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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca progressiva cronica neurodegenerativa,
que atinge principalmente idosos acima dos 80 anos. Embora a doenca seja
multifatorial e heterogénea, ela possui certas caracteristicas fisiopatoldgicas que
desempenham papéis imperativos na patogénese da DA, como: placas senis
formadas por agregados do peptideo B-amiloide (AB), deposicdo de emaranhados
neurofibrilares (hiperfosforilacdo da proteina Tau), deficiéncia de acetilcolina (ACh),
excitotoxicidade glutamatérgica, neuroinflamacao e estresse oxidativo. A DA apesar
de ser o tipo mais comum de deméncia ainda ndo possui cura, sendo que 0s
farmacos atualmente disponiveis no mercado oferecem apenas alivio sintoméatico
sendo ineficazes na prevencdo da progressdo da DA. O dultimo medicamento
aprovado para tratamento dos sintomas ocorreu ha 16 anos. Assim, existe uma
necessidade urgente de desenvolver novos compostos capazes de tratar essa
patologia. As chalconas sdo compostos fendlicos, derivados de flavonoides, que ja
mostraram alguns efeitos benéficos sobre o SNC, porém estudos na literatura que
relacionem os seus efeitos neuroprotetores sdo ainda bastante escassos. Desta
forma, nesse trabalho, desenvolvemos no capitulo | uma revisdo sobre a DA com
enfoque nos principais avancos na busca por novos tratamentos, além disso, no
capitulo Il apresentamos uma série de derivados de chalconas, as quais passaram
por uma avaliacdo inicial in silico para predicdo das propriedades ADME-TOX e em
seguida por uma triagem de citotoxicidade in vitro e uma avaliacdo da acéo
neuroprotecdo frente a diferente insultos (glutamato e perdxido de hidrogénio).
Inicialmente 30 chalconoides inéditos iniciaram o0s estudos de triagem e apenas trés
derivados, chegaram nas etapas finais demostrando baixa toxicidade in silico e in
vitro, predicdo de Otima biodisponibilidade oral, alta capacidade de permeacgéo
através da barreira hematoencefélica e potencial atividade protetora frente a ambos

insultos testados.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Derivados chalconoides, glutamato,

estresse oxidativo, neuroprotecéo.






ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a chronic progressive neurodegenerative disease, which
strikes mostly seniors over 80 years. Although the disease is multifactorial and
heterogeneous, it has certain pathophysiological characteristics that play imperative
roles in the pathogenesis of AD, such as: senile plaques formed by aggregates of (3-
amyloid peptide (AB), deposition of neurofibrillary tangles (Tau protein
hyperphosphorylation), deficiency acetylcholine (ACh), glutamatergic excitotoxicity,
neuroinflammation and oxidative stress. AD although it is the most common type of
dementia still has no cure, and the drugs currently available on the market offer only
symptomatic relief and are ineffective in preventing the progression of AD. The last
drug approved for treatment of symptoms occurred 16 years ago. Thus, there is an
urgent need to develop new compounds capable of treating this pathology.
Chalcones are phenolic compounds, derived from flavonoids, which have already
shown some beneficial effects on the CNS, but studies in the literature that relate
their neuroprotective effects are still very scarce. Thus, in this work, we developed in
chapter | a review on AD with a focus on the main advances in the search for new
treatments, in addition, in chapter Il we present a series of chalcone derivatives,
which underwent an initial in silico evaluation for prediction of the ADME-TOX
properties and then by an in vitro cytotoxicity screening and an evaluation of the
neuroprotection action against different insults (glutamate and hydrogen peroxide).
Initially 30 unpublished chalconeidians initiated the screening studies and only three
derivatives arrived in the final stages demonstrating low in silico and in vitro toxicity,
prediction of optimal oral bioavailability, high permeability through the barrier
hematoencephalic and potential protective activity against both insults tested.

Keywords: Alzheimer’s Disease, chalcone derivatives, glutamate, oxidative stress,

neuroprotection.
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INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) € o tipo de deméncia mais comum,
representando 60% a 80% dos casos, seguida da deméncia vascular, deméncia com
corpos de Lewy e deméncia frontotemporal (WHO, 2012). Estima-se que o namero
de pessoas com DA aumente significativamente nas proximas décadas devido ao
aumento da expectativa de vida da populacéo. Atualmente, a DA afeta cerca de 50
milhdes de pessoas, e a estimativa € que em 2030 este niumero aumente para 82
milhées (PATTERSON, 2018; ALZHEIMER, 2018).

A DA ficou conhecida por meio dos estudos do médico Alois Alzheimer, em
1906. Neste estudo, uma de suas pacientes, com 50 anos, passou a apresentar
perdas progressiva de memoria e quadro de desorientacdo. Ap0s a morte da
paciente, o médico utilizou seu cérebro para embasar os estudos sobre a doenca.
Os sinais clinicos da DA sdo semelhantes aqueles evidenciados em enfermidades
neurodegenerativas, como diminuicdo dos movimentos funcionais, dificuldades de
concretizar os pensamentos por meio da fala, dificuldades de marcha e um estado
de deméncia progressivo. Também sdo observados sintomas neuropsiquiatricos
associados a sindrome como depressdo, ansiedade, distirbios do sono,
agressividade, irritabilidade, entre outros (SILVA, 2017; ALZHEIMER, 2018).

Em nivel molecular a DA é caracterizada pelo acumulo de placas do peptideo
B-amiloide (AB), e a hiperfosforilagdo da proteina Tau com formacdo de
emaranhados neurofibrilares em regiées do cérebro responsaveis por cognicdo e
memoéria, levando a neurodegeneracdo progressiva (CITRON, 2010). Essas
caracteristicas se acumulam silenciosamente e se propagam através de regides do
sistema nervoso central (SNC) por muitos anos, levando ao declinio clinico e
funcional. No estagio dos sintomas clinicos da deméncia, esses processos
fisiopatoldgicos ja comprometeram significativamente uma grande proporgcdo de
circuitos cerebrais envolvidos na cognicdo. A formagédo de placas compostas do
peptideo AR no cérebro é considerada o evento neurodegenerativo inicial da DA
(SCHILLING, et al., 2016).

A neuroinflamacéo, também presente na DA, é caracterizada pela ativacao
do sistema imune inato, desencadeada pelas células glias, que promovem o
aumento da infiltragdo das células de defesa periféricas, além da producédo de
mediadores inflamatorios e de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS)
(HIRSCH; HUNOT, 2009; ORRE, et al., 2014). Os astrocitos desempenham papéis
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INTRODUCAO

chaves de manutencéo cerebral, entretanto sua superativacdo promove a liberacéao
de diversas citocinas, como a interleucina-1B (IL-18) e o fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), quimiocinas e ROS, que somado ao aumento da infiltragdo das células
imunes, podem levar a déficits comportamentais, cognitivos e apoptose neuronal
(VILLEDA, et al., 2011).

Os tratamentos disponiveis para a DA baseiam-se na inibicdo da
colinesterase, que reduz os sintomas cognitivos causados pela DA, e na modulagao
do sistema de neurotransmissdo glutamatérgica, reduzindo os niveis de glutamato
gue estao elevados na DA (WHO, 2012). Esses medicamentos apenas reduzem 0s
sintomas da doenca, mas ndo conseguem estabilizar a progressao da mesma, além
de causarem uma série de efeitos colaterais, podendo levar a tolerancia do paciente
ao tratamento (AISEN; CUMMINGS; SCHNEIDER, 2012). Com base nisso, € de suma
importancia a busca por novos agentes neuroprotetores e novas estratégias
farmacoldgicas que sejam capazes de promover a prevencdo da doenca, bem como
o tratamento efetivo e desaparecimento dos sintomas.

As chalconas (1,3-difenil 2-propenona) s&o o0s precursores diretos na
biossintese dos flavonoides (NAJAFIAN, et al.,, 2010; DEWICK, 2012). Essas
moléculas possuem como estrutura basica dois anéis aromaticos, unidos por um
sistema de trés carbonos, constituindo cetonas a, B insaturadas. Essas
caracteristicas estruturais das chalconas sdo importantes para varios efeitos
biolégicos descritos na literatura (RAO; TZENG, 2004).

Estudos relacionando acdes de chalconas sobre o SNC ainda sdo bastante
escassos. Alguns relatos destacam seu potencial neuroprotetor na DA, citando
efeitos contra o0 estresse oxidativo e excitotoxidade (BAYATI, et al., 2011; PAN, et
al., 2012; RAMPA, et al., 2016). Os efeitos das chalconas sobre células neurogliais
sdo ainda mais escassos. Um estudo in vitro com astrocitos e células microgliais
apontou efeito benéfico de um derivado chalconoide através da producédo de fatores
neurotréficos, como o Fator Neurotrofico Derivado de Linhagem de Célula Glial
(GDNF) (ELMANN, et al., 2013).

Um dos mais importantes avangos no planejamento e descoberta de novos
farmacos tem sido a utilizacdo de recursos computacionais, conhecidos como
modelos in silico. Atualmente ferramentas in silico sdo capazes de prever

propriedades fisico-quimicas (solubilidade, permeabilidade), farmacocinéticas
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INTRODUCAO

(biodisponibilidade, estabilidade metabdlica) e toxicologicas, que podem levar a falha
terapéutica nas etapas pré-clinicas e clinica (GANGADHARAN, et al., 2017).

Aliada as predi¢6es in silico, a cultura de células é uma ferramenta in vitro
amplamente utilizada para melhorar nossa compreensdo sobre a morfologia,
biologia e sinalizacéo celular (EDIRIWEERA; TENNEKOON; SAMARAKOON, 2018).
Apesar dos neurbnios serem o0s alvos principais dos estudos envolvendo doencas
neurodegenerativas, as células gliais possuem uma grande importancia na
progresséao das deméncias e precisam ser mais exploradas
(STANSLEY; POST; HENSLEY, 2012)

Desta forma, a linhagem astroglial C6 € um modelo alternativo in vitro para
elucidar os eventos que acontecem na DA, principalmente frente a insultos
inflamato6rios e oxidativos, bem como diretamente frente o peptideo AB ou ao
excesso de glutamato. Essas condicBes mimetizam, de maneira geral, as condicbes
as quais os astrécitos sao expostos nos diversos niveis da patofisiologia da DA
(GARWOOD, et al., 2010; CABEZAS, et al., 2012; ZHAO, et al., 2014; BOSCIA, et
al., 2017).

Assim, considerando a DA como uma doenca neurodegenerativa progressiva
altamente prevalente, descoberta ha mais de 100 anos, com varios sintomas
neuropsiquiatricos associados que geram custos sociais altos e afetam
profundamente a qualidade de vida dos pacientes, aliado a inexisténcia de
tratamento que estabilize a progressédo da doenca, é de suma importancia a busca
por novos agentes terapéuticos neuroprotetores que previnam a doenca e sejam

capazes de promover a reducdo efetiva dos sintomas da deméncia.
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OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos neuroprotetores de compostos inéditos derivados de
chalconas utilizando diferentes plataformas experimentais in silico e in vitro, com

vistas a prevencédo da Doenca de Alzheimer.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as caracteristicas farmaco-similar e o potencial de permeacédo na
barreira hematoencefélica, dos derivados propostos, através de técnicas in
silico;

e Selecionar os compostos mais promissores a serem testados nos modelos in
vitro de neurotoxicidade;

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos selecionados frente a diferentes
linhagens celulares;

e Padronizar os protocolos de neurotoxicidade in vitro em modelos de células
astrogliais C6 como técnica de triagem na busca de compostos ativos;

e Avaliar os efeitos neuroprotetores dos compostos selecionados, em modelos
de células astrogliais C6 frente a insultos induzidos por peroxido de

hidrogénio (H202) e glutamato.
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3.1. A DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer (DA) ficou conhecida por meio dos estudos do
médico Alois Alzheimer, em 1906. A primeira paciente do médico foi Auguste Deter,
uma mulher de 51 anos que desenvolveu delirios paranoides, perdas de memoria e
quadro de desorientacdo. Na analise post mortem do cérebro da paciente, Alois
Alzheimer pode verificar as manifestacdes histologicas que hoje estdo associadas a
DA (SILVA, 2017).

Os sinais clinicos da DA sdo semelhantes aqueles evidenciados em outras
enfermidades neurodegenerativas. A DA engloba uma progressdo continua com
mudancas cerebrais iniciais que podem comecar cerca de 20-30 anos antes do
aparecimento dos sintomas clinicos. Quando as mudancgas iniciais ocorrem, o
cérebro aciona um mecanismo de compensacao que permite que os individuos
continuem com suas funcdes normalmente, sem indicios clinicos da doenca. A
medida que o dano neuronal aumenta, o sistema nervoso central (SNC) ndo pode
mais compensar essas alteracbes e os individuos mostram declinio cognitivo sutil.
Mais tarde, o dano neuronal € tédo significativo que os individuos mostram declinio
cognitivo acentuado, incluindo sintomas como a perda da memoria, mudanca de
comportamento ou confusdo quanto ao tempo ou ao lugar. Em estagio avancado da
doenca, os individuos apresentam prejuizo em funcdes corporais basicas como
dificuldade de caminhar, falar e engolir (ALZHEIMER, 2018; VILLEMAGNE, et al.,
2013). Além da depressdo, sdo observados outros sintomas neuropsiquiatricos
associados a DA como ansiedade, distlrbios do sono, agressividade, irritabilidade,
entre outros (SILVA, 2017, ALZHEIMER, 2018).

A DA é a principal causa de deméncia, representando entre 60% a 80% dos
casos, e tem se tornado uma das principais causas de morte nos Estados Unidos.
De fato, o numero de 6bitos causados pela DA tem aumentado expressivamente
(123%), enquanto as mortes causadas por outras doengas prevalentes, como
distarbios cardiacos, tém diminuido gradualmente entre os anos 2000-2015,
conforme mostra a Figura 1 (ALZHEIMER, 2018). Atribui-se a isto a falta de agentes
terapéuticos eficazes, uma vez que os farmacos atualmente disponiveis no mercado
somente amenizam o0s sintomas, sendo ineficazes para impedir a progressao da DA
(WHO, 2012).
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Percentage Changes in Selected Causes of Death (All Ages) Between 2000 and 2015

Percentage

125 123%

-1% 7%
-1 -16%

-55%

I I I I I I
Cause Breasc Proscata Heart Stroke HIV Alzheimer’s
of death cancer cancer disease disease

Created from data from the Naticnal Center for Health Statistics =22

FIGURA 1: Mudancas percentuais em causas de morte entre os anos de 2000 e
2015. Fonte: ALZHEIMER, 2018

Os sintomas comportamentais e psicoldgicos ligados a deméncia afetam
profundamente a qualidade de vida dos pacientes e possuem grande impacto em
seus cuidadores. Neste contexto, o rastreio e o diagndstico precoces Sdo passos
essenciais para que as deméncias sejam rapidamente diagnosticadas, contribuindo
para o abrandamento da evolu¢do da doenca e o adiamento dos sintomas mais
severos (WHO, 2012).

3.2. EPIDEMIOLOGIA

A idade é o principal fator de risco para o desenvolvimento da DA, apGs os
65 anos o risco de desenvolver a doenca dobra a cada 5 anos. As mulheres
possuem risco maior de desenvolver Alzheimer e sugere-se que seja pelo fato de
viverem mais do que os homens. O fator hereditario afeta apenas 5% de todos os
acometidos pela doenca e, nesses casos, possui inicio antes dos 65 anos. Outros
fatores importantes referem-se ao estilo de vida. Sado considerados fatores de risco:
hipertensdo, diabetes, obesidade, tabagismo e sedentarismo (ABRAZ, 2019;
ALZHEIMER, 2019)

Em abril de 2012, a World Health Organization (WHO) publicou o documento
"DEMENTIA - A Public Health Priority”, demonstrando grande preocupacdo com a
deméncia que afeta a qualidade de vida das pessoas longevas, especialmente nos
paises em desenvolvimento (WHO, 2012).

Em todo o mundo, a cada 3 segundos um novo caso de deméncia é

diagnosticado, em 2018 calculou-se que haviam 50 milhGes de pessoas vivendo
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com deméncia e estima-se que este numero ira quase triplicar para 82 milhdes em
2030. O custo total estimado da deméncia em todo o mundo em 2018 foi de US$ 1
trilhdo, e deve dobrar para US$ 2 trilhdes até 2030, este namero inclui um custo
estimado para os cuidadores ‘“informais", além da assistencia médica,
medicamentos, entre outros. A DA ultrapassou o cancer e se tornou a doenca mais
temida da América. Ela € responsavel pela morte de mais pessoas nos EUA do que
cancer de mama e cancer de prostata juntos. Ainda nos EUA, os custos totais em
2018, para todos os individuos com DA ou outras deméncias, foram estimados em
US$ 277 bilhdes (ALZHEIMER, 2018).

Ja no Brasil, informacdes adquiridas junto ao Servico de Informacdo sobre
Mortalidade (SIM) do Mistério da Saude (MS) referente aos anos de 2000 a 2013,
indicam que foram registrados 98.016 casos de mortalidade pela DA. A regiao
sudeste possuiu a maior prevaléncia com 59,45% do numero de Obitos e a regido
Norte a menor, com apenas 1,65%. Quando analisada a mortalidade causada pela
DA por unidade federativa, o estado de S&o Paulo obteve a maior frequéncia, com
32,65%, e Roraima a menor com 0,05%. O Rio Grande do Sul apresentou um
percentual de 10,15% de mortes neste periodo (FERREIRA, et al., 2015).

3.3. FISIOPATOLOGIA

Embora a doenca seja multifatorial e heterogénea, ela possui certas
caracteristicas fisiopatoldgicas comuns como: placas senis formadas por agregados
do peptideo AB, deposicdo de emaranhados neurofibrilares (hiperfosforilacdo da
proteina Tau), deficiéncia de acetilcolina, excitotoxicidade glutamatérgica,
neuroinflamacéo e estresse oxidativo (HUANG; MUCKE, 2012; KRITIS, et al., 2015).

As causas para o desenvolvimento da DA consistem em um complexo
processo de fundamentacdo, pois envolvem uma combinacgéo de fatores genéticos,
moleculares e ambientais, incluindo fatores de risco em potencial como diabetes,
hipertenséo, obesidade, sedentarismo, depressao, fumo, entre outros (ALZHEIMER,
2018).

3.3.1. Fatores genéticos
Cerca de 1 a 5% de todos os casos de DA derivam da heranca de

desordens autossomais dominantes familiares em um dos genes da presenilina
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(PSEN-1 e PSEN-2), localizados nos cromossomos 1 e 14, ou no gene da proteina
precursora de amiloide (APP), localizado no cromossomo 21. Estes genes geram a
subunidade catalitica da y-secretase, essencial na clivagem da APP que da origem
ao peptideo AB. A mutacdo destes genes causa uma alteragcdo no processamento
APP, gerando peptideos B-amiloides mais longos ou aumentando a proporgéo
destes que sdo mais hidrofobicos e estdo mais propensos a agregacdo (KOROLEV,
2014; SCHELTENS, et al., 2016).

Ja a DA esporadica € o tipo mais comum da doenca, correspondendo cerca
de 95% de todos os casos. Trata-se de uma patologia multifatorial, que se instala em
média aos 80 anos (ALZHEIMER, 2018).

Em humanos, o gene da Apolipoproteina E (ApoE) polimorfico esta presente
em trés diferentes isoformas alélicas (2, 3 e 4), e € responsavel por controlar a
homeostase do colesterol no cérebro, carrear outros lipidios essenciais aos
neurdnios, participar do catabolismo normal de lipoproteinas ricas em
triacilglicerideos, além de regular a agregacéao e eliminacado de AB (LIU, et al., 2013;
MASTERS, et al., 2015; ALZHEIMER, 2018).

Entre essas isoformas, o alelo ApoE €4 (localizado no cromossomo 19) leva
a producdo de uma isoforma conhecida como ApoE4 que tem baixa eficiéncia na
ligacdo e transporte de AB. A isoforma ApoE €4 se liga com menos afinidade ao AR,
reduzindo a sua depuracédo e promovendo seu acumulo, o que leva a formacéo das
placas senis (GIUDETTIA, et al.,, 2016). Pelo menos 50% dos pacientes com DA
possuem pelo menos um alelo ApoE €4 e a presenga da isoforma ApoE4 que
predispdem ao desenvolvimento da DA (VERGHESE; CASTELLANO; HOLTZMAN,
2011).

3.3.2. Hipotese amiloidogénica

Em nivel molecular a DA é caracterizada pelo acumulo de placas AB e
hiperfosforilagdo da proteina Tau com formagédo de emaranhados neurofibrilares em
regioes do cerebro responsaveis por cognicdo e memoria, levando a
neurodegeneracdo progressiva (CITRON, 2010). Essas alteracbes se acumulam
silenciosamente e propagam-se através de regides do SNC por muitos anos,
levando ao declinio clinico e funcional. No estagio onde manifestam-se os sintomas

clinicos da deméncia, esses processos fisiopatolégicos ja comprometeram
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significativamente uma grande proporcdo de circuitos cerebrais envolvidos na
cognicdo. A formacdo de placas compostas do peptideo AR no cérebro é
considerada o evento neurodegenerativo inicial da DA (SCHILLING, et al., 2016).

De acordo com a hipétese da cascata amiloide, proposta originalmente por
Hardy e Higgins (1992), o acumulo do peptideo AR sob a forma de placas senis
(fibras insoluveis geradas pelo auto associacdo desse peptideo) seria o fator que
direcionaria a patogénese da doenca. Sua progressao se daria com a formagéo de
emaranhados neurofibrilares da proteina Tau, resultando em um desequilibrio entre
a produgao e a remocao de AB, o que levaria a um quadro de disfuncdo sinaptica,
inflamacédo, estresse oxidativo, perda neuronal e, por fim, deméncia (HARDY;
HIGGINS, 1992). A degeneracdo progressiva dos neurbnios € observada
principalmente no hipocampo e no cértex cerebral, areas responsaveis pela
cognicdo e memoria (WEST, et al., 1994).

A APP é uma proteina ligada a membrana de células neurais, que com a
atividade da B-secretase, que faz a clivagem da extremidade N-terminal do peptideo,
e da y-secretase, que cliva a extremidade C-terminal do peptideo, produz o A como
um produto de degradagédo caracterizando o processo amiloidogénico (Figura 2). O
peptideo AR, composto de 36 a 43 aminoacidos e de massa molecular aproximada
de 4 kDa, € um produto fisiolégico de metabolismo humano e estd presente no
cérebro e no liquido cefalorraquidiano (LCR) de humanos normais ao longo da vida.
A simples presenca do AB ndo é capaz de gerar neurodegeneracado, sendo que esta
s6 ocorre quando ha auto associacao destes peptideos (ZIMMER, et al., 2014).

APP amylodoigenic cleavage

><
ﬁ-SecrﬂX

FIGURA 2: Apresentacao ilustrativa da patologia amiloide: a proteina precursora
amiloide (APP) é clivada pela [(-secretase e y-secretase (proteases
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transmembranares), produzindo um mondmero AB. A agregacdao de mondmero
produz oligbmeros de AP téxicos, que agregam ainda mais como placas AP
insoluveis. Placas amiloides sao agregados maduros A 3 com uma conformacgao de
folha plissada em 3. Fonte: ZIMMER, et al. 2014.

Dependendo do sitio de clivagem das enzimas no processo amiloidogénico,
podem ser gerados fragmentos de oligdbmeros (ABo) com diferente numero de
aminoacidos. Existem varias isoformas de AB: ABi-40, AB2s-35, € AB1-42, este Ultimo
possui 42 aminoacidos e € considerado 0 mais patolégico, uma vez que a adi¢éo
dos ultimos dois aminoacidos aumenta a sua hidrofobicidade e a capacidade de
formar agregados/fibrilas, o que o torna mais amiloidogénico, mais susceptivel a
polimerizar, logo a formar placas senis (PERL, 2010; ALVES, et al., 2012).

Os APBo estao envolvidos na desregulacdo sinaptica e interferem com a
funcdo dos ligantes enddgenos nos respectivos receptores (SAKONO; ZAKO, 2010;
ALZHEIMER, 2018), internalizam receptores (ZHAO, et al., 2007), hiperfosforilam a
proteina estabilizadora de microtubos Tau (DE FELICE, et al.,, 2008), provocam
estresse oxidativo (DE FELICE, et al.,, 2007), subregulam genes associados a
funcdo sinaptica, entre outros (PAULA-LIMA, et al., 2011; SEBOLLELA, et al., 2012).
Ja o AB na forma fibrilar esta envolvido na formacgao de placas, em varias regides do
cérebro, levando a manifestacao tipica da DA (SEBOLLELA, et al., 2014). Quando
os neurdnios amadurecidos sao expostos aos ABo e/ou fibrilas, ocorre 0 aumento da
producdo de ROS, disfuncdo mitocondrial, apoptose e desregulacdo de genes
antioxidantes, levando a o dano neuronal e neuroinflamagéo (CAROLINDAH, et al.,
2013).

Alternativamente, em condicfes fisiolégicas, uma porgdo significativa da
APP é clivada por proteases com atividade a-secretase. Nesta via ndo é gerado Ap
(via ndo-amiloidogénica) e esta por¢cao atua como fator de crescimento para muitos
tipos de células e promove o desenvolvimento de neuritos nos neurdnios pos-
mitéticos (SPENCER; MASLIAH, 2014).

Quando, por algum motivo ainda desconhecido, o corpo ndo consegue
depurar o peptideo, duas vias sdo possiveis, permanecer no meio extracelular na
forma solavel ou agregar-se formando placas e tornando-se insoluvel. No entanto,
ambos os estados levam a neurodegeneracdo, sendo a forma soluvel a mais téxica
(MEILANDT, et al., 2009; LESNE, et al., 2013). Deste modo, a acumulagio anormal
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de AR, com formagao de oligbmeros téxicos, resulta no desequilibrio entre a sua
producao, agregacéao e eliminacdo (CREWS; MASLIAH, 2010).

3.3.3. Emaranhados neurofibrilares

A proteina Tau, cujo gene esta localizado no cromossomo 17g21.1, através
da sua ligacdo a tubulina, torna-se responsavel pela montagem, estabilidade dos
microtibulos e pelo transporte axoplasmatico nas células neuronais (THOMAS;
FENECH, 2007; HOLTZMAN, et al., 2011; ALVES, et al., 2012).

A conexao dos microtubulos é regulada por uma interacdo complexa da
expressdo da isoforma Tau e da fosforilacdo da Tau. Na DA, esta proteina é
anormalmente hiperfosforilada em residuos de Serina/Treonina, separando-se dos
microtubulos axonais e agregando-se em emaranhados neurofibrilares no corpo
celular dos neurénios, Figura 3 (ALVES, et al., 2012). A degeneracao neurofibrilar
pode desencadear ou facilitar maltiplas alteracdes patoldgicas, incluindo deposicéo
de AB intraneuronal, dano oxidativo, perda de atividade biolégica (perda neuronal e
sinaptica), ativacdo da glia, inflamacéo e morte celular (THOMAS; FENECH, 2007,
ALVES, et al., 2012).

Neurofibrillary tangles formation ®
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FIGURA Erro! Nenhum texto com o estilo especificado foi encontrado no documento.
Formacédo de emaranhados neurofibrilares (NFT): A hiperfosforilacdo das proteinas
Tau induz uma instabilidade massiva dos microtubos da proteina Tau, gerando
filamentos helicoidais emparelhados. A agregacdo de Tau hiperfosforilada produz
uma conformacao filamentosa, denominada NFTs. Fonte: ZIMMER, et al. 2014.

Além das placas extracelulares de B-amiloide e dos emaranhados
neurofibrilares intracelulares, a morte seletiva de células neuronais (cortex entorrinal,
as camadas piramidais do hipocampo e certas areas do neocortex temporal, parietal
e frontal) € outra caracteristica neuropatolégicas da DA (HOLTZMAN, et al., 2011).

Apesar da maioria destes neurdnios serem glutamatérgicos ha também
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perda/disfuncdo de neurdnios colinérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos
(HOLTZMAN, et al., 2011). A perda sinaptica ocorre no inicio da doenca e antes da
deposicéo de placas de AB e de emaranhados neurofibrilares. Quando localizada no
hipocampo e no neocértex esta associada ao declinio cognitivo (ALVES, et al.,
2012).

3.3.4. Excitotoxicidade glutamatérgica

O conceito de excitotoxicidade foi introduzido por Olney (1990) para
descrever a neurotoxicidade associada a altas concentracfes do glutamato exdégeno
ou de agonistas de receptores glutamatérgicos (OLNEY, 1990)

O glutamato € um dos principais neurotransmissores excitatérios do SNC,
contribuindo para a transmissdo, desenvolvimento, diferenciacdo e plasticidade
neurais normais. No entanto, a concentracdo excessiva de glutamato extracelular
pode levar a despolarizacdo continua e descontrolada de neurbnios, um processo
toxico chamado excitotoxicidade, gerando danos neuronais e eventualmente morte
neuronal. A excitotoxicidade esta associada a muitas condi¢cdes neurodegenerativas
tais como a DA, doenca de Huntington, esclerose amiotréfica lateral, doenca de
Parkinson, acidente vascular cerebral e lesdo cerebral traumética (WANG; QIN,
2010; LAI, et al., 2014).

O glutamato, tanto em neurdnios quanto em células da glia, € sintetizado
através do ciclo do acido tricarboxilico e adicionalmente em neurénios pelo ciclo
glutamato-glutamina, onde é acumulado em vesiculas para liberacdo futura de
maneira dependente de Ca?+. Uma vez na fenda sinaptica, ele difunde-se e interage
com receptores pos-sinapticos de um neurénio adjacente (GONZALEZ, et al., 2015;
WANG; REDDY, 2017).

Para exercer suas funcbes, o glutamato age em receptores especificos
localizados na superficie da membrana celular. H& dois tipos de receptores de
glutamato categorizados de acordo com suas funcgOes: receptores de glutamato
metabotropicos (MGIuRs) e receptores de glutamato ionotrépicos (iGluRs) (KRITIS,
et al., 2015; GONZALEZ, et al., 2015).

Os mGIluRs séo proteinas transmembrana acoplados a proteinas G que
quando ativados promovem a modulacdo de efetores intracelulares (ativacado de

segundos mensageiros). Existem oito tipos diferentes de mGIuRs (MGIUR1 a
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MGIUR8), os quais sao classificados em trés grupos de acordo com sua estrutura e
atividade fisiolégica (grupos I, Il e 11I) (KRITIS, et al., 2015).

O grupo | (mGIUR 1 e 5) estd positivamente ligado a excitotoxicidade
através da modulagéo da atividade do receptor de NMDA, enquanto os grupos Il
(mGIuR 2 e 3) e lll (IMGIuR 4, 6, 7 e 8) sdo negativamente relacionados com o
fenbmeno, através da supressdo de niveis intracelulares de AMPc inibem a
exportacdo de glutamato potencialmente neurotoxico da microglia, oferecendo um
papel neuroprotetor (KRITIS, et al., 2015).

Ja os receptores iGluRs (NMDA, AMPA e cainato) medeiam a transmissao
sinaptica rapida, e quando ativados tornam-se permeaveis a cations como sodio
(Na*) e célcio (Ca?*) (GONZALEZ, et al., 2015).

A intensidade da estimulacédo dos receptores glutamatérgicos € proporcional
a concentracdo do neurotransmissor no fluido extracelular. A sua excessiva
liberacdo e consequente acumulacdo na fenda singptica o torna toxico devido a
hiperativagéo de seus receptores (WANG; REDDY, 2017).

A ativacao de receptores de NMDA é dependente da ligacdo de um agonista
(glutamato ou aspartato) e também da ligacdo de um coagonista (glicina ou D-
serina). A liberacdo exacerbada de glutamato, por sua vez, leva a entrada de ions
Ca?* nas células, através de receptores NMDA, essa hiperestimulacdo dos
receptores leva a morte celular por necrose. Ja a estimulagéo leve ou crénica induz
a morte por apoptose. Ambas as mortes estdo associadas a desregulacéo
mitocondrial, desregulacédo de oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), da fosforilacao
oxidativa, producdo de ROS, estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e liberacao
de enzimas lisossomais (WANG; QIN, 2010; LAI;, ZHANG; WANG, et al.,, 2018;
KRITIS, et al., 2015)

Outro importante sistema que modula a concentragdo de glutamato extra e
intracelular é o sistema antiporte Xc-. O sistema Xc- € um antiporte de aminoacidos
gue tipicamente medeia a troca de L-cistina extracelular e L-glutamato intracelular
através da membrana plasmatica celular. O sistema antiporter Xc— importa o
aminoacido cistina, a forma oxidada da cisteina, para as células com um contra-
transporte 1:1 do glutamato. Este sistema esta presente no SNC principalmente em
astrocitos (ALLEN, et al., 2001) e microglia (PIANI; FONTANA, 1994) e confere

protecdo oxidativa através do fornecimento da L-cisteina intracelular que é
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necessaria para a sintese de glutationa (GSH), uma substancia antioxidante
essencial ao SNC (BRIDGES, et al., 2012; KRITIS, et al., 2015).

Quando ocorre o acumulo de glutamato extracelular, este atua como um
inibidor competitivo da captagdo de cistina via sistema Xc-, levando a deplecao de
GSH, esta deplecdo de GSH influencia a capacidade das células de eliminar os
radicais livres, fato que as tornam vulneraveis a eventos secundarios, como o
acumulo de ROS e a alteracdo dos mecanismos homeostaticos do Ca?*, resultando
em morte celular, mecanismo conhecido como toxicidade oxidativa do glutamato néo
mediada por Ca*? (KRITIS, et al., 2015).

3.3.5. Via da acetilcolina (Ach)

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor liberado pelos neurénios nos
sistemas nervoso periférico e central. A ACh é sintetizada pela colina
acetiltransferase (ChAT) a partir de dois precursores imediatos: colina e
acetilcoenzima A, sendo armazenada dentro das vesiculas pré-sindpticas dos
terminais axonais. Uma vez liberada pelos neur6nios pré-sinapticos colinérgicos, a
ACh liga-se aos receptores colinérgicos presentes nas membranas celulares pos-
sinapticas ou pré-sinpticas. Posteriormente é hidrolisada em colina e acetato pela
enzima acetilcolinesterase (AChE) ou pela enzima butirilcolinesterase (BuChE), esta
Ultima é menos especifica e presente em menor quantidade nas sinapses neuronais.
A colina resultante da hidrolise da ACh é capturada de volta ao neurdnio pré-
sinaptico, onde é transformada em ACh por ChAT (UNZETA, et al., 2016;
DOUCHAMPS; MATHIS, 2017).

Constatou-se que a concentracdo de ACh em pacientes com DA é
drasticamente menor do que em individuos que ndo apresentam a doenca (FU;
HUANG; SUN, 2005; DONG; FU, 2012). Isso pode ser explicado pela deficiéncia na
atividade da enzima ChAT, somada a deficiéncia na recaptag¢do do substrato colina,
entre outros fatores, resultando no comprometimento das func¢des cognitivas.
(MUSTAFA, et al.,, 2012). O desequilibrio dindmico entre 0 neurotransmissor
colinérgico e a degradacdo enzimatica da ACh constituem a base da hipotese
colinérgica (KEOWKASE; ABOUKHATWA; LUO, 2010)

Tanto a AChE quanto a BUChE desempenham papel vital na patologia da

DA. Estas enzimas possuem dois sitios de ligacdo ao substrato: o sitio aniénico
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catalitico, responsavel pela prépria hidrolise, e o sitio aniénico periférico (PAS) que
concentra o substrato em direcdo ao sitio central. O AP interage com o sitio
periférico, para desencadear a fibrilogénese amiloide. Os inibidores da AChE podem
interagir com o sitio catalitico da enzima, assim como em seu PAS, no qual supdem-
se possuir a habilidade de se ligar a peptideos AB. Os inibidores que atuam inibindo
o sitio duplo da AChE influenciam tanto na hidrolise da ACh como na agregacéao de
AB que é dependente do PAS (INESTROSA, et al., 1996; IGNASIK, M. et al, 2012)

O interesse na hipétese colinérgica na deméncia diminuiu substancialmente
nas ultimas décadas, principalmente devido a limitada eficacia da atual geracédo de
farmacos colinérgicos e do elevado nimero de efeitos adversos (BOHNEN, et al.,
2018).

3.3.6. Células da glia e a neuroinflamacéo

Além dos neurbnios, as células neurogliais devem receber atencéo especial
para entender seu papel na DA, uma vez que 0s ensaios in vivo ndo sao baseados
apenas em neurdnios. As células gliais estdo intimamente envolvidas em uma das
vias prejudiciais secundarias mais importantes da DA, a neuroinflamacédo, e
precisam ser mais exploradas (GARWOOD, et al., 2010; ZHAO, et al., 2014).

A neuroglia foi caracterizada e descrita pela primeira vez por Virchow, em
1846. O termo glia (do inglés glue, que significa “cola”) sugere que estas células sédo
responsaveis pela conexao entre as células nervosas. Atualmente, sabe-se que as
células gliais possuem varias funcdes, além do suporte estrutural, como protecéo e
nutricdo aos neurdnios, modulacdo da transmissdo sinaptica (apesar de ndo serem
eletricamente excitaveis), sendo capazes de dividir-se ao longo da vida,
principalmente em resposta a danos (SOMJEN, 1988; YOUNG, 1991).

As células gliais sdo divididas em trés principais categorias: a macroglia
(composta por astrocitos e oligodendrécitos), a microglia e as células ependimais.
Os astrocitos estdo envolvidos em varias funcdes cerebrais, sendo capazes de
comunicar-se com outras células gliais e com neurénios. Os oligodendrécitos séo
responsaveis principalmente pela sintese de mielina. As células microgliais sao
células fagociticas envolvidas na resposta inflamatéria, e as células ependimais
revestem os ventriculos cerebrais (SOLITO; SASTRE, 2012; VERKHRATSKY, et al.,
2016).
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A neuroinfllamacéo é caracterizada pela ativacdo do sistema imune inato,
desencadeada pelas células gliais, que promovem o aumento da infiltracdo das
células de defesa periféricas, além da producdo de mediadores inflamatérios e de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS) (ORRE, et al.,, 2014,
HENEKA, et al., 2015).

A microglia esta distribuida de forma onipresente no cérebro e, utilizando
seus processos altamente moéveis, busca identificar a presenca de patégenos e
detritos celulares, e simultaneamente fornecer fatores que suportam a manutencao
do tecido (KETTENMANN, et al., 2011). Ao mesmo tempo, a microglia contribui para
a protecao e remodelamento das sinapses, manutencao e plasticidade dos circuitos
neuronais (JI, et al., 2013). Até certo ponto, essa acdo € mediada pela liberacdo de
fatores troficos incluindo o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), o que
contribui para a formacado da memoria (PARKHURST, et al., 2013; HENEKA, et al.,
2015).

A microglia, uma vez ativada por gatilhos patolégicos como morte neuronal
ou agregados de proteinas, migra para o local da lesdo e inicia uma resposta imune
inata. A percepcao de gatilhos patologicos é mediada por receptores originalmente
projetados para reconhecer padroes moleculares associados ao perigo ou
patdgenos (DAMPs / PAMPSs). Na DA, a microglia € capaz de se ligar aos oligbmeros
ABo soluveis e fibrilas via receptores, incluindo o receptor de captura Al de classe A,
CD36, CD14, integrina a6B1, CD47 e receptores toll-like (TLR2, TLR4, TLR6 e
TLR9), que acredita-se serem parte da reacao inflamatéria na DA (WILKINSON; EL
KHOURY, 2012; RIES; SASTRE, 2016).

O acumulo de AB no cérebro esta relacionado com a falha da microglia em
remover o peptideo AB extracelular (THERIAULT, et al., 2015). De fato, em amostras
de tecido cortical de pacientes com DA, as placas circundantes da microglia séo
prejudicadas na captacao de AR (HENEKA, et al., 2015; ARDURA-FABREGAT, et
al., 2017).

Ja os astrocitos sdo essenciais para o desenvolvimento, homeostase e
defesa do SNC. Por serem células versateis sdo capazes de se comunicar com
neurdnios e outras células gliais (VERKHRATSKY, et al., 2016), além de atuarem na
liberacdo de neuromoduladores, manutencdo do equilibrio i6nico, metabolismo

energético, processamento de informacfes, manutencdo da BHE e respostas
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antioxidantes e inflamatorias (MARAGAKIS; ROTHSTEIN, 2006; RANSOM;
RANSOM, 2012; PEREA, SUR; ARAQUE, 2014). Além disso, sdo responsaveis por
receber e liberar glutamato e participam da sintese de GSH (KRITIS, et al., 2015).

O processo de ativagdo celular dos astrocitos é conhecido como astrogliose
reativa, e um dos principais sinais que regulam esse fenébmeno € o Fator Nuclear
kappa B (NF-kB), responsavel pela modulacdo da inflamacéo, da sobrevivéncia e
morte celular. Em astrocitos, a expressdo de genes dependentes de NF-kB é
altamente ativada na neuroinflamacao (BRAMBILLA, et al., 2009), além da liberacdo
de oxido nitrico (NO) e da superproducdo de ROS. Desta forma, é possivel sugerir
gue a superativacdo de NF-kB, que ocorre nos astrocitos na neuroinflamacéo, esta
relacionada ao desenvolvimento de distdrbios do SNC, e que sua inativacdo parcial
pode prevenir ou mesmo tratar doencas neurodegenerativas como a DA
(KALTSCHMIDT; KALTSCHMIDT, 2009; KARUNAWEERA, et al., 2015).

Sob condicbes patologicas, os astrocitos exibem alteraces morfologicas,
incluindo hipertrofia e regulacdo positiva da proteina &cida fibrilar glial (GFAP). Os
astrocitos podem detectar proteinas agregadas tais como AP ou responder a
moléculas inflamatérias. Sua superativacdo promove a sintese e liberacdo de
diversas citocinas, como a interleucina-13 (IL-1B) e o fator de necrose tumoral a
(TNF-a), quimiocinas e ROS, que somado ao aumento da infiltracdo das células
imunes, podem levar a déficits comportamentais, cognitivos e apoptose neuronal
(VILLEDA, et al., 2011; ARDURA-FABREGAT, et al., 2017).

Semelhante a microglia, os astrécitos reativos podem polarizar seus
processos em torno de placas amiloides e sédo capazes de levar a degradacdo da
placa (NAGELE, et al.,, 2003; WYSS-CORAY, et al.,, 2003). Na DA também sao
observados nos astrocitos alteragdes na sinalizacdo de Ca*? (VINCENT, et al., 2010)
e um prejuizo na homeostase do glutamato (VILLEDA, et al., 2011; SCIMEMI, et al.,
2013).

O envolvimento de oligodendrécitos na DA permanece pouco compreendido,
embora existam evidéncias emergentes de que essas células contribuem para a
patogénese e progressao de distarbios neurodegenerativos (ETTLE, et al., 2016;
ARDURA-FABREGAT, et al., 2017). Varios processos celulares como a
neuroinflamacéo e o estresse oxidativo podem contribuir para a disfuncdo e morte
dos oligodendrécitos (MITEW, et al., 2010). Além disso, o peptideo AR pode
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prejudicar a sobrevivéncia e a maturacdo das células progenitoras de
oligodendrocitos e a formacdo da bainha de mielina (ARDURA-FABREGAT, et al.,
2017; BARTZOKIS, 2011; DESAI, et al., 2010)

Dessa forma, a preservacdo das células gliais é de grande importancia para

retardar a progresséo de todas as doencas neurodegenerativas.

3.3.7. Estresse oxidativo

Radicais livres e espécies reativas sdo continuamente produzidas no
organismo durante o metabolismo celular e podem desempenhar funcdes
fisiologicas importantes, quando em concentracdes baixas ou moderadas. As
principais fontes de radicais livres sdo as organelas citoplasmaticas, que
metabolizam o oxigénio, o nitrogénio e o cloro. Em fungé&o das ameacas de oxidacao
nao controlada, a vida aerdbia desenvolveu um conjunto complexo de sistemas
antioxidantes para controlar essas reacdes e reparar ou substituir a maquinaria
celular danificada. Ao mesmo tempo, 0s sistemas enzimaticos evoluiram para a
producdo de espécies reativas, como moléculas de sinalizacdo bioldgica, de reacbes
biosintética de defesa quimica e de desintoxicacao (LOBO, et al., 2010).

Nesse contexto, 0 estresse oxidativo é caracterizado como um desbalanco
entre a producdo de ROS e a capacidade da célula de defender-se deles. O alto
consumo de oxigénio e o baixo nivel de antioxidantes resultam em suscetibilidade do
tecido cerebral ao dano oxidativo podendo produzir o dano a lipidios, proteinas e ao
acido desoxirribonucléico (DNA), induzindo a necrose ou a apoptose
(PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2014; KAUSAR; WANG; CUI, 2018).

Estudos, tanto clinicos como experimentais, relatam que o estresse oxidativo
desempenha um papel importante na neurodegeneracdo em doencas como a DA
(KAUSAR; WANG; CUI, 2018; LU, et al.,, 2018). O estresse oxidativo na DA se
manifesta através da presenca de proteinas oxidadas, de produtos de glicacdo
avancada, da peroxidacao lipidica e da formacédo de espécies toxicas, tais como
peréxidos, alcoois, aldeidos, carbonilas, cetonas e de modificacbes oxidativas no
DNA nuclear e mitocondrial (TRAMUTOLA, et al., 2017).

As mitocOndrias possuem um papel muito importante em doencas
neurodegenerativas, qualquer falha ou defeito em seu funcionamento levam a morte

celular. Representam a principal fonte de espécies reativas e de defesas
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antioxidantes nas células, além de participar ativamente da homeostase do calcio.
Desta forma, mutac6es no DNA mitocondrial associadas ao estresse oxidativo séo
0s maiores fatores para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, além
de contribuirem com o envelhecimento (FARSHBAF;, GHAEDI, 2017; KAUSAR,;
WANG; CUI, 2018; GIAU; HULME, 2018; ORTIZ; SWERDLOW, 2019).

Na mitocondria, o peptideo AB reduz o potencial de membrana mitocondrial,
inibe a cadeia transportadora de elétrons, diminui a taxa respiratoria e induz a
liberacdo de espécies reativas, favorecendo a ocorréncia de apoptose. O AR pode
também causar neurotoxicidade por meio da producdo direta destas espécies
reativas, através da interacdo com Cu?+, Fe?+ e Zn?+ (KOZLOV, et al., 2017).

Na presenca de tais metais de transicdo, observa-se que o perdxido de
hidrogénio € cataliticamente convertido em radical hidroxila de alta toxicidade, pelas
reacoes de Fenton e Haber-Weiss. Observa-se também que o AB se encontra
fortemente relacionado ao dano oxidativo as membranas lipidicas, tornando-as mais
hidrofilicas e alterando a funcao de transportadores, enzimas e receptores celulares
localizados nessas membranas, além de possuirem sua conformacdo modificada e
participarem da formacdo de emaranhados neurofibrilares em pacientes portadores
de DA (ANSARI; SCHEFF, 2010; XIE et al., 2013).

Os astrécitos desempenham um papel essencial na protecdo de neurbnios
contra a citotoxicidade de neurotoxinas oxidativas como, por exemplo, a amonia, um
produto do metabolismo de aminoéacidos, que em concentragcdes normais, € um
importante substrato para diversas reacfes enzimaticas sendo absorvida pelos
astrocitos, e juntamente com o glutamato, convertida em glutamina pela enzima
glutamina sintetase (GS) (BOBERMIN, et al., 2012; ADLIMOGHADDAM, SABBIR;
ALBENSI, 2016). Entretanto, sob condicbes de neurotoxicidade aguda da amoénia a
atividade da GS é diminuida (MATES, et al., 2002), elevando o contetdo extracelular
de glutamato e levando ao processo de excitotoxicidade glutamatérgica, como citado
anteriormente (MONFORT, et al., 2002; HILLMANN, et al., 2008).

Os efeitos metabodlicos da neurotoxicidade da amonia incluem ainda
alteracdes nos niveis de espécies reativas ROS e RNS (HIRSCH; HUNOT, 2009),
estimulo do metabolismo do NO (GODINEZ, ROJAS, ORTUNO, 2013) e aumento
dos niveis da proteina S100B, que indica ativacao glial ou morte celular (LEITE, et

al., 2006). Além disso, 0 estresse oxidativo e nitrosativo gera a fosforilacdo de
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MAPKSs (proteinas cinases ativadas por mitdgenos), as quais ativam o NFkB que, por
sua vez, estimula, entre outros genes, a expressao de Oxido nitrico sintase induzivel
(INOS), responsavel pela producdo de grande quantidade de NO (JAYAKUMAR, et
al., 2006; SINKE, et al., 2008).

3.4. DIAGNOSTICO

O diagnéstico da DA pode ser feito pela anélise de diferentes biomarcadores
e pela auxilio de técnicas de neuroimagem. O cérebro pode ser examinado na sua
funcdo por testes neuropsicolégicos, em sua morfologia pelas técnicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e tomografia computorizada (TAC), pela taxa
de metabolismo através da tomografia por emissao de positrdes (PET), e por sua
atividade elétrica pelo uso do eletroencefalograma (EEG). Além dessas técnicas,
podem ser realizados testes genéticos, tais como, genotipagem da ApoE, da APP e
PSEN-1 e PSEN-2. Existe ainda a possibilidade de avaliar a presenca de dano
cerebral através da analise clinica de biomarcadores no LCR (AB e Tau) (CHU,
2012).

Com o objetivo de descrever a relacdo entre a flutuacdo nos niveis dos
biomarcadores nos diferentes estagios da DA, prop6s-se a divisdo da doenca em 3
fases: DA pré-clinica (cognitivamente normal); comprometimento cognitivo leve (MCI

- mild cognitive impairment) e deméncia (Figura 4).

Abnormal

~— Amyloid-8 accumulation (CSF/PET)
— Synaptic dysfunction (FDG-PET/fMRI)

Tau-mediated neuronal injury (CSF)
= Brain structure (volumetric MRI)
= Cogpnition

= Clinical function

Preclinical : MCI 5 Dementia

Clinical Disease Stage

FIGURA 4: Modelo hipotético dinamico de biomarcadores da cascata patologica da
DA. Fonte: SPERLING, et al., 2011.
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As evidéncias atuais sugerem que os biomarcadores de depésito de AP
precedem o de injaria neuronal, conforme esquema demonstrado na Figura 4.
Estima-se que a fase de DA pré-clinica tenha inicio cerca de 20 a 30 anos antes do
aparecimento dos primeiros sintomas clinicos. Nesse periodo os biomarcadores
podem predizer se um individuo cognitivamente normal desenvolvera o curso clinico
da sintomatologia da DA. Nessa primeira etapa a patologia amiloide é evidenciada
pela medida de AB42 no LCR ou por imagem de amiloide por PET, a disfuncao
sindptica é evidenciada por 8F-fluordesoxiglicose-PET (FDG-PET) ou MRI funcional
(fMRI), e os niveis de Tau no LCR apresentam-se normais (SPERLING, R. A., et al.,
2011).

Na segunda fase, inicia-se o comprometimento cognitivo (MCI), onde além
da patologia amiloide também se observa degeneracédo neuronal, evidenciada pelos
niveis aumentados de Tau (total e hiperfosforilada) no LCR, além de atrofia cerebral
(MRI) e inicio do dano cognitivo (JACK, et al., 2010; SPERLING, R. A, et al., 2011).

Por fim, na terceira fase, iniciam as manifestacdes clinicas caracteristicas da
DA. Os biomarcadores estdo todos aumentados, sendo os niveis de Tau total no
LCR 300% maiores em pacientes com a DA do que em individuos cognitivamente
saudaveis (HAMPEL, et al., 2004; SPERLING, R. A., et al., 2011). A hipdtese € de
gue entre as deposicdes de placas AB e a sindrome clinica hd um intervalo de pelo
menos de uma década (KUKULL, et al., 2002).

Posteriormente, o trabalho desenvolvido por Leclerc e Abulrob em 2013
complementou o anterior, verificando que a disfuncdo astrocitaria ocorre ainda na
fase pré-clinica, paralela ao aumento de AB42 no LCR. J&a a ativacdo da microglia
inicia-se no final da fase pré-sintomatica e aumenta significativamente com o0s
demais biomarcadores na fase de comprometimento cognitivo (Figura 5) (LECLERC,;
ABULROB, 2013).
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Biomarker magnitude

g o, i -

=,
.

\\
N

Normal

Presymptomatic Early Late Dementia

MCI MCI
Clinical disease stage
— Astrocytes dysfunction MRI hippocampal volume
CSF Afj42 CSF tau or p-tau
PET Ap MRI brain structure
Microglial activation =~ —— Cognition
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FIGURA 5: Biomarcadores cronobiolégicos de acordo com o estagio clinico da
doenca de Alzheimer. Fonte: LECLERC; ABULROB, 2013.

Porém, é importante definir os melhores fatores que contribuem para o
surgimento do comprometimento clinico, de modo que o individuo se beneficiara da
intervencdo precoce, uma vez que em alguns individuos apesar da presenca dos
biomarcadores, a DA pode ndo manifestar-se ao longo da vida (SPERLING, R. A., et
al., 2011).

Na pratica, o diagnéstico clinico da DA é feito quando os pacientes tém
declinio progressivo da memodria por um periodo superior a seis meses com
consequente deterioracdo da saude pessoal e das fun¢des sociais ou ocupacionais.
A presenca objetiva de deterioracdo da memadria deve ser documentada através de
testes neuropsicologicos publicados pelo Instituto Nacional de Distarbios
Neuroldgicos e Comunicativos e Derrame e Associacdo de Doenca e Transtornos
Relacionados & DA (NINCDS-ADRDA) (DUBOIS, et al., 2007).

Existem diversos testes para realizar esta avaliagdo, entre 0s quais se
destacam o Mini-Mental State (MMS), que avalia a capacidade de orientagédo no
tempo e espago, memaria imediata e recente, atengdo e calculo, fung¢des visuo-
construtivas e linguagem. Para superar algumas falhas que existem no MMS, foi
desenvolvido outro teste cognitivo, o Montreal Cognitive Assessment (MoCA) que
tem a capacidade de avaliar um maior nimero de areas cognitivas, apresentando
tarefas mais complexas, em comparagcdo ao teste anterior e a escala Blessed, que

avalia a capacidade de desenvolvimento das atividades cotidianas, assim como
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mudancas de habitos, de personalidade e de conduta (MCKHANN, et al., 1984;
DUBOIS, et al., 2007; CHU, 2012).

Porém, com a introducéo das diretrizes do Grupo de Trabalho Internacional
(DUBOIS, et al., 2007; DUBOIS, et al., 2014) e do Instituto Nacional do
Envelhecimento e da Associacdo de Alzheimer (NIA-AA) (MCKHANN, et al., 2011,
SPERLING, et al., 2011) a incorporacao de biomarcadores para as proteinas AB e
Tau, bem como para a neurodegeneracéo destacaram como a patologia da DA e os
sintomas resultantes ndo estdo relacionados de uma forma proporcional e
delinearam um continuum que abrange o estagio pré-clinico (auséncia de sintomas
evidentes) e clinico (LEUZY, et al., 2018).

Durante o processo de diagnostico é crucial excluir outras causas possiveis
de declinio cognitivo, particularmente outros tipos de deméncia. A deméncia
vascular, fronto-temporal e dos corpos de Lewy devem fazer parte do diagnostico
diferencial da DA (CHU, 2012).

O sistema de classificacdo agrupa diferentes biomarcadores (imagens e
biofluidos) pelo processo patolégico que cada um deles mede. O sistema AT (N) é
flexivel, pois novos biomarcadores podem ser adicionados aos trés grupos AT (N)
existentes (JACK, et al.,, 2018). Para o paciente receber o diagndstico de DA ele
deve ter “A” positivo (acumulo de placas B-amiloide), “T” positivo (presenca de
emaranhados neurofibrilares da proteina Tau), associado ou ndo (positivo ou
negativo) com “N” neurodegeneracao (Tabela 1) (JACK, et al., 2018).

TABELA 1: Sistema AT (N). Diferentes biomarcadores organizados por método de
deteccdo associado ao processo patolégico que cada um deles mede.

Biomarcadores por método de

Sigla  Altera¢cdes neuropatoldgicas deteccéo
LCR PET RM
Deposicao de placas do peptideo  Ap42, ou razéo - ]
A B-amiloide AB42/ABag  Amiloide
T Emaranhados rjeuroflbrllares da Tau fosforilada Tau )
proteina Tau
N Neurodegeneracao ou lesdo Tau total DG obserAvagao
neuronal anatdmica

LCR: ligquido cefalorraquidiano; PET: tomografia por emissdo de positrdes; RM: ressonancia

magnética; FDG: '8F-fluordesoxiglicose. Fonte: JACK, et al., 2018.
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As diretrizes poderao ser empregadas em estudos para entender como a DA
se desenvolve e para testar tratamentos direcionados as manifestacdes da doenca
facilitando a pesquisa de novos farmacos e o diagnostico precoce (JACK, et al.,
2018).

3.5. TRATAMENTO ATUAL

Apesar da DA ser extensamente estudada e de todo progresso feito na
investigagdo sobre 0s mecanismos patoldégicos da doenca, ainda ndo se
encontraram terapias efetivas para a cura ou tratamento farmacolégico desta
patologia. Desde 1998, houve inumeras tentativas para desenvolver um farmaco
eficaz para tratar a da, mas apenas quatro foram aprovados, sendo eles: donepezila,
rivastigmina, galantamina (hipétese colinérgica) e memantina (hipétese gluta-
matérgica) (PATTERSON, 2018).

Ha ainda terapias complementares que auxiliam no controle parcial de
alguns sintomas, particularmente a agitacdo, depressao, alucinacdes e delirios, que
sdo mais frequentes com a progressao da enfermidade (ALVES, et al., 2012). A

seguir, estdo descritas as terapias atualmente em uso.

3.5.1. Inibidores da acetilcolinesterase (AChE)

Como visto na hipétese colinérgica, os niveis de ACh estdo diminuidos em
pacientes que sofrem da DA. Os inibidores da AChE retardam a degradacao
metabdlica da ACh, otimizando a disponibilidade deste substrato para a
comunicacdo entre as células. Isto auxilia no retardo da progressédo da disfuncéo
cognitiva e pode ser eficaz para alguns pacientes nos estagios inicial e intermediario
da doenca (ANAND; SINGH, 2013).

Existem atualmente trés medicamentos pertencentes a esta classe
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration): donepezila, rivastigmina e
galantamina (Tabela 2). Esses farmacos foram liberados para sintomas leves a
moderados da DA e, dentre eles, somente a donepezila foi aprovada para o
tratamento de sintomas severos. Todos esses medicamentos constam na Relagcao
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) do Brasil (ELLUL, et al., 2006;
CUNNINGHAM; PASSMORE, 2013; BRASIL, 2018). A tacrina foi o primeiro farmaco

aprovado (1993) e utilizado em larga escala, entretanto devido aos efeitos
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secundarios (principalmente hepatotoxicidade), este medicamento ndo € mais
comercializado (RODRIGUES, et al., 2014; ANAND; SINGH, 2013)

TABELA 2: Relacdo de medicamentos aprovados para o tratamento da Doenca de
Alzheimer.

Medicamentos Ano de~ AIV,O.S Observacéo Ref.
aprovacdo enzimaticos
BARNES;
. DA severa, disponivel no YAFFE,
Donepezila 1996 AChE ’SUS 2005;
BRASIL,
2018
Em 2007, a FDA aprovou o
Exelon® Patch, um sistema ANAND;
AChE e transdérmico de SINGH,
Rivastigmina 2000 BuChE rivastigmina, alternativo a 2013;
capsula via oral. Disponivel BRASIL,
pelo SUS (em ambas 2018
formas farmacéuticas)
ANAND;
, DA severa, disponivel no SINGH,
Galantamina 2001 AChE ’SUS 2013;
BRASIL,
2018

A DA provoca degeneracdo de diversos sistemas neurais, além dos que
utiizam ACh, o que sugere ser pouco provavel que a reposicdo de um Unico
neurotransmissor seja suficiente para provocar melhora sintomatolégica significativa.
Além disso, praticamente 60-70% das células do nucleo basal de Meynert
(constituida principalmente de células neuronais de receptores colinérgicos) ja
degeneraram, quando os sintomas clinicos da doenca se manifestaram. Portanto,
uso de medicamentos anticolinesterasicos em pacientes com DA, nas fases inicial e
intermediaria da doenca, representa apenas o inicio da busca de um tratamento
capaz de impedir a progresséo da doenca. Entretanto, o ideal seria impedir a sua
manifestacéo clinica (MASSOUD; GAUTHIER, 2010; HERRMANN, et al., 2011).

3.5.2. Antagonistas dos receptores de N-metil-d-aspartato (NMDA)

O cloridrato de memantina foi o primeiro farmaco aprovado pelo FDA (2003)
para tratar os sintomas de DA moderada a severa, sendo também o Unico represen-
tante da classe dos antagonistas dos receptores de NMDA. Ele regula a atividade do
glutamato, promovendo um bloqueio de baixa afinidade do canal iGnico do receptor
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NMDA, agindo somente quando o mesmo esta aberto. Assim, ele leva a um bloqueio
parcial do influxo excessivo de calcio decorrente da abertura exacerbada do canal
ibnico, mas ao mesmo tempo € capaz de manter a atividade do receptor em niveis
fisiologicos (MOLINO, et al., 2013; PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007; BUDNI,
et al., 2017).

O cloridrato de memantina produz uma melhora global nos aspectos
comportamentais e cognitivos dos pacientes com DA, porém, ela ndo consegue
retardar ou impedir a progressao da DA e ndo esta presente na RENAME, ou seja,
nao esta disponivel no SUS (VAN MARUM, 2009; BRASIL, 2018).

O tratamento farmacoldgico atual para pessoas com algum tipo de deméncia
€ apenas sintomatico e nenhum novo medicamento para DA foi aprovado nos

altimos 16 anos, apesar de extensos ensaios clinicos (CUMMINGS, et al., 2018).

3.5.3. Terapia de suporte

Com a progressao da DA, cerca de 60% dos pacientes passam a apresentar
sintomas comportamentais e psicoldgicos tais como depressao, ansiedade, insbnia,
alucinacoes, ideias de perseguicdo, agitacdo e agressividade. Esses sintomas sao
tratados com medicamentos especificos para cada situacdo (WHO, 2012), sendo o
uso de antidepressivos pratica comum nas deméncias (KESSING, et al., 2007).

No tratamento da depressédo a Sertralina € o antidepressivo com uso mais
documentado. No tratamento da agressividade, agitagcdo e psicose sdo comumente
utilizados farmacos neurolépticos como a Risperidona. Anti-convulsionantes como a
carbamazepina também sdo Uteis na agitacdo, mas € necessario cuidado com as
interacdes farmacoldgicas. Os benzodiazepinicos podem ser uteis em casos
pontuais, no entanto, devem ser usados por um periodo de tempo curto devido aos
efeitos colaterais e dependéncia (GAUTHIER, et al., 2010).

3.6. INVESTIGAQAO DE NOVOS AGENTES TERAPEUTICOS
Conforme ja mencionado, os medicamentos utilizados atualmente para a DA
reduzem os sintomas da doenca, mas ndo conseguem estabilizar a progressédo da
mesma, além de causarem uma série de efeitos colaterais, podendo levar a
tolerancia do paciente ao tratamento (AISEN; CUMMINGS; SCHNEIDER, 2012). Com

base nisso, € de suma importancia a busca por novos agentes neuroprotetores e
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novas estratégias farmacoldgicas que sejam capazes de promover a prevencao da

doenca, bem como o tratamento efetivo e desaparecimento dos sintomas.

3.6.1. Agentes quelantes

Ha evidéncias de que metais como o zinco (Zn), cobre (Cu) e ferro (Fe)
interagem com o peptideo AR, catalisando a produgdo de radicais hidroxila,
contribuindo para o estresse oxidativo, além de estarem envolvidos na agregacéo do
AB1-42, gerando fibras amiloides com maior tendéncia a agregacao e resistentes a
remocao (BUSH, 2012; SENSI, et al., 2018; QU, et al., 2019).

Vérios agentes quelantes do Zn e do Cu demonstram inibir a agregacéo de
AB in vitro e em estudos animais. O PBT2 é uma 8-OH-quinolina de segunda
geracdo atenuante da protease-metal que afeta a oligomerizagado téxica do AP
(SENSI, et al., 2018; ZHANG, et al., 2018). Um estudo de Fase clinica lla concluiu
gue o perfil de seguranca é favoravel para os desenvolvimentos futuros do PBT2. O
efeito depurativo dos biomarcadores presentes no LCR, mas ndo no plasma, sugere
um efeito central do composto no metabolismo AR (FAUX, et al. 2010;
YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013).

3.6.2. Agentes que atuam na via amiloidogénica

Segundo a hipétese anti-amiloidogénica, a prevencdo da DA pode ser
estabelecida através da diminuicdo da produgdo de AR, da eliminagdo de AP
previamente formado e da prevencdo da agregagdo de AR em placas amiloides
(HONG-QI, et al., 2012).

Nesse sentido, a enzima BACEL (B-secretase), que faz a clivagem do sitio 8
da APP €& wum alvo terapéutico muito estudado (YIANNOPOULOU;
PAPAGEORGIOU, 2013; JACOBSEN, et al., 2014).

O CTS-21166 (cuja estrutura ndo foi revelada) é um inibidor da BACE1 que
passou no ensaio clinico de Fase I, onde foram administradas doses Unicas
intravenosas de 7,5 a 225 mg em seis voluntarios (dois individuos placebo) por
grupo. Neste pequeno teste, a molécula foi bem tolerada em todas as doses.
Embora este estudo em humanos tenha usado a administracdo intravenosa, o

inibidor demonstrou excelentes propriedades na penetracdo cerebral, seletividade,
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estabilidade metabdlica e biodisponibilidade oral em camundongos, ratos, caes e
macacos (HEY, et al., 2008; MIKULCA, et al., 2013).

Outro inibidor da BACE-1, chamado MK-8931(Verubecestat), em um estudo
randomizado de Fase | controlado por placebo, foi testado em individuos japoneses
e ndo-japoneses através de doses unica (20, 100 e 450 mg) e multiplas (80 e 150
mg uma vez ao dia por 14 dias). Alem do composto ser bem tolerado, também
reduziu em ambos 0s grupos as concentragcdes médias do LCR das proteinas-
amiloides (Ap40, AB42 e sAPPB (fragmento soluvel de proteina precursora
amiloide)). O ApB40 no LCR foi reduzido em média 80% 24 horas apdés o
verubecestat em dose Unica (450 mg) e em média 88% 24 horas apos o
verubecestat em doses multiplas (MIN, et al., 2018).

IntervencBes sobre a y-secretase, outra enzima que cliva a APP, ndo se
mostraram promissoras. O inibidor da y-secretase mais estudado € o Semagacestato
(LY 450139), o qual demonstrou reduzir de forma dose dependente a formagao de
AB no LCR de pessoas saudaveis (SIEMERS, et al., 2005). No entanto, dois grandes
ensaios clinicos de Fase Il em pacientes com DA leve a moderada, foram
prematuramente interrompidos devido a observacdo da diminuicdo da cogni¢do e na
funcionalidade dos pacientes que receberam o farmaco quando comparados aos
que receberam o placebo (YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013). O
Semagacestato foi associado a maior gravidade e piora mais rapida de sintomas
neuropsiquiatricos em um padrdao semelhante a depressdo (ROSENBERG, et al.,
2016; TAGAMI, et al., 2017). Outro estudo com o BMS-708163 (Avagacestat),
também inibidor da y-secretase, ndo demonstrou eficacia (BURRELL, et al, 2014;
MIKULCA, et al., 2013).

Outra estratégia de acdo estudada foi a potenciacdo da a-secretase
neurotréfica (ndo-amiloidogénica). Um estudo randomizado de Fase lla, controlado
por placebo, com o farmaco Etazolate (EHT 0202) em 159 pacientes com DA leve a
moderada, apresentou-se seguro e globalmente bem tolerado, promoveu o alivio
sintomatico e inibiu a morte neuronal induzida por AR (VELLAS, et al., 2011).

Estratégias mais recentes buscam agentes que interferem na deposi¢cédo de
AB, seja como inibidores da agregagao do peptideo ou promotores da desagregagéo
de agregados pré-existentes. O unico inibidor da agregacao de AB a alcancgar a Fase

[l foi o Tramiprosate (acido glicosaminoglicano-3-amino-1-propanosulférico), o qual
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nao atingiu os objetivos primarios de eficacia, sendo desenvolvido um pré-farmaco
deste composto chamado ALZ-801. Os testes iniciais mostraram um efeito anti-
agregante e inibicdo da formacgdo de oligbmeros (KOCIS, et al., 2017). O pré-
farmaco ALZ-801 passou por um estudo randomizado, controlado por placebo, de
Fase | em 127 voluntarios adultos e idosos saudaveis, de ambos 0s sexos,
avaliando sua farmacocinética clinica e seguranca. Neste estudo o ALZ-801 foi bem
tolerado e ndo houveram eventos adversos graves (EAs) ou achados laboratoriais.
Os EAs mais comuns foram nausea transitoria leve e alguns casos de vomitos, que
nao estavam relacionados a dose e mostraram desenvolvimento de tolerancia apos
0 uso continuado. A administracdo de ALZ-801 com alimentos reduziu
significativamente a incidéncia de sintomas gastrointestinais em comparacao com o
estado de jejum, sem afetar as concentracdes plasméticas do Tramiprosate (HEY, et
al., 2017).

3.6.3. Imunoterapia
Com base nas duas principais hipéteses da patogénese da DA (AB e Tau)
foram desenvolvidas terapias baseadas na imunoterapia. As abordagens mais
usadas em terapias dirigidas tém como base a administracdo de anticorpos
(Imunoterapia passiva) ou de uma resposta imune humoral (Imunoterapia ativa)
(Figura 6).

Active Blood BBB CNS
immunotherapy

AB fragments Immunization

— R P gy
== and cognitive dysfunction

v, v — A e— M
LR
LY ]\ \
?assive Ap by \ I /
immunotherapy z
mADb to Antibody
portion of A8 administration /
L
!‘ /' Clearance from

- brain and proteolysis

FIGURA 6: Abordagem de imunoterapia para a depuragao de B-amiloide. AP,
proteina B-amiloide; BBB, barreira hematoencefalica; SNC, sistema nervoso central;
mADb, anticorpo monoclonal. Fonte: WINBLAD, B., et al., 2014.
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O conceito de imunoterapia ativa com AR para DA foi introduzido pela
primeira vez em 1999 (SCHENK, et al., 1999). Um dos primeiros ensaios clinicos em
imunoterapia ativa foi realizado com AN1792, um peptideo amiloide sintético (AB42)
que induz a producdo de anticorpos contra o B-amiloide. O ensaio clinico de Fase Il
foi interrompido devido ao desenvolvimento de meningoencefalite em 6% dos
individuos do estudo. Além disso, naqueles que ndo desenvolveram
meningoencefalite, ndo houve retardo comprovado na evolugdo de deterioracao
cognitiva, apesar de uma clara reducao das placa senis (GILMAN, et al., 2005).

Em vista desses resultados, argumentou-se que o estudo incluiu pacientes
com DA moderada e grave, e que talvez o tratamento com esse tipo de terapia
poderia ser indicado em estagios iniciais da doenca. Com esta recomendacao,
outras moléculas que utilizam a imunidade ativa para eliminar as placas amiloides
estdo sendo avaliadas, entre elas, o agente CAD106, que mostrou-se seguro e bem
tolerado, sem quaisquer casos de meningoencefalite relatados até o momento
(FARLOW, et al. 2015).

A respeito de imunoterapia passiva, varias moléculas foram desenvolvidas e
estdo atualmente em avaliacdo. bapineuzumab, visando a porcéo final N-terminal -
amiloide, foi descontinuado devido a sua baixa eficacia e perfil de seguranca
negativo na Fase Il (SALLOWAY, et al. 2014; VANDENBERGHE, et al., 2016). J4 o
solanezumab, que tem como alvo o monémero [-amiloide solavel, apresentou um
perfil de seguranca adequado, e esta sendo avaliado em pacientes em estagios
muito precoces da DA. Nos resultados publicados o solanezumab demonstrou um
aumento a proteina solavel ABi42 no LCR dos pacientes, com efeito dose-
dependente, 0 que apoia 0 seu mecanismo de acdo da eliminacdo do depdsito [3-
amiloide. No entanto, ndo demonstrou eficacia clinica na DA leve (HONIG, et al.,
2018).

O aducanumab também esta em ensaios clinicos de Fase lll, sendo usado
no estagio de comprometimento cognitivo leve da DA. Finalmente, o gantenerumab,
que interage com fibrilas B-amiloides para recrutar microglia, ativar fagocitose e
degradar placas neuriticas, esta atualmente em estagios iniciais de desenvolvimento
clinico e mostrou um perfil de seguranca adequado para DA leve (MO, et al., 2017).

Em comparacdo, a imunoterapia com Tau € um alvo terapéutico
relativamente pouco explorado na DA (WANG; COLONNA, 2019). S6 recentemente

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30725482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colonna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30725482

CAPITULO |

alguns estudos clinicos tém avaliado a imunoterapia ativa, como por exemplo o
AADvac-1, uma vacina ativa contra uma forma patogénica da proteina Tau, que esta
atualmente em Fase Il, depois de ter mostrado um bom perfil de seguranga
(NOVAK, et al.,, 2019). J& o C2N8E12 é um anticorpo humano anti-Tau que
atualmente esta em estudo de Fase Il, e os resultados de seguranca e eficacia sao
previstos para 2020 (BITTAR; SENGUPTA; KAYED, 2018).

Independente do alvo, a principal vantagem da imunoterapia passiva é que
esta pode ser interrompida imediatamente se houver reacdes adversas. Entre as
desvantagens podemos citar a producao onerosa, a meia-vida curta de anticorpos e
a administracdo sistémica crénica por via intravenosa. A administracao crénica pode
levar a formacao de anti-anticorpos, o que poderia resultar em neutralizacao e/ou ter
outros efeitos colaterais imunoldgicos indesejados como glomerulonefrite e vasculite
(GU, et al., 2014).

Ja as vantagens da imunoterapia ativa sdo sua resposta imune natural, re-
administragcbes pouco frequentes, adequado para terapia a longo prazo, custo
reduzido (em comparacdo com a passiva) e dose baixa de antigeno. Entre as
desvantagens estdo o0 desenvolvimento de tolerancia, respostas de células T
autorreativas, dependéncia da resposta imunologica do paciente e risco de
desenvolver uma resposta autoimune (WINBLAD, et al, 2014; JADHAV, et al., 2019).

3.6.4. Agentes que interferem com a deposicao, agregacao e fosforilagdo
da proteina Tau

Vérias abordagens terapéuticas ja foram sugeridas na via da proteina Tau,
entretanto as terapias que envolvem a inibicdo da fosforilacdo Tau e inibicdo da
agregacédo de Tau sao as mais estudadas (BAKOTA; BRANDT, 2016; ALZHEIMER,
2018; CHEN, et al., 2018).

A fosforilagdo da Tau esta sob rigido controle de varias proteinas quinases e
fosfatases, as quais a fosforilacdo e desfosforilam, respectivamente (THOMAS;
FENECH, 2007). Varias fosfoquinases tém sido implicadas na hiperfosforilacdo da
Tau, como por exemplo a glicogénio sintase quinase 3B (GSK-3B), a quinase 5
dependente de ciclina (CDK5), a quinase 2 regulada por sinal extracelular (ERK2) e
a quinase p38 a (THOMAS; FENECH, 2007; ALVES, et al., 2012). O tideglusib
(NP031112, NP-12), € um inibidor ndo competitivo da GSK-33 que, apesar de ter
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demonstrado reducdo dos déficits de memodria espacial em camundongos
transgénicos, ndo resultou em nenhum efeito terapéutico satisfatorio durante os
ensaios clinicos Fase Il (del SER, et al., 2013).

O inibidor direto mais comum da agregacdo da proteina Tau é o azul de
metileno (MB) também encontrado na forma de cloreto de metiltionina (MTC),
pertence a classe de tiazina corantes (WISCHIK, et al., 1996). Estruturalmente, o
MTC é um antraceno aromatico, que atua como pro-farmaco e em pH &cido
converte-se em leuco-metiltioninio (LMT, forma reduzida), que pode penetrar na
BHE e atingir os tecidos cerebrais (BADDELEY, et al., 2015). Em ensaios clinicos, o
MTC foi introduzido sob o0 nome Rember® (TauRx Therapeutics) como um potencial
candidato a farmaco anti-DA. Algumas melhorias nos sintomas relacionados a DA
foram relatadas, mas a substancia falhou em estudos de Fase Il devido a efeitos
colaterais indesejaveis, incluindo diarréia, dor ao urinar, tontura e outros. Os
resultados desses estudos levaram o0s pesquisadores a desenvolver uma nova
geracédo de derivados de MTC (JADHAV, et al., 2019).

Um novo composto LMTM (hidro-metanossulfonato de leuco-metiltioninio),
gue permite a absorcéo direta de LMT sem a necessidade da etapa de conversao,
alcancou estudos de Fase Ill, e foi melhor absorvido, com melhor seguranca e
tolerabilidade em comparacdo com o MCT (Rember®). No entanto, os resultados
dos ensaios clinicos de Fase Ill envolvendo LMTM no tratamento de DA foram
decepcionantes. Este estudo foi feito com 891 participantes com DA leve a
moderada, um grupo recebeu 125 mg de LMTM duas vezes ao dia e outro grupo 75
mg duas vezes ao dia. Nenhuma diferenca significativa nas capacidades cognitivas
ou na capacidade de realizar atividades diarias foram observadas entre os grupos
(GAUTHIER, et al., 2016).

3.7. CHALCONAS: compostos fendlicos promissores
Os derivados flavonoidicos s&o os compostos polifendlicos mais importantes
e podem ser encontrados em diversas espécies vegetais. A estrutura basica desses
compostos consiste em 15 &tomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6),
dos quais, dois anéis aromaticos (anéis A e B) sdo interligados através de uma

estrutura heterociclica central, o pirano (anel C), formando um nucleo aromatico
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denominado 2-fenil-benzopirano (Figura 7) (DI CARLO, et al., 1999; SIMOES et al.
2007).

2-fenil-benzopirano

FIGURA 7: Estrutura basica dos flavonoides.

Biossintetizados pela via fenilpropanoidica, os derivados flavonoidicos sdo
os mais frequentes polifendis dentre os metabdlitos secundarios vegetais. Estes
compostos sao conhecidos por suas diversas propriedades farmacolédgicas, como
anti-inflamatéria e antioxidante, tornando-se potenciais agentes terapéuticos na DA.
Estudos com compostos polifendlicos derivados dos flavonoides demonstraram
protecdo significativa das células neuronais contra a neurotoxicidade causada pelo
estresse oxidativo, amenizando os efeitos deletérios do peptideo AR (FREYSSIN, et
al., 2018). Dentre esses estudos podemos citar alguns resultados promissores com
hesperitina (LI, et al., 2017); apigenina (NABAVI, et al., 2018), resveratrol
(BELLAVER, et al., 2016; GOMES, et al., 2018), quercetina (MORENO, et al., 2017),
acido rosmarinico (CORNEJO, et al., 2017; HABTEMARIAM, 2018), entre outros.

Ao longo dos ultimos anos, diversas moléculas oriundas dos compostos
fendlicos tém sido estudadas com objetivo de encontrar potenciais agentes
neuroprotetores capazes de prevenir a DA (CHOI, et al., 2014; FREYSSIN, et al.,
2018; SPAGNUOLO; MOCCIA; RUSSO, 2018). Em particular, o trans-3,5,4'-
trildroxiestilbeno, mais conhecido como resveratrol, encontrado predominantemente
em espécies de uvas utilizadas para a producdo de vinho tinto, foi testado em
diferentes modelos da DA, tanto in vivo quanto in vitro, possuindo propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e neuroprotetoras, diminuindo a toxicidade e a
agregacao de peptideos AB no hipocampo de pacientes com DA (REGE, et al.,
2015; GOMES, et al., 2018).

As chalconas (1,3-difenil-2-propenona) sdo o0s precursores diretos na

biossintese dos flavonoides, e desta maneira sdo consideradas uma estrutura
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simplificada dos flavonoides (NAJAFIAN, et al., 2010; DEWICK, 2012). Essas
moléculas possuem como estrutura basica dois anéis aromaticos, unidos por um
sistema de trés carbonos, constituindo cetonas a, B insaturadas, onde tanto a
carbonila, quanto a porgéo olefinica estdo ligadas a grupamentos arométicos (Figura
8) (RAO; TZENG, 2004). Essas caracteristicas estruturais das chalconas sao

importantes para varios efeitos biolégicos que serdo descritos a seguir.

FIGURA 8: Estrutura basica das chalconas.

As propriedades biologicas e farmacolégicas ja descritas na literatura para
as chalconas incluem: efeito antioxidante (SOKMEN; KHAN, 2016), anti-inflamatorio
(MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2017; ZHANG, et al., 2017; ARSHAD, et al., 2017),
antiproliferativo, antiangiogénico (PILATOVA, et al., 2010) e atividades
anticancerigenas (YADAV, et al, 2011; MIELCKE, et al., 2012; ELKHALIFA, et al.,
2018).

Estudos relacionando a¢des de chalconas sobre o SNC ainda séo bastante
escassos. Os primeiros trabalhos associando derivados das chalconas com a DA
foram publicados em 2007, inicialmente sugerindo estas moléculas com carater de
diagnéstico. Esses estudos sugerem o uso de chalconas radioativas como agentes
de imagiologia amiloide Uteis para a deteccdo de placas B-amiloides no cérebro de
pacientes com DA (ONO, et al., 2007a, ONO, 2007b, ONO, et al, 2007c), esta
hipotese € sustentada até hoje em dia para a deteccédo precoce da DA com alta
precisdo (KAIDE, et al., 2018).

O primeiro trabalho propondo derivados de chalconas para o tratamento da
DA foi publicado em 2008, onde uma chalcona-diol (Figura 9) demostrou efeito em
uma das vias relacionadas ao aprendizado e memoria (sinalizacdo de PKA/CREB),
guando testada em cultura neurdnios hipocampais de ratos, via esta que € inibida

por concentracdes sub-letais do peptideo B-amiloide (RAHIM, et al., 2008).
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FIGURA 9: Estrutura quimica de um novo chalcondiol, 3-(2,3-di-hidroxifenil) -1-
fenilpropan-1-ona. Fonte: AL RAHIM, M., et al., 2008.

A partir de entdo, estudos foram desenvolvidos relacionando seu potencial
neuroprotetor na DA em diferentes alvos (BAYATI, et al., 2011; PAN, et al., 2012;
RAMPA, et al., 2016). Um derivado de chalcona (Figura 10) apresentou atividade
contra o estresse oxidativo a partir da eliminacdo de radicais livres (72,5%) medida
pelo ensaio de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila), e protegeu significativamente as
células PC12 contra a morte celular neuronal induzida por AB. Em camundongos, a
administracdo oral de 50 mg/kg/dia resultou em uma melhora significativa na
aprendizagem e na memoria, conforme verificado no labirinto em Y e nos testes de
esquiva passiva. Em testes de toxicidade aguda, o LD50 em camundongos foi
determinado em 520,44 mg/kg de peso corporal (KWAK, et al., 2012)

C,H,sNO,
Mol. Wt.: 285.29

FIGURA 10: Chalcona sintetizada. Fonte: KWAK, J., et al. 2012.

A acao de reducdo do estresse oxidativo em modelo transgénico de
Caenorhabditis elegans (SASHIDHARA, et al., 2014) e in vitro com as linhagem
PC12 (XIAO, et al., 2017; CAO, et al.,, 2018; WANG, et al.,, 2018) e SH-SY5Y
(RAMPA, et al., 2018) também foram identificados.

A sintese de hibridos benzofurano-chalcona mostraram acdo em multiplos
alvos como a diminuicdo da agregacdo de AP, aumento dos niveis de ACh,

diminuicdo dos niveis de AChE, reducdo do estresse oxidativo e proporcionam
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protecdo contra a neurodegeneracédo colinérgica quimicamente induzida em modelo
transgénico de Caenorhabditis elegans (SASHIDHARA, et al., 2014).

A atividade e a seletividade dos derivados de chalconas na inibicdo da AChE
e a BUChE também foram relatados (SHAH, et al., 2017; RAMPA, et al., 2017). Uma
nova série de derivados de chalconas amino-alquila substituidos com fluor foi
projetada, sintetizada, caracterizada e avaliada quanto a atividade inibitoria contra a
AChE e da BuChE. Os resultados mostraram que a alteragdo da posi¢cdo do atomo
de flior e dos grupos aminoalquila influenciou marcadamente a atividade e a
seletividade dos derivados de chalconas na inibicdo das enzimas. Entre eles, o
composto 3| (E-3-(4-fluorophenyl)-1-(4-(2-(pyrrolidin-1-yl)ethoxy)phenyl)prop-2-en-1-
one) demostrou ser o mais potente inibidor da AChE (IC50 = 0,21 + 0,03 umol/ L), e
possuir a maior seletividade para a AChE sobre a BUChE (ISsuche/ache = 65,0) (LIU,
et al., 2015).

Um estudo envolvendo uma molécula de chalcona trihidroxilada (Figura 11)
mostrou ser um bom inibidor da ferroptose (morte celular programada dependente
do ferro e caracterizada pelo acumulo de peréxidos lipidicos), atuando no sistema
antiporter cistina/glutamato Xc-, além de subverter completamente a peroxidacao
lipidica induzida pela agregacao de AB1-42em células SH-SY5Y (CONG, et al., 2019)

OH O
HO
HO 14a
FIGURA 11: Chalcona tri-hidroxilada. Fonte: CONG, L., et al., 2019.

Os efeitos das chalconas sobre células neurogliais sdo ainda mais escassos.
Elmann e colaboradores (2013) demostraram que dois chalconoides (Figura 12)
promoveram efeitos antioxidante através da producao de fatores neurotréficos, como
o GDNF em cultura celular de astrdcitos e células microgliais (ELMANN, et al.,
2013).
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FIGURA 12: Estruturas dos chalconoides ativos. Fonte: ELMANN, A., et al., 2013.

Considerando a DA como uma doenca neurodegenerativa progressiva
altamente prevalente, descoberta a mais de 100 anos, com varios sintomas
neuropsiquiatricos associados, que geram custos sociais altos e afetam
profundamente a qualidade de vida dos pacientes e seus cuidadores; aliado a
inexisténcia de tratamento que estabilize a progressdo da doenca; e o fato do
tratamento atual paliativo causar uma série de efeitos colaterais e tolerancia, é de
suma importancia a busca por novos agentes neuroprotetores e novas estratégias
farmacoldgicas que previnam a doenca e sejam capazes de promover a reducéo

efetiva dos sintomas da deméncia.

3.7. Modelos in silico para previsdo de caracteristicas farmaco-similar no
desenvolvimento de novos farmacos

O desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas para tratar disturbios e
doencas do SNC possui a menor chance estatistica de sucesso de todas as
categorias de medicamentos. O periodo de tempo necessario para uma potencial
molécula atuante no SNC chegar ao mercado é estimado em 12-16 anos,
comparado a 10-12 anos para outras doencas (ALAVIJEH, et al., 2005).

Além disso, apenas 8% do numero total de novas entidades quimicas
(NCEs) que entram na fase | do ensaio clinico para indicagbes do SNC, séo
aprovadas. Para que essas NCEs penetrem no cérebro e executem sua acao, elas
devem passar pela barreira hematoencefalica (BHE), uma facanha estimada como
inatingivel para 98% das potenciais moléculas estudadas (PARDRIDGE, 2001,

KOLA; LANDIS, 2004).
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A BHE é a barreira mais limitante a permeabilidade em comparacdo as
outras barreiras do corpo, pois € uma barreira altamente eficiente que protege o
cérebro e limita o fornecimento de farmaco ao SNC. Além disso, a disfun¢do da BHE
tem sido associada a muitos distarbios do SNC, incluindo acidente vascular cerebral,
DA, esclerose mudltipla, doenca de Parkinson, lesdo cerebral traumatica e HIV
(CHEN; LIU, 2012).

A BHE é universalmente considerada como a barreira mais importante na
prevencao de moléculas atingindo o parénquima cerebral através de extensos ramos
de redes capilares de sangue. O principal local anatdmico e funcional do BHE é o
endotélio capilar cerebral. Fisiologicamente, além das células endoteliais, membrana
basal, pericitos, astrdcitos e microglia sdo partes integrantes do sistema de suporte
BHE. Juntamente com os neurdnios circundantes, esses componentes formam uma
unidade neurovascular complexa e funcional (CHEN; LIU, 2012).

As NCEs alvo do SNC devem penetrar através desta barreira para que elas
possam interagir com seu alvo terapéutico. Este transporte é predominantemente
por difusdo passiva transcelular, um processo que é influenciado pelas mesmas
propriedades fisico-quimicas necessarias para o transporte através das membranas
celulares e a absorcao pelo trato gastrointestinal (TGI), embora com especificacdes
muito mais rigorosas (TRIPPIER, 2016).

A presenga de transportadores de efluxo na BHE serve para limitar ainda
mais a penetracdo de moléculas ao cérebro (LOSCHER; POTSCHKA, 2005). De
todos os transportadores de efluxo ativos presentes na BHE a glicoproteina-P (P-gp)
€ talvez o mais efetivo na extrusdo de NCEs do cérebro antes que eles possam
atingir seu alvo de acdo (SCHINKEL, 1999; DORAN, et al., 2005). Esse conjunto de
fatores levou a muitos esforcos para projetar modelos preditivos para avaliar tanto o
potencial de passagem por membranas bioldgicas, como a predi¢cdo de substratos
da P-gp, antes da sintese de compostos para avaliagdo biologica (HA; HOCHMAN;
SHERIDAN, 2007).

A utilizagdo de metodologias alternativas aos estudos realizados com
animais, € um grande objetivo dentro da comunidade cientifica, e estimulada por
novas politicas e legislacdes regulatérias. Métodos alternativos sdo aqueles que
seguem o principio de um programa internacionalmente reconhecido e denominado

de 3Rs (Reduction, Refinement, Replacement), que objetiva, entre outros, diminuir o
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namero de animais utilizados na pesquisa, buscando alternativas para a substituicdo
dos testes in vivo (CLARK, 2018).

Um dos mais importantes avancos no planejamento e descoberta de novos
farmacos tém sido a utilizacdo de recursos computacionais, conhecidos como
modelos in silico. Os estudos in silico para a previsdo de propriedades ADME/Tox
(absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade) tem ganhado cada vez
mais destaque (VALERIO, 2009). Atualmente ferramentas in silico sdo capazes de
prever propriedades fisico-quimicas (solubilidade, permeabilidade), farmacocinéticas
(biodisponibilidade, estabilidade metabdlica) e toxicologicas, que podem levar a falha
terapéutica nas etapas pré-clinicas e clinica (GANGADHARAN, et al., 2017).

A descoberta de medicamentos € um processo extremamente complexo e
exigente e houve a necessidade de otimizar as propriedades de absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADME/Tox) dos compostos, além
da eficacia e seletividade, para aumentar o sucesso da descoberta de novos
farmacos (TRIPPIER, 2016).

As propriedades farmaco-similar (drug-like) séo definidas como um conjunto
de propriedades ADME que 0os compostos possuem, as quais sdo suficientemente
aceitaveis para permitir que um novo protoétipo conclua com éxito 0os ensaios clinicos
de Fase | em humanos (LIPINSKI, et al., 2001). Esse termo tornou-se comumente
usado apds os trabalhos de Lipinski et al., (2001), o qual examinou as propriedades
estruturais dos farmacos que afetam as propriedades fisico-quimicas de solubilidade
e permeabilidade e seu efeito sobre a absorcao oral do farmaco.

Desta forma, para otimizar a descoberta de novos medicamentos, as
caracteristicas ADME/Tox tém sido levadas em consideracdo. O reconhecimento de
que as propriedades farmaco-similar possuem um impacto significativo no
desenvolvimento dos experimentos bioldgicos durante pesquisa de novos farmacos
foi um avanco importante. A analise farmaco-similar é capaz de prever problemas
como a baixa solubilidade, permeabilidade ou estabilidade no meio de ensaio,
caracteristicas estas que podem influenciar nos dados biologicos (TRIPPIER, 2016).

A analise prévia dessas propriedades otimiza os bioensaios, a escolha dos
fluidos de dosagem e as vias in vivo de administragdo. Assim, propriedades

farmaco-similar tornaram-se importantes para as pesquisas biolégicas, além de
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reduzir o tempo e o investimento na avaliacdo de toxicidade na descoberta de
medicamentos (PARDRIDGE, 2012).

Os métodos in silico disponiveis com o auxilio de modelos computacionais
sdo capazes de prever: (i) as propriedades estruturais e fisico-quimicas das novas
moléculas como peso molecular (PM), constante de dissociacdo acida (pka),
coeficiente de particdo (LogP), coeficiente de distribuicdo (LogD7.4), area de
superficie polar (PSA), solubilidade em agua (LogS), permeabilidade; (i) as
caracteristicas farmacocinéticas, tais como uma estimativa de biodisponibilidade,
grau de ligacdo a proteina plasmatica, potencial de metabolismo pelas enzimas do
citocromo P450 (CYP450), afinidade pela glicoproteina P (sistema de efluxo), e
probabilidade de passagem através da BHE; (iii) estimar a toxicidade da molécula,
através do potencial de ligagdo aos canais de potassio (hERG), da previsdo da
toxicidade aguda (DL50), nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade,
toxicidade reprodutiva (ligacdo ao receptor de estrogénio), carcinogenicidade,
genotoxicidade, entre outros (TRIPPIER, 2016)

As propriedades fisico-quimicas de uma molécula estdo diretamente
relacionadas a sua capacidade de atravessar as barreiras do corpo, até mesmo as
mais seletivas como a BHE (PAJOUHESH; LENZ, 2005). Segundo o trabalho de
Lipinski, et al., (2001), que instituiu a “Regra dos 5”, para atravessar a membrana
celular, um composto deve atender a critérios definidos para o PM, LogP, nimero de
doadores de hidrogénio (HBD) e numero de aceptores de hidrogénios (HBA)
(LIPINSKI, et al., 2001).

Mais tarde um novo estudo desenvolvido por Veber e colaboradores (2002),
apos uma analise de 1100 medicamentos biodisponiveis oralmente, afirmou que
seria necessario levar em consideragédo ainda o numero de ligacdes rotacionaveis e
a area de superficie polar (PSA) de uma molécula, pois quanto mais rotativas, e
quanto maior o valor do PSA, menor a taxa de penetragdo de um composto
(LIPINSKI, et al., 2001; VEBER, et al., 2002).

Como ja mencionado, a BHE € muito seletiva e os critérios devem ser mais
exigentes para predizer a penetracdo através desta. Sendo assim, varios estudos
individuais sugerindo parametros moleculares necessarios para ultrapassar a BHE,
foram realizados (WATERBEEMD, et al. 1998; KELDER, et al., 1999; DOAN, et al.
2002; NORINDER, HAEBERLEIN, 2002). Entretanto, foi Clark (2003) que compilou
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varios destes estudos e tornou-se conhecido pelas seis propriedades moleculares
que favorecem a permeacdo (difusdo passiva) das moléculas através da BHE,
como: o PM, HBA, PSA, LogDr74, 0 LogBB (coeficiente de distribuicdo entre o
sangue e o cérebro) e preferencialmente ndo possuir nenhum grupo funcional &cido
(CLARK, 2003). Ndo ha um numero minimo de critérios a serem atingidos, porém
guanto mais critérios a molécula cumprir, maior a capacidade de conseguir
ultrapassar a BHE.

Os critérios determinados tanto para biodisponibilidade oral, como para

permeabilidade através da BHE estéo disponiveis na tabela 3.

TABELA 3: Critérios para biodisponibilidade oral e para permeabilidade através da
BHE.

CRITERIOS BDoral Lev Permeac&o BHE c
PM <500 < 450 g/mol
LogP <5.0 -
LogD7.4 - entre 1-3
HBA <10 <5
HBD <5 -
PSA < 140 < 60-70
N° lig rotacionaveis <10 -
LogBB - >0

L: regras de Lipinski, et al. (2001); C: regras de Clark (2003); V: regras de Veber (2002); BD: biodisponibilidade;
peso molecular (PM); coeficiente de particdo (LogP); sitios aceptores de hidrogénio (HBA); sitios doadores de
hidrogénio (HBD); area de superficie polar (PSA); coeficiente de distribuicdo (LogD); coeficiente de distribui¢céo
entre sangue e cérebro (LogBB); coeficiente de solubilidade em agua (LogS);

Com o advento de softwares mais potentes e precisos para simular
processos (bio)quimicos, um esforco significativo foi investido em modelos preditivos
de penetracdo da BHE (VASTAG; KESERU, 2009). A previsdo da penetracédo pela
BHE é uma area complexa e desafiadora quando se considera a multiplicidade de
fatores que requerem simulagdo, como ligacao as proteinas plasmaticas, bombas de
efluxo, ligacdo do tecido cerebral, depuracdo metabdlica de primeira passagem,
entre outros. A molécula do farmaco em analise deve, em dUltima instancia, ser
sintetizada e testada quanto a penetracédo da BHE em sistemas in vivo e / ou in vitro
(HOU; XU, 2003; GOODWIN; CLARK, 2005; VASTAG; KESERU, 2009).

O uso da previsao in silico fornece uma visao inicial relativamente rgpida (em
comparacao com modelos animais) para a capacidade de penetracdo na BHE de

moléculas em triagem. Talvez a primeira e mais amplamente utilizada predic&o in
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silico da penetracdo da BHE seja o calculo da lipofilia (LogP calculado) (LEO, 1993).
Entretanto, hoje em dia este € apenas um aspecto fisico-quimico de um composto
gue influencia a penetracdo da BHE (CLARCK, 2002; WAGER, et al., 2010).

Os softwares de previsdo por computador podem restringir uma grande
biblioteca de compostos aqueles com maior probabilidade de penetrar na BHE,
entretanto, eles ainda ndo substituem os testes de permeacédo pela BHE in vitro e,
posteriormente, in vivo, mas podem auxiliar na triagem de moléculas, assim

diminuindo os custos e o tempo com metodologias bioldgicas (QUIGNOT, 2013).

3.8. Modelos experimentais in vitro para triagem de novos agentes
neuroprotetores

O sistema nervoso tem uma organizacdo altamente complexa, incluindo
muitos tipos de células com mudltiplas funcdes, com caracteristicas estruturais e
funcionais Unicas. O estudo de sua funcionalidade ou disfuncionalidade apos
exposicao a neurotoxinas ou neuroprotetores, constitui uma questao importante na
neurociéncia (BARBOSA, et al., 2015).

A existéncia de dificuldades relacionadas ao custo e tempo requeridos para
estudos experimentais de neurotoxicidade com animais, bem como as preocupacdes
éticas, levaram a limitacdo do uso de animais. Consequentemente, alternativas in
vitro, proporcionando uma compreensdo da base mecanicista, ao nivel molecular e
celular, conquistaram um importante cenario no campo da pesquisa
neurotoxicolégica (BARBOSA, et al., 2015).

Conforme jA& mencionado, a utilizacdo de metodologias alternativas aos
estudos realizados com animais de laboratério € meta de longa data dentro da
comunidade cientifica. Seguindo uma tendéncia mundial entre organizacbes nao
governamentais e agéncias reguladoras, o desenvolvimento de protocolos
experimentais in vitro, com a utilizagdo de culturas celulares primarias e linhagens,
que permitem avaliar os danos causados a célula e a viabilidade celular, tem se
tornando um modelo muito apreciado por sua reprodutibilidade, sensibilidade e
rapidez (CLARK, 2018).

No campo da neurobiologia e neurotoxicologia, os modelos neuronais in vitro
foram desenvolvidos com sucesso e empregados para tratar de questdes

especificas da biologia celular e do funcionamento do SNC. Além disso, estudos in
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vitro podem fornecer uma abordagem mais apropriada quando, em muitos casos,
esses estudos ndo podem ou séo dificeis de serem realizados em animais Vivos.
Nesses casos, sistemas in vitro permitem o exame de processos mecanisticos em
condic¢bes isoladas e facilitam a caracterizacdo dos modos de acado em tecidos-alvo,
elucidando informacfes sobre alteracbes celulares e moleculares causadas pela
exposicao aos compostos (TSAI, 2004).

No entanto, é geralmente reconhecido que os sistemas in vitro fornecem
respostas parciais para condicbes complexas. Portanto, embora os estudos in vitro
nao possam substituir totalmente as condi¢des in vivo, eles podem complementar as
investigacbes com o0 uso de animais. Além disso, as informacfes obtidas também
podem ser usadas no refinamento de futuros estudos in vivo de neurotoxicidade
(BAL-PRICE, et al., 2008; VISAN, et al., 2012)

Entre as vantagens do uso de sistemas in vitro para avaliacdo de
neurotoxicidade, podem-se citar o custo reduzido, as questdes éticas, observacao
direta e mensuracdo das respostas celulares aos neurotoxicos, possibilidade de
comparar curvas de resposta de concentracdo para diferentes compostos, estudo
dos efeitos de substancias em diferentes estagios de maturacdo e diferenciacao,
facilidade de manter e manipular, controle do tempo de exposicéo, estudo do efeito
em uma célula especifica, maior reprodutibilidade entre experimentos
independentes, observacgao de interacdes diretas entre o neurotdxico e o sistema de
teste e andlise temporal precisa da sequéncia de eventos (HARRY, et al., 1998;
TSAI, 2004; ZURICH, et al., 2013).

Ja referente as limitacdes que esses sistemas apresentam, destacam-se a
falta de fungbes integradas, falta da BHE, auséncia de controle endocrino sistémico,
dificuldade de determinar e reproduzir oS mecanismos compensatorios observados
in vivo, ndo considerar a via de administracdo, distribuicdo e biotransformacéo da
molécula no corpo, a falta do suporte nutricional proporcionado pela circulagédo
sanguinea, entre outros (HARRY, et al., 1998; TSAI, 2004).

Um objetivo priméario dos sistemas in vitro & fornecer uma maneira rapida e
confiavel para triagem de produtos guimicos para potencial
neurotoxicidade/neuroprotecdo, uma vez que esses ensaios devem possuir
sensibilidade, simplicidade, rapidez, economia e versatilidade (BARBOSA, et al.,

2015). O uso de diferentes modelos in vitro pode fornecer informacdes adicionais se
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0s produtos quimicos apresentam efeitos diferenciais, ou apresentam diferentes
poténcias, em células neuronais versus nao-neuronais (COSTA, et al., 2007). Além
disso, a sensibilidade relativa de cada modelo in vitro aos efeitos toxicos dos
compostos pode também fornecer informagdes adicionais sobre os possiveis alvos e
mecanismos envolvidos na neurotoxicidade induzida pelos compostos (SMITH,
2009; GIORDANO; COSTA, 2012).

3.8.1. Modelos celulares in vitro

No século XX, Harrison (1907) e mais tarde Carrel (1912) desenvolveram e
aperfeicoaram o cultivo celular para estudar o comportamento das células de
animais fora do organismo, através de um meio ambiente controlado. Os primeiros
experimentos foram obtidos através de fragmentos de tecidos retirados de animais e
armazenados em seus préprios fluidos, devido a isso essa técnica ficou conhecida,
por mais de 50 anos, como cultura de tecidos. Hoje em dia esse termo é usado para
denominar cultura de tecidos, células e o6rgdos, genericamente (ALVEZ,;
GUIMARAES, 2010).

Harrison (1907) levou em consideracdo as necessidades basicas das células
para desenvolver minunciosamente um experimento que reproduzisse tais
condicBes (ASSIS, et al, 2007). Anos mais tarde, 1912, Alexis Carrel, desenvolveu
um modelo de cultivo onde descobriu a importancia da troca de fonte dos nutrientes
da cultura, pois a renovacdo constante de nutrientes permite que as células sejam
cultivadas por periodos muito maiores (AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011).

Em 1962 no Japao, Nakamura e colaboradores, desenvolveram a linhagem
VERO, oriunda de rim de macaco verde-africano (Cercopithecus aethiops) e uma
das poucas células utilizadas e aprovada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) para producdo de vacinas (ALVEZ; GUIMARAES, 2010). Atualmente esta
linhagem continua sendo amplamente usada como uma importante ferramenta para
avaliacao de nefrotoxicidade (FRANCA et al., 2014; PEROPADRE et al., 2011).

Com o passar dos anos, muitas linhagens foram desenvolvidas e a cultura
celular ndo se limita mais ao comportamento de determinado tecido ou célula in
vitro, atualmente a cultura de células é amplamente utilizada em testes de toxicidade
de medicamentos, tratamento de doencas degenerativas, entre outros. Existem

muitas vantagens no uso da cultura de células como modelo experimental, o
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controle do ambiente, a homogeneidade da amostra, quando comparada ao uso de
animais em experimentos, e a economia, Sao as principais vantagens dessa técnica.
Atualmente, com a implementacdo da Comissdo de Etica do Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA), a cultura de células é o principal modelo alternativo para substituir
0 uso dos animais em experimentos de pesquisa (AMARAL, 2010; BARBOSA,
2015).

3.8.2. Linhagem celular C6

A linhagem celular C6 tem sido amplamente utilizada para investigar
processos heurologicos in vitro, caracterizar as respostas farmacolbgicas e
toxicologicas as substancias neuroativas (QUINCOZES-SANTOS, et al, 2009;
QUINCOZES-SANTOS, et al, 2010). O glioma C6 é uma linhagem neuronal que teve
origem na década de 60 sendo morfologicamente similar a glioblastomas. Este foi
obtido a partir da administracdo repetitiva do agente alquilante N-nitrosometiluréia
em ratos da linhagem Wistar que foram sacrificados apds desenvolvimento de sinais
neuropatolégicos, e tiveram as células tumorais posteriormente cultivadas (BENDA,
et al., 1968).

Mais tarde, em 1980, Parker constatou que esta linhagem celular
apresentava caracteristicas de oligodendrocitos, astrécitos e neurénios, dependendo
do nimero de passagens em culturas (acima de 88 passagens) (PARKER et al.,
1980). Assim, partir desses dados, a linhagem de glioblastoma C6 de passagem
tardia é também denominada de linhagem astroglial C6 por apresentar
caracteristicas de uma célula astrocitaria, a linhagem astroglial C6 também é
utilizada para investigacdes bioquimicas e metabdlicas que envolvam as funcdes
astrociticas como a absorcao de glutamato, a atividade da glutamina sintetase (GS),
o teor de glutationa (GSH), as respostas oxidativas e inflamatérias e as vias de
sinalizacdo (MANGOURA, et al., 1989; CECHIN, et al.,, 2005; FUNCHAL, 2005;
KLEINKAUF-ROCHA, et al., 2013).

Como citado anteriormente, as células neurogliais estdo muito envolvidas no
processo neuroinflamatério das deméncias e a linhagem astroglial C6, é um
excelente modelo para elucidar in vitro os eventos que ocorrem nha DA,
principalmente frente a insultos como LPS, H202 e glutamato (KRITIS, et al., 2015;
QUINCOZES-SANTOS, et al, 2010; CABEZAS, et al.,, 2012; EREMINAS, et al.,
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2017), que produzem efeitos inflamatorios, oxidantes e excitotoxicidade
glutamatérgica, bem como diretamente frente ao peptideo AB. Essas condi¢des
mimetizam, de maneira geral, as condi¢cdes patofisiolégicas que os astrdcitos sdo
expostos nos diversos niveis da DA (GARWOOD, et al., 2010; ZHAO, et al., 2014;
BOSCIA, et al., 2017).
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4. CAPITULO lI: Derivados de chalconas com potencial efeito neuroprotetor:
informacdes in silico ADME-Tox e ensaios in vitro







PERSPECTIVAS

O texto completo do capitulo 2, bem como as perspectivas futuras
compreendidas entre as paginas 76 — 120, foi suprimido por tratar-se de um material
confidencial em fase de término para publicacdo e sujeito a depdsito de patente.
Consta da descricéo a predicdo ADME-TOX in silico, de derivados chalconoides com
indicacdo ao sistema nervoso central (SNC) visando a prevencdo de doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, além da triagem da citotoxicidade
in vitro e da avaliacdo da atividade neuroprotetora frente a injurias oxidativa e
glutamatérgica em linhagem astroglial C6.

Trinta moléculas foram desenvolvidas, apés a analise dos resultados, trés
derivados inéditos, possuindo baixa toxicidade, oOtima biodisponibilidade oral,
potencialmente capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e acdo protetora
frente aos insultos testados, foram escolhidas como potenciais candidatas na

continuacgéo dos estudos futuros visando patologias do SNC.
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CONCLUSAO GERAL

Cada vez mais metodologias in silico e in vitro tornam-se importantes na
triagem de moléculas, quando ha um grande numero de estruturas moleculares
estes métodos sdo uteis para orientar a selecdo de quais substancias quimicas
investir, com o objetivo final de encontrar substancias que apresentem alta atividade
bioldgica juntamente com baixa toxicidade.

Ndo h& duavidas que a estimativa precoce de ADME/Tox na fase de
descoberta reduz drasticamente o percentual de falha relacionada a farmacocinética
nas fases clinicas. Modelos computacionais tém sido fomentados como uma
alternativa valida aos procedimentos experimentais para predicdo de ADME/Tox,
especialmente nas etapas iniciais do desenvolvimento, quando as estruturas
quimicas investigadas sdo numerosas, mas a disponibilidade de compostos € baixa.

A metodologia alternativa in vitro, torna-se aliada a analise in silico tornando-
se de grande importancia para a certificacdo dos resultados. A utilizacdo de
metodologias in vitro envolvendo células gliais para compreensdo de doencas
neurodegenerativa vem crescendo bastante nos Uultimos anos, entretanto s&o
escassos 0s estudos relacionando as chalconas e seus efeito sobre células gliais em
doencas neurodegenerativas.

A DA é a maior causa de deméncia e ainda é uma doenca que ndo possui
cura. Os tratamentos atualmente disponiveis ndo conseguem retardar a sua
progressdo, apenas tratar os sintomas. O Ultimo medicamento aprovado para
tratamento dos sintomas foi ha 16 anos (2003), por isso a busca por novas
alternativas terapéuticas é de grande importancia.

Nesse trabalho iniciamos o processo de triagem com 30 moléculas inéditas
derivadas do esqueleto das chalconas, e apos todas as etapas de analise e selecéo,
tanto in silico como in vitro, obtivemos trés moléculas (CHA 16, CHA 27, L315) mais

promissoras para darmos continuidade as investigagoes.
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