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Recent Applications of the Multi-Target Directed Ligands Approach for the Treatment of
Alzheimer’s Disease

Abstract: In the last years, Medicinal Chemistry is tracking down for novel tools and alternatives capable to bring to light better agility,
safety and a more efficient address in the design and prospection of drug candidates. In this context, strategies for drug discovery focusing
the development of ligands that act on specific target have been discussed, considering that they have limited application on multifactorial
diseases, where a set of biochemical events and protein targets are involved. During the last decade, a novel polypharmacology based
approach has emerged for planning ligands, aiming the discovery of chemical entities capable to act simultaneously on multiple molecular
targets. Since 2005, the literature has reported many studies that use this innovative strategy for drug design against Alzheimer’s disease
(AD). AD is a neurodegenerative illness, characterized by a set of interconnected events involving intra and extracellular protein fragment
deposits, the onset of a complex neuroinflammatory process, mitochondrial dysfunction, apoptosis and neuronal death. As a consequence
of the disease progress, the patient is affected by memory and cholinergic deficits, motor and functional impairment, and death. In this
brief review, our goal was to report the most recent advances (2013-2014) on medicinal chemistry for the design and discovery of novel
multi-target drug candidate prototypes potentially useful for AD treatment. This work is complementary to another review recently
published by our group covering the early 2005-2012 period. In most of the works discussed herein, the commercial drugs rivastigmine,
tacrina, donepezil and galanthamine have been used as models of acetilcolinesterase inhibitors for the design of novel molecular hybrids
with multiple action profile. In other cases, natural products such as curcumine, resveratrol, berberine and quercetin have been elected
due to their neuroprotective, antiapoptotic, anti-inflammatory and antioxidant characteristics for planning new chemical entities with
innovative properties and therapeutic potential for a more effective AD treatment.

Keywords: Multi-Target Directed Ligands; Symbiotic Drugs; Alzheimer’s Disease; Neurodegenerative Diseases; Rational Drug Design;
Polypharmacology.

Resumo

Nos Ultimos anos, a Quimica Medicinal vem buscando novas alternativas e ferramentas capazes de trazer maior agilidade,
seguranga e um direcionamento mais eficiente no planejamento e prospeccdo de candidatos a farmacos. Neste contexto, estratégias de
descoberta de farmacos focando o desenvolvimento de ligantes que atuem sobre alvos especificos vém sendo rediscutidas, uma vez que
tém aplicagdo limitada em doengas multifatoriais, onde um conjunto de eventos bioquimicos e alvos proteicos estdo envolvidos. Na ultima
década surge uma nova abordagem no planejamento de ligantes baseada na polifarmacologia, visando a descoberta de entidades quimicas
capazes de atuar em multiplos alvos simultaneamente. Desde 2005, a literatura vem relatando uma série de trabalhos que utilizam essa
estratégia inovadora para o planejamento de farmacos contra a Doenga de Alzheimer (DA). A DA é uma doenga neurodegenerativa,
caracterizada por uma série de eventos interconectados envolvendo a deposicdo intra e extracelular de fragmentos proteicos, a instalagdo
de um complexo processo neuro-inflamatério, disfungdo mitocondrial, apoptose e morte neuronal. Como consequéncia da evolugdo da
doenca, o paciente passa por déficits de memdria e colinérgico, passando a incapacidade motora, funcional e morte. Nesta breve revisdo,
tivemos o objetivo de apresentar os mais recentes avangos (2013-2014) da Quimica Medicinal no planejamento e descoberta de novos
candidatos a protétipos de farmacos multialvo potencialmente Uteis ao tratamento da DA. Este trabalho é um complemento a outro artigo
de revisdo, recentemente publicado por nosso grupo, que cobre o periodo anterior de 2005-2012. Na maioria dos trabalhos discutidos
aqui, a rivastigmina, tacrina, donepezil e galantamina tém sido utilizados como modelos de inibidores de acetilcolinesterase para o
planejamento de novos hibridos moleculares com perfil de agdo multiplo. Em outros casos, produtos naturais como a curcumina,
resveratrol, berberina e quercetina tém sido eleitos por suas caracteristicas neuroprotetoras, antiapoptdtica, anti-inflamatéria e
antioxidante para o desenho de novas entidades quimicas com propriedades inovadoras e com potencial terapéutico para o tratamento
mais eficiente da DA.
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farmacos; polifarmacologia.
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1. Introdugao
A Quimica Medicinal moderna vem
experimentando sucessivos desafios e

mudancas de concep¢do ao longo do seu
desenvolvimento. O  notdvel avanco
tecnolédgico e de conhecimento basico que
norteou todas as dreas da ciéncia,
especialmente a biologia molecular, a
medicina, a farmacologia e a quimica
farmacéutica medicinal, levou a elucidacdo
de diversos mecanismos fisioldgicos e
patoldgicos, contribuindo decisivamente ao
melhor entendimento dos sistemas vivos, de
sua fisiologia, dos mecanismos moleculares
associados a fisiopatologia e a epigenética de

Terapéutica atual e estratégias de tratamento da DA
Farmacos Multialvo: Uma nova estratégia a terapéutica da DA

Recentes avangos no planejamento de farmacos multialvo contra a DA

doengas. Esses aspectos foram e sdo os
principais fatores de sucesso da terapéutica
moderna, pavimentando as diversas
estratégias de planejamento racional de
novos farmacos e estratégias terapéuticas.

Entretanto, muitos desafios ainda se
impoem, sobretudo com o avanco da
resisténcia dos microrganismos aos
guimioterdpicos atuais, além de doencas
genéticas e outras que tem na longevidade e
nos habitos modernos seus maiores fatores
de risco, como a hipertensao, cardiopatias,
disturbios neurolégicos, inflamagdo cronica,
disfungcbes imunoldgicas, metabdlicas e
doencgas neurodegenerativas.'?
Adicionalmente, uma crise de criatividade e
inventividade parece estar assolando a
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Industria Farmacéutica, visto pelo declinio de
novos registros e farmacos radicalmente
inovadores, aprovados e langados no
mercado mundial na dultima década. Em
contraponto a esta crise de inovacdo e
produtividade, a literatura é vasta em
informacbes de como a Industria
Farmacéutica mundial, assombrada pela
queda de patentes de “blockbusters”, tem se
valido de estratégias mercadoldgicas pouco
impactantes. Tal fato pode ser observado
pelo avanco na producdo de farmacos “Me-
too”, dos investimentos em medicamentos
genéricos ou combinacdes de farmacos, a
despeito do crescente investimento

destinado a pesquisa e ao desenvolvimento.*
11

As doencas neurodegenerativas estdo
dentre as maiores causas de incapacidade e
mortalidade atualmente, ocupando papel de
destaque dentre os Quimicos Medicinais, seja
na academia ou na industria farmacéutica.
Dentre as principais neuropatologias
degenerativas estdo a doenca de Parkinson,
esclerose lateral amiotréfica, doenca de
Huntington, miastenia gravis e doenca de
Alzheimer."*"

Com o aumento da expectativa média de
vida da populagdo mundial nas dltimas
décadas, a Doenca de Alzheimer (DA) tem
atraido grande atencdo, principalmente nos
paises mais desenvolvidos, por ser uma
doenga neurodegenerativa grave,
progressiva, incapacitante e, até o momento,
sem cura.”® A idade é seu principal fator de
risco, com incidéncia de 0,7 % entre
individuos com 60-65 anos de idade e de
cerca de 40 % nos grupos etarios acima dos
90 anos.”’Nos Estados Unidos,
aproximadamente 5,4 milhdes de pessoas
eram portadoras de DA em 2010, sendo 5,2
milhdes acima dos 65 anos, chegando a 18
milhdes em todo o mundo.” Estimativas
apontam para um crescimento epidémico da
DA, podendo chegar a 25 milhdes em 2050,
se uma cura ndo for descoberta. Diante deste
cenadrio, a DA esta entre as doencas de maior
preocupacao dos sistemas publicos de saude,
uma vez que o paciente perde gradualmente
suas fungGes motoras e psicoldgicas

Vo

evoluindo para invalidez.®> A Organizag3o das
Nacbes Unidas (ONU) considera que a “era
do envelhecimento” teve inicio em 1975 e
gue essa tendéncia podera se estender até
2025.°%* Este fendmeno de envelhecimento
populacional é também verificado no Brasil,
principalmente nas Ultimas décadas, com
alteracGes marcantes na piramide etaria. Os
dados mais recentes indicam que em 2060 a
populacdo brasileira com faixa etdria acima
de 60 anos deve alcangar a marca de 58,4
milh&es.”

2. Fisiopatologia da DA

A Doenga de Alzheimer é caracterizada
pela diminuicdo rapida e progressiva da
memoria recente, acompanhada de declinio
severo da cognicdo, da capacidade motora,
intelectual e de julgamento. Este quadro
sintomatico estd associado a degradacdo de
neurénios colinérgicos em muitas areas do
SNC, além de dramatica reducdo de
neurotransmissores’* e alteracdes
comportamentais que evoluem a deméncia e
morte.”?” O desenvolvimento e evolugdo dos
estdgios da DA estdo relacionados ao
envelhecimento cerebral e a perda localizada
de neur6nios, principalmente do hipocampo
e do proencéfalo basal.”® As causas da DA n3o
sdao completamente esclarecidas, mas hd um
consenso de que a instalagdo da doenga estd
relacionada ao depdsito de placas senis e de
emaranhados neurofibrilares no cérebro,
acompanhados por perda massiva de
neurdnios (Figura 1).” Fragmentos insolGveis
do peptideo B-amiloide (BA) sdo os principais
componentes das placas senis’®* e s3o
produzidos pela acdao das secretases
(endoproteases) da membrana glicoproteica,
a partir da proteina precursora amiloide
(APP).>*** A formacdo de agregados destes
peptideos geram estruturas fibrilares ndo
covalentes insolliveis que depositam-se no
ambiente extracelular do tecido neuronal,
colaborando para a instalacido de um
processo neurotdxico e neuroinflamatdrio.*
* 0Os emaranhados neurofibrilares s3o
formados pelo acumulo intracelular da
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proteina Tau, que é parte constitutiva dos
microtibulos dos axbnios, estruturas
responsaveis pela formacdo e manutencao
dos contatos interneuronais (Figura 1).
Quando sujeita a um processo anormal de
hiperfosforilacdo, a proteina Tau tem sua

estrutura modificada, acarretando na
desestabilizacdo e desintegracdo dos
microtubulos, liberando fragmentos

insolUveis que se enovelam e se depositam.*®

A DA também esta relacionada a reducao
nas taxas de acetilcolina (ACh) dentre outros
neurotransmissores. Alguns estudos apontam
para uma reducao significativa no nimero de
receptores nicotinicos e muscarinicos M, de
ACh pré-sinapticos, preservando 0s
receptores muscarinicos M; e M, pobs-
sindpticos. Os nucleos basais de Meynert sdo
estruturas responsaveis pela producdo da
enzima colina acetiltransferase (CAT) que,
por sua vez, é responsavel pela catdlise na
sintese de ACh. A atrofia dos nucleos de
Meynert ocasiona uma diminuicdo expressiva
na producdo de CAT e a consequente
diminuicdo nos niveis de ACh na fenda
sinaptica.®®*®  Outro  alvo  terapéutico
enzimatico, descrito em varios trabalhos na
literatura, é a butirilcolinesterase (BuChE).
Esta colinesterase estd presente
principalmente nas células gliais, no tecido
endotelial e nos neurbnios, atuando
juntamente com a AChE na modulagao dos
niveis de ACh.*"*?

A relevancia da neuroinflamagdo na
patogénese da DA tem sido demonstrada na
literatura em importantes trabalhos de
revisdo."”*“® Alteracdes inflamatérias sdo
observadas no cérebro, principalmente nas
regides com depdsito amiloide. Essas regides
sdo ricas em células microgliais, que
representam a primeira linha de defesa
contra  patégenos invasores, servindo
também de sensores especiais para
ocorréncia de injuria tecidual no cérebro
(Figura 1).7*%° Numa situac3o patoldgica,
como a neurodegeneracdo, estas células sdo
ativadas, migram e fagocitam células mortas
ou danificadas, promovendo a eliminagdo
destes fragmentos celulares da area afetada,

Dias, K. S. T. et al.

de modo semelhante ao que ocorre nos
macréfagos fagociticos no sistema imune
periférico.”**** Uma vez ativada, a microglia
libera uma série de mediadores pro-
inflamatédrios, incluindo citocinas, fatores
complemento, varias espécies radicalares,
produtos secretdrios téxicos e NO, todos
capazes de contribuir para disfungao e morte
neuronal.'”**®**  Tanto a ativacdo da
microglia como o recrutamento de astrocitos,
podem ocorrer nos primeiros estagios de
desregulacao fisiologica e instalacdo da DA,
antecipando a deposicdo de BA.

O carater multifatorial da resposta
inflamatdria é caracterizado pela ocorréncia
dessa grande diversidade de mediadores pré-
e anti-inflamatoérios, sendo muitos destes
responsdveis pela promo¢do de mecanismos
neurodegenerativos, enquanto outros podem
limitar o avango da inflamag¢dao ou exercer
efeitos neurotroficos benéficos. Portanto,
ndo serd um Unico mediador, mas um

conjunto de agentes inflamatérios que
determinardo a prevaléncia de efeitos
deletérios ou benéficos.**® Dentre os
principais mediadores inflamatdrios

relacionados a DA, o sistema complemento
parece ser essencial a reducdo de acumulos
ou a remocdo de placas senis induzidas por
BA. Estudos in vivo sugerem que Clq exerce
um efeito deletério a integridade neuronal,
provavelmente pela ativa¢do da via cldssica
da cascata complemento e do aumento da
inflamag&o.***°A produgdo de quimiocinas no
cérebro com DA tem sido observada em
maior expressdo e estd relacionada a sua
fungdo regulatdria na migracdao microglial e
no recrutamento de astrdcitos para a darea
inflamada e, portanto, na extensdo da
inflamac3o local. *****>* (Figura 1).

As citocinas associadas a DA incluem
varias interleucinas, TNF-a, TGF-B, entre
outros. Estes mediadores sdo secretados
pelas células microgliais e astrécitos quando
migram e fagocitam as placas neuriticas de
BA, sendo responsdveis pela regulacdo da
intensidade e duracao da resposta imune.
Nos astrdcitos, a IL-1 induz a producdo de IL-
6, M-CSF e estimula a atividade de iNOS,
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além de aumentar a atividade de AChE
neuronal, a ativacdo microglial e a produgao
adicional de IL-1, com incremento da ativacdo
de astrécitos e expressao da citocina S100B,
levando a autopropagacdo do ciclo
inflamatério.*’**>’ A IL-6 promove
astrogliose, ativacdo de microglia e estimula
a producdo de proteinas de fase aguda, além
de poder estar envolvida em processos de
memoria.”® J& o TNF-o apresenta tanto
efeitos pré-apoptoticos como
antiapoptéticos, sendo responsavel pela
maioria das  atividades  neurotdxicas
secretadas pela microglia e mondcitos.>
Estudos in vitro mostram que o mecanismo
de regulacdo da COX-2 difere dos sistemas
celulares periféricos e no SNC.*

Acredita-se que o principal produto
enzimatico da COX-2 possa ser a
prostaglandina E, (PGE,), que por sua vez,
pode induzir a producdo de COX-2 na
microglia, podendo explicar a amplificacdo
desta enzima nestas e em outras células.”
Interessante notar que a COX-1 ¢é
proeminentemente expressa na microglia de
cérebros humanos sadios, parecendo estar
pouco elevada em cérebros com DA.> Apesar
da contribuicdo desta isoforma a inflamacao
na DA ndo estar comprovada, ha varios
relatos na literatura de sua relacdo com a
producdo de PGE, em vdrios modelos
experimentais de injuria aguda cerebral.'’”**?

As células microgliais, macrofagos e
astrocitos expressam rapidamente a iNOS
quando submetidos a estimulagdo por LPS ou
citocinas, levando a produgao de NO em altas
concentragdes durante longos periodos, por
via independente de Ca®". O papel da iNOS
nos mecanismos inflamatdrios associados a
DA foi evidenciado pelo aumento da

Vo

presenca de nitrotirosina em cérebros com
DA, indicando exposicdo e dano oxidativo por
peroxinitrito, um produto intermedidrio da
sintese de NO, podendo explicar outra via de
dano neuronal e tecidual.®*®* O estresse
oxidativo tem sido apontado como outro
fator associado ao desenvolvimento precoce
da DA e sustenta novas abordagens para a
busca por novos farmacos e terapias
alternativas no combate ao dano oxidativo
neuronal.'”®> Aparentemente, ao menos
parte do mecanismo oxidativo é promovido
pela liberacdo de fragmentos peptidicos de
BA por acdo de PB- e y-secretases.* O
conjunto destes peptideos pode conferir
dano oxidativo aos neuronios e células gliais,
iniciando alteracdes na plasticidade sindptica
que antecede a formacdo dos depdsitos
insoliveis e culminam com a formacdo de
placas neuriticas.®*®®

A mitocondria exerce papel fundamental
no controle da sobrevivéncia e morte
celulares, migrando de células normais do
corpo para os axonios, dentritos e sinapses,
suprindo de ATP as terminagdes nervosas. Na
DA sdo observadas disfungdes mitocondriais,
sendo mais recentemente reconhecidas
como um fator importante na patogénese na
doenga, principalmente, quando relacionadas
a exacerbacdo na producdo de radicais livres.
Com o avango da idade e na progressao da
DA ocorrem acumulo de BA na regidgo de
sinapses e em mitocondrias sindpticas,
influenciando na atividade das dreas
afetadas, na liberagdo de neurotransmissores
e na produgdo de ATP e, em ultima analise
contribuindo para as dispersdes neuronais
por estresse oxidativo, neurodegeneragdo e
apoptose.lz'69'7°
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Figura 1. Aspectos multifatoriais associados a doenga de Alzheimer e possiveis alvos
moleculares para o desenho de novos farmacos (adaptado das refs. 12, 116 e figuras da
internet)

3. Terapéutica atual e estratégias
de tratamento da DA

A terapéutica atual da DA é apenas
sintomatica, buscando melhorar a cognicao,
retardar a evolugao da doenga e atenuar os
sintomas e as alteracGes comportamentais. A
principal estratégia de tratamento,
responsavel pelo desenvolvimento da
maioria dos farmacos disponiveis é conhecida
como “Hipdtese Colinérgica”. Os farmacos
disponiveis atualmente, além de outros
varios em estagios pré-clinicos foram
inspirados nessa hipdtese e visam retardar ou
amenizar o déficit colinérgico pela inibicdo
parcial da atividade da AChe.”’*7
Entretanto, estas substancias restringem-se
ao restabelecimento da fung¢do colinérgica,
aliviando os sintomas da doenca, retardando
sua evolugdo e garantindo uma melhor

gualidade de vida ao paciente, sem, contudo,
oferecer a cura efetiva.

Outra premissa terapéutica baseia-se na
"Hipdtese Amiloide", surgida em 1992. Esta
estratégia de intervengao tem como alvo a
formacdo dos fragmentos insoliveis de BA e,
por consequéncia, a formacdo e deposicdo
das placas amiloides relacionadas a
instalacdo e avanco da doenca, na morte
celular e no processo neuro-inflamatério da
DA. A estreita relagdo entre a severidade da
doenca e a densidade das placas amiloides no
cérebro humano, fazem da busca por
substdncias que blogueiem ou revertam a
formacdo destes agregados proteicos, uma
area de grande interesse atual.'>”*”

Atualmente, existem somente quatro
farmacos aprovados e disponiveis
comercialmente para o tratamento da DA:
galantamina (Reminyl®, 1), rivastigmina
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(Exelon®, 2), memantina (Namenda®, 3) e
donepezil (Aricept®, 4, Figura 2).

O primeiro fdrmaco comercial para o
tratamento da DA foi a tacrina, aprovada em
1993. Seu mecanismo de ac¢do, baseado na
inibicdo dupla da AChE e da BuChE, permitiu
sua indicacdo para pacientes com DA leve a
moderada. Porém, devido a toxicidade

OH

NH,

3

Vo

hepatica e a baixa biodisponibilidade, passou
a ser restrita a pacientes que ndo respondem
ou toleram os demais medicamentos. Apesar
disso, a literatura é rica em trabalhos que
utilizam a estrutura da tacrina como modelo
no planejamento de andlogos ativos, com
diferentes indices de seletividade e menor
toxicidade.”®*

Figura 2. FArmacos atualmente aprovados e disponiveis para tratamento da DA

A galantamina (1, Figura 2) é um produto
natural que atua como agonista de
receptores nicotinicos e tem sido bastante
estudada como protétipo para o
desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos anticolinesterasicos.'® Atua por um
mecanismo de ac¢do duplo, inibindo a AChE e
modulando o receptor nicotinico pré-
sindptico, promovendo uma maior liberacdo
de ACh na fenda sinaptica.’® A rivastigmina
(2) é um inibidor reversivel de colinesterases
capaz de inibir tanto a AChE como a BuChE,
sendo indicada para o tratamento da DA leve
a moderada.'”"®

A memantina (3), aprovada pelo FDA em
2006, é o Uunico farmaco que ndo atua na
inibicdo da AChE, sendo um antagonista de
receptores de glutamato do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA), evitando um influxo
excessivo de calcio (Ca*)."*'% Nas sinapses,
apds o estimulo do neurénio pré-sinaptico,
ocorre a liberagao de glutamato, que liga-se
aos receptores NMDA e estimula a entrada

de ions de Ca** no citoplasma do neurénio. O
influxo de Ca” induz a producdo de nNOS
(NO sintase neuronal) que, por sua vez, leva a
liberagdo de dxido nitrico (NO) nos neurdnios
pds-sinapticos, funcionando como
mensageiro para a pré-sinapse e reiniciando
todo o processo.'” Devido ao seu mecanismo
de acdo diferenciado, a memantina vem
sendo indicada para o tratamento de estagios
moderados a severos da DA."***

O donepezil (4), também conhecido como
E2020, surgiu na década de 80 como um
inibidor reversivel e ndo-competitivo da AChE
91107109 o rapidamente ganhou destaque por
ser muito menos téxico que a tacrina, e 1250
vezes mais seletivo para AChE do que para
BuChE.'%71% Quanto aos aspectos
farmacodinamicos, o donepezil aumenta a
disponibilidade de ACh intra-sinaptica,'”’ com
poucos efeitos colaterais."****2 Além disso, o
donepezil demonstra boa transposicao da
barreira hematoencefilica, atingindo
concentracao cerebral cerca de 7 vezes maior
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gue no plasma, sendo, portanto, considerado
um inibidor de a¢do central.'® Em virtude do
perfil farmacocinético e da baixa toxicidade,
o donepezil vem sendo utilizado como
farmaco de primeira escolha no tratamento
de pacientes com DA."***3

4. Farmacos Multialvo: Uma nova
estratégia a terapéutica da DA

Nos ultimos anos, a Quimica Medicinal
vem buscando novas alternativas e
ferramentas capazes de trazer maior
agilidade, seguranca e direcionamento mais
eficiente no planejamento e prospeccao de
candidatos a farmacos. Neste contexto,
estratégias de descoberta de farmacos
focando o desenvolvimento de ligantes que
atuem sobre alvos especificos vém sendo
rediscutidas, uma vez que tém aplicacdo
limitada em doencas multifatoriais, onde um
conjunto de eventos bioquimicos e varios
receptores estdo envolvidos. A necessidade
de contornar as limitacbes de eficiéncia e

seguranga terapéutica vem acarretando
mudancas no atual paradigma de “um
farmaco-um alvo”, também chamada

abordagem reducionista (Figura 3). E inegavel
que esta estratégia trouxe ao longo do tempo
incontdveis sucessos no tratamento de
doengas, pavimentando o atual estagio de
evolugdo da terapéutica >>!>14113118

A busca por melhores resultados na
pratica clinica, consequéncia da ineficiéncia
de alguns tratamentos com farmacos unicos
e decisbes mercadoldgicas, levaram ao
desenvolvimento de uma nova estratégia
terapéutica chamada de polifarmacologia
(Figura 3). Essa nova concep¢do adota o uso
de combinagbdes de mais de um farmaco em
uma Uunica formulagdo com composicdo fixa
ou o uso de coquetéis medicamentosos como

Dias, K. S. T. et al.

alternativas promissoras e adotadas em larga
escala atualmente, a exemplo do tratamento
da SIDA, alguns tipos de cancer, tuberculose,
entre outras doengas infecciosas,
hipertensdo, dor e inflamagdo crénica. Mais
recentemente, os efeitos deletérios ou
ineficazes da administracdo de multiplos
farmacos em combinagdo ou associagado,
devido a perfis farmacocinéticos distintos,
toxicidade, solubilidade, biodisponibilidade e
custo, fizeram emergir uma nova estratégia
que prevé a administracdo de um Unico
farmaco capaz de ser reconhecido por mais
de um alvo. Esta mudanca de paradigma na
Quimica Medicinal e no “pensar” o
planejamento de novos fdrmacos teve nas
publicagdes de Morphy e cols.">® os
referenciais que passaram a nortear a busca
por um entendimento mais amplo dos
sistemas bioldgicos e de como a interconexao
de mecanismos e processos fisiopatoldgicos
poderiam ser tratados como alvos
terapéuticos.” >3 Esta (ltima estratégia,
preconiza a combinagdo em um Unico ligante
de subunidades estruturais que permitam
seu reconhecimento por mais de um
biorreceptor, atuando de modo simultdneo
em multialvos conexos a uma rede
bioquimica, responsavel pela fisiopatologia
de doencas multifatoriais.*****°

Esta nova abordagem, considerando
farmacos  multifuncionais, ou ligantes
dirigidos a varios alvos associados a uma
mesma doenca (farmacos simbidticos)'®’,
vem ganhando especial importancia,
mudando a concep¢ao de planejamento de
novos candidatos a farmacos para doengas
neurodegenerativas, como a DA. Estas
patologias, apesar de distintas, guardam
caracteristicas comuns como a ocorréncia
multifatorial de uma série de eventos
bioquimicos e fisiolégicos associados em
cascata, direta ou indiretamente, com um
importante quadro inflamatdrio.*>!7119:121-124
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Paradigmada “Bala magica”
(Paul Erlich)

Um farmaco
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Figura 3. Aspectos conceituais da abordagem reducionista (“bala magica”) e da
polifarmacologia (adaptado das refs. 3, 116 e figuras retiradas da internet)

A hibridacdo molecular entre
subunidades estruturais de diferentes
moléculas bioativas, utilizada como uma das

principais ferramentas de planejamento
estrutural, tem levado a descoberta de
inimeros  ligantes, com  propriedades
multiplas, que incluem atividade

antioxidante, neuroprotetora, quelante de
metais, inibitdria de colinesterases,
antiamiloide, inibitéria de secretases,
intercaladora de DNA, indutora de apoptose,
inibitéria de tirosina quinases e anti-
inflamatéria, dentre outras. Portanto, um
conjunto de alvos terapéuticos ja esta sendo
explorado como possiveis modos de
intervencao terapéutica simultanea,
buscando aliviar os sintomas e frear o avango
de doencas, como a DA e o céncer, até que
uma cura quimioterapica definitiva possa ser
realidade.'***>*13!

5. Recentes avangos no
planejamento de farmacos
multialvo contra a DA

Desde 2005, a literatura vem relatando
uma série de trabalhos que utilizam essa
estratégia inovadora para o planejamento de
farmaco para a DA. Farmacos como
donepezil, tacrina e rivastigmina tém sido
utilizados como modelos estruturais para
hibridagdo  molecular com compostos
bioativos sintéticos ou naturais, na tentativa
de se obter ligantes capazes de modular
simultaneamente a atividade de mais de um
alvo envolvido na DA."*°

Baseados nessa estratégia, Mao e
colaboradores utilizaram a estrutura da
tacrina (5) como modelo para o
planejamento de uma nova série de
compostos hibridos (7) baseados na estrutura
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do ebselen (6, Figura 4). O ebselen é um
composto organoselénio conhecido por sua
capacidade de mimetizar a classe das
glutationa  peroxidases e  apresentar
atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias.
Diante desses dados, foi sintetizada e
avaliada uma série de compostos planejados
a partir da  hibridaggdo do nucleo
farmacoférico do ebselen com a estrutura da
tacrina  conectados por  espagadores
alquilicos. A avaliacdo bioldgica revelou que
todos os compostos inibiram a atividade da
AChE in vitro, na faixa nanomolar, sendo que
alguns compostos foram mais potentes e
mais seletivos para AChE do que a tacrina. O
composto 8, mais ativo da série, apresentou

Dias, K. S. T. et al.

um perfil adequado para farmaco multialvo,
apresentando um comportamento inibitdrio
dual da AChE, capaz de bloquear a
autoagregacdo e a agregacao induzida do
peptideo PA, além de apresentar efeitos
antagonistas aos receptores NMDA e agir
como mediador do estresse oxidativo
cerebral. O composto 8 foi submetido a
ensaio de hepatotoxicidade em células
humanas, cujos resultados mostram que em
maiores concentracdes o composto 8 exibiu
maior viabilidade celular quando comparado
com a tacrina. Esses resultados demonstram
que além de apresentar um perfil de acdo
multiplo, o composto 8 supera o problema de
hepatotoxicidade observado com a tacrina.™

oo T TNHgTe 0
L ,\:
----N/-—-— Se
5 6
tacrina ebselen

IC5y AChE (nM) = 109 * 10,31
IC5o BUChE (nM) = 15,8 + 1,32
Seletividade para AChE= 0,14

‘ hibridagdo molecular ‘

| n

Capacidade sequestrante H,0, = 69%

)

(0]
—R2 R1=R2= H/ n=6
UEREES -HN/—H}MN“Se otimizagao ICgy AChE (nM) = 2,55 + 0,24
s ) REA IC5o BUChE (nM) = 2,80 £ 0,21
z Seletividade para AChE= 1,10
N Capacidade sequestrante de H,0, =83,7
7

Figura 4. Série 7 de hibridos tacrina-ebselen e o derivado 8, mais ativo da série

Em outro trabalho foi planejada uma série
de hibridos da tacrina com o nucleo carbazol
(Figura 5). O nucleo carbazol é um grupo
presente em diversos compostos que
apresenta propriedades antioxidante e
antiamiloide, dentre eles, estdao os produtos
naturais como a 7-metoxiheptafilina (9) e
heptafilina (10) isolados de Clausena
harmandiana. No planejamento destes novos

hibridos, os autores utilizaram a estrutura da
tacrina e dos antioxidantes naturais 9 e 10
interligados por espacadores alquileno
diaminas. Todos os compostos se mostraram
inibidores potentes e seletivos da AChE com
valores de ICsy entre 0,48 e 1,03 uM. Estudos
de modelagem molecular revelaram que os
hibridos tacrina-carbazol (11-13) interagem
simultaneamente com o sitio catalitico e
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periférico da AChE, podendo inibir a
agregacao induzida do peptideo BA. Os
derivados 11 e 13, que contém substituinte
metoxila, apresentaram perfil de acdo
multiplo, capazes de sequestrar radicais
livres, além de inibirem a AChE e a agregacao
de BA. Além disso, também foram capazes de
reduzir a morte neuronal induzida pelo

N
X
OO
NH,

tacrina (5)

Vo

estresse oxidativo e pela deposicdo de PBA,
exercendo acdo neuroprotetora. O derivado
mais potente 11 (ICsq ache= 0,48 uM) foi
selecionado para avaliagdo in vivo pelo ensaio
de labirinto aquatico de Morris e foi capaz de
reverter a amnésia induzida por
escopolamina em camundongos.**?

R

T T
@)
Iz

heptafilina (9) R=H

7-metoxiheptafillina (10) R=OMe

hibridacao molecular ‘

11. n=5, R=OMe
12.n=5, R=H
13. n=3, R=OMe

Figura 5. Compostos 11-13 hibridos da tacrina com o nucleo carbazol presente na heptafilina
(9) e na 7-metoxiheptafilina (10)

A tacrina também foi utilizada como
modelo para o planejamento de uma nova
série de hibridos tacrina-fluorbiprofeno a
partir da hibridacdo da tacrina com o anti-
inflamatério ndo esteroidal fluorbiprofeno
(14, Figura 6). A estrutura do fluorbiprofeno

foi eleita devido a estudos que mostram sua
habilidade em diminuir a producdao do
peptideo BA através da modulagdo alostérica
da presenilina 1, maior constituinte do
complexo y-secretase, responsavel pela
clivagem anormal da PPA. Dentre os 5
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compostos sintetizados, 15d e 15e foram
melhores inibidores de AChE que a tacrina. O
composto mais ativo da série (15d) atua por
um mecanismo de inibicdo mista, sendo
capaz de inibir os sitios ativo e periférico da

NH,
X

=

N
tacrina (5)
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AChE. Este novo  hibrido  tacrina-
fluorbiprofeno também foi capaz de reduzir
em 31% a formacdo de agregados BA,
provavelmente pela inibicdo da y-
secretase.”™

O COOH
(T 1

fluorbiprofeno (14)

hibrida¢do molecular

153, n=2; 15d, n=3
15b, n=4; 15e, n=6
15¢, n=8

Figura 6. Série de hibridos tacrina-fluorbiprofeno (15a-e)

O padrdo estrutural do donepezil (4)
também tem sido extensamente utilizado na
construcdo de novos hibridos moleculares
com propriedades mdultiplas para o
tratamento da DA. Um exemplo é o
composto ASS234 (16) descrito por Bolea e
colaboradores (Figura 7). Este composto foi
planejado por hibridagdo do nucleo
benzilpiperidina do donepezil com o nucleo
indolil-propargilamino do composto FA65
(17), um potente inibidor de MAO A e B e
com capacidade neuroprotetora.’*>*¢
Diversos trabalhos relatam o perfil multiplo
de ASS234, que é capaz de inibir as enzimas
AChE, MAO-A e MAO-B, além de ser capaz de
interferir no processo de agregacao do
peptideo BA. Em um trabalho mais recente,

foi investigado o seu efeito in vitro na
formacao dos oligdmeros de BA, na mediagao
da toxicidade induzida pela PBA, na
capacidade antioxidante, além de avaliar a
permeabilidade cerebral, a fim de verificar
sua capacidade em atravessar a barreira
hematoencefalica.””**® Os resultados
mostram que o composto 16 protege as
células de neuroblastos contra a toxicidade
mediada por PBA, além de inibir o sitio
periférico da AChE, acarretando na inibicdo
da autoagregacdo de PBA. Também foi
evidenciada sua alta permeabilidade
cerebral, sugerindo que possa atingir
facilmente o SNC e ser assim um bom
candidato para o tratamento de doengas
neurodegenerativas.'*
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donepezil (4)

AChE ICs, = 6,7 NM
BUChE ICs = 7,4 uM

FAG5 (17)

MAO-A ICy, = 100 nM
MAO-B ICs = 63 M

hibridagao molecular ‘

ASS234 (16) |

AChE IC, = 350 nM
BUChE ICg, = 460 nM
MAO A IC5y= 5,2 nM
MAO B ICsy= 43 M
Inibicao auto-agregagao BA=47,8 +2,1%
CAET = 0,5 trolox eq.
Permeabilidade (Pe) = 10,3 x 10® cm/s

Figura 7. Planejamento do candidato a fadrmaco multialvo ASS234 (16)

Uma nova familia de moléculas multialvo
capazes de interagir como inibidores de ChEs
e MAOs foi planejada e sintetizada por
Aguilera e colaboradores. O planejamento
racional do padrdo molecular desta nova
série de 18 novos compostos também
utilizou a estrutura do composto ASS234 (16)
como modelo (Figura 8). A investigacdo da
relagdo  estrutura-atividade  (REA) foi
realizada através da substituicdo de grupos
ligados a subunidade inddlica de 16. Foi
evidenciado que os derivados contendo o

grupamento amino sao mais efetivos que os
analogos acidos ou amidicos. O derivado 18,
mais ativo da série, apresentou um perfil
multiplo, sendo um potente inibidor de
MAQOs e ChEs, mais seletivo para MAO A (ICso
=5,5 11,4 nM) e AChE (ICsp = 190 = 10 nM).
Estudos de modelagem molecular sugeriram
que 18 é capaz de interagir com o sitio
catalitico e periférico da AChE, sendo,
portanto, um outro bom modelo para o
desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos para a DA.**°
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série de derivados ASS234 \

otimizagao

AU

18 |
AChE: IC5 = 0,19 + 0,01 uM
BUChE: ICs, = 0,83 £ 0,16 uM

MAO A: ICs, = 0,0055 £ 0,0014 puM

MAO B: IC;, = 0,15+ 0,031 uM

Figura 8. Série de analogos e otimizacdo do composto ASS234 (16)

O donepezil também foi utilizado no
desenho de 7 novos compostos pela
hibridacdo molecular com o composto M30
(19, Figura 9), que possui duas subunidades
farmacoféricas, propargilamina e 8-
hidréxiquinolina, descritas como
responsdveis pelas potentes atividades na
inibicdo de MAOs, neuroprotecdo e na
quelagdo de biometais."*"** Os resultados da
avaliagdo bioldgica mostram que os hibridos
donepezil-M30 sdo potentes inibidores de
ChEs e MAOs, porém ndo sdo seletivos.
Todos os compostos foram capazes de
complexar Cu, Zn e Fe, sendo o racemato 20
0 mais ativo da série. Os enantidmeros foram
avaliados separadamente e nao
apresentaram diferencas significativas,
ambos com bons perfis de inibicdo de MAOs
e ChEs. No ensaio de toxicidade, o composto
20 foi menos toxico do que o donepezil em
concentragdes elevadas, enquanto que a
baixas concentracGes apresentou um perfil
de viabilidade celular semelhante. Estudos de
docking molecular demostraram que 20 é
capaz de interagir com o sitio ativo e com o
sitio periférico da AChE, e que o atomo de

nitrogénio do grupo ciano faz uma
importante interacdo com o grupo hidroxila
do residuo Phe 295, o que justifica ser um
inibidor mais potente em relacdo aos
compostos que ndo apresentavam este grupo
auxofdrico. O efeito de reversdo do processo
de amnésia induzida por escopolamina foi
avaliado e o composto 20 foi capaz de
diminuir significativamente o déficit de
aprendizagem.**?

Ozer e colaboradores descreveram a
sintese e avaliagdo farmacolégica de uma
nova série (21) de inibidores duais para AChE
e agregac¢do PBA. Os compostos 21a-f foram
planejados a partir dos nucleos 4-
benzilpipedirina e 3,4-dimetoxibenzila
presentes na estrutura do doneperzil,
conectados por espacadores N-
acilidrazénicos (Figura 10). Os resultados
confirmaram a caracteristica dual dos novos
analogos do donepezil, capazes de inibir
moderadamente a AChE (62,8 + 6,07 — 88,5 +
3,61 uM), atuando por um mecanismo de
inibicido mista, além de serem capazes de
inibir a agregacdo amiloide (60-90%).***
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Figura 9. Composto (20) mais ativo da série de hibridos donepezil-M30
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modificacdo
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Figura 10. Série de novos analogos acilidrazonicos do donepezil (21 a-f) com atividade
inibitoria de AChE e antiamiloide
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A galantamina (1) foi utilizada por Fang e
colaboradores no planejamento de uma série
de andlogos por meio de simplificacdo
molecular (Figura 11). No esqueleto das
moléculas-alvo, foram mantidos a
subunidade farmacofdrica metoxila do anel
aromatico e um d4tomo de nitrogénio
aminico, capazes de interagir com a AChE
através de interagbes m — m stacking e de
hidrogénio, respectivamente. O anel de sete
membros da galantamina foi aberto,
originando uma cadeia alifatica lateral, e o
anel de seis membros, contendo um alcool
alilico, foi substituido por um anel aromatico.
Dessa  maneira, todos o0s centros
estereogénicos da molécula original foram
eliminados, facilitando as estratégias de
sintese. Os compostos 22 e 23 foram

simplificacdo molecular
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identificados como os mais ativos da série,
inibindo a AChE (22, ICso= 10,56 uM, 23, ICsp=
0,18 uM). Considerando que baixas
concentracdbes de NO favorecem o
desenvolvimento neuronal, foi realizado o
ensaio de Griess para avaliar a capacidade de
liberacdo de NO. Ambos apresentaram
capacidade moderada de liberacio de NO
(4,8% e 6,0%, respectivamente). No ensaio de
viabilidade celular, o composto 23, além de
nao induzir toxicidade, foi capaz de prevenir
a toxicidade causada pelo peptideo BA. Para
galantamina, o mesmo efeito nado foi
observado. Nos ensaios in vivo, tanto 22
como 23 foram hdbeis na melhorada
capacidade cognitiva dos ratos de maneira
mais eficiente que a tacrina e a galantamina,
usados como controle positivo. '*

o

ONO,

galantamina (3)

= O
oo 5
X

22 23
X=0 X=NH

AChE IC5y = 0,18 uM  AChE ICs = 0,18 uM
Inib. agreg. BA = 25% Inib. agreg. BA = 25%

Figura 11. Compostos 22 e 23 planejados por simplificacdo molecular da galantamina (3)

A busca por novos inibidores de MAO-B e
AChE levou Misha e colaboradores a
planejarem uma nova série de derivados com
base na estrutura da iproniazida (24), um
derivado hidrazinico, tido como o primeiro
dos antidepressivos modernos inibidor MAOs
(Figura 12).** Dentre a série avaliada, o
derivado NP-9 (25), inibiu seletivamente a
MAO-B, além da AChE, a agregacdo de fA e a
citotoxicidade induzida pelo por BA. Nos
ensaios in vivo, foi verificada a capacidade de
25 em reverter os danos neuronais induzidos
por BA e escopolamina em camundongos,

indicando que possa ser capaz de recuperar o
sistema colinérgico, aumentando a
capacidade cognitiva. A redugao dos
depdsitos de placas senis foi avaliada por
histologia, nos animais tratados com 25 e
donepezil, que evidenciou uma reducao de

80% e 60%, respectivamente, em
comparacdo com grupo controle. Essas
caracteristicas tornam o NP-9 (25) um

interessante candidato protétipo de farmaco
para o tratamento da DA, por um mecanismo
de agdo diferenciado.'’
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Figura 12. Composto NP-9 (25) planejado a partir da estrutura da iproniazida (24)

Os produtos naturais sdo 6timas fontes de
inspiracdo para a construcdo de novos
padroes moleculares promissores no
tratamento de doencas neurodegenerativas.
Um exemplo, sao 0s alcaloides
isoquinolinicos como a berberina (26) que
exibe uma potente inibicdo da AChE e de
agregados BA, por inibicdo do sitio periférico
da AChE.™ Vérios outros alcaloides
isoquinolinicos tém sido descritos como
potentes inibidores de AChE, podendo ser
considerados como compostos
potencialmente Uteis no planejamento de
farmacos contra a DA. Baseado nessas
observacdes, Xu e colaboradores sintetizaram

diferentes aminas através de espacadores
alquilicos e desenhados como inibidores
multiplos para os alvos envolvidos na DA
(Figura 13). A avaliacdo farmacoldgica
revelou que a maior parte dos derivados
inibiu significativamente tanto a AChE como a
BuChE, além da autoagregacdo do peptideo
BA. O estudo de REA demonstrou que o
comprimento da cadeia alquilica influencia na
interacdo com os sitios ativo e periférico da
AChE, sendo determinante na poténcia dos
compostos. O derivado 27, mais ativo da
série, apresentou um perfil de agdo multiplo,
comparado com a berberina e com a
galantamina, inibindo também em 78,4 % a

uma nova série de derivados agregacdo do peptideo BA, sem demonstrar
benzilisoquinolinicos conectados com citotoxicidade significativa.'*
= O
< ol P N
o N modificacdo 6
~ | molecular
> o]

g
O/

berberina (26)

- NH
~o

27

Figura 13. Composto 27, o mais ativo da série de derivados da berberina (26), com perfil de
acdo multiplo

Em outro trabalho, Su e colaboradores
também descreveram uma nova série de
compostos derivados da berberina (26), que
ja havia sido relatada como um inibidor
potente de AChE e BuChE, com efeito

moderado na autoagregacdo de BA. No
desenho desta nova série foi introduzida uma
subunidade farmacofdrica tiofenileno, ligada
ao nucleo basico de 26 por diferentes
espacadores alquilicos (Figura 14). Todos os
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compostos inibiram significativamente a
AChE e a agregacdo de BA, além de serem
melhores antioxidantes que o protdtipo
original, demostrando que a subunidade
tiofenileno foi importante para ampliar o
perfil de acdo da série. Particularmente, os
compostos 28 e 29 demostraram um melhor

Dias, K. S. T. et al.

perfil de acdo multialvo, inibindo a AChE com
valores de ICs, de 0,077 e 0,042 uM,
respectivamente, por um mecanismo de
inibicdo mista, além de atuarem como
potentes antioxidantes e inibidores da
autoagregacdo de BA."=%!

berberina (26)

IAChE IC5; = 0,374 £ 0,04 uM
IBUChE ICg,, = 18,21 + 0,683 uM
Seletividade AChE = 48,82
Trolox eq. = 0,40 £ 0.01
Inibicdo agregagao RA = 35,5%

modificacdo molecular

IAChE IC5, = 0,077 + 0,010 uM
IBUChE IC5, = 1,360 + 0,018 uM
Seletividade AChE = 17,66
Trolox eq. =1,11 £ 0,08
Inibicdo agregacdo RA =73,4 %

IAChE IC5, = 0,042 + 0,007 pM
IBUChE IC;, = 0,662 + 0,046 uM
Seletividade AChE = 15,76
Trolox eqg. = 0,75 £ 0,08
Inibicdo agregacdo RA = 65,1%

Figura 14. Compostos 28 e 29, mais ativos da série de derivados tiofenilénicos da berberina
(26)

O resveratrol (30) e pterostilbeno (31) sdo
metabdlitos fendlicos de plantas e
apresentam potentes propriedades

antioxidante, anti-inflamatoria e de
neuroprotec¢do. Por isso, tém sido utilizados
como modelos estruturais no planejamento
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de compostos com acdo multipla. Yuan e
colaboradores planejaram uma série de
derivados do resveratrol e do pterostilbeno,
substituidos por um grupamento carbamaoila,
reconhecida como subunidade farmacoférica
na rivastigmina (2, Figura 15). A avaliacdo
desta nova série de hibridos moleculares,

rivastigmina (2)
IAChE IC5 = 6,3 pM
IBUChE IC5y = 1,37 uM
% viab. celular = 65,45 + 0,67

‘ hibridagao molecular

pterostilbeno (31) R=CH,
% viab. celular = 76,38 + 0,64

Vo

revelou as substancias 32-34 como as mais
ativas da série, sendo 32 e 33 com atividade
inibitéria moderada e mais seletivos para
AChE que a rivastigmina e 34 como um
potencial inibidor ndo seletivo de AChE e
BuChE, porém com efeito neuroprotetor.’>

resveratrol (30) R=H
% viab. celular = 76,38 + 0,64

otimizagao

32

R;R,N= metilpiperazina
R3= OCHj3

33)

Ry= OH

R;R,N= metilpiperazina

@

R;R,N= benzilpiperazina
R;= OCHj4

Figura 15. Planejamento estrutural dos compostos 32-34, hibridos moleculares da rivastigmina
(2), resveratrol (30) e pterostilbeno (31)

Li e colaboradores também utilizaram a
estrutura do resveratrol no planejamento de
novos derivados iminicos, para atuarem em
multiplos alvos envolvidos na DA (Figura 16).
A subunidade iminica foi escolhida com base
na estrutura do clioquinol (35), um composto
capaz de quelar biometais envolvidos em
processos bioquimicos relacionados as

doencgas neurodegenerativas. Da série de 20
novos derivados sintetizados, 37 demostrou
ser o protdtipo mais promissor, sendo capaz
de sequestrar radicais livres 7,7 vezes melhor
o resveratrol. Além disso, inibiu em 64,6% a
formacdo de agregados de BA, foi capaz de
complexar Cu®* e Fe®* e inibir 68,1% da
agregacio de BA induzida por Cu®*. Também
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foi avaliada a capacidade deste composto em
prevenir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), por quantificacdo da
formacdo de H,0, induzida pelo complexo
Cu-BA a partir de 0,. O composto 37 foi capaz
de reduzir em 80% a produgdo de H,0,,
enquanto para o clioquinol a reducdo foi de
75%. A viabilidade celular e a neuroprotecao

OH
HO O N ‘
OH
resveratrol (30)
DPPH 1C5,:108,6 uM
Inibicdo de agregacao RA: 64,2%
Inibigdo da agreg. induz. por Cu®*: 63,4%

Dias, K. S. T. et al.

contra o estresse oxidativo foram estimadas
utilizando linhagem de células neuronais SH-
SY5Y, o que evidenciou que 37 n3o apresenta
toxicidade expressiva, além de proteger as
células contra o estresse oxidativo induzido
por H,0, de maneira mais expressiva que o
resveratrol.™>

clioquinol (35)
Inibigdo da agreg. induz. por Cu®*: 66,7%
Inibicao de formagao de ERO: 75%

| hibridagdo molecular |

o

r /HOJ Re
L otimizagdo
RQ:@*N !

Ry 36

DPPH ICg: 14,1 pM
Inibicao de agregacao RA: 64,6%

Inibigdo da agregagdo induzida por Cu®*: 68,1%

Inibicdo de formagao de ERO: 80%

Figura 16. Planejamento e otimizacdo da série de hibridos resveratrol/clioquinol

O resveratrol também serviu de modelo
estrutural para Pan e colaboradores no
planejamento de novos compostos com ag¢ao
multipla, a partir da hibridagdo molecular
com diferentes aminas conectadas por
espacadores alquilicos (Figura 17). O
grupamento amino foi escolhido para a
sintese dos novos analogos do resveratrol
devido ao fato de que em pH fisiolégico o
atomo de nitrogénio das aminas encontra-se
protonado, podendo fazer importantes
interacbes de hidrogénio com o sitio
catalitico da AChE. Todos os compostos

sintetizados inibiram a AChE, sendo que
alguns foram mais potentes que o
resveratrol. Estudos enzimdticos e de
modelagem molecular revelaram que os
derivados do resveratrol sdo capazes de
interagir com os sitios ativo e periférico da
AChE. Os compostos avaliados também
inibiram a agregacdo de PA e as enzimas
MAO-A e MAO-B. Dentre todos os
compostos, destacou-se o composto 38 que
exibiu um perfil multiplo balanceado entre os
alvos testados, inibindo significativamente a
agregacao de BA, colinesterase e MAO-A e B,
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além de n3o apresentar toxicidade in vitro."*
OH

Vo

~

OH

Resveratrol (30)

AChE IC5, = 165,24 + 48 uM
BuChE IC5y = 752,46 + 87 uM
Agregacao BA =68,51%
MAO-A IC;5 = 17,41+ 0,51 uM
MAO-B IC;, = 29,37 £ 0,68 uM

()
modificagdo estrutural O
> \O 7
otimizagao

SN
38
AChE IC;,=6,55+0,16 uM
BuChE IC;, = 8,04 + 0,22 pM
Agregacdo BA=57,78 %
MAO-A IC;, = 17,58 £ 0,76 pM
MAO-B IC;; =12,19+ 0,40 uM

Figura 17. Composto (38) obtido a partir da modificacdo molecular do resveratrol (30)

Em outro trabalho, Lu e colaboradores
também se basearam na estrutura do
resveratrol e do clioquinol (35), para o
planejamento de novos derivados hibridos
resveratrol-clioquinol (Figura 18). Dentre os
compostos sintetizados, 39 e 40 exibiram
inibicdo significativa da agregacdo de BA (39,
ICso= 7,56 uM e 40, ICso= 6,51 uM), sendo
também capazes de desagregar as fibrilas A
induzidas por Cu®, inibir moderadamente as
enzimas AChE, MAO-A e B, além de
apresentar baixa toxicidade e de atuarem
como antioxidante no ensaio da capacidade
antioxidante equivalente ao trolox (CAET).
Estas propriedades destacam o potencial
desses compostos hibridos do resveratrol
para o desenvolvimento de novos farmacos
multifuncionais para o tratamento da DA."*®

A memoquina (41), composto hibrido 1,4-
benzoquinona-poliamina foi descrita por
Bolognesi e colaboradores como um
candidato a fdrmaco promissor para o
tratamento da DA. Desde entdo, tem sido
utilizada como modelo para construcao de
novas entidades quimicas que possam
reproduzir suas propriedades antioxidante,

inibitria de AChE e de agregacdo BA.” Em
2013, Prati e colaboradores relataram a
sintese de uma nova série de derivados
hibridos da memoquina com diferentes
subunidades farmacoféricas de farmacos
anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINDs)
(Figura 19). No novo padrdo estrutural o
nucleo central da memoquina 2,5- diamino-
1,4-benzoquindnico foi mantido e conectado
as subunidades derivadas dos NSAIDs através
de espagadores poliaminicos. O perfil
multialvo dos compostos foi avaliado através
da capacidade de redugdo da agregagdo de
BA e da inibicdo das enzimas BACE-1, AChE e
BuChE. Todos os compostos mantiveram a
capacidade de inibicdo da agregacao BA ja
observada na memoquina, além de
apresentar inibicdo de AChE na faixa de
micromolar, porém ndo foram capazes de
inibir BACE-1. Dentre os compostos mais
ativos, os compostos 42, 43, (R)-44 e (S)-44
gue possuem as subunidades derivadas do
ibuprofeno, diclofenaco e flurbiprofeno,
respectivamente, foram os que apresentaram
os melhores equilibrios no perfil de inibicao
AChE/BA. 156
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Cl
X
| Y OH
O@ 0
OH

resveratrol (30)
Auto-agregacdo RBA: IC5, = 15,11 pM
CAET: 5,92 trolox eq.

clioquinol (35)
Inib. agreg. BA induz. Cu(ll) :70,94%

hibridagao molecular

modifica¢do estrutural

otimizacao
O / O
ITI/
39 40|
R= OCH, R= OH
Auto-agregacdo BA IC;, = 7,56 uM Auto-agregacdo BA IC;, = 6,51 pM
Inib. agreg. RA induz. Cu(ll) =87,51% Inib. agreg. BA induz. Cu(ll) =92,23%

MAO-A IC5, = 8,19 uM MAO-A IC, = 7,08 uM
MAO-B IC5, = 12,16 pM MAO-B IC5, = 14,09 uM
AChE IC;,=36,04 uM AChE IC5 = 6,27 uM
CAET= 4,72 trolox eq. CAET = 4,70 trolox eq.

Figura 18. Compostos com perfil de acdo multiplo, planejados por hibridacdo molecular do
resveratrol (30) e clioquinol (35)
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N\/\/\/N O/
O\ N/\/\/\N

o )

memoquina (41)
Inibicdo agregacdo AR IC5,: 5,93 uM
IAChE ICg: (1,55 0,11)103 uMm
IBUChE IC5: 1,44 £ 0,10 uM

‘ modificagcdo molecular

P P
RSN NN
_R
NSNS
H H H
(0]
(0]
Cl
" /
(0]

e Cl

42 | 43 |
R= ibuprofeno R= diclofenaco
Inibicdo agregacdo AR IC5: 4,83 uM Inibicdo agregagdo AR IC: 3,15 uM
IAChE ICg,: 0,60 + 0,02 uM IAChE IC5: 15,4 £1,1 uM
IBUChE IC: 22,5 £ 1,5 uM IBUChE ICy: 0,33 £ 0,02 uM
M |
(R)-44 (S)-44
R= (R)- flurbiprofeno R= (S)- flurbiprofeno
Inibigdo agregagdo AR ICsy: 4,77 pM Inibicdo agregacdo AR ICs: 4,43 uM

IAChE IC5: 27,8 £ 1,1 uM IAChE IC: 2,89 0,12 uM
IBUChE ICy: 9,98 + 0,60 UM IBUChE IC5:7,77 £ 0,21 uM

Figura 19. Derivados 42, 43, (R)-44 e (S)-44, com perfil de acdo multialvo mais significativo da
série de hibridos moleculares memoquina-AINEs

A enzima 5-lipoxigenase (5-LO) é uma série de fatores envolvidos na doenca.
amplamente distribuida no sistema nervoso Diante da conexdo desses mecanismos com a
central (SNC). Estudos recentes indicam que DA, os autores sintetizaram uma série de
essa enzima pode estar envolvida na compostos planejados para atuarem como
evolugdo da DA. A inibicdo dessa enzima leva  inibidores da 5-LO e da agregacdo BA."’

a uma reducdo significante da deposicdo de

) e Considerando a similaridade estrutural
BA no cérebro o que acarreta na inibicdo de

entre resveratrol (30), quercetina (45) e
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curcumina (46), que contém um nucleo
comum para-hidroxifendlico conjugado a
uma cetona a,B-insaturada (Figura 20), e suas
propriedades antiamiloides e inibitérias de 5-
LO, Chen e colaboradores decidiram
explorara estrutura de chalconas como
modelos de novos compostos com atividades

\OH

HO
resveratrol (30)
OH
OH
HO l o) O
| OH

OH O
quercetina (45)

HO ‘ OH
\O O P | N O/
O O

curcumina (46)

Dias, K. S. T. et al.

inibitéria de agregacdo de BA e de 5-LO. Para
tanto, prepararam uma série de derivados da
isoliquiritigenina (47, Figura 21), uma
chalcona natural, utilizado na medicina
tradicional chinesa por suas propriedades
antioxidante e anti-inflamatoéria.

OH O
(Y0
—> HO OH

nucleo comum aos compostos fendlicos
resveratrol, quercetina e curcumina

Figura 20. Estruturas do resveratrol (30), quercetina (45) e curcumina (46) que apresentam
alta similaridade estrutural com um nudcleo comum para-hidroxifendlico conjugado a uma
cetona a,B-insaturada

A avaliagdo farmacoldgica revelou que a
maioria dos compostos apresentou um perfil
de inibicdo da agregacdo BA e inibi¢cao da 5-
LO superior ao protétipo isoloquiritigenina
(47) e ao resveratrol, utilizado como
referéncia. Os derivados 48, 49 e 50 foram

considerados os mais da série, mostrando
apresentaram-se como potentes inibidores
de ambos os alvos (Figura 21), podendo ser
eleitos como promissores modelos para o
desenvolvimento de farmacos multialvo.™®
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Vo

OH O
N
50 o)

Inibicdo agregagdo AB IC5y: 3,2+ 1,3 uM
Atividade inibitéria 5-LO I1C54: 6,1 £ 0,1 uM

Isoliquiritigenina (47)
Inibicdo agregagdo AR IC;,: 19,7 + 0,8 uM
Atividade inibitéria 5-LO I1C5,: 118,6 £ 0,2 pM

OH O
~o ‘ | o
i
a8 o

Inibicdo agregagao AB ICy: 2,2 1,5 pM
Atividade inibitoria 5-LO 1C54: 7,9 + 0,1 pM

\

OH O

oy

(0]
49

Inibicao agregagdo AR IC54: 5,9+ 0,3 uM
Atividade inibitoria 5-LO I1C5,: 6,8 £ 0,1 pM

Figura 21. Estrutura da isoliquiritigenina (47) e seus derivados mais ativos 48, 49 e 50 com
propriedades antiamiloide e inibitéria de 5-LO

A huprina (51) foi escolhida como modelo
de inibidor de AChE por Viyana e
colaboradores para o planejamento de uma
nova série de hibridos moleculares com a
rhein (52), um produto natural com atividade
inibitéria de ChEs e da agregacao de TAU,
tradicionalmente utilizado na medicina
chinesa. O desenho estrutural desta nova
série foi baseado na conexdo da estrutura da
huprina (51) com o nucleo hidroxi-
antraquinénico do composto rhein (52)
utilizando espacadores alquilicos (Figura
22).159 Desta forma, série de hibridos rhein-
huprina foram sintetizados e avaliados
quanto as suas propriedades inibitdrias
seletivas da AChE e antiagregacdao da
proteina TAU. Os dados farmacoldgicos

revelaram que todos os compostos da série
sdo potentes inibidores duais da AChE, com
inibicdo moderada da autoagregacao PA
induzida pela AChE. Ensaios com membranas
artificiais sugeriram que estas substancias
podem ser capazes de atravessar a barreira
hematoencefdlica in vivo. O derivado 53 foi
eleito o mais ativo da série, demonstrando
ser um potente inibidor de BACE -1, além da
AChE e da agregacao de TAU. Devido as suas
propriedades multiplas de a¢do esta
substancia foi submetida a ensaios in vivo
gue confirmaram que é capaz de diminuir os
niveis de agregados BA e proteger contra os
efeitos de diminuicdo das sinapses induzidas
pelos oligdmeros BA.
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Cl
OH O OH AN
|
QP "
HOOC
O .
rhein (51) huprina (52)
AChE ICg4: >10000 nM hibridagdo molecular AChE IC5: 1,07 £0,05 nM
BuChE IC5,: 17000 + 4220 nM BuChE ICg: 181+ 15 nM
Agregacdo TAU: 40,8 + 0,7% inib. l Auto-agregacdo AR: 17,1 + 4,5

(£)-53
AChE IC54: 3,60 £ 0,21 nM
BuChE IC5,: 620 £ 20 nM
BACE 11Cgy: 120+ 90 nM
Agregacao AR induz. AChE: 48,7 + 8,4 % inib.
Auto-agregacao AR: 38,0 + 4,6 % inib.
Agregacao TAU: 29,6 + 8,5 % inib.

Figura 22. Hibrido molecular (53), planejado a partir das estruturas de rhein (51) e huprina
(52), com perfil de acdo multialvo

A genisteina (54) é uma isoflavona que
apresenta diversas propriedades
farmacolodgicas, incluindo anti-inflamatéria,
antioxidante, quelante de biometais e
neuroprotetora. Diante disso, Qiang e
colaboradores utilizaram sua estrutura no
planejamento de hibridos moleculares com o
donepezil (4), variando o padrio de
substituintes amino-benzilicos, a exemplo da
subunidade farmacoférica benzilpiperidinica
presente em 4 (Figura 23). Uma série de
hibridos genisteina-donepezil entdo
preparados e avaliados quanto a diversas
propriedades potencialmente (teis ao
tratamento da DA, incluindo inibicdao de ChEs,
atividade antioxidante, efeito quelante de

biometais, inibicdo da agregacdo PBA e efeito
de neuroprotecdo em modelos animais com
amnésia induzida por escopolamina. Os
resultados demonstraram que a série toda foi
capaz de inibir significativamente a AChE,
com um perfil variando de moderado a bom
como antioxidantes. Dentre os 28 compostos
sintetizados, o derivado 55 foi destaque,
inibindo também a autoagregacdo PBA, a
agregacao induzida por Cu™ e a agregagao
induzida por AChE, além de ser capaz de
desagregar as fibrilas BA em 72,1 %. Estudos
cinéticos e de modelagem molecular
sugeriram que 55 inibe simultaneamente o
sitio catalitico e o sitio periférico da AChE, o
que pode explicar em parte suas propriedade
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antiamiloide. Os ensaios in vivo mostram que
o composto 55 foi capaz de reverter
significativamente a amnésia induzida por
escopolamina, sendo considerando um dos

Vo

mais recentes candidatos a protétipos de
farmacos multialvo contra a doenga de
Alzheimer.*®

00

donepezil (4)

genisteina (54)

—

55

AChE 1C5,=0,09 0,02 pM
CAET= 0,30 trolox eq.
Inibicao da agregacao RA induzida por AChE= 36,2%
Inibicdo da auto-agregagdo A= 35%

Inibicdo da agregacdo RA induzida por Cu** = 77,8%

Figura 23. Derivado 55, mais ativo de uma série de hibridos moleculares do donepezil (4) e da
genisteina (54) com importantes propriedades multialvo

6. Conclusoes

Como pode ser visto, a literatura é

bastante rica em exemplos de como a
abordagem de ligantes multialvo tém
despertado o interesse da comunidade

cientifica mundial. Especialmente em relagdo
a Doenca de Alzheimer, a busca por novas
entidades quimicas inovadoras, realizada
com base nesta estratégia, tem revelado uma
grande diversidade molecular e novas
substancias com perfil de acdo nunca antes
revelado, podendo atingir e modular
diferentes alvos terapéuticos
simultaneamente. Entretanto, ao contrario
dos pesquisadores académicos, a Industria
Farmacéutica ainda parece resistente a

adocdo desta nova forma de “pensar” o
planejamento  racional de  moléculas
bioativas. Ainda ha um notdvel
conservadorismo por parte do setor
farmacéutico, preferindo  voltar  seus
investimentos ao langamento de novas
formulagdes associando farmacos conhecidos
ou mantendo-se preso a busca por farmacos
altamente seletivos. Os varios exemplos
descritos neste e outros trabalhos de
revisdo™* deixam evidente que esta nova
abordagem pode estar inaugurando uma
nova era na Quimica Medicinal e, quica, para
terapéutica de doengas multifatoriais como a
DA. Talvez, o grande desafio a frente seja
como encontrar um balanco adequado de
propriedades multiplas exibidas por estas
moléculas inovadoras, buscando identificar-
se o grau de “promiscuidade” ideal para o
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melhor perfil terapéutico e que as
candidatem definitivamente como
candidatos a fdrmacos de dultima geracdo
para o tratamento da DA.
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Abreviaturas

ACh = acetilcolina

AChE = acetilcolinesterase

AINES = anti-inflamatdrios nao-
esteroidais

APP = proteina precursora amiloide
BuChE = butirilcolinesterase

Clg =proteina 1q constituinte do sistema

complemento

CAET =
equivalente a trolox

capacidade antioxidante

CAT = colina acetiltransferase
cox = cicloxigenase
DA = doenca de Alzheimer
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DP = doenca de Parkinson

ERO = espécies reativas de oxigénio
FDA = Food and Drug
Administration

IAChEs = inibidores de
acetilcolinesterase

IBGE = Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE),

IL = interleucina

iNOS = NO sintase induzida

LPS = lipopolissacarideo isolado de
parede bacteriana

LO = lipooxigenase

M-CSF = fator estimulador de
crescimento de macrdéfagos

MAO-A= monoamino oxidase A

MAO-B= monoamino oxidase B

NMDA= N-metil-D-aspartato

nNOS= NO sintase neuronal

ONU= Organizacdo das NacOes
Unidas

PGE, = prostaglandina tipo E,

SIDA = sindrome da

imunodeficiéncia adquirida
SNC = sistema nervoso central

TGF-B =
crescimento B

fator transformador de

TNF-a = fator de necrose tumoral a

BA

peptideo B-amiloide

Glossario de termos bioldgicos

Astrdcitos: S3o células do sistema nervoso,
responsaveis pelo preenchimento dos
espacos entre os neurdnios, regulagem da
concentracdo de diversas substancias com
potencial para interferir nas fungdes
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neuronais normais e
neurotransmissores.

regulagem dos

Astrogliose: Aumento no numero de

processos fibrosos astrocitdrios

AxOnios: Parte terminal do neurGnio
responsavel pela condugdo do impulso
elétrico.

Cognicdo: Processo de conhecimento que
envolve interagGes entre diversos dominios
como atencdo, percepcdo, memoria,
raciocinio, juizo, imaginagdao, pensamento e
linguagem.

Dentritos: Sao prolongamentos  dos
neurdnios especializados na recepc¢ao dos
estimulos nervosos.

Endoproteases: Sdo peptidases proteoliticas
gue quebram ligacées de aminoacidos
intramoleculares.

Hipocampo: Estrutura localizada no cérebro
responsdvel pela memoaria.

Me too: Similar estruturalmente a um
farmaco conhecido, com pequenas
diferencas farmacoterapéuticas.

Microglia: S3o células do SNC responsaveis
pelo suporte e nutricdo dos neuronios.

Mondcito: Tipo de leucdcito, que sdo células
do sistema imunitario humano, responsaveis
pela protecdo dos tecidos

Neurotoxicidade: Ocorre quando
neurotoxinas alteram a atividade normal do
sistema nervoso, de tal forma que causa
danos ao tecido nervoso, podendo levar a
morte neuronal.

Neurotransmissores: Sao substancias
quimicas  produzidas pelos neurdnios
responsaveis de enviar informagbes as

células e estimular o impulso nervoso.

Nitrotirosina: Produto da rea¢do de nitragdo
da tirosina que atua como marcador do
estresse oxidativo

Oligbmeros: Juncdo de um finito numero de
unidades de monoémeros ou fragmentos de
uma ou mais unidades proteicas.

Peroxinitrito: Produto da condensacdao de
radicais superdoxidos e oxido nitrico,

Vo

considerada uma espécie reativa de oxigénio,
responsavel pelo estresse oxidativo.

Placas senis: S3do placas extracelulares
formadas pelo acumulo de fragmentos
insoluveis da proteina B-amiloide.

Pré encéfalo basal: A funcdo primaria dos
ganglios basais é a selecdo de acdo. Eles
mandam sinais inibitérios para todas as
partes do encéfalo que possam gerar acdes, e
nas circunstancias certas pode liberar a
inibicdo, de modo que os sistemas de geracao
de acdo executem suas acgoes.

Proteina Tau: Proteinas que estabilizam os
microtubulos neuronais ( estruturas proteicas
gue constituem o neurdnio) e quando em
atividade anormal como desestabilizacdo
podem levar a morte neuronal.

Protedlise: E o processo de degradacdo

(digestdo) de proteinas por enzimas,
chamadas proteases, ou por digestao
intramolecular.

Quimiocinas: Células que desencadeiam
respostas imunes, funcionando como

mediadores ou reguladores da inflamacdo e
ativadoras de leucdcitos.

Receptores Muscarinicos: Receptores
acoplados a proteina G, que atuam na
transducdo de sinal no interior da célula e sdo
ativados pela acetilcolina.

Receptores Nicotinicos: Canais iGnicos que

atuam como receptores ativados pela
acetilcolina e nicotina.
Sinapse: S3do regides de comunicagdo

interneuronal, onde o estimulo de um
neurdnio passa ao seguinte pela mediagdo de
neurotransmissores.

Sitio Catalitico: Também conhecido como
sitio ativo, é o local que confere
especificidade as enzimas, uma vez que este
sitio de ligacdo do substrato é ideal espacial e
eletronicamente para a ligagdo do mesmo,
sendo capaz de reconhecer a estrutura do
substrato e ocorrer neste sitio a ligacdo
enzimatica.
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