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RESUMO

GARAN, K.H. Hibridacdo molecular como estratégia de planejamento de
moléculas multialvo para tratamento da doenca de Alzheimer. 2023. Trabalho
de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2023.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Hibridacéo, Farmacos multialvo e Inibidores de
AChE

Introducdo: O carater multifatorial da Doenca de Alzheimer (DA) exige estratégias
que direcionem os farmacos para atuarem em mais de um alvo bioldgico para a
melhora ou retardo do aparecimento dos sintomas da doenca. Objetivo: O objetivo
deste trabalho foi elaborar uma revisdo bibliografica sobre os avancos mais
recentes no uso da hibridagdo molecular para o planejamento de farmacos
multialvo no tratamento da DA. Materiais e métodos: Foram realizadas buscas de
artigos sobre o uso da hibridagdo molecular para o tratamento multialvo da DA, os
quais foram publicados no periodo de 2000 a 2022, extraidos de bases de dados
como PubMed, ScienceDirect, Scopus e Portal de Periddicos Capes. As palavras-
chave em portugués e inglés foram: Doenca de Alzheimer, Hibridagdo, Farmacos
multialvo e Inibidores de AChE. Resultados: Os compostos hibridos identificados
revelaram resultados promissores em estudos in vitro, especialmente aqueles
gerados da combinacao de tacrina com ebselen e memagal, que demonstraram as
taxas mais elevadas de inibicdo da AChE e BUAChE. Além disso, a hibridacéo
envolvendo 8-hidroxiquinolina, donepezila e propargilamina, apesar de nao
apresentar uma inibicdo significativa das enzimas, exibiu atividade quelante e
inibidor das MAOs, sugerindo que, in vivo, pode ser um candidato promissor para
investigacbes futuras. Uma avaliagdo mais aprofundada das questdes de
toxicidade relacionadas aos hibridos que surgiram de antagonistas de NMDA e de
inibidores de MAOs, a fim de equilibrar adequadamente os riscos e beneficios
associados a esses compostos. Conclusdo: Apds a revisao bibliografica, conclui-
se que os hibridos analisados apresentaram bons resultados in vitro, mas ainda

necessitam de mais estudo para se tornarem potentes candidatos a farmacos.



1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é uma disfungdo neurodegenerativa progressiva e
incapacitante a qual afeta, principalmente, populacées com mais de 60 anos de idade.
Estima-se que na populacdo mundial, cerca de 57 milhGes de pessoas apresentam algum
tipo de deméncia e esse numero triplicaria para 152 milhées até o ano de 2050 (NICHOLS
et al., 2022). Em 2022, estimou-se que 10,7% da populacdo estadunidense com mais de
65 anos de idade possui a DA, valor que aumenta progressivamente com idade,
chegando a 33,2% da populacdo com mais de 85 anos (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION,
2022; RAJAN et al., 2021). No Brasil, estudos epidemiolégicos sobre a incidéncia da
doenca no pais ainda sdo escassos, mas com 0 aumento da populacdo idosa, a
incidéncia de doencas que afetam mais essa faixa etaria, como a DA, também se
demonstra aumentada (SCAZUFCA et al.,, 2002). Segundo os dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2022), no periodo de 2012 a 2021, a parcela
da populagdo com mais de 60 anos aumentou de 22,3 milhdes de pessoas para 31,2
milhdes (crescimento de 39,8%).

O diagndstico clinico da DA estabelecido pelo Ministério da Saude (MS) é
caracterizado pelo comprometimento da memoria, do raciocinio, dificuldade de
comunicacdo e deturpacdo comportamental. Os sintomas sao acompanhados,
laboratorialmente, pelo acumulo extracelular da proteina tau e [-amiloide, morte
neuronal, diminuicdo de impulsos sinapticos e atrofia cortical (CALDERON-
GARCIDUENAS; DUYCKAERTS, 2018). Para explicar as diversas manifestaces
ocasionadas por essa doenca multifatorial, diversas hipdteses sobre o seu
desenvolvimento ainda estdo em discussdo, entre as principais até o momento, a
hipotese colinérgica, amiloidogénica, da hiperfosforilagdo da proteina tau, da cascata

mitocondrial, da homeostasia de calcio, neurovascular e inflamatéria (LIU et al., 2019).



1.2 Fisiopatologia da doenca

1.2.1 Hipétese colinérgica

Uma das principais causas do desenvolvimento da DA & a diminui¢do da inervagao
colinérgica no prosencéfalo basal, a qual ocorre devido a alteragdes neurodegenerativas
durante o envelhecimento, podendo estar relacionada a disfungdo memorial causada
pela doenga (SCHLIEBS; ARENDT, 2011). Nos neurdnios pré-sinapticos colinérgicos,
ocorre a sintese da acetilcolina (ACh) a partir de colina e acetil-coenzima A, por meio da
enzima colina acetiltransferase (CAT). Neste mecanismo, o neurotransmissor é
transportado por meio de vesiculas para a fenda sinaptica quando ocorre o estimulo de
despolarizagdo dos neurbnios. Quando liberada, a ACh é decomposta pela enzima
acetilcolinesterase (AChE) em colina e acetato, podendo a primeira ser captada e usada
na sintese de mais ACh (JU; TAM, 2022).

As evidéncias apontam para a diminuicdo da concentragdo da colina
acetiltransferase (CAT) em pacientes com doenca de Alzheimer, bem como para a
reducao de acetilcolina (ACh) no liquido cefalorraquidiano cortical do cérebro. Essa
condicao esta correlacionada com os déficits cognitivos observados nos pacientes (LIU
et al., 2019).

1.2.2 Hip6tese amiloidogénica

Outra caracteristica encontrada em pacientes com a DA é a presencga de placas
insoluveis da proteina B-amiloide depositadas em diferentes regides do cortex cerebral,
as quais definem as diversas fases da doenca (CALDERON-GARCIDUENAS;
DUYCKAERTS, 2018). A produgao dessa proteina ocorre devido a mutagdo no gene A
da proteina precursora de amiloide (do inglés, amyloid precursor protein - APP) no
cromossomo 21, o que impede que a clivagem proteolitica da APP ocorra pela a-
secretase e passe a ser degradada de forma errénea pela B-secretase (BACE1), seguida
da y-secretase (Figura 1) (SMITH, 1998). Desta maneira, sdo formadas proteinas (-
amiloides insoluveis de diferentes tamanhos que se acumulam em espacgos

extracelulares e em paredes vasculares cerebrais, sendo que, em altas concentracdes,



esses emaranhados sdo neurotdxicos, podendo causar atrofia dendritica, axonal,
seguida da morte do neurénio (HARMAN, 1996; KHAN; BARVE; KUMAR, 2020).

Figura 1 - Esquema da hipétese amildide
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Fonte: DELANOGARE et al., 2019

1.2.3 Hipotese da hiperfosforilagdao da proteina tau

As proteinas tau sdo substancias neuronais que possuem dominio de ligacdo aos
microtubulos de dendritos e axdnios, possuindo a funcdo de estabilizacdo daquela
estrutura, mantendo a integridade do citoesqueleto neuronal. Tal ligacdo € dependente
da fosforilacdo dessas proteinas por quinases como a glicogénio sintase quinase 3 (GSK-
3) e quinase-5 dependente de ciclina (CDK5) (FROST; JACKS; DIAMOND, 2009).
Entretanto, em uma situacdo de hiperfosforilagcdo da proteina tau por aquelas enzimas,
ocorre a diminuicdo da afinidade pelos microtibulos, favorecendo a formacdo de
emaranhados neurofibrilares (do inglés, neurofibrillary tangles - NFTSs), os quais se
depositam no citosol e invalidam a atividade da proteina, acarretando a morte neuronal
(Figura 2) (CREWS; MASLIAH; MASLIAH, 2014).
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Outras hipoteses relacionam o desenvolvimento dos sintomas com diversos
desbalancos fisiologicos, como a variacdo da concentracdo de radicais livres e metais,
alteracdo da expressédo de enzimas e proteinas, elevacao da resposta imune, processos
inflamatoérios exacerbados e deficiéncia do sistema linfatico (Figura 2) (LIU et al., 2019).
Entretanto, tratando-se de uma doenca multifatorial complexa, mesmo com essas
desregulacfes presentes em pacientes com a doenca, € dificil a sua correlacdo direta
com o desenvolvimento da DA, fato que torna grande parte das hipéteses incertas em
relacéo a etiologia da doenca (DAS; RAYMICK; SARKAR, 2021; LIU et al., 2019).

Figura 2 — Hipoteses da doenca de Alzheimer
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1.3 Terapia atual

Atualmente, o tratamento da DA consiste na estabilizacdo dos sintomas e no
retardo da progressédo da doenga, atuando com o minimo de efeitos adversos. Por se
tratar de uma doenga multifatorial, diversos alvos moleculares foram e ainda estdo sendo
estudados para o tratamento farmacoldgico da DA, o qual varia dependendo do estagio
da doenga (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022).
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Neste contexto, o tratamento convencional adotado e recomendado por
importantes 6rgados de saude, como a ANVISA e FDA (Food and Drug Administration),
incluem duas principais classes farmacolégicas, os inibidores da acetilcolinesterase
(IAChE) e antagonistas dos receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Figura 3) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017;U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2019).

Os IAChE, considerando a hipotese colinérgica, vao atuar diminuindo os sintomas
de distarbios cognitivos e comportamentais nos estagios leves a moderados da doenca.
Esses resultados ocorrem devido a inibicdo da AChE na fenda sinaptica, enzima
responsavel pela hidrélise da acetilcolina, levando ao aumento da meia-vida desse
neurotransmissor e, assim, potencializando a transmissao sinaptica colinérgica (CHU,
2012). Até o momento, os IAChE aprovados pelos principais 6rgéos de saude incluem a
donepezila, galantamina e rivastigmina (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; U.S. FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION, 2019).

O primeiro farmaco aprovado pelo FDA para o tratamento da DA foi a tacrina em
1993 e, devido a sua alta lipossolubilidade, possui elevada capacidade de atravessar a
barreira hemato-encefélica (BHE) e atuar na inibicdo dupla da AChE e butirilcolinesterase
(BuChE), melhorando os sintomas da doenca nos casos leves a moderados. Entretanto,
por ocasionar diversos efeitos colaterais, como hepatotoxicidade, em 2013, foi retirado
do tratamento da DA (CHALUPOVA et al., 2019; TUMIATTI et al., 2010).

A galantamina é um alcaldide com ac¢édo dupla, a qual atua como inibidor seletivo
e competitivo da AChE e modulando alostericamente receptores nicotinicos, resultando
na ativagéo colinérgica e melhorando os sintomas da doenca (PRVULOVIC; HAMPEL;
PANTEL, 2010). A rivastigmina & um inibidor pseudo-reversivel ndo competitivo da AChE,
como também da BuChE, sendo usada, também, para o tratamento dos sintomas leves
a moderados da doenca (TOUCHON et al., 2006; UNZETA et al., 2016). A donepezila é
um inibidor reversivel e ndo competitivo com alta seletividade para a AChE, quando
comparada com BuChE, sendo, dessa forma, a molécula mais prescrita para o tratamento
dos sintomas da doenca DA (TOUCHON et al., 2006; UNZETA et al., 2016).

Por outro lado, acredita-se que a morte neuronal originada na DA tem forte

contribuicdo da superestimulacéo de receptores de aminoacidos excitatorios, como o de
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glutamato (LIPTON; ROSENBERG, 2013). Essa lesdo celular possivelmente esta
relacionada com o excessivo influxo de calcio causado, principalmente, pelos receptores
do subtipo NMDA (mais permeaveis por ions de calcio), levando a uma excitotoxicidade
que culmina na formacao de radicais livres, 0os quais sdo danosos as células neuronais
(LIPTON, 2004; ROGAWSKI; WENK, 2003). Desta forma, faz sentido o uso de
antagonistas nado-competitivos dos receptores de NMDA para diminuir os danos de
neurdnios, sendo que o Unico utilizado para o tratamento da DA é a memantina
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2019).

Figura 3 — Farmacos aprovados, com excecao da tacrina, para o tratamento da doenca

de Alzheimer
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

1.4 Hibridagcéao Molecular

Atualmente, novas estratégias para o tratamento da DA estdo sendo avaliadas,

entre elas, o uso da imunoterapia, moduladores de secretase, antioxidantes, agentes
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neuroprotetores, ligantes amiloides e, em particular, terapias multialvos (VAZ;
SILVESTRE, 2020). Nesse ultimo caso, com avancos obtidos na fisiopatologia da DA,
diversos outros alvos moleculares estéo sendo relacionados com o desenvolvimento da
doenca e, por essa razao, torna-se ainda mais valido o uso da polifarmacologia como
estratégia terapéutica, a fim de combinar em um Unico farmaco diferentes arcaboucos
quimicos que modulam diferentes alvos farmacoldgicos, possibilitando a acdo em
multiplos alvos de forma simultanea (MAKHOBA et al., 2020).

O uso da hibridagdo molecular, ou seja, a ligacdo de dois ou mais arcaboucos
guimicos em uma unica molécula por meio de ligacdo covalente, tem como objetivo a
acao sinérgica e/ou aditiva entre eles, podendo ser possivel a reducdo da dose e, assim,
a diminuicao da toxicidade do farmaco, se comparado com a administracdo separada de
cada um deles, como também a reducéo da resposta de resisténcia para cada um desses
farmacos (NEPALI et al., 2014; BOLOGNESI, 2013). Ainda, no caso de uso de mais de
um medicamento (polifarmacia) como forma de se atingir a eficacia desejada, chances
de aparecimento de efeitos adversos e interacbes medicamentosas podem limitar a
adesdo ao tratamento (BOLOGNESI, 2013). Assim, é clara a vantagem do uso da
hibridacdo molecular como planejamento de farmacos para o tratamento de doencas
multialvos complexas, o que € representado por uma porcentagem de 21% de farmacos
multialvos aprovados pelo FDA em uma analise de novas entidades moleculares
aprovadas pelo 6rgéo no periodo de 2015 a 2017 (RAMSAY et al., 2018).

Dado todo o contexto e a prevaléncia da DA na populacdo mundial, a busca por
tratamentos mais eficazes para a doenca é de grande relevancia (WEINREB et al., 2012).
Nos ultimos 20 anos, diversos estudos promissores em fases pré-clinicas ja abordam o
uso da hibridacdo molecular no tratamento multialvo para o aumento da poténcia na
estabilizacdo dos sintomas da DA e alguns deles serdo abordados durante todo esse

trabalho.

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é elaborar uma revisédo bibliografica sobre os avangos

mais recentes no uso da hibridacdo molecular para o planejamento de farmacos multialvo
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no tratamento da DA. Esta analise leva em consideracao nao apenas a fisiopatologia da
doenca, mas também o0s mecanismos de acdo dos tratamentos convencionais

atualmente adotados, além dos resultados pré-clinicos relevantes.
3. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram feitas buscas de artigos e periodicos a respeito do uso da
hibridacdo molecular para o tratamento multialvo da DA, os quais foram publicados no
periodo de 2000 a 2022, extraidos de bases de dados como PubMed, ScienceDirect,
Scopus e Portal de Peridédicos Capes. A pesquisa foi realizada utilizando as palavras-
chave, em portugués e inglés: Doenca de Alzheimer, Hibridacdo, Farmacos multialvo e
inibidores de Acetilcolinesterase.

A coleta de dados foi feita por uma triagem inicial utilizando como paramentro o
titulo e o resumo dos artigos coletados, os quais posteriormente foram selecionados e
lidos na integra. Ainda, artigos referenciados nos estudos selecionados também foram
consultados nas referéncias bibliograficas.

Foram incluidos neste trabalho artigos que tratem a respeito do planejamento de
novos farmacos usando a hibridacdo molecular para o tratamento multialvo da doenca
de Alzheimer e que estejam em estudos pré-clinicos. Por outro lado, foram excluidos
artigos que nao abordaram o uso da hibridacdo molecular como forma de planejamento
de farmacos para a DA, como também tratamentos que ndo atuavam como multialvos.
Artigos em fase de estudos clinicos também n&o foram considerados neste presente

trabalho.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Moléculas hibridas no tratamento da doenca de Alzheimer

Considerando a complexidade multifatorial da Doenga de Alzheimer (DA), novas
abordagens terapéuticas tém sido exploradas, sendo os ligantes direcionados a multiplos
alvos uma estratégia emergente na descoberta de agentes inovadores. Em uma analise
dos estudos pertinentes, destaca-se a criacdo de Inibidores da Acetilcolinesterase

(IAChE) planejados por meio de hibridagdo com outras moléculas que atuam
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simultaneamente em um segundo alvo ou de maneira complementar as regides da
enzima AChE (LI et al., 2018). No contexto do presente estudo, foram investigadas sete
estratégias distintas, a saber. moléculas com atividade antioxidante, inibidores da
autoagregacdao do peptideo BA, anti-inflamatérios ndo esteroides, agonistas dos
receptores serotoninérgicos 5-HT4, quelantes, antagonistas dos receptores

glutamatérgicos do tipo NMDA e inibidores da Monoamina Oxidase (MAOSs) (Figura 4).

Figura 4 — Estratégias de hibridacao molécular com IAChE
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Os IAChE, em sua grande maioria, possuem acédo de inibitéria mista da AChE e
BuChE (GREIG; LAHIRI; SAMBAMURTI, 2002). Ambas as enzimas possuem a
capacidade de degradacdo da ACh, entretanto, o papel fisiologico da BuChE ainda nao
esta claramente elucidado, sabendo-se que em estagios avancados da DA, a
concentracdo dessa enzima parece estar aumentada e associada com a formacao de
placas senis (GREIG; LAHIRI; SAMBAMURTI, 2002).

Em contrapartida, a AChE é amplamente estudada e a sua estrutura é constituida

por duas regides importantes, a saber: i) sitio ativo catalitico (do inglés, catalytic active
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site - CAS), localizado no interior de um estreito bolsdo responsavel pela degradacédo da
ACh; ii) sitio aniénico periférico (do inglés, peripheral anionic site - PAS) o qual encontra-
se na regiao superior do bolsdo e gera um complexo estavel com o peptideo B-amildide
que acelera a oligomerizacdo e a agregacao de placas senis (POURSHOJAEI et al.,
2019; TANOLI et al., 2019).

O CAS ¢é formado por uma triade catalitica importante constituida por Ser200,
His440 e Glu327 (Figura 5 — verde) e uma parte anidnica que possui residuos de Phe330,
Trp84 e Glul99 (Figura 5 — azul). J& o PAS é formado por Trp279 e Tyr70 (sequéncia de
numeracdo da AchE de Torpedo californica ou TcAChE), os quais estdo presentes
entrada do bolsdo da enzima, agindo de forma alostérica no impedimento da passagem
da ACh para o sitio ativo (Figura 5 - rosa). Por esse motivo, atualmente, os IAChEs mais
estudados apresentam a capacidade de interacdo dupla com ambas as regides,
conferindo maior seletividade e capacidade inbitéria da enzima (KERI et al., 2013;
RAJESHWARI et al., 2019).

Figura 5 — Representacao da disposicéo dos principais aminoacidos do CAS (triade

catalitica e sitio anidnico) e PAS
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)
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4.1.1 Tacrina e Ebselen

A tacrina tem sido utilizada como molécula central em pesquisas que envolvem a
hibridacdo molecular. Contudo, sua toxicidade hepatica ainda n&do foi completamente
compreendida, 0 que representa um desafio significativo. Um aspecto crucial nesse
contexto € a presenca do grupo amina primaria livre na estrutura da tacrina. Portanto,
estudos tem explorado a tacrina como ponto de partida para a criacdo de moléculas
multifuncionais por meio da hibridacdo molecular. Esta abordagem visa modular sua
toxicidade, substituindo o grupo amina por fragmentos funcionais. Dessa forma, busca-
se reduzir a hepatotoxicidade associada a molécula, abrindo caminho para aplicacdes
terapéuticas mais seguras e eficazes. (WU et al., 2016).

O ebselen é um composto organoselenado que possui a capacidade de mimetizar
a acdo antioxidante e anti-inflamatéria das glutationas peroxidases por meio de uma
simples reacao com peroxinitrito decompondo moléculas de didéxido de hidrogénio (H,0,)
e assim evitar a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem causar o
dano celular (UDDIN et al., 2021; WU et al., 2016).

Nesse contexto, no estudo de Mao et al.,, 2013, foram sintetizadas moléculas
hibridas utilizando o grupo farmacoférico do ebselen e a tacrina, os quais foram ligados
por meio de espacantes alquilicos (Figura 6) (MAO et al., 2013; UDDIN et al., 2021).

No estudo de Mao et al., os compostos foram avaliados frente a inibicdo enzimatica
in vitro de AChE e BUChE e verificou-se que moléculas com substituicdes do tipo metoxi
na regido aroméatica do ebselen e com espacantes contendo cinco a nove carbonos
(Figura 6) obtiveram maior inibicdo da AChE e BUChE se comparados com espacantes
de cadeias menores. Contudo, a inibicdo méxima de ambas as enzimas aconteceu para
compostos com espacantes contendo seis carbonos. Nesse estudo, 0 composto
apresentou acdo mista, ligando-se simultaneamente no local de ligacdo anidnico
periférico (PAS) e no sitio catalitico ativo (CAS) da enzima AChE, sendo capaz de inibir

a auto agregacao e a agregacao induzida do peptideo BA (MAO et al., 2013).
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Figura 6 — Hibridag&o da tacrina com ebselen
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Para investigar a interacdo entre a molécula e o receptor, no estudo, foram
realizadas simulacdes de docking molecular, utilizando o programa CDOCKER no
software Discovery Studio 2.1 (Figura 7). Observaram-se interac6es na regido triciclica
da tacrina, envolvendo o empilhamento -1 com Trp84 e Phe330 na regido CAS da
enzima. Além disso, o anel benzénico da regido 1,2-benzisosselenazol-3(2H)-ona
interage com Trp279 do PAS por meio de empilhamento Tr-11, enquanto a carbonila
estabelece uma ligacdo de hidrogénio com Tyr70. Adicionalmente, o ligante metileno da
cadeia longa da molécula apresenta interacdes hidrofébicas com os aminoacidos Tyr334,
Tyr70 e Asp72 (MAO et al., 2013).

Além de inibir de forma mais eficaz as enzimas AChE e BUChEs em comparacéao
com a tacrina, o hibrido também demonstrou acéo contra a formacéao de radicais livres,
conforme evidenciado pelos ensaios de peroxidase e de atividade de eliminagdo de

peroxinitrito. A molécula revelou-se eficaz na reducéo de mais de 80% na formacao de
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peréxido de hidrogénio e peroxinitrito. Além disso, o composto hibrido foi avaliado quanto
a sua hepatotoxicidade, demonstrando que em concentracdes mais elevadas, a
viabilidade celular é maior do que na presenca de tacrina, indicando assim menor
toxicidade hepética (MAO et al., 2013).

Figura 7 — Interacéo entre o hibrido da tacrina com ebselen com a ACh

Tyr334

Lt NE

OH

Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

4.1.2 Tacrina e 2-fenilbenzotiazol (PhBTA)

Outros estudos investigaram a hibridagdo molecular entre a tacrina e compostos
benzotiazodlicos, que consistem em um sistema com um anel benzénico fusionado a um
anel tiazélico contendo nitrogénio e enxofre. Esses compostos exibem uma variedade de
efeitos biolégicos, incluindo atividade no sistema nervoso central (SNC) (HROCH et al.,
2015).

Rajeshwari e sua equipe relataram em seu estudo que, devido a analogia da
porcdo 2-fenilbenzotiazol com o marcador de proteina BA Tioflavina T (ThT), varios
derivados testados agiram como agentes de imagem dessas placas de proteinas. Por
essa razéo, o pesquisador realizou a hibridacdo da porcao 2-fenilbenzotiazol com a

tacrina, utilizando como protoétipo a molécula de ThT (Figura 8), incluindo um substituinte
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metoxi com a finalidade de equilibrar o carater hidrofébico da molécula e fornecer a
capacidade pré-quelante de proteinas BA (RAJESHWARI et al., 2019).

O teste de inibicdo da AChE foi realizado in vitro utilizando a TCAChE, e a interacao
da molécula com o receptor foi testada por simulagées de docking molecular utilizando o
programa GOLD (CCDC Software Ltd.). Os compostos que apresentaram melhor
desempenho demonstraram maior inibicdo da enzima (IC50 = 0,06 uM) em comparacao
com a tacrina (IC50 = 0,30 uM). A melhoria na performance foi atribuida a substituicdo
com cloro e ao tamanho ideal de dois carbonos como espagador, permitindo acomodar o
composto TAC-PhBTA ao longo da cavidade hidrofébica da enzima e bloquear a entrada
da ACh no sitio ativo da enzima (KERI et al., 2013; RAJESHWARI et al., 2019).

Figura 8 — Hibridag&o tacrina com 2-fenilbenzotiazol
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Por isso, durante o estudo de viabilidade, observou-se que a natureza lipofilica e

a presenca do ligante metoxi permitiram a ligacdo da tacrina aos anéis aromaticos do
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CAS por empilhamento -1 € com a regido PAS por interagcdo de empilhamento
aromatico com Tyr70 e Trp279, reforcando as interacbes com a enzima. Além disso,
todos os inibidores projetados mostraram ligagdes de hidrogénio extras com diferentes
aminoacidos (Figura 9) O composto que apresentou o melhor resultado de inibicdo da
AChE interagiu com o atomo de enxofre do benzotiazol por meio de ligacdes de
hidrogénio com Tyr70, e o grupo amidico mostrou interacdes de hidrogénio com Asp72 e
Tyrl21 (Figura 9) (RAJESHWARI et al., 2019).

Figura 9 — Interacéo do hibrido da tacrina e 2-fenilbenzotiazol com a ACh
Tyri121

OH Asp72 OH

o]
HO
Tyr70
Trp279

HzN

O

Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Com a finalidade de determinar o potencial inibitério dos hibridos de
autoagregacgao do peptideo BA, foram realizados ensaios in vitro utilizando a emissao de
fluorescéncia do ThT. Além da acdo sobre a AChE, os hibridos também apresentaram
valores de inibigcdo na faixa de 27-44,6%, enquanto a tacrina isolada exibiu um valor de
inibicdo de 11%, independentemente da concentracdo utilizada nos ensaios
(RAJESHWARI et al., 2019).

4.1.3 Tacrina e Flurbiprofeno

O flurbiprofeno é um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE) com atividade de na
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diminuicdo da formacdo do peptideo BA. Essa acdo se da por meio da modulagao
alostérica da presenilina-1 (PS-1), uma proteina constituinte do complexo y-secretase,
responsavel pelo processo de clivagem anormal do PPA (ABDUL-HAY et al., 2009).
Tendo em vista essa agéo de inibigdo da formacédo dos peptideos BA, Chen e
colaboradores relataram em seu estudo a hibridacdo do flurbiprofeno com a tacrina
utilizando como teste in vitro AChE e BuChE (CHEN et al.,, 2013). A ligacdo do
flurbiprofeno com a tacrina ocorreu por meio de ligantes de alquilenodiamina, sendo que
a inibicdo méxima da AChE ocorreu com tamanho de cadeia de seis carbonos (Figura
10). Os hibridos estudados apresentaram atividade mista, competindo com a ACh pelo
sitio catalitico (CAS) e interagindo também com PAS (CHEN et al., 2013). Os compostos
estudados também apresentaram forte inibicdo contra a BUChE (CHEN et al., 2013).

Figura 10 — Hibridacdo entre a tacrina e o flurbiprofeno
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Para o melhor esclarecimento da interacdo molécula com a AChE, foi realizado
um estudo de modelagem molecular utilizando o programa CDOCKER (Discovery
Studio), o qual possibilizou a visualizacdo da interagcdo do fragmento da tacrina por

empilhamento -1 paralelo com o anel indol de Trp86 (CAS) e o anel benzeno do
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flurbiprofeno por interacdes hidrofébicas com os residuos de Tyr286 (PAS) (Figura 11)
(CHEN et al., 2013).

Em relacdo ao segundo alvo deste hibrido, a analise da poténcia de inibicdo de
formacao de peptideo BA foi avaliada pela técnica de ELISA (enzyme-linked immune
sandwich assay) que possibilitou a identificacdo de reducéo significativa de 31% de
formacgao da proteina BA, sendo considerado um importante candidato para o tratamento
da DA (CHEN et al., 2013).

Figura 11 — Interacéo entre o hibrido da tacrina e flurbiprofeno com a ACh

Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

4.1.4 Donepezila e RS67333

Outra classe de farmacos estudada para a diminuigdo dos sintomas da DA s&o os
agonistas dos receptores de serotonina, da familia 5-HT4, os quais sdo amplamente
expressos no SNC e estdo envolvidos no recebimento de informacdes colinérgicas
relacionadas a cognicdo (ROCHAIS et al., 2015). Esses receptores neuronais ligados a
proteina G, quando ativados, aumentam a concentracdo de AMPc, levando a ativacao da
proteina quinase A (PKA), desencadeando toda uma cadeia de reacdes que leva a
despolarizacdo prolongada da membrana celular e ao aumento da liberacédo de ACh.

Além disso, a ativacao desse receptor esté relacionada com a regulacéo da producgéo de
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sAPPa, peptideo ndo amiloidogénico gerado via processamento de APP pela a-
secretase, que possui propriedades neuroprotetoras e neurotréficas (LECOUTEY et al.,
2014; ROCHAIS et al., 2015).

Por essas razdes, Lecoutey e seus colaboradores abordaram em seu estudo a
hibridacdo entre RS67333, um agonista de receptores 5-HTR com acao inibitoria
submicromolar da AChE (ICs, = 403 = 86 nM), com a donepezila, um inibidor da AChE e
BuChE, em hibridacdo denominada donecobrida (Figura 12). A atividade inibitéria foi
realizada in vitro utilizando as enzimas AChE e BUChE, e o potencial de ligagcdo aos
receptores 5-HT, foi avaliado utilizando células de porquinhos-da-india (Cavia porcellus)
(LECOUTEY et al., 2014; ROCHAIS et al., 2015).

Figura 12 — Hibridacdo entre a donepezila e 0 RS67333
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Nos testes in vitro, a donecobrida obteve resultados de inibicdo da AChE (ICso =
16 = 5 nM) comparaveis com a donepezila (ICs, = 6 + 0,6 nM), além de apresentar valores
de inibicdo da BuChE superiores (ICso = 3,5 £ 0,05 nM) (LECOUTEY et al., 2014). Para
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uma compreensao mais detalhada da interagcdo com a enzima, foi realizado o docking
molecular utilizando o software GOLD (CCDC Software Ltd.). Os resultados revelaram
uma orientacdo adequada do anel piperidina para a interagdo com moléculas de agua
proximas dos aminoacidos Tyr337 e Tyr341 (componentes do PAS), a regido da carbonila
estabelecendo ligacdes de hidrogénio com o nitrogénio do Phe295 (componente do
CAS), o anel benzeno disposto de forma paralela ao anel indol do Trp286 (PAS),
permitindo uma interacdo por empilhamento 11, e o anel ciclo hexano interagindo com
Trp86 (CAS) por meio de interacfes hidrofobicas (Figura 13) (LECOUTEY et al., 2014;
ROCHAIS et al., 2015).

Figura 13 — Interacao entre a Donecobrida com a ACh
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Com relacdo a ligacdo aos receptores 5-HT4, a donecoprida atuou como um
agonista potente, seletivo e parcial com resultados melhores do que o proprio RS67333
(Ki = 6,6 £3 nM e Ki =93 x5 nM, respectivamente), afinidade que esta ligada
principamente com a presenca do nitrogénio da piperidina e o grupo metilcicloalquil. Por
fim, o0 estudo ainda avaliou a capacidade de secrecdo de sAPPa in vitro utilizando células

COS-7 que estavam expressando transitoriamente o receptor 5-HT4. Os resultados da
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donecoprida (EC50 = 11,3 + 10,0 nM) mostraram-se melhores do que comparado com a
serotonina (EC50 = 39,9 + 3,3 nM) e o RS67333 (EC50 = 27,2 + 10,6 nM), indicando
maior liberacdo de sAPPa em menores concentracfes e consequentemente maior
propriedade neuroprotetora (LECOUTEY et al., 2014).

4.1.5 8-Hidroxiquinolina, donepezila e propargilamina

Uma outra estratégia de hibridacdo aborda o uso de moléculas quelantes e
antioxidantes no tratamento da DA, isso devido a importancia do estresse oxidativo na
patogenicidade da doenca. A presenca de biometais no SNC (como cobre, ferro e zinco),
em niveis muito baixos, € necessaria para atuar como cofatores de atividades
enzimaticas e garantir a fungdo mitocondrial e neuronal (LIU et al., 2019). Entretanto, o
aumento da concentracdo desses metais esta relacionado com a elevacéo da agregacéao
e toxicidade da proteina B amiléide e com a elevada producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que podem provocar alteragdes no préprio peptideo BA, como também
causar a oxidacao de lipidios e proteinas da membrana celular (KHAN; BARVE; KUMAR,
2020; LIU et al., 2019).

Nesse contexto, Wang e colaboradores exploraram a hibridacdo da donepezila
com a 8-hidroxiquinolina, que possui funcdo quelante de metais. Para unir essas duas
regioes, foi inserido, ainda, um grupo propargilamina (Figura 14), com o objetivo de
potencializar a inibicdo nas isoenzimas MAOs (do inglés, monoamine oxidase (WANG et
al., 2014).

Diversos estudos abordam a hibridagdo com estruturas que inibam as MAOs, as
quais possuem duas isoformas: a MAO-A, responsavel preferencialmente pela
desaminacdo de serotonina, adrenalina e noradrenalina, e a MAO-B, que atua
preferencialmente na dopamina (WANG et al.,, 2014). Essas isoenzimas sao alvos
importantes para o tratamento da DA devido a sua agao oxidativa de uma variedade de
aminas biogénicas e xenobidticas, com producdo de peroxido de hidrogénio, um
intermediario chave na producdo de radicais livres oxigenados relacionados com o

agravamento da doenca (WANG et al., 2014).
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Figura 14 — Hibridac&o da donepezila com 8-hidroxiquinolina
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

No presente estudo, a atividade inibitoria foi verificada utilizando AChE e BUChE,
obtendo-se a inibicdo da AChE com ICso = 1,8 £ 0,1 uM, valor menor e comparavel com
o da donepezila (ICso = 0,0067 + 0,0004 uM), entretanto apresentou maior atividade
inibitoria sobre a BUCht (ICso = 1,6 £ 0,2 uM e 7,4 £ 0,1 pM, respectivamente) (WANG
et al., 2014; WU et al., 2016).

Para a melhor compreensédo da interacdo da molécula e AChE foi realizado um
ensaio de docking molecular utilizando o software Autodock Vina. O docking possibilitou
a visualizacéo de interagdes de empilhamento 11 entre a 8-hidroxiquinolina do hibrido com
o Trp286 (PAS) e o grupo benzeno com Trp86 e Tyr337 (CAS), a molécula ainda
estabeleceu ligacdes de hidrogénio pelo grupo nitrila com o aminoacido Phe295 (PAS) e
a porcéo piperidina com o Asp74 (PAS) (Figura 15) (WANG et al., 2014).
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Figura 15 — Interac&o entre o hibrido de donepezila e 8-hidroxiquinolina com a
AChE
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Com relagéo as propriedades inibidoras das MAOs, foram utilizados homogenatos
de figado de rato para demonstrar o aumento da inibicdo para as duas isoformas da
enzima (ICso = 6,2 £ 0,7 uM para MAO-A e ICso = 10,2 + 0,9 uM para MAO-B) se
comparadas com os valores da donepezila (ICso = 850 £ 013 uM para MAO-A e ICso =
115+ 2,2 uM para MAO-B). O estudo ainda aborda a quest&o a hepatotoxicidade causada
pelo hibrido, demonstrando que a molécula é menos tdxica que a donepezila em altas e
baixas concentragdes (WANG et al., 2014).

Finalmente, as propriedades quelantes do composto estudado foram analisadas
por meio de espectrometria UV e VIS para os biometais Cu(ll), Fe(Il) e Zn(ll). O uso da
molécula hibrida exibiu alteracdes espectrais demonstrando a formacéo de complexos
com fons Zn?* e Cu?* e capacidade de absorcdo de ROS que estdo relacionados com o
estresse oxidativo celular e a alteragao do peptideo BA presentes em pacientes com DA
(WANG et al., 2014).
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4.1.6 Galantamina e memantina

A memantina foi o primeiro antagonista dos receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA a ser aprovado pelo FDA. A eficacia exata dessa molécula ainda nédo é
completamente compreendida, mas sabe-se que, por agir de forma ndo competitiva,
possuir afinidade moderada pelo canal aberto, ser fortemente dependente de voltagem e
apresentar rapida cinética de bloqueio e desbloqueio, 0 composto possui um perfil mais
bem tolerado, com menos efeitos colaterais se comparado a outros antagonistas de
NMDA. Estudos sugerem que a memantina bloqueie o receptor quando o canal esta
aberto, ou seja, quando ha excesso de glutamato no meio, ndo atuando em situacdes em
gue o neurotransmissor nao esteja presente. Desta forma, o bloqueio desses receptores
impede o influxo excessivo de calcio e a excitotoxicidade que culminaria na formacao de
radicais livres que sdo danosos as células neuronais (MAROTTA et al., 2020; SIMONI et
al., 2012).

Neste contexto, Simoni e colocaboraores propuseram a sintese do memagal,
resultado da hibridagéo entre a galantamina, um inibidor de AChE, com a memantina
(Figura 16) unidos por um espacante de cadeia alquilica com seis carbonos. No presente
estudo, a atividade inibitérida sobre a AChE resultou em uma maior inibicdo da enzima
(ICso = 1,16 + 0,03 nM) se comparada com a galantamina (ICso = 2550 + 690 nM)
(MAROTTA et al., 2020; SIMONI et al., 2012).
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Figura 16 — Hibridacdo da galantamina e memantina
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Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Para o melhor entendimento das interacbes com a enzima, foram realizadas
simulacées de docking molecular que possibilitaram a visualizacdo da galantamina
estabelecendo interacdo hidrofébica com anel indol do Trp86 (CAS), dispondo o ligante
em uma cavidade estreita composta pelos aminoacidos Asp74, Tyr337e Tyr341 (PAS).
Ainda, ocorre interacdes do tipo cation-1T entre a amina protonada da memantina com o
grupo indol do Trp286 (PAS) (Figura 17) (SIMONI et al., 2012).
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Figura 17 — Interacéo 2D do memagal com a AChE

0 o

{ —OH ) —OH
P —
/:—’:\/ NH, /'_'_'{ N, Tyr3dl

\
|
HoN //\o

Asp74 Trp286
Trp86

Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Por fim, o antagonismo do memagal aos receptores de NMDA foi verificado pela
utilizacao de linhagens celulares de neuroblastoma SHSY-5Y, que apresentou resultados
semelhantes ao da memantina (Ki = 46 + 0.6 pM e Ki = 1.16 £ 0.07 uM,
respectivamente). Isso permite estabelecer um perfil neuroprotetor pela supressao da
neurotoxicidade causada pelo glutamato, para que seja possivel prolongar os efeitos dos
IAChE na melhora dos sintomas da doenca (SIMONI et al., 2012).

4.1.7 Rivastigmina e rasagilina

A rasagilina € um inibidor irreversivel seletivo da MAO-B e tem seu uso como
monoterapia para o tratamento da doenca de Parkinson, essa clase de farmacos é
estudada para DA devido a acdo oxidativa da enzima de aminas biogénicas que
favorecem a formacao de radicais livres (WANG et al., 2014). Ao contrario de outros
inibidores de MAO, como a selegilina, a rasagilina molécula ndo é metabolizada em

compostos toxicos semelhantes as anfetaminas, o que resulta na diminuicdo dos efeitos
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indesejados que sédo atribuidos a essa classe (WEINSTOCK; GOREN; YOUDIM, 2000).
Ainda, por ser uma molécula seletiva a MAO-B e apresentar inibicdo minima da MAO-A
no trato intestinal e figado, ha uma menor interacdo medicamentosa com alimentos que
contenham tiramina. As MAO-A e MAO-B sdo enzimas responsaveis pela inativacdo de
aminas dietéticas presentes em alimentos como queijos e derivados de origem animal,
facilitando a adesdo a terapia (WEINSTOCK et al., 2000; WEINSTOCK; GOREN;
YOUDIM, 2000).

O estudo de Weinstock e colaboradores aborda a juncao do grupo carbamato da
rivastigmina (inibidor da AChE e BUChE) com a porc¢éo indolamina presente na rasagilina,
hibrido que posteriormente foi denominado de ladostigil (Figura 18). A atividade inibitéria
da AChE e BuChE foi interessante, com inibicdes de inicio relativamento lento,
apresentando ICso (AChE) = 51 uM e ICso (BUChE) = 1,7 uM. Com relacédo a inibicao da
MAO-B, a introducéo da por¢cao carbamato da rivatigmina resultou em um mecanismo de
acdo extra, que possivelmente envolve a ligagdo ao gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, enzima critica na prevencéo da apoptose celular (DENYA et al., 2018;
WEINSTOCK et al., 2000b; WEINSTOCK; GOREN; YOUDIM, 2000).
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Figura 18 — Hibridacdo da rivastigmina com rasagilina formando o ladostigil

Rasagilina

Ladostigil

Fonte: elaborado pela autora em ChemDraw® (2023)

Atualmente, o ladostigil encontra-se em ensaios clinicos de fase Il, com estudo
randomizado, duplo-cego e controlado por placebo. A Ultima publicacdo, em 2019,
abordou o uso do ladostigil em baixa dose (10 mg/dia), resultando em reducédo da
diminuicao do volume cerebral e do hipocampo, bem como na progressao da doenca, em
comparacao com o placebo. No entanto, os resultados esperados ainda nao foram
alcancados devido a falta de melhora na cogni¢cdo dos pacientes. Neste contexto, o
estudo esta explorando o uso do ladostigil em alta dose (80 mg/dia) como uma tentativa
de avancar nos resultados obtidos (SCHNEIDER et al., 2019).
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5. CONCLUSAO

Com o rapido envelhecimento da populacdo mundial, doencas
neurodegenerativas como a DA tornam-se cada vez mais prevalentes na sociedade. Por
se tratar de uma doenca multifatorial, o planejamento de novos farmacos é fundamental
para buscar novas alternativas terapéuticas que reduzam a progressao da doenca.
Portanto, um nova abordagem de farmacos que atuem em dois ou mais alvos biolégicos
vem crescendo nos ultimos anos.

No presente trabalho, foram exploradas sete hibridagcdes moleculares, focando na
combinacdo dos inibidores da acetilcolinesterase (IAChE) com antioxidantes,
antagonistas de receptores NMDA, AINEs, agonistas de receptores 5-HT4, quelantes,
inibidores do peptideo BA e inibidores da MAO. Todas essas combinag¢des demonstraram
resultados promissores in vitro. Destacam-se especialmente as hibridacfes da tacrina
com o ebselen e 0 memagal, que apresentaram as maiores taxas de inibicdo da AChE e
BUAChE. Além disso, a hibridacdo envolvendo 8-hidroxiquinolina, donepezila e
propargilamina, apesar de ndo ter apresentado uma inibicdo elevada da enzima,
demonstrou acdo em trés outros processos bioldgicos, o que pode torna-la um candidato
promissor para estudos in vivo.

Apesar dos resultados promissores até agora, as moléculas discutidas encontram-
se em estagios muito iniciais de pesquisa, exigindo mais estudos e atencdo para seu
desenvolvimento. E crucial investigar questdes de toxicidade associadas a antagonistas
de NMDA e inibidores de MAOs, analisando cuidadosamente o equilibrio entre risco e
beneficio. Um exemplo é o ladostigil, atualmente em fases clinicas avancadas. Embora
o estudo tenha levantado perguntas sobre a eficacia do medicamento para melhorar a
cognicao do paciente, especialmente em doses mais altas, os resultados desses ensaios
ainda nao estdo disponiveis. Contudo, é esperado que questdes relacionadas a

toxicidade surjam durante essas investigacoes.
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