qual estd relacionado com o desencadeamento
patoldgico, como a reducdo de sinapses, perda de neurdnios, prejuizo no uso da glicose e
danos oxidativos (PERNECZKY et al., 2014).

As trés enzimas que afetam o processamento da PPA sdo chamadas secretases (a-, B- ¢
y-secretases). A PPA pode ser clivada inicialmente em dois sitios, pela a-secretase (via nao
amiloidogénica) ou B-secretase (via amiloidogénica).

B-Secretase, também conhecida por BACE-1, ¢ uma aspartil protease transmembrana,
enzima de clivagem do sitio-3 da PPA, localizada nos terminais sinapticos. Estudos indicam
que esta B-clivagem € o passo limitante de processamento da PPA e produgdo do peptideo AP,
e sua relevancia na DA ¢ evidenciada pelo aumento na expressdo e atividade no tecido
cerebral de individuos com Alzheimer. A y-secretase € um atipico complexo aspartil protease
composto por proteinas individuais (presenilina nicastrina, APH-1, PEN-2, PS-1 e PS-2). Ha
um consenso de que PS-1 e PS-2 estdo intrinsecamente relacionadas com o processamento
amiloidogénico de PPA, ao formar a subunidade catalitica da enzima (PERNECZKY et al.,
2014; SILVA et al., 2014).

Na via ndo amiloidogénica, a a-secretase cliva a PPA gerando o fragmento C-terminal
(C83) e o fragmento sPPAaq, posteriormente o fragmento C83 ¢ clivado pela y-secretase
liberando os fragmentos ndo toxicos p3 e C59. No processamento amiloidogénico, a B-
secretase apds clivar a PPA libera o fragmento sPPAPB, e ha formacdo do fragmento C-

terminal (C99) o qual € clivado pela y-secretase resultando no peptido AB4o42 € um fragmento



intracelular C59. O fragmento AB40 ¢ o mais frequente, no entanto, o0 AB42 ¢ o que apresenta

maior propensdo de agregac¢do, sendo o mais encontrado nas placas amiloides (Figura 2).
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Figura 2. A PPA ¢ alternativamente clivada por ambas, (A) o secretase, resultando em
fragmentos ndo amiloidogénicos ou (B) pela B-secretase, liberando o fragmento neurotéxico
AP pela adicional clivagem por y secretase.

Fonte Adaptado de: SILVA et al., Alzheimer’s disease, enzyme targets and drug Discovery struggles:
From natural products to drug prototypes, Ageing Research Reviews, p.116-145, copyright (2014),
com a permissao de Elsevier.

Uma vez formado os peptideos AP, em um processo patoldgico inicia-se o processo de
agregacdo, dando origem aos agregados chamados oligdbmeros. Em continuidade a esses
agregados sdo formadas as fibrilas, que consequentemente levam aos entrelagados de fibrilas
formando as chamadas folhas-beta. No estagio final, as folhas-beta se agregam dando origem
as placas amiloides (Figura 3) (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2015).

Atualmente, os oligdmeros sdo considerados a forma mais prejudicial e téxica do
peptideo AP, ao invés das placas amiloides. Os pequenos agregados bloqueiam a sinalizacao
entre as células nas sinapses, e ainda podem ativar as células do sistema imune que ativam o
processo inflamatorio local. A toxicidade celular associada com a agregacao de fibrilas proveé
uma explicagdo para a perda neuronal encontrada nos pacientes (LUO et al., 2011; ).

As razdes para a toxicidade diferencial entre oligdmeros de AP e as fibrilas podem
ser explicadas pelo arranjo estrutural. Nos oligdmeros a superficie hidrofobica estd exposta
em folhas B enquanto nas fibrilas estdo encobertas internamente nas pilhas de fibrilas. Os

oligdbmeros sao menores em tamanho e, por esta razdo, podem difundir-se facilmente nos
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tecidos quando comparados as longas fibrilas, além disso, os oligdmeros sdao altamente

instaveis e desordenados ao contrario das fibrilas (VERMA et al., 2015).
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Figura 3. Clivagem da proteina integral de membrana PPA pelas secretases, formacdo do

peptideo AP, oligdmeros, fibrilas e a placa amiloide no espago interneural.
Adaptado Fonte: www.nia.nih.gov/alzheimer

1.2.2 Emaranhados neurofibrilares

A proteina Tau pertence a familia de proteinas associadas aos microtibulos (MAP, do
inglés microtubule-associated proteins), cuja associagdo ¢ fundamental na polimerizagao,
estabilizacao e modulagdo dos microtibulos (NAINI & SOUSSI-YANICOSTAS, 2015).

Os microtubulos, formados pela proteina tubulina (a e B tubulina), juntamente com os
neurofilamentos e microfilamentos, sdo os maiores constituintes do citoesqueleto neural, os
quais fazem parte da sustentacdo estrutural celular e ainda realizam o transporte axonal de
organelas, de nutrientes, de vesiculas com neurotransmissores, € outros sinalizadores
celulares, para manutenc¢do da viabilidade celular (NAINI & SOUSSI-YANICOSTAS, 2015).
A proteina Tau pode se encontrada na forma soluvel ou insoluvel, sendo que a forma
insoluvel ocorre quando a proteina esta hiperfosforilada e se agrega formando filamentos
helicoidais pareados (FHP), principal constituinte encontrado nos emaranhados

neurofibrilares (Figura 4). A degeneracdo neurofibrilar associada a hiperfosforilagdo anormal
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da proteina Tau ndo ocorre apenas em cérebros com a DA, mas ¢ também observado em
outras doencas neurodegenerativas, denominadas taupatias, como a deméncia fronto-temporal
com Parkinson, degeneracgao corticobasal, deméncia pugilistica, dentre outras (PAULA et al.,

2009; IQBAL et al., 2010).
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Figura 4. Processo de formagdo dos emaranhados neurofibrilares, a partir da
hiperfosforilacdo da proteina Tau, desligamento e despolimerizagdo do microtubulo.

Fonte: Adaptado com a permissdo de Macmillan Publishers LTd: Nat. Rev. Neurosci. GOTZ &
ITTNER, Animal models of Alzheimer’s disease and frontotemporal dementia, v.9, p.532-544,
copyright (2008).

Quando a proteina Tau encontra-se no estado de hiperfosforilagdao, ha impedimento da
ligagdo com a tubulina, culminando na instabilizacdo da estrutura dos microtubulos e,
consequentemente, do citoesqueleto celular. A hiperfosforilagdo da proteina Tau pode ser o
resultado ou a combinacdo do aumento da atividade das tauquinases ou da subsensibilizagdao
das suas fosfatases, de modo que a hiperfosforilagcdo da Tau € considerada o ponto de partida
para a perda funcional e o colapso da estrutura microtubular (PAULA et al., 2009).

Consequentemente os emaranhados neurofibrilares destroem o transporte vital na
célula neural realizado pelo citoesqueleto, além de destruir também a arquitetura celular, uma
vez que os microtibulos ndo conseguem se manter ordenados e se desintegram. Desta forma,
como os nutrientes € outros suplementos essenciais ndo podem mais se mover através das

células, ocorre morte neuronal (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2015).



1.2.3 Déficit colinérgico

O sistema colinérgico ¢ o primeiro sistema de neurotransmissores responsaveis pela
disfun¢do cognitiva e da memoria no envelhecimento normal e na DA. Assim a estratégia de
aumentar os niveis de acetilcolina na fenda sinaptica, a chamada hipdtese hipocolinérgica,
levou ao desenvolvimento de farmacos capazes de inibir a hidrolise da acetilcolina
(MARTORANA et al., 2010; WEINREB et al., 2015). Atualmente a hipétese hipocolinérgica
¢ reforcada pelo uso desses inibidores aprovados pelo FDA (donepezila, rivastigmina e
galantamina), que demonstram melhorar os aspectos de cogni¢cdo e memoria dos pacientes
com DA.

Os principais componentes envolvidos na transmissdo colinérgica sdo: (1) o
neurotransmissor acetilcolina (ACh); (2) acetilcolinesterase (AChE); (3); acetiltransferase
(AChT), enzima que sintetiza a ACh e (4) receptores de ACh, especificadamente o receptor
nicotinico (nAChR) e receptor muscarinico (mAChR). Pesquisas anteriores sobre
envelhecimento e DA, baseados na administragdo de farmacos anticolinérgicos e pro-
colinérgicos, e inducdo de lesdes em certas regides do cérebro de modelos animais,
evidenciaram o grande envolvimento do sistema colinérgico no declinio cognitivo relacionado
a idade. A partir desses estudos, novas pesquisas vém estabelecendo uma forte relagdo entre
prejuizo cognitivo e o sistema colinérgico do prosencéfalo basal (BAXTER & CHIBA, 1999;
PAUL et al., 2015).

Outros estudos mostraram que camundongos transgénicos que superexpressam o0s
genes da proteina presenilina (PS) (relacionada com a por¢ao catalitica da y-secretase) e PPA,
apresentam distrofia colinérgica e redu¢do na atividade da enzima AChT no cértex e no
hipocampo, implicando na diminui¢do da funcdo colinérgica. No entanto, ndo houveram
mudancas significativas nos neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal dos animais

transgénicos (PEREZ et al., 2007; ZABORSZKYY et al., 2012).

1.2.4 Processo neuroinflamatorio

Além dos mecanismos fisiopatologicos mencionados acima como, déficit colinérgico,
deposito de peptideo AP e hiperfosforilagdo da Tau, atualmente had também evidéncias do

desencadeamento de processo inflamatorio no tecido neuronal dos pacientes com DA. A
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neuroinflamacao em varios estagios da doenga, bem como a ativagdo do sistema imune e de
algumas células na estimulacdo da via inflamatdria no sistema nervoso central (SNC), ja foi
reportada (AKIYAMA et al., 2000; HENEKA & O’BANION, 2007; GIUNTA et al., 2008;
ROCHA-GONZALEZ et al., 2008).

O processo inflamatdrio na patogénese da DA ¢ caracterizado pela producao anormal
pelas células da glia, de citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas, ativacdo do sistema
complemento, bem como a formagdo de espécies reativas de oxigé€nio e nitrogénio, que
podem interromper a sinapse, levando a perda de memoria, culminando com a morte neuronal
associada aos ultimos estdgios da DA. Além disso, evidéncias de andlise post-mortem
confirmam a presenca de microglia ativada e astrocitos reativos em torno dos depositos de
amiloide. Assim, também ¢ interessante o uso de estratégias terapéuticas que possam
direcionar o controle da ativa¢do da microglia, astrocitos e do excesso na produgdo de fatores
pro-inflamatérios e pro-oxidantes no controle do processo de neurodegeneracao

(AGOSTINHO et al., 2010; CHOI et al., 2013).

1.2.5 Genética

Os genes relacionados a DA estdo classificados em duas categorias, os genes
determinantes e os de risco.

Individuos precocemente acometidos pela DA, antes dos 60 anos por exemplo, aos 30
ou 40 anos, mostraram recorréncia familiar caracterizada por mutagdes nos genes da PPA,
presenilina-1 e 2 (PS-1 e PS-2), esses casos sdo chamados de “doenga de Alzheimer
autossomica dominate (ADAD)” ou “doenca de Alzheimer familiar”. Variagdes de Alzheimer
determinantes foram encontradas somente em poucas centenas de familias no mundo todo. Os
casos de Alzheimer familiar correspondem a menos de 5 % dos casos (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2015).

Mutagdes nos genes (PPA, PS-1 e PS-2), sdo relevantes na DA porque todos eles
afetam o processamento da PPA e a produ¢do de AP. Mutagdes do gene da PPA no
cromossomo 21 também aumentam os niveis totais de produ¢dao de AB. Mutagdes do gene PS-
1 (no cromossomo 14) e em menor propor¢do no gene PS-2 (no cromossomo 1) resultam em
aumento na produgdo de AB42. Um aspecto importante sobre o peptideo AP na etiologia da
doenca ¢ que na Sindrome de Down (SD, trissomia do cromossomo 21) a copia extra do
cromossomo 21 provoca um aumento da expressao de PPA e, por conseguinte aumento nos
niveis de AP, o que acarreta uma elevacdo no depdsito de placas amiloides em alguns

individuos com SD (FINDEIS, 2007).
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A apolipoproteina E (apoE) participa do transporte e metabolismo de lipidios,
particularmente do colesterol e esta presente em varios 6rgdos como figado e cérebro. No
sistema nervoso ¢ produzido pelas células da glia, astrocitos e macrofagos. Estudos recentes
demonstraram como fator de risco a presenga do alelo €4 do gene apoE, o qual apresentou
relacdo com a DA em vérios estudos independentes, correspondendo entre 20 a 25% dos
casos de Alzheimer. O gene da apoE existe em trés alelos poliférmicos €2, €3 e €4, e
apresentam uma frequéncia de 8,4%, 77,9% e 13,7%, respectivamente, entretanto, em
pacientes com DA a frequéncia do alelo &4 esta aumentada consideravelmente para cerca de

40% (LIU et al., 2013; NG et al., 2015).

1.3 ALVOS TERAPEUTICOS EXPLORADOS PARA TRATAMENTO DA DOENCA
DE ALZHEIMER

Nos ultimos anos os avangos nas pesquisas levaram ao reconhecimento de varios alvos

e vias relacionadas a DA, sendo os principais descritos nesta secao.

1.3.1 Peptideo Af

Como a B-secretase (BACE-1) ¢ uma enzima que inicia a producao de AP, ela passou
a ser um alvo terapéutico chave para DA. A delecdo genética de BACE-1 em camundongos
promoveu a reducdo da producdo de AP em consequéncia da reducdo do processamento de
PPA, indicando que a inibicdo de BACE-1 deva ser eficaz no tratamento da DA. Entretanto,
camundongos nulos para BACE-1, exibiram multiplos fendtipos neuroldgicos, sugerindo que
farmacos inibidores de BACE-1 devam ocasionar efeitos colaterais relacionados a
hipomielizacdo, defeitos de orientagdo dos axdnios, déficits de memoria, anormalidades na
neurogenesis € neurodegeneracao (VASSAR, 2014).

Apesar dos desafios no descobrimento de farmacos inibidores de BACE-1, desde sua
descoberta ha 15 anos, a introducdo recente de varios desses inibidores em triagens clinicas
tem redirecionado a atenc¢do para essa abordagem terapéutica na DA. Atualmente, o composto
da Merck MK-8931 (Figura 5) estd descrito como o inibidor que estd em estagio mais
avangado, em fase 2/3, enquanto os inibidores desenvolvidos pela AstraZeneca, Eisai e Pfizer,
por exemplo, estdo em fase 1 e 2. Estes compostos demonstraram ser potentes uma vez que
promovem a reducdo de aproximadamente 90% de AP no fluido cérebro-espinhal.

Adicionalmente, essas substancias foram bem toleradas em sua maioria (VASSAR, 2014).
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MK 8931

Figura S. Inibidor de BACE-1 MK 8931 em fase clinica II/III.

O maior desafio para o desenvolvimento de inibidores da BACE-1 na clinica ¢ a
relacdo nivel de inibi¢do suficiente desta enzima versus estagio da doenca, visando otimizar a
eficacia do tratamento. Argumentos hipotéticos baseados na mutagdo do tipo BACE1+/— em
camundongos sugeriram que a inibi¢do de aproximadamente 50% da BACE-1 alcangaria uma
reducdo de cerca de 20% de AP, que poderia prevenir a DA, caso comece antes dos depositos
significativos de placas amiloides. E esperado que a janela terapéutica para a dose adequada
de inibidor BACE-1 seja estabelecida para que haja a reducdo nos niveis cerebrais de AP, e
ainda mantenha a atividade de BACE-1 para controlar o surgimento dos efeitos colaterais
(VASSAR, 2014).

Dentre as estratégias anti-amiloide, a imunoterapia vem sendo estudada e considerada
como a mais promissora para o tratamento da DA. Em particular, a imunoterapia contra A
possibilita o desenvolvimento de anticorpos cujo alvo sdo porgdes altamente especificas do
peptideo. Recentes avancos na engenharia de proteinas, bem como a produgdo de proteinas
recombinates, tornaram viaveis as producgdes de anticorpos especificos para uso terapéutico
(LANNFELT et al., 2014).

Apesar da modulagdo imunolégica afetar o processamento de AP secundariamente, o
foco da maior parte das pesquisas atualmente esta baseado na estratégia para imunidade ativa
e passiva direcionada para a toxicidade e clearance de AP. O tempo para o aparecimento €
distribuicdo dos oligdmeros e até mesmo das placas amiloides no cérebro ndo correspondem
aos dos sintomas clinicos da DA, sendo que o processo de agregacdo do peptideo AP pode
comegar até 20 anos antes da perda cognitiva. Por isso, a remog¢ao das placas pode ndo ser um
alvo adequado para o tratamento dos sintomas da DA, embora ainda pudesse ser um alvo
vidvel para a prevengdo. Como dito anteriormente, os agregados soluveis de AP, como os
oligdmeros e protofibrilas, sdo altamente toxicos para o cérebro e sdo os alvos ldgicos para a
imunoterapia AP. Entretanto, estes agregados A soluveis tendem a ter curta duracao e baixa

abundancia sendo, portanto, mais dificeis de caracterizar e direcionar como alvo quando
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comparados aos mondmeros ¢ fibrilas. Um melhor entendimento sobre esses agregados
intermedidrios AP soltveis que contribuem para a patogénese da DA pode ajudar no
desenvolvimento de imunoterapias anti-amiloide (LANNFELT et al., 2014).

Viérias estratégias de imunoterapias estdo atualmente sendo testadas em triagens
clinicas, como ¢ o caso do Aducanumab e Gantenerumab (CLINICAL TRIALS;
ALZFORUM, 2015; ALZHEIMER ASSOCIATION (Clinical trials), 2015).

Os resultados mais promissores foram do Aducanumab, antigo BIIB037, desenvolvido
pela empresa Biogen em Cambridge, Massachusetts. Um anticorpo monoclonal recombinante
humano, de alta afinidade contra AP, capaz de reconhecer os aminoacidos (3 ao 6) N-terminal
do peptideo AP, o qual entrou em fase clinica em agosto de 2015. Este anticorpo mostrou
beneficios dose dependente em remover AP e melhorar a cognig¢do. Os estudos revelam que
foi possivel reduzir as formas de agrega¢do de AP, incluindo oligbmeros soltuveis e fibrilas
insoluveis depositadas na placa amiloide em seis regides do cérebro: frontal, parietal, temporo
lateral, sensorimotor e cingulado anterior e posterior. Acredita-se que o mecanismo pelo qual
os anticorpos removam o peptideo AP do cérebro seja via mediacao celular por fagocitose ou
dissolucdo direta do peptideo. Os estudos estdo previstos para serem executados até 2022, em
150 centros na América do Norte, Europa, Australia e Asia (ALZFORUM, 2015; CLINICAL
TRIALS).

1.3.2 Proteina Tau

As pesquisas para tratamento dos emaranhados neurofibrilares focam principalmente o
desenvolvimento de agentes capazes de inibirem e/ou reverterem a formagdo dos FHP e
também o desenvolvimento de inibidores de quinases, responsaveis pela hiperfosforilagao da
Tau.

Um dos mais avangados estudos relacionados a inibi¢do da agregacdo da Tau, estd
sendo realizado pela TauRx®. Esta empresa, dirigida pelo Prof. Dr. Claude Wischik
(Professor da Universidade de Aberdeen, e o pioneiro na pesquisa sobre a proteina Tau) vem
estudando o azul de metileno (Rember®) (Figura 6) e tem demonstrado em ensaios clinicos
de fase II que este farmaco atua na prevencdo e na dissolucdo dos emaranhados. Novos
estudos para melhorar a absor¢do, biodisponibilidade e tolerabilidade do Rember® deu
origem a um novo prototipo, o TRx0237, o qual se encontra em ensaios de fase IIL

(LANSDALL, 2014).
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Outra abordagem terapéutica relevante a fim de evitar a formagao dos agregados FHP ¢ o
desenvolvimentos de inibidores das tauquinases, responsaveis pelo processo de fosforilacdo da
proteina Tau. As principais quinases responsaveis pelo processo de fosforilagdo da Tau sdo:
glicogénio sintase quinase 3-beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK-3[3), caseina quinase
1 (casein kinase 1, CK-1) e quinase dependente de ciclina 5 (CdkS5), sendo a primeira
amplamente estudada (LANSDALL, 2014).

A GSK-3f ¢ uma das isoformas mais abundantes da GSK-3, possui 47 kDa
(WOODGETT, 1990) e é composta por 420 aminoacidos. Esta enzima ¢ uma proteina serina-
treonina quinase que, em resposta a eventos de sinalizagao celular, modifica as fun¢des de uma
variedade de proteinas por fosforilagdo de serinas ou treoninas.

Estudos recentes demonstram que o aumento da atividade da GSK-3 promove varios
eventos, como a fosforilagdo da proteina Tau em sitios especificos, e também facilita a
transformagao da PPA, resultando no aumento da produgdo de AP e, consequentemente,
favorecendo a formacao das placas amiloides (PHIEL et al., 2003; LATHER et al., 2008).

A caseina quinase 1 (CK1), faz parte de uma grande familia de proteinas monoméricas
de serina/treonina, encontradas em diversas partes da célula, incluindo nucleo, citoplasma,
citoesqueleto, vesiculas e membrana plasmatica (VIELHABER & VIRSHUP, 2001). De forma
semelhante a GSK-3, CK1 desempenha um importante fator na hiperfosforilacdo da Tau, e sua
inibicao evita a formagdo dos emaranhados neurofibrilares € também diminui a formagao das
placas senis, pela reducdo da formagdo de Af (KURET et al., 1997). Dados recentes indicam
que varias isoformas de CK1 (a, B, €) foram encontradas em filamentos e em lesdes granulo
vacuolares em cérebros com DA (VIELHABER & VIRSHUP, 2001; KURET et al., 1997)

A vantagem desta abordagem envolvendo GSK-3 e CKI1, como um novo alvo
terapéutico frente as demais, ¢ que os compostos usuais utilizados para diminuir a producao de
AP também bloqueiam a quebra de outras proteinas, causando graves efeitos colaterais.
Contudo, estudos conduzidos por Flajolet e colaboradores (2007) identificaram que as
enzimas-chave envolvidas na producdo de AP (BACE-1 e y-secretase) sao alvos dessas duas
quinases, GSK-3f3 e CK1, e sua inibi¢ao diminui a formacao de AP sem interferir nos demais
processos enzimaticos.

Tideglusib (NP-12), desenvolvido pela Noscira, ¢ um derivado de tiadiazolidinas e

atua como inibidor irreversivel ATP-nao competitivo de GSK-3f3 (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura do azul de metileno (Rember®), inibidor de agregacdo da Tau, e do
tideglusib (NP12), inibidor de GSK-3p.

Tideglusib apresentou, nos ensaios pré-clinicos, uma significante neuroprote¢ao
envolvendo neurdnios do hipocampo, depois de dano excitotoxico. A administracdo de
tideglusib em camundongos PPAsw transgénicos reduziu os niveis de Tau hiperfosforilada e
depositos de AP. Esses ensaios encorajaram a entrada em fase clinica de tideglusib,
alcangando a fase IIb para o tratamento da DA e também de uma rara taupatia conhecida
como paralisia supranuclear progressiva (PSP). Nessa fase, tideglusib foi bem tolerado pelos
pacientes que apresentavam a DA em grau leve a moderado, conduzindo a alteragdes
positivas na cogni¢do, mas sem significancia estatistica devido ao pequeno grupo amostral. A
eficacia clinica de tideglusib em pacientes com DA deve ser assistida em um niimero maior de
pacientes para que os resultados sejam estatisticamente significativos (LANSDALL, 2014;

SILVA et al., 2014).

1.3.3 Neuroinflamacdo

Atualmente, células do sistema imune nato, e também microglias sdo os primeiros
alvos para modulagdo da neuroinflamacdo. As triagens clinicas prospectivas falharam em
demonstrar efeitos positivos do uso dos tradicionais anti-inflamatorios nao esteroidais
(NSAIDS) e também dos inibidores seletivos de ciclo-oxigenase 2 (COX 2) no tratamento ou
prevencdo da DA. Entretanto, em uma grande triagem de prevencdo, os participantes
demonstraram melhora na cogni¢do por um periodo de tempo prolongado apos terminar o
tratamento com NSAIDS. Assim a eficicia dos anti-inflamatorios no tratamento pré-
sintomatico de individuos ¢ atualmente inconclusiva. Isto demonstra a importancia da
avaliacdo rigorosa em relacdo ao momento do uso, antes ou apds o inicio dos sintomas e

alteragdes dos biomarcadores, além da duragdo do tratamento com anti-inflamatério na DA

(HEPPNER et al., 2015).
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1.3.4 Colinesterases

Acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) s3o glicoproteinas
homologas, que apresentam mais de 50% de homologia. AChE ¢ principalmente expressa
pelos neurdnios, enquanto a BuChE est4 associada as células gliais. No cortex de pacientes
com DA, a atividade da AChE reduz progressivamente dos estagios moderado a severo da
doenga e passa a ter apenas de 10 a 15% do valores normais, enquanto a atividade da BuChE
estéd inalterada ou as vezes aumentada atingindo até 120%. Alguns estudos demonstram que a
BuChE desenvolve um papel de suporte compensatorio nesse processo, como nos estudos em
camundongos nulizigotos para AChE que demonstraram que a BuChE recupera a fungao
colinesterasica na auséncia de AChE (GIACOBINI, 2004; BRUS et al., 2014).

A enzima acetilcolinesterase no sistema nervoso periférico ¢ responsavel pelo controle
nos impulsos nervosos, dos batimentos cardiacos, pela contragdo de musculos lisos, dilatagao
de vasos sanguineos, € no sistema nervoso central modula o controle motor, a memoria e
cognicdo. Nas sinapses colinérgicas de vertebrados regula a neurotransmissdo através da
rapida e eficiente hidrolise da ACh em colina e acetato, com capacidade em catalisar até
6x10° moléculas de ACh por molécula de enzima a cada minuto (PETRONILHO et al., 2011).

A AChE ¢ uma molécula de aproximadamente 320.000 Da, consistindo em duas
cadeias polipeptidicas, na qual cada uma se apresenta em dobro (a2, f2). Apresenta trés
regides importantes na extensao catalitica: o sitio catalitico (CAS, do inglés catalytic anionic
site), o sitio periférico (PAS, do inglés peripheral anionic site) e uma fenda hidrofobica que
une o PAS ao CAS. O CAS ¢ dividido em dois subsitios, um esterasico, responsavel pela
hidrolise do grupo éster do substrato ACh, envolvendo os residuos da triade catalitica (Ser
200 (203), His (440) 447 e Glu (327) 334) [numero referente a Torpeto californica ¢ dado
primeiro, seguido pelo referente da espécie humanal, e outro relacionado a interagdo com a
regido de colina, rico em aminoacidos hidrofobicos, como o Trp 84 (86) (JOHNSON &
MOORE 2006; DVIR et al., 2010).

O PAS, localizado na entrada da fenda catalitica, distante cerca de 14A do CAS,
contém o Trp 279 (286) como o residuo responsavel pela funcdo de adesdo na AChE. Este
sitio esta envolvido com a modulacdo alostérica da catalise no CAS e ¢ alvo de varios agentes
anticolinesterasicos. Esta também implicado em varias fungdes ndo classicas da enzima,
como, em particular, o deposito de peptideo AP, adesdo celular, e crescimento em expansao
dos dendrimeros (MUNOZ- TORRERO & CAMPS, 2006; SILVA et al., 2006; JHONSON &
MOORE, 2006; CHEUNG et al., 2012).
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BuChE, também conhecida como pseudocolinesterase, ¢ sintetizada no figado,
encontrada no plasma sanguineo e catalisa a hidrolise de ésteres de colina, incluindo a
butirilcolina, succinilcolina e acetilcolina. E estruturalmente e funcionalmente relacionada
com a AChE, ambas apresentam um residuo de serina essencial para a atividade catalitica.
AChE e BuChE pertencem a familia de proteinas de enovelamento-o/p uma vez que contém a
folha-B central circundada por o-hélice. Esta enzima demonstrou catalisar a hidrolise de
outros ésteres como a cocaina, o acido acetilsalicilico e heroina. Além disso, a BuChE ¢
importante na protecdo do organismo diante de anticolinesterasicos, como fisostigmina e
organofosforados (DARVESH et al., 2003).

A butirilcolinesterase humana (ABuChE) contém uma triade catalitica, composta pela
Ser226, histidina 466 ¢ acido glutamico 353, e assim como na AChE ¢ também encontrada na
extremidade de um cavidade de 20 A de profundidade, a qual est4 alinhada por seis residuos
de aminoacidos. Além da triade catalitica, o sitio ativo contém o chamado “sitio anidnico”,
que pode se ligar ao nitrogénio quaternario do substrato. O sitio anidnico compreende o
aminoacido triptofano 82 (DARVESH et al., 2003).

Consequentemente, ¢ esperado que a inibi¢do da BuChE possa beneficiar pacientes
com DA da mesma forma que os inibidores de AChE (DARVESH et al., 2003; ZAWADZKA
etal., 2013; BRUS et al., 2014).

1.3.4.1 Relagdo entre AChE e proteina Af

Recentemente, algumas evidéncias indicam que a formagdo, agregacdo e
neurotoxicidade do peptideo AP pode estar sob controle colinérgico e que os classicos efeitos
dos inibidores de AChE podem interferir no processo de geracdo dos componentes nao-
amiloidogénicos dos precursores de proteina amiloide. Ativagdo de receptores muscarinicos
M,, em decorréncia da inibi¢do da AChE e subsequente ativa¢ao da via da proteina quinase C
(PKC) podem estimular a secre¢do da proteina amiloide soliivel neurotrofica e neuroprotetora
(aPPAs), com consequente reducdo na liberacdo de APB. Este fato sugere que inibidores de
AChE podem prevenir a formacdo das placas amiloides e promover o processamento normal
da PPA (MUNOZ-TORRERO & CAMPS, 2006).

Outros estudos revelam que a enzima AChE também apresenta fungdes nao
colinérgicas, a AChE foi encontrada associada aos depositos de AP no inicio da formacao das
placas. De fato, ambos os depositos pré-amiloides difusos, bem como placas senis compactas
contém a enzima. Além disso, a AChE forma complexos in vitro enzima-A} muito estaveis e

permanecem fortemente ligados mesmo apos lavagens com solugdes salinas concentradas e
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detergentes. Estes resultados indicam que a AChE pode participar do processo de formacao de
placas, fornecendo um nucleo heterogéneo durante a formagdo e crescimento das fibrilas
amiloides (INESTROSA & MUNOZ, 1999).

Assim, a AChE pode se ligar a um conféormero ndo amiloidogénico de AP, induzir
uma transicdo conformacional para uma forma amiloidogénica e, consequentemente, para
fibrilas amiloides, formando complexos estaveis de AB-AChE. Estes complexos estaveis de
AB-AChE sao capazes de modificar as propriedades bioquimicas da enzima e causar aumento
na neurotoxicidade das fibrilas de AP (Figura 7). O local de ligagdo na AChE ¢ o PAS, o
responsavel pela fungdo de adesdo na enzima. Como consequéncia, os inibidores de AChE
(AChEIls) capazes de interagir com esse sitio periférico da enzima poderiam exibir um
interessante efeito neuroprotetor resultante da sua habilidade de bloquear a interacdo entre
AChE com A, o que pode representar uma nova forma para retardar o processo degenerativo
na doenga de Alzheimer (ALONSO et al., 2005; MUNOZ-TORRERO & CAMPS, 2006;
CAMPS et al., 2010).

Fibrila
In amiloide

ll

Peptideo AP
0

Complexo
AChE-fibrila amiloide
'—-o - a = - l . ’
N

AChE Nuclea;ao
via PAS

Elongaqao

Figura 7. Formacao do complexo AB-AChE, induzida via sitio periférico da enzima atuando
como um ponto de nucleacao e elongacao das fibrilas.
Adaptado Fonte: CARVAJAL & INESTROSA, 2011.

1.3.4.2 Inibidores do sitio periférico

Considerando os aspectos ndo colinérgicos da AChE, sua relagdo com as principais

evidéncias da doenga e o envolvimento do sitio periférico da enzima em todas essas fungdes,
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o mesmo foi considerado um alvo atrativo para o desenho de novos farmacos anti-Alzheimer.
Inibidores do sitio periférico ou dos dois sitios de AChE (através de modulacao alostérica via
sitio periférico, ou bloqueio ao sitio ativo) podem simultaneamente aliviar o déficit de
memoria nos pacientes com Alzheimer, e o mais importante, evitar a agregacao do peptideo
AB. O desenvolvimento desses inibidores representa um novo caminho para retardar o
processo neurodegenerativo (CASTRO & MARTINEZ, 2001).

O primeiro composto descrito com alta capacidade de bloquear a intera¢do entre o
peptideo AP e a AChE foi o propidio (Figura 8), um inibidor descrito como capaz de
interagir exclusivamente com o sitio periférico. Sua baixa capacidade em inibir a AChE, e sua
natureza dicationica fez descartar seu uso na farmacoterapia anti-Alzheimer (CANTADOR,
2012).

|
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Figura 8. Estrutura do propidio, capaz de bloquear a interagdo entre peptideo AP e a AChE.

Além do propidio, alguns compostos heterociclicos foram desenhados como inibidores
de AChE capazes de interagir com o PAS. Como ¢ o caso da 4,4’- bipiridina (I),
fenilcarbamato dissubstituido (II) e indenoquinolilamina (IIT). O mecanismo de inibicao nos
trés casos foi determinado por estudos cinéticos. Assim, os compostos foram caracterizados
como inibidores dirigidos ao sitio periférico anionico (Figura 9). Huprina x (IV), um hibrido
que combina a subestrutura carbociclica da huperzina A com 4-aminoquinolina, subestrutura
da tacrina, tem uma das mais altas afinidades pela AChE ja descritas. O seu modo de ligagdo
na enzima foi verificado em estudos de competicdo com o inibidor de sitio periférico
propidio, € o edrophonium que promove inibi¢cdo no sitio ativo. Resultados indicaram que a
huprina x (IV) interage no sitio de acilag@o no sitio ativo da enzima, mas interfere levemente
com a ligacdo dos ligantes do sitio periférico (SIMEON-RUDOLF et al., 1999; LIN et al.,
1999; RAMPA et al., 2000; CAMPS et al., 2000; CASTRO & MARTINEZ, 2001).
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Figura 9. Inibidores do sitio periférico de AChE.

1.3.4.3 Inibidores duplos de AChE (dual binding site)

Virias classes de inibidores duplos de AChE, denominados dual binding site, tém sido
desenvolvidos pela hibridacdo adequada de duas unidades que interagem com a enzima, que
em geral, sdo derivados dos inibidores classicos da AChE (donepezila e/ou tacrina) e tem sido
relacionados ao bloqueio dos sitios periférico e catalitico da AChE. O sucesso da estratégia
envolvendo dual binding site ¢ evidente pelo grande aumento na inibicdo da AChE em
relagdo aos compostos de origem (CAMPS et al, 2008; MEHTA et al, 2012).
Adicionalmente, o desenvolvimento de fAirmacos dual binding site tem sido particularmente
interessante por apresentarem propriedade de inibi¢do da agregagdo do peptideo AP induzida
pela AChE, via interagdo pelo sitio periférico, o que faz desses compostos promissores
candidatos para o tratamento da doenca de Alzheimer (CAMPS et al., 2008).

A Figura 10, mostra alguns exemplos de inibidores hibridos de AChE do tipo dual
binding site V-XI, em seguida na Tabela 1 estdo apresentadas as correspondentes atividades
bioldgicas (V-VIII e X-XI).

Dentre as substancias dual binding site apresentadas na Figura 10, a que apresentou
melhor inibicdo da AChE foi XI-A e B com ICsy de 0,070 e 0,060 nM, respectivamente, além
da inibicao de 98 e 96% na agregacdo da proteina AP amiloide induzida pela AChE
respectivamente, conforme Tabela 1.

Alonso e colaboradores (2005) sintetizaram os hibridos de donepezila-tacrina V e VI
(considerando o nucleo ftalimida como bioisostero da indanona), os quais apresentaram
atividade inibidora da AChE 8 e 70 vezes mais potentes que donepezila e tacrina,

respectivamente. Neste mesmo estudo, foi realizado ensaio de competicdo pelo propidio
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(ligante seletivo do sitio periférico da enzima), para confirmar a interacdo das substancias
neste sitio de ligacdo, e prever indiretamente o potencial de inibicdo da agregacdo AP
amiloide. Como resultado, os compostos V e VI foram capazes de deslocar o propidio nos
ensaios de competicao, mostrando ICso de 10 e 1 uM, respectivamente, sendo a unidade
ftalimida destes compostos apontada como a responsavel pela ligacao ao sitio periférico.

Os compostos VII e VIII também apresentaram resultados positivos de inibicdo em
AChE 0,27 e 7,98 nM respectivamente, e ainda foram capazes de inibir a agregagdo do
peptideo AP induzido por AChE em 46 e 65%. O composto VII conservou as porcdes de
acridina da tacrina e indanona de donepezila unidas por um linker de piperidina,
demonstrando ser interessante essa combinagdo frente a inibicdo de AChE (CAMPS et al.,
2010), quando comparada, por exemplo, ao composto VIII que manteve apenas a por¢ao
acridina de tacrina (LUO et al., 2011).

Camps Garcia e colaboradores (2007) sintetizaram o composto IX (Figura 10), além
de varios derivados e seus sais, incluindo estereoisdmeros ou misturas de estereoisomeros, no
qual RI, R2, R3 e R4 sao radicais relacionados ao H, CI, F, Br, CF3, (C1-C4) alquil, (C1-C4)
alcoxil e nitro; R5, R6, R7 e RS relacionado ao H e (C1-C6) alcoxil; n ¢ um namero de
carbonos de 3 a 5; » ¢ um numero de carbonode 2 a 5; s ¢ um nimerode 1 a5 ¢ X ¢ CO ou

CH,.
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Figura 10. Inibidores de AChE dual binding site (V-XI).

Estas estruturas (IX) foram patenteadas uma vez que se comportam como inibidores
da AChE nos dois sitios de ligacao e sdo uteis como protdtipo contra a doenca de Alzheimer,

apesar dos ensaios biologicos ndo terem sido descritos.
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Tabela 1. Atividade biolodgica das substancias dual binding site (V-X e XI).

Ensaio de inibi¢ao

Ensaio
ICso AChE  ICso BuChE . da agregacao AP
Dual binding site propidio o )
(nM) (nM) (M) amiloide induzida
u
pela AChE (%)

\% 2,80 7,50 10,0 -
VI 2,40 90,0 1,0 -
VI 0,27 66,3 - 46
VIl 7,98 7,94 - 65
X 1,55 1440,0 -- 87
XI-A 0,070 0,014 -- 98
XI-B 0,060 0,10 -- 96

*Ensaio de inibigdo, método Tioflavina —T, na presenca de 100 uM de inibidor.

®Ensaio de inibigio, método Tioflavina —T, na presenca de 20 pM de inibidor.

De acordo com esses exemplos, € possivel visualizar a potencialidade dos inibidores
de AChE dual binding site, ndo s6 em inibir a AChE e, consequentemente, aumentar a
transmissao colinérgica, melhorando a cogni¢do, bem como em inibir a agregagdo do peptideo
AP induzida pela AChE, o qual € neurotdxico e culmina na perda neuronal.

Os resultados dos ensaios in vitro de inibi¢do da agregacdo do peptideo AP pelos
AChEIs dual binding site tém apresentado correlagdo direta com os ensaios in vivo. Assim, a
memoquina (X), um dual binding site que in vitro bloqueou 87% da inducdo da agregagdo do
peptideo AP amiloide pela AChE a 100 uM, tem demonstrado reduzir depositos de peptideo
AP amiloide e resgatar o déficit comportamental ligado a atengdo em camundongos que
apresentam o conjunto completo de caracteristicas da DA (CAMPS et al., 2008;
BOLOGNESI et al., 2007).

Além da memoquina (X), a subtancia da Neuropharma NP-61 (antigamente chamado
de NP-0361), um AChEI dual binding site, inibiu in vitro a agregagao do peptideo AP
amiloide induzida pela AChE, com ICsy uma ordem de magnitude menor que o propidio, e
também reduziu o numero, a area de superficie e tamanho das placas amiloides no cortex e
hipocampo em camundongos transgénicos (Swedish e London). A reducao da carga proteica
amiloide resultou em significante aumento na cognic¢ao (aprendizado espacial € memoria no
teste de Morris water maze), destacando a relagdo direta entre o ensaio in vitro € in vivo. Na

primeira metade de 2007, NP-61 entrou em ensaio clinico de fase I para tratamento da doenca
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de Alzheimer na Inglaterra, o que constitui uma evidéncia clara do promissor papel dessas
substancias contra a DA (CAMPS et. al, 2008).

NP-61 faz parte dos heterodimeros indol-tacrina sintetizadas por Muifioz-Ruiz e
colaboradores (2005) representado por XI (Figura 10), em uma série de inibidores dual
binding site obtidos pelo grupo. De acordo com os resultados mostrados, duas moléculas (A e
B) foram mais promissoras, ambas apresentam R;= CI; R, e Rs;=H; Y= (CH,),; Z=CH;
diferem apenas pelo fato de que na molécula (A) X = (CH;)s € em (B) X = (CH,)7, os dados
das atividades biologicas estdo na Tabela 1 (GARCIA-PALOMERO et al., 2008).

Estudos de docking utilizando AChE, isolada de Torpedo californica (TcAChE),
foram realizados para o heterodimero XI-A, no qual a por¢do tacrina interage com o sitio
ativo com os residuos de aminoacidos Trp84 e Tyr330, o nitrogénio aromatico da tacrina faz
ligagdo de hidrogénio com o carbono carbonilico da cadeia principal da His440.
Adicionalmente, uma liga¢ao de hidrogénio também ¢ formada entre o grupo amino da tacrina
e o carbono carbonilico de Trp84, além do atomo de cloro que ocupa uma cavidade
hidrofébica, formado por Trp432, Met436 e 11e439. A cadeia ligante ¢ alinhada ao longo da
fenda e as principais interagdes sdo realizadas pelo grupo amida. No sitio periférico € possivel
notar interagdes entre o anel indol junto ao anel aromético do Trp279 (MUNOZ-RUIZ et al.,
2005).

1.4 JUSTIFICATIVA PARA SINTESE DO NOVO HIBRIDO TACRINA-
DONEPEZILA

Analisando todo processo multifatorial envolvido na DA, torna-se evidente a
necessidade de uma abordagem mais ampla na pesquisa a fim de se obter um farmaco capaz
de bloquear a evolugdo da doenca em distintas vias patoldgicas. Assim, uma das estratégias
atuais ¢ o desenvolvimento de novos agentes anti-Alzheimer com multiplas poténcias. Dentre
os principais processos multialvos envolvidos na DA, o desenvolvimento de substancias com
atividade inibidora de colinesterases e de agregacdo do peptideo AP, vem sendo estudadas e
tem se mostrado serem bastante promissoras (DVIR et al., 2002; LUO et al., 2011; RIZZO et
al., 2008; RIZZO et al., 2010; YAN et al, 2012). Inibidores de colinesterase e
formacgao/agregacao do peptideo AP sdo extensivamente explorados ao longo de décadas e o
grande numero de informagdes ja descritas facilita o desenvolvimento racional de novos

inibidores multialvos do tipo inibidores duplos de AChE.
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Com base na estrutura tridimensional de 7cAChE, e analise das interacdes moleculares
entre os residuos da enzima e os farmacos donepezila (1), capaz de interagir no sitio
periférico, e tacrina (2), capaz de interagir na regido de colina no sitio ativo, foi possivel
planejar compostos hibridos com potencial afinidade pelos dois sitios enzimaticos (Figura
11).

Neste caso, o processo de hibridagdo molecular, representado pela conjugagdo das
principais caracteristicas estruturais dos dois firmacos em uma Unica substancia bioativa,
pode ser aplicado para melhorar as propriedades farmacodinamicas desta classe de compostos
inibidores de AChE. De fato, estudos anteriores de modelagem molecular e docking,
realizados pelo grupo de pesquisa, mostraram que a combinagdo dos farmacos donepezila (1)
e tacrina (2) pode dar origem a moléculas hibridas, como mostrado na Figura 11, com grande
complementaridade estrutural para preencher ambas as cavidades da enzima, sitio ativo

(CAS) e periférico (PAS) (SILVA et al., 2006).

PAS CAS

| |

MeO N \/© ‘I O
\ Donepezil (1) Tacrina (2) j

(0] NH,
m
MeO N N/
MeO

Hibrido 3

Figura 11. Estratégia de hibridacio molecular, envolvendo os farmacos donepezila (1) e
tacrina (2) para obtencdo do hibrido 3, capaz de interagir nos sitios ativo e periférico da AChE
como dual binding site.

Adicionalmente, estudos de predicdo de toxicidade e metabolismo, realizados pelos
programas DEREK1' ¢ METEOR, indicaram que estes derivados poderiam apresentar

propriedades farmacocinéticas adequadas. Entre os derivados propostos, o hibrido 3

apresentou o melhor resultado de docking, com score 88. A molécula foi mantida orientada

' Derek ¢ uma base de dados que faz a predigdo qualitativa de toxicidade envolvendo uma série de regras que
relacionam a estrutura quimica ou o toxicoforo 4 toxicidade da molécula associada, e também a
carcinogénicidade, mutagénicidade, sensibilizagdo da pele, irritagdo, teratogenicidade e neurotoxicidade
(GUPTA etal., 2011).
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permitindo interagao m-stacking envolvendo o grupo indanona do hibrido, bem como as
interagdes m-stacking com Trp 84 e ligagdes de hidrogénio com o residuo His440 da AChE,
além de uma interagdo adicional por ligacdo de hidrogénio entre o grupo amino livre do
composto proposto ¢ a cadeia lateral do Glu199 (SILVA et al., 2006).

Apesar de derivados hibridos de tacrina-donepezila ja terem sido descritos na
literatura, nenhum possui a combinagao estrutural entre os dois farmacos, como proposto para
o hibrido 3.

Na Figura 12 a-b esté representado o resultado de docking realizado com o hibrido 3,
mostrando a complementariedade deste composto em ambos os sitios e interagdo de maneira
semelhante aos farmacos de origem. Devido a possivel isomerizagdo no carbono a-carbonila,

a estereoquimica especifica do hibrido 3 ndo estd sendo representada.

Trp279

‘\‘\ l His4d0
fg;am

Tyr3M4

Figura 12. A- Sobreposicao de tacrina (1), em rosa e hibrido 3, em verde; B- Sobreposi¢ao de
donepezila (2), em amarelo, e hibrido 3, em verde, nos sitios ativo e periférico da enzima
AChE, relacionados aos complexos PDB 1ACJ para tacrina e 1EVE para donepezila, obtidos
a partir de estudos de docking.

Com relagdo aos compostos dual binding site descritos anteriormente (Figura 10), o
hibrido 3 difere dos compostos VII e IX pela presenca de anel quinolinico, em substituigdo
ao sistema anelar de acridina, pelo local de ligacdo do nitrogénio metil-piperidinico ao anel
heterociclico quinolinico, o qual ocorre na posi¢do C-2 no hibrido 3, conforme sugerido pelos
estudos de docking, enquanto nas estruturas VII e IX ocorrem no grupo amino presente em C-
4 do nucleo de acridina.

Como pode ser observado, embora haja semelhanca nas estruturas citadas de dual
binding site com o hibrido 3, ¢ possivel notar uma diferenca caracteristica importante no

aspecto de toxicidade. Enquanto os exemplos citados apresentam a unidade acridina da tacrina
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(2), o hibrido 3 apresenta o anel simplificado quinolinico, capaz de manter as mesmas
interagdes de tacrina. Estd bem estabelecida que a estrutura planar de anéis triciclicos confere
aos compostos a habilidade de interferir em uma variedade de processos metabdlicos tanto em
células procarioticas como eucaridticas (DI GIORGIO et al., 2011). Os agentes intercalantes
de DNA mais extensivamente estudados sao acridina e seus derivados, os quais sao ligados
nao covalentemente ao DNA e sdo altamente mutagénicos (LYNNETTE et al., 2007).

Os efeitos genéticos de compostos de acridina tém sido estudados em microrganismos,
insetos, plantas e células de mamiferos. O efeito mutagénico mais notavel sao as mutagdes
frameshift (inser¢do ou delecdo de bases) culminando com a leitura incorreta do DNA
(HOFFMANN et al., 1996).

O metabolismo da tacrina ¢ realizado no sistema oxidativo microsomal hepatico
juntamente com as enzimas do citocromo P450 familia 1A. Dentre os metabolitos da tacrina
estdo os derivados mono e diidroxilados. Dentre esses a 7-hidroxitacrina, apds oxidacdes
adicionais, conduz a formagdo do derivado reativo quinona metide que pode formar
conjugados com proteinas pela reagdo do grupo tiol e/ou com a glutationa reduzida (figura
13). Os danos celulares podem resultar da interacdo da quinona metide com macromoléculas
essenciais ou por indugdes de diferentes ciclos de redox, provocado pela inducdo da
peroxidagdo lipidica e aumento dos niveis de radicais livres, o que leva a crer que a 7-

hidréxitacrina seja um composto potencialmente perigoso (PATOCKA et al., 2008).

NH,

X
pZ tacrina
N

NH,

HO. N
7-OH-Tacrina
-

N
J Cit P450

NH,

O = . .
\N Quinona metide

NH, NH,
HO. N HO N
N? N7
S—Glutationa S—Proteina

Figura 13. Formacdo de metabolitos reativos da tacrina.
Fonte adaptado PATOCKA et al., 2008.
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Por outro lado, quinolina ¢ uma base terciaria fraca e ndo toxica para humanos em
absorcao oral e inalagdo. O nucleo quinolina ocorre em varios compostos naturais (alcaldides
da Cinchona) e substancias farmacologicamente ativas, como antimaldrico (cloroquina,
primaquina, quinina, mefloquina), antifungico (tetahidroquinolinas), antihelmintico (2,4-
arilquinolinas), com atividade cardiovascular (amida quinolinica; quinolina-4-acido
carboxilico; tetraidroquinolinas), no sistema nervoso central (quinolina base antagonista de
receptor NK3), anti-inflamatdrio (2-(furan-2-il)-4-fenoxi-quinolina derivado), analgésico (4-
Substituido-7-trifluorometilquinolinas), antiglicémico (quinolina carboxiguanidas)
(MARELLA et al., 2013).

De fato, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa utilizando o programa
DEREK prediz que sdo provaveis os danos ao cromossomo ao se verificar o anel de acridina,
enquanto ao anel de quinolina sdo apresentadas apenas adverténcias plausiveis (chances

remotas de ocorrer).
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relagdo teorica entre a fracdo absor¢do intestinal (Fa) e a permeabilidade foi descrita por

Amidon e colaboradores (1988) como uma func¢do nao-linear, expressa pela seguinte equacao:
Fa% = (1 — e™%Fe) - 100

A Fa% pode ser calculada utilizando o software estatistico SPSS ou JMP (ZHU et al., 2002).

6. CONCLUSAO

O trabalho foi realizado de forma satisfatoria e diversos resultados foram obtidos.
Entre os resultados mais relevantes, vale destacar:

- A sintese total do hibrido 3, como produto final proposto no projeto, foi realizada apds sete
etapas de sintese e envolvendo diversas reagdes que, apesar de classicas, foram investigadas
para padronizacdo das melhores condi¢des reacionais; apesar de algumas etapas terem
apresentado baixo rendimento, como por exemplo a etapa final, é possivel variar as condigdes
reacionais para obten¢do de maiores quantidades, caso o produto 3 apresente, de fato, elevada
atividade junto a AChE, como inibidor dual binding site;

- Além do hibrido 3, quatro novos derivados foram obtidos (13, 19, 20 ¢ 25), como
intermediarios da sequéncia sintética, contendo aspectos estruturais importantes e
relacionados ao produto final para estudos de relagao estrutura-atividade;

- Os ensaios enzimaticos empregando o método de Ellman, envolvendo ZAChE e #ABuChE
foram realizados com sucesso e, apesar do hibrido 3 ainda nao ter sido testado, foi possivel
avaliar a atividade dos intermediarios relacionados estruturalmente ao hibrido 3, como o
composto 25, com atividade inibidora junto a #AChE na ordem de nanomolar (ICsy 0,014
uM) e 13 (ICsp 4,88 uM), além dos derivados 20 e 25 com atividade inibidora junto a ABuChE
(ICs0 5,99 e 3,69 uM, respectivamente).

- A partir dos ensaios de inibi¢do enzimatica, foram explorados os estudos de cinética
enzimdtica para determinacdo do mecanismo de inibi¢do dos derivados mais ativos. Os
derivados azido 13 e clorado 20 apresentaram mecanismos mistos de acdo em hZAChE e
hBuChE, respectivamente, podendo atuar portanto como inibidores dual binding site. Em
contrapartida, o derivado 25, o qual difere do hibrido 3 apenas pela presenca de uma fungdo
olefina, apresentou mecanismo nao competitivo. De acordo com os estudos de modelagem
molecular, este dado de cinética enzimatica pode demonstrar a grande afinidade do composto
25 pelo sitio periférico;

- Estudos de relagdo estrutura-atividade preliminares mostram a potencialidade do composto
hibrido amino-quinolinico 3 em inibir ZAChE em maior propor¢do que o seu correspondente
intermediario olefinico 25, principalmente, quando sdo comparados as atividades de
donepezila (ICsp 0,0057 pM) com o seu precursor insaturado 21 (ICs9 0,13 pM).

- Os compostos hibridos intermediaridos (13, 20 e 25, além de donepezila (1) e seu precursor
21) também foram avaliados adequadamente na predi¢do de permeabilidade pela barreira
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hematoencefalica e intestinal pelo método PAMPA, realizado no centro de pesquisa CIB-
CSIC (Espanha), durante o estdgio (BEPE); os compostos 13, 20, 21 e donepezila foram
capazes de atravessar a BHE.

Embora nao tenha sido realizado o ensaio biologico de agregacdo do peptideo beta-
amiloide induzido pela AChE, como proposto, devido a baixa quantidade de hibrido 3 obtido,
o mesmo serd realizado apds nova obtencao de 3 pela reprodugdo de algumas reacdes finais
da sequéncia sintética.
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