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ANTI-ALZHEIMER ACTIVITY OF SUBSTANCES FROM NATURAL PRODUCTS AND OF SYNTHETIC ORIGIN: SOME
IMPORTANT EXAMPLES OF THE LAST 20 YEARS. Alzheimer’s disease has about 9.9 million new cases annually, according
to World Health Organization. Due to the increasing incidence of people affected by AD and the absence of an efficient treatment
or cure so far, many researchers worldwide are involved in the search for novel promising drugs candidates, through several targets,
exploring distinct structural patterns. In this context, we describe herein, focusing the last 20 years, strategic examples of substances
with targets related to Alzheimer’s disease derived from natural products, such as alkaloids, chalcones, coumarins and flavonoids, in
addition to carbamates and heterocyclic compounds. Furthermore, some cases are discussed where computational chemistry is used

to better understand protein-ligand interactions.
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INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) teve seu primeiro relato em 1906,
pelo psiquiatra clinico e neuropatologista alemao Alois Alzheimer.'
Porém, apenas a partir da década de 1970, o volume de estudos
cientificos sobre o tema cresceu significativamente.? Esse transtorno
neurodegenerativo progressivo se manifesta através da diminui¢ao
gradual da memdria e declinio severo das fungdes cognitivas.’?

A DA ¢ uma das doengas neurodegenerativas mais comuns
mundialmente, correspondendo de 50 a 70% dos casos de deméncia.*
Dados disponibilizados pela Organiza¢do Mundial da Saide (OMS)
revelam que aproximadamente 50 milhdes de pessoas sdo acometidas
por algum tipo de deméncia no mundo, com quase 10 milhdes de novos
casos anuais.’ Estima-se que até 2030, de 70 a 80 milhdes de pessoas
sejam acometidas de algum tipo de deméncia no mundo, com esse
nimero podendo atingir aproximadamente 130 milhdes de pessoas
em 2050, com os impactos econdmicos relacionados ao tratamento
podendo atingir 2 trilhdes de ddlares.®” No Brasil, hd uma caréncia de
dados oficiais, porém estima-se que 1,5 milhdo de pessoas sofram de
DA, com previsdo desse ntimero quadruplicar apds 30 anos.®

A DA pode acometer quase 50% dos individuos com mais de
85 anos.’ Ademais, homens e mulheres sdo afetados de forma diferente
pela doenca. A maior incidéncia em mulheres pode ser explicada por
diversos fatores, como o efeito negativo da apoE (apolipoproteina E)
€4, que € a principal determinante genética da DA. A apoE € um
transportador de colesterol, o qual interage com a proteina S-amiloide,
podendo contribuir na agregag¢io, no acimulo e o depdsito da proteina
f-amiloide no cérebro e na neurodegeneragdo.'!> Outro fator
determinante na prevaléncia da DA em mulheres pode estar relacionado
a queda rdpida na producgio dos hormonios sexuais apds a menopausa,
quando a incidéncia da DA aumenta em mulheres.!

Em nivel celular, a DA € caracterizada pela degradacdo dos
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neurdnios colinérgicos do sistema nervoso central (SNC), além
da diminuigdo expressiva da acetilcolina (ACh) (1, Figura 1), um
importante neurotransmissor relacionado a fun¢des cognitvas como
memoria, percepgio, linguagem, atencio e fungdes executivas.'*
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Figura 1. Estrutura quimica da acetilcolina (ACh)

A hidrélise promovida pelas enzimas colinesterases (AChE e
BuChE) sobre a ACh na fenda sindptica, € a principal causa do déficit
cognitivo causado pela DA. Em termos estruturais, as sequéncias
primdrias das colinesterases apresentam 65% de homologia, além
de similaridades relacionadas as suas estruturas tridimensionais,'>'®
que apresentam em comum uma cavidade de aproximadamente 20 A
de profundidade (Figura 2 (C) e (D)), cuja extremidade inferior
localiza-se o sitio catalitico anidnico (CAS), que comporta a triade
catalitica (Ser, Glu, His) (Figura 2 (B)), conservada em ambas as
enzimas,'” além de alguns subsitios relevantes para o reconhecimento
molecular, como a cavidade oxianion, o sitio de ligac¢do acila e
o sitio de ligacdo colina. Entretanto, na entrada dessa cavidade,
encontra-se o sitio anidnico periférico (PAS), regido que apresenta
diferengas marcantes no nimero de residuos aromdticos entre
AChE (Trp286, Tyr124, Tyr72, Asp74, Tyr341) e BuChE (Ala277,
GIn119, Asn68, Asp70, Tyr332) (Figura 2 (A)), levando a diferencas
de especificidade do ligante, o que explica a seletividade de alguns
inibidores colinesterasicos.'®

Apesar da AChE ser considerada um alvo mais adequado para o
planejamento de substincias devido sua maior incidéncia nas regides
das sinapses,'” a BuChE também possui relevincia em terapias
colinérgicas, uma vez que ha evidéncias do aumento dos niveis e da
atividade da BuChE com a progressdo da DA, levando a mudangas na
propor¢ao AChE / BuChE no cértex cerebral de pessoas acometidas
pela DA, que podem ir de 0.2 a 11.%° Dessa forma, a BuChE também
vem sendo utilizada como um potencial alvo na prospecg¢ao de novos
anticolinesterdsicos.?!
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Figura 2. (A) Sobreposi¢do dos residuos de aminodcidos na regido do sitio anidnioco periférico (PAS) nas enzimas hAChE (PDb id: 4EY7) em verde e hBuChE

(PDB id: 4BDS) em amarelo. (B) Sobreposigdo dos residuos de aminodcidos na regido do sitio catalitico (CAS), incluindo a triade catalitica. (C) Representagdo

da cavidade do sitio ativo da hAChE em cinza. (D) Representa¢do da cavidade do sitio ativo da hBuChE em cinza

Um dos marcadores neuropatolégicos da DA € a proteina
p-amiloide, que se forma através da clivagem da proteina precursora
amiloide (do inglés, APP), por meio das enzimas f- e y-secretases.
Essa proteina insoldvel possui entre 39 e 42 residuos de aminodcidos
e pode ser encontrada em depdsitos extracelulares pelo SNC, formando
placas senis neurotdxicas (Figura 3).22 Nesse sentido, a busca por

inibidores da B-secretase (BACE-1) tem sido uma estratégia adotada
por pesquisadores nos dltimos anos, gerando grandes expectativas na
comunidade cientifica.”* Contudo, apesar de reduzir a formagao de placas
[-amiloide, alguns inibidores da BACE-1 que chegaram recentemente
até estudos clinicos de fase III, mostraram-se ineficazes em aliviar
os sintomas da doenga, além de apresentarem efeitos adversos.***

J

Figura 3. Campo neuronal sauddvel, a esquerda, e campo neuronal com formagdo de placas senis, causados pelo acimulo da proteina -amiloide, a direita.

Adaptada de Alzheimer’s Association®
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Outro marcador patoldgico que caracteriza a DA, consiste na
formacdo de emaranhados neurofibrilares (do inglés, NFT), devido
ao processo anormal de fosforilac@o da proteina tau, responsavel pelo
estabelecimento e manutengdo da comunicagio interneuronal, além
da fungdo de estabilizar os microtibulos dos axo6nios, (Figura 4).2” A
enzima glicogénio sintase cinase (GSK-3/) possui um papel relevante
na fosforilacdo da proteina tau,”® e vem sendo explorada como um
potencial alvo no planejamento de candidatos a prot6tipos de farmacos
multialvo para a DA.? Além disso, outra isoforma da glicogénio
sintase cinase (GSK-3a) estd relacionada com a produgao do peptideo
[-amiloide via y-secretase,* sendo dessa forma, outro alvo terapéutico
conveniente na prospecgdo de novos agentes anti-Alzheimer.
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Figura 4. Hiperfosforilagdo da proteina tau. Adaptado da ref. 31

Atualmente, ainda ndo h4 terapias disponiveis para interromper
e reverter os danos cerebrais resultantes da DA. Recomenda-
se, portanto, tratamentos ndo-farmacolégicos para melhorar a
qualidade de vida, incluindo exercicios fisicos, terapia ocupacional,
musicoterapia e fisioterapia, assim como alguns medicamentos
prescritos para amenizar, provisoriamente, os sintomas em individuos
diagnosticados com DA.* Sdo conhecidos cinco medicamentos,
a partir de 4 farmacos (2-5), aprovados pela Food and Drug
Administration, para o tratamento dos pacientes diagnosticados com
DA: Aricept® (donepezila (2), 1996), Razadyne® (galantamina (3),
2001), Exelon® (rivastigmina (4), 2000), Namenda® (memantina
(5), 2003) e Namzaric® (donepezila (2) + memantina (5), 2014)
(Figura 5).33
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Figura 5. Estrutura quimica dos farmacos aprovados pela FDA, para o
tratamento dos sintomas da doenga de Alzheimer®

Os farmacos 2, 3 e 4 sdo inibidores da acetilcolinesterase (AChE),
atuando na diminuicéo da degradagdo de ACh, sendo prescritos para
os estdgios leve e moderado da doenga, ajudando a prevenir, retardar
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e a controlar os sintomas. A rivastigmina (4) pode ser considerada
como um inibidor dual, pois seu mecanismo de a¢do também inclui
a inibigdo da BuChE.** J4 o farmaco 5, é prescrito para tratar casos
moderados e graves, atuando como antagonista em receptores de
glutamato do tipo N-metil-D-Aspartato (NMDA).* O medicamento
Namzaric®, uma associacdo de memantina (5) e donepezila (2),
também € indicado para casos moderados e graves.*

Por conta do aumento do nimero de pessoas afetadas pela DA
e o fato de ndo haver tratamento que resulte em cura definitiva até
o momento, se torna cada vez mais necessdria a busca de novos
candidatos a fairmacos mais eficazes, tanto por meio da exploragdo
de diferentes alvos (e.g. AChE, BuChE, BACE-1, GSK-3f ¢ a), como
de padrdes estruturais distintos, sendo estes ultimos exemplificados
e discutidos a seguir.*

ALCALOIDES E DERIVADOS SINTETICOS INIBIDORES
DA AChE E DA BuChE

Alcaloides consistem em uma classe de produtos naturais
nitrogenados de baixo peso molecular, os quais participam de
processos biolégicos de plantas, animais e microrganismos. Cerca de
25% das espécies vegetais apresentam alcaloides em sua composigao,
sendo especialmente abundantes nas familias Apocynaceae,
Asteraceae, Fabaceae, Papaveraceae, Rubiaceae e Solanaceae.”

Extratos contendo alcaloides sdo usados pela humanidade desde a
antiguidade, entre os quais, destacam-se o Opio (Papaver somniferum),
meimendro (Hyoscyamus niger) e coca (Erythroxylum coca).® E
importante destacar que dentre os firmacos aprovados pelo FDA
para o tratamento de pessoas portadoras da DA, existe um alcaloide
isolado a partir da espécie Galanthus nivalis (Amaryllidaceae)
que € a galantamina (3), além da rivastigmina (4), que pode ser
considerado um derivado semissintético obtido a partir do alcaloide
fisostigmina. Consequentemente, essa classe de substancias tém sido
sistematicamente estudada, visando o desenvolvimento de novos
candidatos a firmacos.”

Como exemplo de estudos envolvendo alcaloides, que vém sendo
desenvolvidos, visando a obtengao de novas substancias com atividade
anti-Alzheimer, em 2014, Viayna e colaboradores planejaram uma
série de derivados hibridos com o objetivo de inibir alvos relacionados
a DA.¥ O planejamento estrutural dos candidatos a farmacos foi
baseado nas estratégias da quimica medicinal de: (a) hibridacdo
molecular, entre rhein (6) e hupina (7), e (b) homologagao linear,
utilizando 5, 6 e 9 espagadores metileno (-CH,-), para gerar os
derivados hibridos 8, 9 e 10, respectivamente (Figura 6).

Os hibridos (8-10) foram sintetizados e avaliados frente a AChE,
a butirilcolinesterase (BuChE) e em relacdo a atividade antiagregante
da proteina tau. Ensaios in vitro, realizados em células de Escherichia
coli, mostraram que os hibridos 8, 9 e 10 exibiram atividade
inibitéria frente ambas colinesterases humanas (2ZChE’s), e atividade
antiagregante tau, além de apresentarem resultados adequados de
permeabilidade cerebral. ¥

Estudos com membranas artificiais revelaram que as substancias
sintetizadas podem ser capazes de atravessar a barreira hematoencefa-
lica. O hibrido 8 foi o mais potente inibidor da ZAChE. Paralelamente,
o derivado 10 foi o mais potente inibidor da f-secretase 1 (BACE-1)
(80 £ 10 nmol L*') e da agregag@o da tau (34,3 + 0,1%). Dessa forma,
10 foi submetida a ensaios in vivo que confirmaram sua capacidade
de diminuicdo dos niveis de agregacdo da proteina f-amiloide, além
de acdo protetora contra efeitos de diminui¢@o das sinapses, que sdo
induzidas pelos oligdbmeros da mesma proteina. Todos os hibridos
sintetizados apresentaram seletividade para hAChE em relagdo a
hBuChE, com indices de seletividade entre 28 e 888.%

Em outro trabalho, publicado um ano depois, Yang e
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Figura 6. Estruturas quimicas de Rhein (6) e Hupina (7), além de trés alcaloides sintéticos hibridos, sintetizados por Viayna e colaboradores
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Figura 7. Alcaloides isolados por Yang e colaboradores*

colaboradores isolaram constituintes quimicos de sementes de
Peganum harmala, os quais tiveram a atividade inibitdria avaliada
frente a AChE e a BuChE.* A seguir, sdo representadas as seis
substincias que apresentaram melhor atividade inibitdria frente a
AChE (Figura 7).

As substancias 11-16 apresentaram destacada inibi¢do da AChE
e da BuChE, com valores de concentragdo inibitéria (Cls,) nas
faixas de 1,21-3,64 umol L' e 0,04-2,79 umol L*!, respectivamente.
A presenga de substituintes nos carbonos 1, 3 e 7, assim como no
nitrogénio 2 (14), foram importantes para a inibicdo de ambas as
enzimas. Cabe destacar que a presenca dos grupos metoxila ou
hidroxila no carbono 7 das S-carbolinas levou ao aumento da inibigdo
frente a AChE. Ja em 15 e 16, foram relevantes para a atividade
inibitéria: o anel de cinco membros abrangendo o carbono 2 e o
nitrogénio 3, assim como a carbonila presente no carbono 4 ou a
hidroxila presente no carbono 9.

Outro estudo que merece destaque, envolve oito alcaloides
naturais de padrdo estrutural isoquinolinico, isolados por Gonzalez
e colaboradores, a partir da raiz de Zanthoxylum rigidum. As
substincias obtidas foram avaliadas quanto a atividade em
diversos alvos, envolvidos nos principais mecanismos associados
a patogénese da DA.*! A seguir, sdo mostrados os resultados mais
relevantes de atividade inibitéria frente a AChE da enguia elétrica
(EeAChE) e recombinante humano (HrAChE) e BuChE de soro
equino (EgBuChE), permitindo a identificacdo de dois alcaloides
benzofenantridinicos (17 e 18), com resultados mais promissores
(Figura 8). Cabe ressaltar que as formas oligoméricas das AChE’s,
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oriundas de diferentes espécies de animais vertebrados, possuem
alta similaridade estrutural e funcional, indicando uma conservacao
ao longo do processo evoluciondrio.*? Essa semelhanca estrutural,
principalmente na regido do sitio catalitico, permite a realizagdo
de ensaios de inibicdo enzimdtica utilizando AChE’s de ocorréncia
em diferentes organismos, com a ressalva de que uma anélise
comparativa sé terd validade em caso de valores de inibicdo
obtidos em ensaios realizados com AChE’s oriundas do mesmo

organismo.
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Figura 8. Alcaloides benzofenantridinicos estudados por Gonzalez e cola-
boradores”

Ambos alcaloides benzofenantridinicos apresentaram inibigao
da AChE e da BuChE, sendo mais potentes frente a AChE, com
valores de Cly, na faixa submicromolar. Além disso, esses alcaloides
apresentaram moderada atividade antiagregante da proteina
f-amiloide.
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DERIVADOS SINTETICOS DE CHALCONAS INIBIDORES
DA AChE

As chalconas s@o substincias precursoras na biossintese de
flavondides, e podem ser encontradas em diversas espécies vegetais.
Sua estrutura basica (1,3-difenil-2-propen-1-ona) € composta por dois
anéis aromadticos conectados por uma carbonila a,f-insaturada, em
um sistema de elétrons m completamente deslocalizado, conectando
ambos anéis aromadticos (Figura 9).44
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Figura 9. Estrutura quimica da 1,3-difenil-2-propen-1-ona (19)%#

As chalconas apresentam um amplo espectro de atividades
bioldgicas, tais como: antioxidante, antibacteriana, anti-helmintica,
amebicida, antidlcera, antiviral, inseticida, antiprotozodria, antitu-
moral (citot6xica) e imunossupressora.” Em vista desse histérico,
pesquisadores vem utilizando as chalconas no desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos.*

Um estudo envolvendo a sintese e avaliagdo de uma série de
novos derivados de chalconas, numa abordagem multialvo, visando
atividade anti-Alzheimer, foi publicado por Zhang e colaboradores.*
A maioria das substincias apresentaram inibicdo seletiva da AChE,
inibicdo significativa da monoamina oxidase (MAO-B), atividade
antioxidante adequada, além de atividade inibitéria moderada para
agregacgdo da proteina f-amiloide (auto-induzida ou com indugdo
por Cu?).

As seis substancias mais promissoras (Figura 10) exibiram melhor
atividade inibitdria frente a EeAChE em relacéio a BuChE de soro de
rato, sendo 20 o mais potente da série (Cls, = 0,07 umol L'). Pode
ser observado que a atividade inibitéria da AChE estd diretamente
relacionada com a presenca dos grupos (N,N-dietilamino)metila
(anéis A e B) e metoxila (anel A) da subunidade chalcona.*

A substancia 24 apresentou poténcia moderada frente a AChE
(CIs, = 0,44 umol L"), além de inibicdo da agregagdo do peptideo
p-amiloide auto-induzida (55%, a 25 pmol L"), propriedade quelante
de biometal e atividade antioxidante moderada.

Num outro trabalho, envolvendo as estratégias de hibridacdo
molecular e homologacdo linear, Chandrika e colaboradores
sintetizaram doze derivados chalcona-donepezila, divididos em
duas séries (1,3 e 1,4-chalcona-donepezila). Os derivados obtidos
foram avaliados quanto a inibi¢cdo da EeAChE e da EfBuChE, assim
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Figura 10. Derivados de chalconas estudados por Zhang e colaboradores®
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como a prevengdo e/ou interrupc¢do da oligomerizacdo da proteina
f-amiloide.” As quatro substincias que apresentaram melhor inibi¢ao
da AChE estdo representadas na Figura 11.

Comparando-se os hibridos das duas séries, foi possivel
observar que quase todos os derivados 1,4-chalcona-donepezila
foram mais eficazes na inibi¢do da EeAChE. Porém, quando
comparados a donepezila (CL;, = 0,12 £ 0,01), a maioria exibiu
valores de Cly, de 1 a 15 vezes mais elevados, com a excegdo de 26
€27 (0,07 £ 0,01 umol L', 0,14 + 0,02 umol L*!, respectivamente).
Concluiu-se, portanto, que o aumento do comprimento da cadeia que
conecta as subunidades 1,4-chalcona e donepezila causa diminui¢do
gradual da atividade inibitdria frente a AChE.

Os estudos computacionais mostraram que, na proteina
[f-amiloide, os residuos de glutamato (Glu22) e aspartato (Asp23)
formaram uma regido de superficie carregada negativamente, que
poderia interagir favoravelmente com o grupo N,N-dimetilamino,
carregado positivamente. Dessa forma, o canal amplamente
hidrofébico, que se mostrou alinhado a cadeia lateral, incluindo os
residuos Phe19, Ala21 e Val24, se encaixa e interage favoravelmente
com as regides hidrofébicas dos derivados de chalcona. Além disso,
oxigénio carbonilico dos derivados de chalcona pode formar ligacdes
de hidrogénio com dtomos de nitrogénio amidicos, de regides
especificas da proteina f-amiloide, devido a distor¢do das folhas .

Num outro estudo envolvendo derivados de chalcona, Reeta
e colaboradores avaliaram uma série de etil-acetohidroxamato-
chalconas quanto as atividades inibitérias frente a hRAChE,* onde a
maioria dos derivados exibiram efeito inibitério seletivo e potente.
Estudos de reversibilidade e cinética mostraram que o derivado
fluorado 33 (Figura 12) exibiu atividade inibitéria destacada para
a AChE.

Ensaios farmacolégicos complementares demonstraram que
a maioria das substancias inibiu seletivamente a FAChE. O efeito
inibitério de 35 e 32 frente a AChE tem uma diferenca notdvel, com
valores de CI;, de 1,10 e 0,45 umol L', respectivamente. Portanto,
a mudanga da posicdo do grupo etil-acetohidroxamato (EAH), em
cada um dos anéis aromaticos, pode resultar em alteragdes na inibicio
da AChE.

DERIVADOS DE CUMARINAS INIBIDORES DA AChE E
DA BuChE

As cumarinas constituem uma classe de compostos que
apresentam em sua estrutura dois anéis de 6 membros condensados,
sendo um aromdtico e outro uma lactona a,f-insaturada, tendo

como estrutura mais simples a 1,2-benzopirona (36), representada
pela Figura 13.% As principais fontes de cumarinas sdo plantas de

(0]
Co0 5 CCD

O Clsy EeAChE = 0,18 + 0,03 uM

(o]
T

Clsg EeAChE = 0,37 £ 0,02 uM

(o]
SAEAE )

Clsy EAChE = 0,49 + 0,02 M
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Quim. Nova

O

owwo

Clso EeAChE = 0,52 + 0,06 uM

o
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Clso EeAChE = 0,65 + 0,14 M

Figura 11. Derivados de chalconas sintetizados a avaliados por Chandrika e colaboradores?

( =

Clso hAChHE = 0,30 £ 0,06 pM

Clso hAChE = 0,67 £ 0,00 uM

Clso hAChE = 0,39 £ 0, 01 uM

Clso hAChE = 0,85 + 0,01 uM

cnso hAChE = 0,45 + 0,11

m

Clso hPAChE = 1,10 £ 0,02 uM

Figura 12. Derivados de chalconas sintetizados e avaliados por Reeta e colaboradores™

diferentes espécies, frutas, bactérias, fungos e mel, sendo responsédvel

pelo seu aroma.>
: \/\’\
0" "0

Figura 13. Estrutura quimica da 1,2 — benzopirona (36)”°

A maioria das cumarinas comercializadas sdo sintetizadas a partir
do aminodcido fenilalanina, salicilaldeido ou isoladas da espécie
vegetal Dipteryx odorata. Suas utilizagdes sdo amplas, transitando
entre aromatizantes de alimentos, fixador de perfumes, aditivo em
tintas em spray, produtos de limpeza, até a utilizagdo como farmacos,
considerando as propriedades antibidtica, broncodilatadora, fungicida,
anticoagulante, analgésica e antitumoral dessa classe de substincias.’!

Explorando o potencial farmacolégico das cumarinas, Zhou e
colaboradores (2008) planejaram e sintetizaram 3 séries de derivados,
com base em caracteristicas estruturais da ensaculina (37), para serem
testadas na inibi¢ao da AChE.>? Os testes in vivo para obtengdo dos
valores médios de inibi¢do seguiram a metodologia de Ellman ef al.
(1961) e foram realizados em peixes da espécie Electrophorus
electricus (poraqué). As 8 estruturas com melhores valores de Clj,
seguem representadas na (Figura 14).

Com base nos resultados obtidos, os autores concluiram que

os derivados substituidos com a subunidade N-fenilpiperazina
nas posi¢oes 3 e/ou 4 do anel da cumarina apresentaram melhor
atividade inibitéria (variando entre 4,5 e 9,3 g/mL). Outro ponto
observado foi a influéncia da carbonila, entre subunidade cumarina e
a N-fenilpiperazina, na inibicdo da EeAChE. Além disso, a distancia
entre o dtomo de carbono carbonilico da cumarina e a piperazina
mostrou-se importante para a atividade inibitdria.*?

Um estudo realizado por Shen et al., envolvendo trés séries de
derivados contendo a subunidade benzofurano condensada ao anel
aromadtico cumarinico, revelou o potencial anticolinesterdsico (tAChE
e hBuChE) de diversas substancias, estando sete delas apresentadas
na (Figura 15).>

O composto 51, com a subunidade metilanilino metoxilada em
orto, foi o mais potente da série, com Clg, = 0,19 + 0,01 pmol L.
Os derivados 50, 51 e 52 apresentaram maior seletividade para a
AChE, em comparagdo com a BuChE. J4 a estrutura 46, metoxilada
na mesma posicdo que 51, exibiu a maior atividade contra a AChE
entre seus andlogos 47-49, indicando que essa caracteristica pode
ter influéncia em alguma interagdo relevante com algum residuo de
aminodcido chave do sitio ativo da AChE. Outro aspecto importante
relatado pelos autores € que os compostos com grupos substituintes
mais volumosos, como 48 e 49, resultaram na diminui¢io da atividade
quando comparados com 0s que possuem substituintes menores. Isso
sugere que o impedimento estérico pode influenciar no acesso das
estruturas ao sitio ortostérico da enzima.
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Figura 14. Estruturas de derivados de cumarinas estudadas por Zhou e colaboradores>
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Figura 15. Estruturas dos derivados cumarinicos estudados por Shen e colaboradores®

Pisani e colaboradores (2010) analisaram os valores de inibi¢do
da AChE bovina e da BuChE de soro equino de diversos derivados
cumarinicos.” Dentre eles, a cumarina dimetoxilada 53 (Figura 16) foi
a que apresentou melhor perfil de inibi¢éo, com indice de seletividade
BoAChE/EgBuChE > 300.000.

OH

53

|
~o oo
Clgy AChE = 0,236 nM
Clsy BUChE = 71,0 x 103nM

Figura 16. Derivado cumarinico dimetoxilado estudado por Pisani e cola-
boradores™

A cinética da inibi¢do da AChE bovina pelo composto 53
demonstrou uma inibicdo do tipo competitiva, com valor de
Ki=2,1 +0,4 nmol L. Segundo os autores, esse mecanismo difere
da donepezila e de outros inibidores da literatura, que geralmente se
ligam nos sitios catalitico e periférico da AChE.

Para melhor compreensdo dos requisitos moleculares responsé-
veis pela alta afinidade e seletividade de ligagdo de 53 com AChE,

foi realizado um estudo de modelagem molecular, sugerindo que a
presenca dos dois grupos metoxilas estabilizam a subunidade cuma-
rinica dentro do sitio anidnico periférico (PAS), em uma drea com
ampla exposi¢do ao solvente. Dessa forma, foi possivel a insercéio
dessa subunidade na fenda aberta, entre os anéis aromaticos presentes
no Trp286 e na Tyr341, respectivamente.

Outros derivados substituidos na posicdo 7 da subunidade
cumarina também foram avaliados pelo mesmo grupo de
pesquisa, todavia nenhum apresentou resultado adequado de
inibicdo da AChE,* confirmando 53 como a substincia analisada
com comprimento e flexibilidade conformacional ideais, dentro
da série.

Em publicagdo recente, Abdshahzadeh e colaboradores (2019)
sintetizaram e analisaram duas séries de derivados de cumarinas.”’
O efeito dos substituintes N,N-dietilamina e o comprimento do
espagador foram investigados na inibi¢do da AChE e da BuChE. Os
cinco derivados mais potentes sdo apresentados na Figura 17.

O derivado contendo uma subunidade 3,5-diclorofenila (54) foi o
mais potente frente a AChE, apresentando Cl;,=0,27 + 0,01 umol L.
Estudos de modelagem molecular e cinética revelaram que 54 atua
de forma mista, interagindo com o sitio catalitico e com o sitio
anidnico periférico da enzima. Adicionalmente, 54 bloqueou a
auto-agregagdo de P-amiloide em 44,11% a 100 umol L', além
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Clso AChE = 0,50 0,01 uM,
Clso BUChE = 2,67 + 0,61 uM

Clso AChE = 0,53 + 0,01 uM,
Clso BUChE = 11,3 +2,22 uM

Clsg AChE = 0,53 £ 0,01 uM,
Clsg BUChE = 14,7 + 1,10 uM

Figura 17. Estruturas de derivados de cumarinas estudadas de Abdshahzadeh e colaboradores”

de proteger significativamente as células PC12 contra o estresse
oxidativo induzido por H,0,.

Os derivados cumarinicos 54-58 apresentaram melhores
resultados do que os demais andlogos modificados na posi¢@o 3 que
também fizeram parte dos estudos, provavelmente, devido a interacio
hidrofébica da subunidade fenila na posi¢do 3 da cumarina com o
sitio ativo da enzima, sugerindo que cumarinas substituidas podem
ser exploradas como inibidores da AChE.

DERIVADOS DE FLAVONOIDES INIBIDORES DA AChE E
DA BuChE

Os flavondides constituem uma classe de substincias polifendli-
cas de origem vegetal, cuja estrutura bdsica € composta por 15 dtomos
de carbonos, distribuidos em dois anéis benzénicos e um pirano
central, conforme mostra a (Figura 18). Devido a possibilidade de
variacdo das estruturas fendlicas, esses compostos apresentam diver-
sas propriedades farmacoldgicas, se destacando pelas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e inibi¢do da amiloidogénese.*

Em relagdo a DA, alguns flavondides podem interferir na
produc@o e agregacao das proteinas B-amiloide e tau,* promovendo a
depuragio da proteina f-amiloide e inibindo a fosforilagdo da tau pela
via de sinalizacdo mTOR/autofagia. Além disso, podem atuar como

Figura 18. Estrutura quimica bdsica dos flavondides (59)*

inibidores da AChE e da BuChE, enzimas diretamente relacionadas
com a patogénese da DA.®!

Em 2015, o potencial anticolinesterdsico de 4 flavonoides isolados
de Achillea millefolium L. foi avaliado por Sevindik e colaboradores
(Figura 19).%2 Os estudos de ancoragem molecular revelaram o composto
62 como o mais promissor, interagindo com os sitios da AChE e da
BuChE. Ademais, de acordo com o mesmo protocolo in silico, 63
apresentou interagdes nos sitios catalitico e periférico de AChE e da
BuChE, sendo possivel observar interagdes relevantes com residuos de
aminodcidos chave de ambas as colinesterases, reforcando a capacidade
inibitéria de 63. Adicionalmente, ensaios in vivo confirmaram o
potencial de inibi¢do de 63 (CL;, AChE = 1.65 + 0.122 umol L' e CI,
BuChE =1.97 +0.220 pmol L™"). Por outro lado, 60 apresentou o menor
valor de Cly, para ambas as enzimas.

No mesmo ano, Balkis e colaboradores avaliaram a poténcia
(Cl4,) de diversos flavondides,® conforme pode ser observado na
(Figura 20), onde sdo destacadas as quatro substancias mais ativas.

60- Luteolina R;=H, R,=H, R;=OH
Clso AChE = 2,12 £ 0,145 uM, Clsp BUChE = 2,45 & 0,099 M

Clso AChE = 1,89 + 0,067 uM, Clso BUuChE =2,13 £ 0,440 uM

61- Apigenina-7-O-#D-glucosideo R; = Glucose, R, =H, R3=H
62- Luteolina-7-0O-4-D-glucosideo R, = Glucose, R; =H, R3;=O0H
Clsg AChE = 1,67 0,302 pM, Clso BUChE = 2,20 + 0,058 uM 3
63- 6-OH-luteolina-7-0-4-D-glucosideo R = Glucose, R, = OH, Ry = OH |
Clso AChE = 1,65 + 0,122 puM, Clso BuChE = 1,97 + 0,220 uM

Figura 19. Estruturas de derivados de flavonoides estudadas por Sevindik e colaboradores®
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Baicaleina

Kaempferol
Clsg AChE = 0,61 + 0,12 pM Clsg AChE = 3,05+ 0,77uM  Clsq AChE = 3,60 + 0,61 pM

Miricetina
Clso AChE = 3,95 + 0,61uM

Quercetina

Figura 20. Estruturas de derivados de flavonoides estudadas por Balkis e colaboradores (2015)%
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Figura 21. Estruturas de derivados de flavonoides estudadas por Shi e colaboradores®

A (Figura 21) revela que a baicaleina (64) € a inibidora mais
potente da EeAChE, apresentando Cl, = 0,61 pmol L', As trés
hidroxilas ligadas aos dtomos 5, 6 e 7 do anel A de 64 se mostram
importantes para a atividade inibitéria destacada, assim como a
auséncia de hidroxilas no anel C, ao compararmos os derivados
64-67.%

Em outro estudo recente, desenvolvido por Shi, trés séries
oriundas do flavonoide 7-O-galoiltricetiflavona (GTF) (68) foram
sintetizadas e avaliadas quanto a inibicdo da agregagio da proteina
f-amiloide e inibi¢do frente as enzimas AChE e BuChE.* Os
derivados 69 e 70 se apresentaram como os mais potentes (Figura 21).

Comparando-se os resultados de todas as substincias anali-
sadas, os derivados cinamato (e.g. 69) e 1,2,3-triazol substituidos
(e.g. 70) apresentaram maiores atividades inibitérias frente a
AChE em detrimento dos derivados benzoato e benzenossulfonato
substituidos.*

Além disso, os autores também avaliaram a capacidade das
substincias na inibi¢do da agregacdo de f-amiloide, usando um
ensaio fluorométrico baseado em tioflavina-T. Comparando todas
as estruturas analisadas, constatou-se que os hibridos de cinamato
possuem atividades de inibi¢do mais altas do que as substincias
substituidas por benzoato e benzenossulfonato. Um estudo cinético
revelou que as substincias 69 e 70 sdo inibidoras de tipo misto,
enquanto que estudos computacionais indicaram ligagdes de
hidrogénio entre o grupo carbonila de 69 com a Arg289 e a 11e287
da AChE. J4 a estrutura 70 posicionou-se na bolsa de ligacdo da
BuChE, realizando ligacdo de hidrogénio com a Ser198. Ensaios
in vitro revelaram que 69 e 70 possuem atividade neuroprotetora
contra danos as células SH-SYSY do neuroblastoma humano e quase
nenhuma toxicidade nas mesmas.*

DERIVADOS PIPERAZINICOS COMO INIBIDORES DA
AChE E DA BuChE

A subunidade estrutural piperazina (71) (Figura 22) consiste em
um anel de seis membros, contendo dois dtomos de nitrogénio nas
posigdes 1 e 4, os quais podem apresentar diversos substituintes,
em um ou em ambos os dtomos de nitrogénio. Nesse contexto,
derivados piperazinicos sdo descritos como estruturas privilegiadas,
por apresentarem um amplo grupo de atividades bioldgicas, por
exemplo: antipsicética, antidepressiva, anticonvulsivante, anti-
histaminica, anticincer, anti-HIV e anticolinesterdsica,® sendo essa
ultima explorada a seguir.

7 1 Piperazina

H
®
N
H
Figura 22. Formula estrutural da piperazina (71)”

Sergeant e colaboradores sintetizaram dois derivados piperazi-
nicos, contendo subunidades oriundas da tacrina e da rivastigmina,
gerando 72 e 73, respectivamente (Figura 23). Ambos apresentaram
inibicdio em escala subnanomolar frente a AChE, além de apresenta-
rem potencial de redugdo da agregagio da B-amiloide. Estudos in vitro
e in vivo indicaram que o composto 72 também reduziu a formacio
de emaranhados fibrilares causados pela fosforilagdo da proteina tau,
prevenindo lesdes cerebrais e deficiéncias associadas 2 memdria.®

Um estudo recente, envolvendo a sintese de derivados
pirazolopiridinicos, contendo a subunidade piperazina, revelou que
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Figura 23. Derivados piperazinicos, 72 e 73, com dados de atividade frente a AChE®
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AChE Clsg = 0,045 + 0,010 uM
BuChE Clsp > 100 pM
Inibicdo BA = 79,472 + 2,65 %

Figura 24. Derivados pirazolopiridinicos (74-76), avaliados frente a AChE, BuChE e inibi¢do da proteina B-amiloide®

os derivados 74, 75 ¢ 76 sdo capazes de inibir a agregacao 3-amiloide,
interferindo na formac@o de folhas f, de forma mais expressiva do
que a curcumina (52,70%) (Figura 24). Nenhum dos trés derivados
destacados apresentou atividade inibitéria frente a BuChE, entretanto
76 foi o tnico capaz de inibir a AChE, de forma potente e seletiva
(ClLy, = 0,045 + 0,010 pmol L*'). Estudos computacionais, visando
explicar a atividade inibitéria de 76 frente a AChE demonstraram que
ambas as subunidades pirazolopiridina estdo envolvidas em interagdes
do tipo empilhamento w com o Trp84 e com o Trp279, a distancias de
33 Ae 5,1 /f\, respectivamente. Para o mesmo derivado, foi possivel
observar uma ligaciio de hidrogénio (2,3 A) entre o carboxilato da
cadeia lateral do Asp72 e o hidrogénio (NH) de uma das subunidades
pirazolopiridina.®’

A donepezila (2), um os quatro firmacos ja aprovados para
tratamento de pacientes com DA, € comumente utilizada como padrao
de comparagdo, com possiveis candidatos a inibidores da AChE.
Nesse contexto, Tripathi e colaboradores desenvolveram uma série de
N-benzil piperazinas e os resultados dos estudos in vitro mostraram
que o composto 77 foi o mais ativo da série de candidatos a inibidores,
apresentando um resultado de inibi¢do da AChE na mesma escala
que os valores apresentados para a donepezila, no mesmo estudo
(CL;,= 0,1 = 0,01 umol L") (Figura 25). Estudos comportamentais
in vivo indicaram melhora significativa nas disfungdes cognitivas,
através do modelo de camundongos com amnésia induzida por
escopolamina. Adicionalmente, estudos de ancoragem molecular
evidenciaram que 77 apresenta interagdes com a His440 e com a
Ser200, ambos pertencentes a triade catalitica do sitio ativo da AChE.®

Em outro estudo visando a obtenc¢do de substiancias com perfil
multialvo frente a doenca de Alzheimer, uma série de derivados da

77 OﬂNﬁ O s O

AChE Clsp = 0,2 £ 0,01 uM K/N\/\/N\N/ O

Figura 25. Estrutura quimica de 77 e valor de Cly, frente a AChE®®

donepezila (2) foram sintetizados e apresentaram atividade inibitdria
frente a EeAChE e a EqBuChE, além de inibirem a agregagdo de
[-amiloide e exibirem propriedades antioxidantes. Os derivados 79
e 80 mostraram-se mais eficazes que o farmaco padrdo donepezila
(CI5,= 0,039 + 0,002 pmol L) na inibigéio da AChE. Adicionalmente,
78,79 e 80 diminuiram de forma efetiva o estresse oxidativo induzido
por H,0, em células SH-SYSY e apresentaram inibi¢do da agregagio
de B-amiloide melhores do que a curcumina (55,7 + 0,56%), exibindo
atividade neuroprotetora (Figura 26).%

Os resultados globais indicam que a maioria dos compostos
testados apresentaram poténcia inibitéria comparativamente menor
contra frente a BuChE, com valores de Cls, variando entre 0,214 a
12,22 pmol L', indicando maior seletividade em relagdo 2 AChE.®

DERIVADOS CARBAMATOS COMO INIBIDORES DA
AChE E DA BuChE

Considerando as caracteristicas multifatoriais da DA, substincias
hibridas vém sendo desenvolvidas para serem testadas frente aos
diversos alvos envolvidos. Nesse contexto, Sang e colaboradores
planejaram derivados hibridos baseados no farmaco rivastigmina (4)
e na apigenina (81), a qual ainda passa por ensaios clinicos.”

O derivado bicarbamato (82) (Figura 27) se mostrou um potente
antioxidante, com capacidade de absorvancia do radical oxigénio
(ORAC, oxygen radical absorbance capacity) igual a 1,3 eq, além
de inibir ambas colinesterases em ensaios realizados em cortex
homogeneizado de rato (CILs, = 6,80 + 0,31 umol L) e BuChE de
soro humano (CI,, = 16,1 + 0,52 umol L"). Adicionalmente, 82
apresentou potencial como agente quelante seletivo, inibindo de forma
significativa a agregacgdo de oligbmeros f-amiloide "

Os autores ainda realizaram estudos in vivo, utilizando modelo
em peixe-zebra (zebrafish) para a DA e os resultados indicaram
a baixa toxicidade de 82, mesmo quando administrado em doses
maiores que 2000 mg kg'!, além de efeitos protetores nos danos
vasculares mediados por f-amiloide. Ademais, os ensaios in vivo
também apontaram que 82 pode melhorar déficits de memoria
induzidos por escopolamina, complementando os estudos que
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O F 78 EeAChE Cls = 0,045 £ 0,005 uM
EqBUChE Clg, = 3,015 £ 0,08 uM
Inibigdo A = 83,7 + 1,13%

79 EeAChE Clsy = 0,034 + 0,002 uM
EGBUChE Clso = 1,969 + 0,06 uM
Inibigao A = 80,4 + 1,08%

EeAChE Clso = 0,025 £ 0,001uM
EgBUChE Clso = 2,434 £ 0,03 uM
Inibigdo A = 81,6 £ 0,78%

N7

Figura 26. Estruturas quimicas de 78-80 e atividade inibitdria frente a AChE, BuChE e inibi¢do da pA%

evidenciam 82 como um promissor candidato a agente anti-
Alzheimer com potencial acdo multialvo.”

Estudos de ancoragem molecular no sitio ativo da AChE,
indicaram que o espacador metileno de uma das subunidades N-etil-
N-metilcarbamato de 82 interage com o residuo Trp86, pertencente ao
sitio catalitico anidnico, por meio de interagdes sigma-mt. A carbonila
central realiza ligacdo de hidrogénio com a Phe295, enquanto
subunidade biciclica central interage com os residuos Trp286 e
Tyr341, via interacdes n-n. No que diz respeito as interagdes de
82 no sitio ativo da BuChE, foi possivel observar uma ligagdo de
hidrogénio entre o grupo hidroxila e a Tyr128, além de intera¢des do
tipo empilhamento © entre o anel aromatico fenélico e o Trp82. Um
dos dtomos de oxigénio de uma das subunidades carbamato interage
com o Asp70, como aceptor de ligagdo hidrogénio (Figura 28).7

Um trabalho recente envolveu a obtengdo de carbamatos deriva-
dos do bambuterol (83, Figura 30), um potente inibidor da BuChE.”
Os ensaios de inibi¢do enzimdtica com EeAChE e a EgBuChE re-
velaram que 11 das 16 substancias da série apresentaram potencial
inibitério dual maior do que a rivastigmina (4, Figura 5). Dentre essas,
destacam-se os carbamatos BMC-3 (84) e BMC-16 (85), os quais
obtiveram os melhores valores de Cl;, para ambas as colinesterases
(EeAChE e a EgBuChE) (Figura 29). Esses resultados incentivaram

HO Apigenina

Figura 27. Estrutura da Apigenina (81) e do dicarbamato 827

os autores a realizarem novos ensaios de 84 e 85, utilizando ChE’s
de plasma humano, ja que a atividade e a suscetibilidade de ChE’s
a inibidores aparenta ser diferente entre humanos e outros organis-
mos.” Os resultados confirmaram a atividade inibitdria dual desses
derivados, que também apresentaram potencial de permeagao através
da barreira hematoencefélica (BHE).*

Sang e colaboradores sintetizaram uma série de hibridos chalcona-
carbamato e avaliaram o potencial multialvo em ensaios de inibi¢ido
enzimdtica para a EeAChE, EqBuChE e as monoaminooxidases
(MAO-A e MAO-B), além de avaliarem o potencial antioxidante
e de inibigdo da agregacdo de f-amiloide. Os derivados 86 ¢ 87
apresentaram atividade inibitdria frente a BuChE, além de inibirem
seletivamente a MAO-B e serem capazes de inibir a agregacéo de
f-amiloide (Figura 30).

Estudos de ancoragem molecular, envolvendo o sitio ativo de
BuChE, revelaram que 86 apresenta uma liga¢do de hidrogénio
intramolecular entre sua carbonila a,f-insaturada e a hidroxila
fendlica, estando essa titima também envolvida em uma ligagdo de
hidrogénio com a carbonila da espinha dorsal do Trp82, enquanto
que o oxigénio da carbonila a,f-insaturada de 86 também faz
outra ligagcdo de hidrogénio com o hidrogénio (NH) da Gly121.
Além disso, a fenila ligada & C=C de 86 faz uma intera¢do do

RatAChE Clso = 6,80 + 0,31 uM
hBUChE Clsg = 16,1 £ 0,52 uM
Inibigéo SA = 77,9% em 25 uM

A

His
A:447

A121  A128
Glu Gly
Gl :
A-197 A:1¥5 A116

Figura 28. Interacdes do derivado bicarbamato 82 com a AChE (A) e com a BuChE (B)”
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EeAChE Clsy = 1,87 + 0,25 nM
EqBUChE Clsg = 0,008 + 0,001 nM
hAChE Clsg = 792 + 96 nM
hBUChE Clso = 2,2 + 0,1 nM

R, |
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EeAChE Clsg = 0,655 + 0,207 nM

EqBUChE Clsg = 0,027 + 0,004 nM

hAChE Cls = 266 + 8 nM
hBUChE Clsy = 10,6 £ 0,9 "M

&

R1=H

85

Figura 29. Estruturas quimicas do inibidor seletivo da BuChE bambuterol (83) e dos carbamatos 84 e 85

86

AChE Clsg = 26,2 + 0,89%
BUChE Clsg = 3,1+ 0,02 M
MAO-B Clso = 1,3 + 0,06 uM
Inibigao A = 63,9 + 0,82%

o

(o}

L

HO A
/\TJ\O ° O\[O]/N\/

87

AChE Clso = 35,4 + 1,9%
BUChE Clsy = 1,2 + 0,05 pM
MAO-B Clsg = 3,7 + 0,04 yM
Inibigo BA = 53,1 £ 0,19%

o |

Figura 30. Estruturas quimicas dos hibridos chalcona-carbamato 86 e 87, assim como os respectivos dados de avaliagdo farmacoldgica”

tipo empilhamento © com o Trp82 (Figura 31, (A)). Ja o derivado
bicarbamato 87, ao ser analisado no sitio ativo de BuChE, apresentou
ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da carbonila a,f-insaturada
e a hidroxila fenélica da Tyr332, a qual tem sua cadeia lateral
aromdtica realizando empilhamento © com a fenila orto-substituida
de 87. Ademais, também sdo observados: um empilhamento 7
entre a fenila meta-substituida de 87 e o Trp82, além da ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio da subunidade carbamato préxima e a
hidroxila da Thr120 (Figura 31, (B)).”

Paralelamente, ambos os derivados hibridos carbamato-chalcona
foram avaliados in silico no sitio ativo de AChE. Nesse contexto, 86
também apresenta uma ligagdo de hidrogénio intramolecular entre
sua carbonila a,f-insaturada e a hidroxila fendlica, estando essa ttima
também envolvida em uma ligagdo de hidrogénio com a carbonila
da espinha dorsal do Trp84, enquanto que o oxigénio da carbonila
o.f-insaturada de 86 também faz outra ligagdo de hidrogénio com o
hidrogénio (NH) da Gly123 (Figura 31, (C)). Por fim, ao analisarmos
87 no sitio da AChE, podemos destacar uma ligagdo de hidrogénio
entre a carbonila da subunidade carbamato, ligada a fenila mera-
substituida, e o hidrogénio (NH) da espinha dorsal da Phe288 como
a mais relevante (Figura 31, (D)).”

Num trabalho envolvendo salicilanilidas N-fenil-para-
substituidas, com a hidroxila fendlica substituida por uma subunidade
carbamato N-substituida, Kratky e colaboradores sintetizaram vinte
desses derivados, os quais foram avaliados contra AChE de enguia
elétrica e BuChE do soro equino. As substancias 88 e 89 apresentaram
o melhor resultado de inibicdo da AChE, com Cls, melhores que
a rivastigmina, a qual foi utilizada como referéncia nos ensaios.
Em relacdio a inibicdo da BuChE, 90 e 91 se destacaram na série
avaliada, apresentando potencial inibitério superior a rivastigmina
(CL,, = 38,40 + 1,97 umol L) (Figura 32).7

Em um estudo otimizacdo estrutural do composto lider 92
(Figura 33), através de modificagdes estruturais que forneceram
15 derivados, Roy e colaboradores obtiveram éxito ao iden-
tificar o carbamato N-(meta-metilfenil)substituido 93, o qual

apresentou inibi¢do da AChE de rato melhor do que a rivastigmina
(CIs, = 1,11 £ 0,05 pmol L"). Os autores sugeriram que a substi-
tuicdo da benzila pela 2,4-diclorobenzila (Sitio 1), resultando em
93, foi relevante para melhor inibicdo da AChE. Adicionalmente,
simula¢des de ancoragem molecular revelaram similaridade entre
o padrdo de interacdo dos carbamatos mais potentes, incluindo 93,
e a ganstigmina (PDB id: 2BAG). Estudos de dindmica molecular
no complexo TcAChE-93 apontaram que a subunidade m-toluila
apresenta intera¢des hidrofébicas com Trp84, Phe330 e Phe331.7

DERIVADOS TRIAZOLICOS COMO INIBIDORES DA
BACE-1, AChE E BuChE

Dentre as subunidades heterociclicas aromdticas empregadas
na construcido de substincias bioativas, os triazis, 0s quais sdo
constituidos por anéis de cinco membros contendo trés dtomos de
nitrogénio, se apresentando como 1,2,3- e 1,2,4-triazdis, em duas
formas tautoméricas aromadticas cada (Figura 34), merecem destaque
na busca de novos candidatos a firmacos para o tratamento de
pacientes com a DA.

Nesse contexto, Rastegari e colaboradores obtiveram uma
série de derivados 1,2,3-triazélicos, dentre os quais 94 apresentou
CI,, = 1,80 + 0,09 umol L™ frente a AChE, ndo apresentou inibic¢ao
da BuChE e foi capaz de inibir a BACE-1 com Cl,;=21,13 pmol L"!
(Figura 35). Ja o derivado clorado 95 apresentou atividade
inibitdria tanto em relagdo a AChE (Cly,= 5,03 + 0,35 pmol L),
como em relagdo a BuChE (CL, = 1,71 + 0,21 pmol L!). Estudos
complementares demonstraram que 94 apresenta efeito neuroprotetor
contra a morte celular induzida por H,0, em neurdnios PC12 a
50 umol L', bem como a capacidade quelante de alguns metais,
como o Fe?*, Cu** e Zn*".”’

Num trabalho envolvendo inibidores da beta-secretase 1
(BACE-1) com padrio estrutural 1,2,3-triazélico, a subunidade
ftalimida ligada ao nitrogénio triazdlico, por meio de espagadores
metileno, resultou na obtengdo de 96 € 97, os quais apresentaram os
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Tyr 128

(B) \Gly 116

Thr 120

Asp 70

Gly 123

Phe 331

(D)

W Tyr 334
Phe 293

Tyr 121

Phe 288

N

Figura 31. Modos de ligacdo dos derivados hibridos chalcona-carbamato 86 (A) e 87 (B), no sitio ativo da BuChE. Em (C) e (D), sdo mostrados os modos de

ligagdo de 86 e 87 no sitio ativo da AChE, respectivamente’

R;=Cl R,=Br Ry=Fenila
88 EeAChE Clsg = 37,40 £2,93 M

EqBUCHE Clg = 78,67 £ 0,22 uM R1\dL /@
R;=Cl R;=Br R3=Cicloexila

89 EeAChE Clgy = 40,54 + 0,78 uM o
EqBUChE Clsg = 55,49 + 4,50 uM

=Cl Ry;=F Rj3=Fenetila

90 EeAChE Clgo = 61,00 + 4,33 M
EqBUChE Clsg = 23,15 + 0,68 uM

R;=Cl R;=Cl Rj3=Fenetila

H—Ra 91 EeAChE Gl = 51,50 £ 0,54 uM

EqBUChE Clso = 5,34 0,21 uM

Figura 32. Salicilanilidas N-fenil-para-substituidas (88-91), avaliadas frente a AChE ¢ a BuChE™

92

Sitio 2

RatAChE Clg = 3,31 uM

Sitio 1

Cl cl

RatAChE Clsg = 0,70 £ 0,05 uM

Figura 33. Otimizagdo estrutural de 92, para fornecer o carbamato N-(meta-metilfenil) substituido 937

melhores valores de inibi¢iio da BACE-1 (Figura 36), juntamente com
o derivado no qual a ftalimida foi substituida pela para-bromobenzila
(98), sem espacadores, na mesma posi¢do. Paralelamente,
o percentual de protecdo das células PC12, desafiadas com
p-amiloide,s ;s ¢ 10 umol L' dos compostos 97 e 98, foram de 83,5
e 55,7%, respectivamente. Ademais, esses mesmos derivados nio
apresentaram citotoxicidade contra células PC12 até a concentracdo
de 100 ymol L7

Em outro estudo envolvendo inibidores da BACE-1, dez derivados
1,2,3-triazdlicos foram sintetizados e avaliados, revelando 99 € 100
como os mais potentes na inibicdo da BACE-1 (Figura 37), além de
apresentarem efeito neuroprotetor em linhagens de células neuronais
PC12 e prote¢do moderada contra a toxicidade causada pela proteina
B-amiloide.™

A. Kaur e colaboradores obtiveram o derivado 101, o qual possui
duas subunidades 1,2,3-triaz6licas (Figura 38) e inibe da agregacio
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Figura 34. Estruturas dos 1,2,3- e 1,2,4-triazdis e suas respectivas formas tautoméricas”
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AChE Clsg = 1,80 £ 0,09 uM
BUChE Clso > 100 pM
BACE-1 Clsg = 21,13 uM

Figura 35. Estruturas dos derivados 1,2,3-triazélicos 94 e 9577
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NH (e}
R=
o N N;N\ 97 0
HN\/K/N\& BACE-1 Clgy = 6,8 £ 0,9 uM
(e}

96 o

BACE-1 Clsg =2,2 0,5 uM

XN
H
N/Y\o )

95

AChE Clsq = 5,03 + 0,35 uM
BuChE Clgo = 1,71 £ 0,21 uM
BACE-1 Néo testada

98 Br

BACE-1Clsy = 6,4 + 2,4 uM

Figura 36. Derivados 1,2,3-triazélicos (96-98) e os dados de poténcia frente a BACE-17%

cl
99 BACE-1 Clsg = 8,55 + 3,37 uM

@ Y
Figura 37. Estruturas quimicas de 99 ¢ 1007

de f-amiloide,,, além de demonstrar excelente taxa de inibigao.
Ademais, 101 age como agente quelante, inibindo a agregacgdo de
B-amiloide ,, induzida por Cu*? e é capaz de controlar a geragio de
espécies reativas de oxigénio (EROs), prevenindo o ciclo redox de
cobre. Os estudos de ancoragem molecular indicaram que a energia
de ligacdo de -5,52 kcal mol! evidencia uma ligagdo favoravel
entre o composto 101 e S-amiloide. Nesse contexto, foi possivel
identificar uma ligagdo de hidrogénio entre um nitrogénio triazolico
e o hidrogénio (NH) da Ala42, além de contatos hidrofébicos entre
101 e os residuos de Ala30, Ile31, Leu34, Met35, Gly38, Val39, Val40,
Tle41 e Ala42, do mondmero B-amiloide,,.%

Um potente inibidor da BuChE, contendo a subunidade
1,2,3-triazola ligada ao nitrogénio isatinico, por meio de um espagador

100 BACE-1 Clsy = 11,42 + 2,01 pM

metileno (102), foi desenvolvido por S. Marques e colaboradores. As
inibi¢des contra as BuChE equina (Cly, = 0,46 pmol L!) e humana
(Cls - 0,51 pmol L) foram significativas, mas 102 ndo inibiu a
AChE, apesar de ter sido capaz de inibir de agregagdo f-amiloide,,,
com 11,5 = 4,2% (Figura 39). Estudos de ancoragem molecular
evidenciaram interacgdes relevantes de 102 no sitio ativo de BuChE,
dentre as quais podemos destacar uma ligag@o de hidrogénio entre
o oxigénio carbonilico da isatina e a hidroxila presente na cadeia
lateral da Thr120, além de uma intera¢do m-m entre a subunidade
triazélica de 102 e a subunidade indola, presente na cadeia lateral
do Trp82.8!
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Figura 38. Estrutura quimica do derivado 1,2,3-triazélico 101%°

102

EeAChE Clso > 100 pM (0]
EqBUChE (Equino) Clso = 0,46 uM
hBuChE (Humano) Clsg = 0,51 uM
Inibicdo pA4, com 11,5+4,2 %

Figura 39. Estrutura quimica do derivado 1,2,3-triazolico 102 e seus res-
pectivos dados de atividade®!

DERIVADOS OXADIAZOLICOS COMO INIBIDORES DA
GSK-3 (¢ E ), BACE-1, AChE E BuChE

Oxadiaz6is sdo constituidos por anéis de cinco membros,
contendo dois dtomos de nitrogénio e um 4tomo de oxigénio,
apresentando-se como 1,3,4-, 1,2,4-, 1,2,3- e 1,2,5-oxadiazdis
(Figura 40). Essas subunidades sdo amplamente encontradas em
substancias bioativas, especialmente como equivalentes bioisostéricos
de amidas e ésteres, o que evidencia a importancia desses heterociclos
aromdticos na quimica medicinal.®?

N=N 3//-—N 4 3N 4 3 4
I\ \ v\
2 4 ) 5 2N_ ) 5 2N 5 2N_. Ns
o N
° 1 ° °
1,2,4-oxadiazol 1,2,5-oxadiazol

1,3,4-oxadiazol 1,2,3-oxadiazol

Figura 40. Isomeros dos niicleos oxadiazolicos®

Nesse contexto, Onishi e colaboradores avaliaram um derivado
1,3,4-oxadiazdlico, contendo uma subunidade benzofurano central
(103, Figura 41), como inibidor as duas isoformas da GSK-3 (a e
/), o qual exibiu alta poténcia para ambas, com CI;, =37 nmol L' e
CI;, = 53 nmol L*!, respectivamente.®

103 GSK-3a Clsg = 37nM O
GSK-3p Clsp = 53 nM

o

Figura 41. Derivado 1,3,4-oxadiazdlico 103 e valores de inibi¢do da GSK-3
(oce p)¥

Derivados 1,3,4-oxadiaz6licos, contendo a subunidade 4-piridini-
la, foram sintetizados e avaliados quanto ao potencial inibidor contra
as formas humanas de AChE e BuChE. Dentre os derivados testados,
o composto 104, contendo a subunidade fenol para-substituida, foi o
mais ativo frente a AChE (CI,, = 1,098 + 0,140 umol L"), enquanto
que 105, contendo a meta-toluila, apresentou seletividade frente a
BuChE, com valor de CIy, = 8,322 + 0,231 pumol L' (Figura 42).
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101

Agregacéo fiAq.42 Clsg = 8,065 + 0,129 uM

< N\Q Taxa de inibigdo 96,89%
N

Dados farmacolégicos complementares indicaram propriedades an-
tiagregantes de proteina [3-amiloide do composto 104 (38,2-65,9%),
comparaveis a donepezila (2) (39,6-68,9%). Paralelamente, estudos de
ancoragem molecular para 104, no sitio ativo da AChE, demonstraram
modo de ligagdo similar a donepezila (2). Em relagdo as interacdes de
104 com residuos de aminodcidos do sitio ativo, podemos destacar:
(1) interagdes polares com dois residuos da triade catalitica (Ser200
e His440), através de interacdes polares, (ii) empilhamento & entre a
subunidade 1,3,4-oxadiazola e os residuos de Trp84 e Phe330, (iii)
além de uma ligacdo de hidrogénio entre a subunidade piridinila
protonada de 104 e a cadeia lateral do residuo de Glu199, presente
no subsitio anidnico.**

N OYO/OH
~C Y )

N‘
N N Vs

104 105

hAChE Clsp = > 10 uM
hBUChE Clgo = 8,322 + 0,231 uM

hAChE Clso = 1,098 + 0,140 uM
hBUChE Cls = 7,794 + 0,084 uM

Figura 42. Derivados 1,3,4-oxadiazdlicos (104 e 105) e inibigdo da AChE
e BuChE*

Tripathi e colaboradores sintetizaram uma série de derivados
1,3,4-oxadiazdlicos conectados a subunidade 2-piridinila, por meio
de um espacador piperazinico, e avaliaram inibi¢ao frente a BACE-1,
AChE e BuChE. Dentre os melhores derivados, 106 ¢ 107 se
destacaram com resultados de inibi¢do em ambas as colinestarases,
além de significante inibi¢do da BACE-1 (Figura 43). Em simulacdes
de ancoragem molecular no sitio ativo da AChE, o ntcleo
1,3,4-oxadiazdlico de 107 realiza interagdo do tipo empilhamento
7 com a Tyr341, assim como interagao eletrostatica com o residuo
de Asp74, ambos localizados no sitio periférico anidnico (PAS) da
AChE. Adicionalmente, a subunidade 2-piridinilpiperazina de 107
realiza interagdes hidrofébicas com os residuos de Tyr124 e Trp286,
também localizados no SPA. Outra interagdo de destaque envolve
uma ligagdo de hidrogénio entre o nitrogénio piridinico de 107 e a
espinha dorsal da Phe295, na regido de ligacdo da acila, na AChE.%

Em outro estudo, desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa,
derivados 1,3,4-oxadiazdlicos, contendo a subunidade pirimidina,
foram sintetizados e avaliados, revelando 108 como o melhor inibidor
para as colinestareses AChE e BuChE (Figura 44). O potencial
antioxidante de 108 (60,0%) foi comparavel ao do 4cido ascorbico
(64,6%), utilizado como padrio, nesse ensaio.

Num trabalho envolvendo 1,3,4-oxadiaz6is andlogos do dcido
ferdlico (antioxidante e anticolinesterdsico), dentre os derivados
sintetizados e avaliados, 109 foi o mais promissor, com resultados
de inibicdo submicromolares para a AChE, BuChE e BACE-1
(Figura 45). Simulagdes de ancoragem molecular no sitio ativo da
ACHhE revelaram que 109 interagiu com diversos residuos do sitio
periférico anidnico (Tyr72, Tyr124, Trp286 e Tyr341), através de
intera¢des hidrofébicas. O grupo para-trifluorometilfenila de 109
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F. : F
hAChE Clso = 0,054 + 0,002 uM

hBUChE Clgg = 0,787 40,022 uM
BACE-1 Clsy = 0,098 + 0,004 uM

Figura 43. Derivados 1,3,4-oxadiazolicos (106 e 107) e poténcia frente a AChE, BuChE e BACE-1%

m

108 0 NYN

0.
hAChE Clso = 0,30 £ 0,02 uM { ?/NH
hBUChE Clsp = 12,02 £ 0,12 uM N—N
Figura 44. Derivado 1,3,4-oxadiazolico 108 e valores de inibigdo da AChE

e BuChE®

109 N-

N
F 4
|
HACHE Clgg = 0,068 + 0,003 uM F%@"% _ o
HBUChE Clgg = 0,218 £ 0,014 yM  F
BACE-1 Clsq = 0,255 + 0,076 pM OH

Figura 45. Derivado oxadiazolico 109 e valores de inibi¢do frente a AChE,
BuChE e BACE-1%

estabeleceu intera¢des polares com residuos da triade catalitica
(Ser203 e His447).87

DERIVADOS TIADIAZOLICOS COMO INIBIDORES DA
BACE-1, AChE E BuChE

O nitcleo tiadiazélico possui quatro formas isoméricas e consiste
em um sistema heterociclico aromatico de cinco membros, contendo
um atomo de enxofre e dois dtomos de nitrogénio (Figura 46). Assim
como os oxadiazdis, substancias contendo a subunidade tiadiazdlica
também estdo presentes em diversas substincias bioativas®

BN 4 3 4 3 N4 BN N4
N 1\ I -
2N—§ 2N_ N5 2N, \) o U\
*s 5 IS S) AS)
1 1 1 1
1,2,3-tiadiazol  1,2,5-tiadiazol  1,2,4-tiadiazol 1,3,4-tiadiazol

Figura 46. Formas isoméricas do niicleo tiadiazolico

Uma série de quatro derivados (110-113), contendo a subunidade
tacrina e substituidos na posicdo 5 da 1,2,4-tiadiazola por um grupo
anilina para-substituido, foram sintetizados e avaliados frente a
AChE humana e a BuChE de soro bovino, apresentando melhores
resultados para essa tltima, com poténcia em faixa submicromolar,
conforme pode ser destacado para o derivado fluorado 111 na BuChE
(ClLy, = 0,073 £ 0,002 umol L) (Figura 47).%

Uma triagem virtual com base na BACE-1 foi realizada com
o objetivo de selecionar potenciais inibidores ndo-peptidicos da
classe dos 1,2,4-tiadiaz6is. Os resultados dos estudos de ancoragem
indicaram que algumas das substincias da série interagiram com os
acidos asparticos cataliticos (Asp32 e/ou Asp228), que desempenham
um papel crucial na catdlise enzimdtica e na ligagdo do inibidor.
Especificamente, o grupo 5-amino de algumas das substincias
investigadas interagiu por meio da liga¢do de hidrogénio com a diade

R

NZ N-S Q
! J i

R=CH,
112 hACHE Clg, = 1,89 £ 0,09 uM
EqBUChE Clg = 0,077 + 0,003 uM

R=Cl
110 hAChE Clsp =2,28 £ 0,14 uM
EQBUChE Clso = 0,09 + 0,01 pM

R=F R=CF,
111 hAChE Clsg = 1,24 + 0,06 uM 113  hAChE Clsg = 2,29 £ 0,09 uM
EqgBUChE Clso = 0,073 + 0,002 uM EqBuUChE Clso = 0,10 + 0,0002 pM
Figura 47. Derivados tacrina/l,2,4-tiadiazola (110-113) e atividade frente
a AChE e BuChE®

catalitica e via interacOes eletrostaticas, com os dois residuos do
subsitio S, (Gly230 e Thr231). Além disso, foi possivel observar que
o dtomo de nitrogénio, localizado na posicéo 2 do anel heterociclico,
formou liga¢des de hidrogénio, direta ou intermediada por 4gua, com
os residuos Thr72 e GIn73 (Figura 48). Os resultados experimentais
apontaram 114 como o mais potente da série.”

GIn73

N Thr 231

-~ - NH,
\< >/ 2675

% Asp 228
230

N—S8

114

BACE-1 Clgp = 5,96 uM

Figura 48. Estrutura quimica do composto 114 e sua pose no sitio ativo da
BACE-1*°

Em estudo recente, investigou-se a atividade anticolinesterdsica
de uma série de derivados 1,3,4-tiadiazélicos, contendo a subunidade
piperazina. Os resultados de inibi¢do da AChE indicaram
valores na escala nanomolar, com destaque para o composto 115
(CIy, = 0,0181 = 0,0009 pmol L") (Figura 49). Estudos cinéticos
revelaram um mecanismo de inibi¢do do tipo misto para 115 e o valor
de Ki indicou alta afinidade de ligagdo, mesmo em baixas concentragdes
(Ki = 0,0031 umol L'). Adicionalmente, estudos de ancoragem
molecular revelaram ligacdo de hidrogénio (2,34 A) entre o grupo
amino de 115 e a hidroxila da Tyr124 da AChE, além de interacdo do
tipo empilhamento © entre a subunidade 1,3,4-tiadiazola de 115 e a
subunidade aromatica da Tyr341. Também vale destacar uma interagdo
hidrofébica entre a subunidade morfolina de 115 e o Trp286.

Outra série de derivados 1,3,4-tiadiazol foi sintetizada e avaliada
como inibidores de EeAChE e EgBuChE. Dentre os compostos
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S | hAChE Clso = 0,0181 £ 0,0009 uM
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Figura 49. Estrutura quimica e valores de atividade para o derivado
1,3,4-tiadiazdlico 115”'

obtidos, os que apresentaram os melhores resultados de Cly, foram
116, 117 e 118 (Figura 50), com destaque para a alta seletividade de
117 e 118 em relacdo a AChE.**

OH
R Ry Ri=Br R;=H Rg=H R, =H
S I 116 EeAChE Cls = 0,06 + 0,003 uM
R \N/N OH EqBUChE Cls = 0,29 £ 0,04 uM
R,

Ry =H Ry = OCH3 Ry = OCH; Ry = OCH;
118 EeAChE Clso=0,17 £0,01 uM
EQBUCE Clso = 196,21 + 7,22 uM

Ri=H Ry=H R3=CF3 Ry=H

117  EeAChE Clsg = 0,09 + 0,004 M
EQBUCE Clsy = 26,49 + 1,22 uM

Figura 50. Derivados 1,3,4-tiadiazolicos (116-118) e valores de Cls, para
AChE e BuChE®

Visando o entendimento do modo de ligagdo do composto mais
ativo no sitio da AChE, estudos de ancoragem molecular com o derivado
bromado 116 indicaram que sua subunidade 1,3,4-tiadiazdlica realiza
interacdo do tipo empilhamento © com a subunidade indola do Trp84.
Também foi possivel observar que as hidroxilas fenélicas de 116
formam ligagdes de hidrogénio com os residuos Glu199, Gly117 e
Tyr130. Por fim, podemos destacar a ligacdo de hidrogénio ndo-classica
entre um dos hidrogénios da subunidade orfo-bromofenila de 116 ¢ a
hidroxila fenolica da Tyr334 (Figura 51).

116

AChE Clsg = 0,06 + 0,003 uM
BUChE Clso = 0,29 £ 0,04 uM

-'f 6...
Gly 15 L
Asp 72

Figura 51. Modo de ligagdo de 116 no sitio ativo da AChE*

DERIVADOS CARBAZOLICOS COMO INIBIDORES DA
AChE E DA BuChE

Os carbazdis sdo substincias que apresentam uma subunidade
triciclica, contendo um anel pirrélico central fundido com duas fenilas
(Figura 52). A subunidade carbazola (119) estd presente em diversas
substincias bioativas, conforme serd exemplificado a seguir.*?

119 N

Figura 52. Formula estrutural do carbazol®

Ghobadian e colaboradores sintetizaram e avaliaram derivados
N-benzilpiridinicos, contendo a subunidade carbazola, como
inibidores de colinesterases (EeAChE e EgqBuChE) e na agregacio
de proteina f-amiloide. Ensaios in vitro revelaram que todos
os derivados se mostraram mais potentes frente a BuChE, com
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destaque para 120, que apresentou o melhor resultado (BuChE
CI,, = 0,073 + 0,003 pmol L''). Estudos de ancoragem molecular no
sitio ativo da BuChE revelaram que a subunidade carbazélica de 120
realiza interacdes do tipo empilhamento 7 com o Trp82. Ademais, a
subunidade piridina de 120 realiza empilhamento © com a Tyr332,
além de interag@o do tipo m-alquil com a Leu286, ambas pertencentes
ao sitio periférico (Figura 53).%

w e Y

EeAChE Clsp =20,0 £ 0,6 uM
EqBUChE Clgg = 0,073 £ 0,003 pM
Inibigdo BA =499 +1,7%

w5
2

Figura 53. Estrutura do derivado carbazolico 120 e seu modo de liga¢do no
sitio ativo da BuChE**

Outros derivados carbazdlicos foram sintetizados e avaliados
como inibidores da EeAChE, da EqBuChE e na agregacgio de SA.
Entre as substancias investigadas, 121 e 122 exibiram os melhores
resultados, com inibigdo seletiva frente a AChE, além inibig¢do da
agregacdo de f-amiloide, com valores superiores a 60% (Figura 54).%

) Fe
H
e W
°
N EeAChE Clsg = 7,72 + 0,02 uM

J EqBUChE Clso > 100 uM
Inibigdo SA = 67,12 + 4,87

o)
H
O
N—( N
° 129
N EeAChE Clso = 6,71+ 0,18 uM
M EQBUChE Clso > 100 uM
Inibigao /3A = 61,65 + 3,19
Figura 54. Derivados carbazolicos (121 e 122) e valores de inibi¢do da AChE,
da BuChE e da agregacdo de proteina B-amiloide®

Em trabalho envolvendo hibridos dcido ferulico-carbazol,
visando novos agentes anti-Alzheimer, foram sintetizadas e avaliadas
diversas substancias, dentre as quais 123 e 124 obtiveram os melhores
resultados para as colinesterases (EeAChE e EgBuChE) (Figura 55),
mostrando a importancia da subunidade carbazdlica em 123, que
exibiu atividade relevante, mesmo com a auséncia da subunidade
oriunda do 4cido feldrico.*

Choubdar e colaboradores sintetizaram uma série de derivados
carbazdlicos, conectados a subunidades heterociclicas, por meio
de espacadores alifdticos. Ap6s avaliagdo do potencial de inibicdo
frente a EeAChE e EgBuChE, observou-se valores de Cl;, variando
entre 0,11-36,5 umol L' e 0,02-98,6 umol L, respectivamente. O
derivado 125 (Figura 56) foi o inibidor mais potente para ambas as
colinesterases e também apresentou inibi¢do da agregacdo de SA
(autoagregacdo e induzida por AChE).”’

Em um estudo recente, uma série de hibridos foi desenhada com
base na fusio do ntcleo carbazélico com o estilbeno. Os compostos
planejados foram sintetizados e avaliados quanto a inibicdo das
colinesterases e da agregacdo de -amiloide. Dentre os compostos
avaliados, 126 foi o que apresentou os melhores resultados para
inibicdo da EgBuChE e da agregacdo de f-amiloide, além de
apresentar valores adequados para inibicdo da hAChE (Figura 57).
Além disso, 127 apresentou melhor indice de inibi¢ao frente a AChE,
com CI, = 1,84 + 0,27 pmol L.

Estudos de ancoragem molecular no sitio ativo da AChE
mostraram que 126 apresenta modo de ligagdo semelhante ao da
donepezila (2). Ademais, a subunidade pirrolidinica protonada de
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123 ~

EeAChE Clso = 5,1 £ 0,8 M

Quim. Nova

Cl

124

HN

. v
EeAChE Clso = 6,9 + 0,9 uM - OH
EQBUChE Clsg =7,9 +0,5 uMCl " EQBUChE Clsg = 2,8 + 0,4 uM O N ~ -
H

(0]

Figura 55. Derivados carbazdlicos (123 e 124) e valores de atividade frente a AChE e BuChE*

125

EeAChE Clsy = 0,11 £ 0,18 uM
EqBUChE Clsy = 0,02 0,11 uM |

Inibigao fA = 27,4 + 1,8%

(3
N ~~N Q

Figura 56. Derivado carzazdlico 125 e dados de inibi¢do da AChE, BuChE e agregag¢do de BA”

(
n{f@ \ Y -

— 126 ()
O O HACRE Clgg = 2,64 + 0,41uM
EqBUCHE Clg = 1,29 £ 0,10 uM

N
) Inibigdo pA = 51,29 £ 0,42 %

H&/\/\
o O
hAChE Clgo = 1,84 £ 0,27uM

EQBUCHE Clsy = 2,51 £ 0,19 pM
Inibigao SA = 48,09 + 0,54 %

Figura 57. Compostos carbazolicos (125 e 126) e inibicdo da AChE, BuChE e agregacdo de PA*

126, posicionada no sitio catalitico anidnico e no sitio periférico
anidnico, realiza interacdo cation-n com o Trp84, além de ligacdo
de hidrogénio e interacdes de natureza idnica com o Glul99. A
subunidade carbazdlica de 126 exibe interagdes n-t com os residuos
de Tyr70 e Tyr334.%

J& o modo de interacdo de 126 no sitio ativo da BuChE mostrou
que o ligante ocupou a cavidade catalitica da enzima através da
subunidade carbazola, na bolsa hidrofébica, contendo os residuos
de aminodcidos ndo polares Ala277, Val280, Pro285 e Leu286. O
subunidade fenila de 126 formou uma interag¢@o n-rt com o residuo
Tyr332 e o nitrogénio protonado da pirrolidina de 126 realizou
interagdo cétion-rt com o Trp82.%

CONCLUSOES

A atividade anti-Alzheimer foi abordada para diferentes classes de
substancias de origem natural (e. g. alcaloides, chalconas, cumarinas
e flavonoides), e sintética, tais como: derivados de piperazinas,
carbamatos e subunidades heterociclicas aromdticas (e.g. triazdis,
oxaz0is, tiadiazodis e carbazois). Nesse sentido, foram descritos
alguns estudos realizados nos dltimos 20 anos, envolvendo estratégias
de desenvolvimento bem como avaliacdo farmacoldgica dessas
substincias, em alvos terapéuticos relacionados com a etiologia da
DA, com foco nas colinesterases (AChE e BuChE), sem deixar de
abordar outros alvos relevantes como BACE-1 e GSK-3f e a.

Alguns exemplos de intera¢des ligante-biomacromolécula (e.g.
inibidor-AChE), sdo apresentados, por meio de estudos in silico,
visando fornecer um conhecimento complementar relevante
para o planejamento de novos candidatos a farmacos baseados
na estrutura da biomacromolécula. De forma complementar, os
vérios exemplos reportados, também podem fornecer material til
para o planejamento de novos candidatos a foirmacos baseados na
estrutura do ligante.

Analisando a diversidade de alvos terapéuticos relevantes, assim
como os mais variados padrdes estruturais de substincias bioativas
da literatura, visando terapias mais eficazes para o tratamento de
pessoas portadoras da DA, € possivel afirmar que a AChE ainda
se destaca dentre os alvos mais cldssicos, sendo inibida por 3 dos
farmacos atualmente aprovados para uso terapéutico. Nesse contexto,

alguns estudos citados nesta revisdo que apontam substincias com
maior seletividade e poténcia para a AChE em relagdo a BuChE,
além de potencial de inibi¢ao da agregagdo de proteina f-amiloide,
merecem posicio de destaque e devem ser considerados para estudos
farmacoldgicos complementares, como por exemplo, verificacido do
potencial de penetragio através da barreira hematoencefélica (BHE),
caracteristica indispensdvel para um fairmaco com agdo no SNC.

A diversidade estrutural das substancias bioativas descritas ao longo
do texto, evidencia a importancia de explorar a variedade de padrdes
estruturais dos produtos naturais, em conjunto com a quimiodiversidade
proveniente da quimica organica sintética, em programas de prospeccao
de novos candidatos a protdtipos de farmacos.

Por fim, a inexisténcia de uma cura definitiva para a DA, a
tendéncia de progressdo no nimero de pessoas acometidas e o
fato dos farmacos disponiveis para tratamento serem incapazes de
impedir a progressdo da deméncia explicam o tamanho do desafio
que vem sendo enfrentado por pesquisadores da drea pelo mundo.
Como consequéncia, um grande volume de estudos reportando novas
substancias que atingiram fases II/III de testes clinicos, tem sido
reportados, especialmente nos ultimos anos.”-'°! Em geral, esses
estudos abordam o desenvolvimento ndo somente de inibidores
colinesterdsicos, mas de substincias que possam apresentar agao
multialvo (e. g. BACE-1, GSK-3pB e a), explorando, dessa forma,
o conceito da polifarmacologia no cardter multifatorial da DA.102103
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