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Resumo

A depressdo, um transtorno de origem neuroldgica, atinge cerca de 21% da
populagdo mundial. J& a Doenca de Alzheimer afeta 10% dos individuos com idade
superior a 65 anos e 50% dos que possuem idade superior a 85 anos. A atividade do
Hypericum perforatum, utilizada na medicina popular, deve-se principalmente a
presenca da hiperforina, um derivado acilfloroglucinol. Objetivou-se neste trabalho
desenvolver compostos sintéticos, a partir da simplificagdo estrutural, a partir da
molécula da uliginosina B, um derivado natural do floroglucinol que apresenta atividade
do tipo antidepressiva. Dos compostos sintetizados utilizando a sintese classica ¢ a
metodologia de microondas, dezenove tiveram sua estrutura quimica completamente
elucidada. O grande desafio foi encontrar protocolos de sintese adequados para obter os
produtos com bons rendimentos e menor formacdo de subprodutos. O uso de
microondas foi uma ferramenta importante na sintese de alguns compostos
isoprenilados. Dez compostos foram testados em dose equimolar a imipramina (20
mg/kg) no teste de suspensdo pela cauda (TSC) e, destes, sete compostos diminuiram o
tempo de imobilidade dos animais quando comparados aos controles positivos
imipramina e fluoxetina, sem provocar qualquer alteragdo na locomocdo no teste de
campo aberto. Para avaliar o potencial terapéutico para a Doenca de Alzheimer foram
realizados ensaios de inibi¢do da acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase, nos quais a
maioria dos compostos mostrou-se seletivo para a inibi¢do da acetilcolinesterase, porém
com atividade na faixa de micromolar. A atividade antioxidante também foi avaliada, na
qual a maioria apresentou uma atividade menor que a do floroglucinol. Os compostos
ativos no TSC foram avaliados frente a proteina GSK-3f3 e dois apresentaram uma
atividade moderada ATP ndo competitiva. Foi realizado o docking destas duas
moléculas sobre a proteina GSK-33 e pode-se constatar que existe uma ligacdo aos
sitios do substrato (cavidade dois) e alostérico (cavidade sete), o que confirma o
resultado obtido experimentalmente no ensaio de cinética com o substrato GS2. As
atividades bioldgicas apresentadas pelos derivados sintéticos obtidos sdo inovadoras, ja
que até o momento estudos semelhantes a estes ndo sdo encontrados na literatura. Sendo
assim, este trabalho se torna um ponto de partida para novos estudos com derivados do
floroglucinol na busca de novos prototipos para as atividades antidepressiva e

neuroprotetora.

Palavras-chave: Floroglucinol, Depressdo, TSC, Doenga de Alzheimer, GSK-3.






Abstract

Depression, a neurological disorder, affects about 21% of the world population,
and Alzheimer's Disease affects 10% of individuals aged 65 years and 50% of those
with age above 85 years. The activity of Hypericum perforatum, used in folk medicine,
is mainly due to the presence of hyperforin, an acylphloroglucinol. The aim of this work
was to develop synthetic compounds using uliginosin B, a natural phloroglucinol
derivative having antidepressant-like activity, as a prototype to the structural
simplification strategy. Nineteen compounds were synthesized using classical synthesis
and the microwave assisted organic synthesis, which structures were fully characterized.
The challenge was to develop synthetic protocols to obtain compounds with good yields
and few by-products. The microwave assisted organic synthesis was an important tool
to obtain some isoprenylated compounds. Ten compounds were tested in equimolar
dosis to imipramine (20 mg/kg) in the tail suspension test (TST), from which seven
decreased the immobility time of the animals when compared to positive controls,
imipramine and fluoxetine, without any change at the locomotion in the open field test.
To evaluate the therapeutic potential for Alzheimer's Disease the inhibition assays of
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase were performed. The majority of
compounds were selective for acetylcholinesterase inhibition in the range of
micromolar. The antioxidant activity was also assessed for all compounds which
presented lower activity than that of the phloroglucinol. The active compounds in the
TSC were tested against the GSK-3f protein and two showed a moderate ATP
noncompetitive activity. The docking of these molecules was performed on GSK-3f3
protein and showed a binding to the site of the substrate (cavity two) and to the
allosteric one (cavity seven), which confirms the results obtained on the GS2 substrate
kinetic assay. The biological activities demonstrated by the synthetic derivatives
obtained herein are innovative since there are not similar studies in the literature. Thus,
this work 1s a starting point for further studies with phloroglucinol derivatives in a

search of new prototypes for antidepressant and neuroprotective activities.
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1 Introducgdo Geral

Extratos vegetais contendo metabdlitos secundéarios sdo usados desde a
antiguidade como medicamentos, po¢des magicas e venenos (Moustapha &
Pereira-Miranda, 2007). Metabolitos secundarios sdo compostos que nao estdo
envolvidos diretamente com as funcgdes basicas de manutencdo do vegetal, mas
sdao de suma importancia, pois atuam como inibidores de herbivoros, atrativos de
polinizadores, antioxidantes, antivirais e antifingicos, mantendo assim a planta
mais resistente no seu habital. Dentro deste vasto grupo de metabolitos
secundarios podem-se destacar os alcaldides, os terpendides e os fendlicos. Os
alcaldides sdo conhecidos pelo amargor e pela toxicidade que produzem nas
plantas, duas caracteristicas que mantém insetos e predadores afastados,
prolongando assim a sobrevivéncia destes vegetais. Exemplos deste grupo,
usados na terapéutica, sdo a emetina como amebicida e emético; a atropina, a
hiosciamina e a escopolamina como anticolinérgicos; a quinina como
antimaldrico; a camptotecina, a vimblastina € a vincristina como antitumorais; a
codeina e a noscapina como antitussigenos; a morfina como hipoanalgésico, ¢ a
galantamina para o tratamento do Mal de Alzheimer (Moustapha & Pereira-
Miranda, 2007). Ja os terpenodides sdo responsaveis pela atracdo de animais
polinizadores e pela repulsdo de insetos, através de seus 6leos volateis. Como
exemplos de terpenos usados na terapéutica podemos citar o [-caroteno,
precursor da vitamina A, utilizada em casos de xeroftalmia e a artemisinina como
antimalarico (Simdes éf.al., 2007). Os fenolicos constituem o terceiro grupo mais
relevante de metabolitos secundarios. Estes sdo 6timos antioxidantes e atuam nos
vegetais como protetores de membranas celulares e tecidos que contém lipideos.
Além disso, antocianinas e flavonoides constituem boa parte dos pigmentos de
flores, facilitando assim a sua visualizacdo por insetos polinizadores (Simdes

et.al., 2007).

Atualmente, este ultimo grupo tem sido interesse de muitas pesquisas,
visto que as propriedades antioxidantes dos seus compostos podem ser

fundamentais para a cura de doencas como arteriosclerose, acidente vascular
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cerebral, trombose cerebral, diabetes, doenga de Alzheimer ¢ Parkinson e cancer

(Tiwari, 2004).

Neste trabalho, os fenolicos de interesse sdo derivados do floroglucinol 1

Figura 1), metabolitos secundarios encontrados em diversas familias, como

Myrtaceae, Guttiferae, Euphorbiaceae, Aspidiaceae, Compositae, Rutaceae,
Rosaceae, Clusiaceae, Laureaceae, Crassulaceae, Cannabinaceae e Fagaceae
(Singh e Bharate, 2006). Além de serem também encontrados no meio marinho e

microbiano (Kong éf.4/., 2009; Shanahan ét, a/., 1993).
OH

HO/©\OH

Floroglucinol 1

Figura 1: Estrutura do Floroglucinol 1.

1.1 Biossintese dos derivados do floroglucinol

A rota biossintética de derivados do floroglucinol 1 deriva do ciclo do

acetato (Waterman e Mole, 1994) conforme |Esquema 1| (Dewick, 2001). O

produto de partida acetil-CoA 2 polimeriza para formar uma cadeia de atomos
com grupamentos carbonilas alternados. Para ocorrer esta polimerizacgao, a acetil-
CoA 2 é convertida na malonil-CoA 3, uma forma mais ativa, através da adi¢do
de CO,. O esquema abaixo apresenta a rota biossintética da floroacetofenona 8,
no qual a cadeia com grupamentos cetona 5 cicliza via reagdo de C/aisen,
eliminando o grupamento tiol, resultando na formacdo do composto
cicloexatriona 7 (Dewick, 2001). Este intermediario ¢ transformado em uma
forma aromatica mais estavel, levando ao composto final, floroacetofenona 8,
que possui alternancia entre atomos de carbono e de oxigénio, indicando que o

metabolismo ¢é acetato derivado.
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Esquema 1: Biossintese da floroacetofenona 8 (adapatado de Dewick, 2001).

1.2 Derivados do floroglucinol em diferentes espécies de Hypericum

A utilizacdo de plantas para o tratamento de enfermidades ¢ tdo antiga
quanto a humanidade. Isto possibilitou que pesquisas fossem desenvolvidas, com
base no uso popular de determinadas plantas, em busca de extratos e de
compostos isolados com as mais diversas atividades biologicas. Muitas espécies
do género Hypericum sio utilizadas desde a antiga Grécia, onde ji eram
conhecidas algumas de suas propriedades curativas. O farmacologista e botanico
grego Dioscorides recomendava quatro espécies (H. upericon, H. askuron, H.
androsaimon e H. koris) para nervo ciatico e queimaduras. Além disso, afirmava
que H. Crispum e H. Barbatum possuiam propriedades diurética e antimalarica, e
incluiu o H. peérforatum no conhecido livro “De materia medica”, onde estavam
registradas plantas de uso terapéutico da época (Guedes éf.al., 2012). Para os
gregos esta planta era usada como antiviral, antibacteriana, antitumoral,
antiinflamatoria, curava ulceras, feridas na pele e doencas respiratorias (Hussain
etal, 2009). Ja em 1525, Paracelso descobriu seu uso para desordens
psiquiatricas como nevralgia, ansiedade, neurose e depressdo (Hussain éf.4/.,

2009).

Na literatura cientifica, encontram-se artigos que tratam do isolamento de

derivados do floroglucinol a partir de diferentes espécies de Hypericum e a
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maioria destes compostos apresenta alguma atividade bioldgica, como por

exemplo, antibacteriana, antitumoral, antioxidante e antidepressiva.

Jayasuriya e colaboradores (Jayasuriya é£.a/., 1989 e 1991) isolaram nove

compostos do extrato hexanico das folhas de Hypericum drummondii (Figura 2).

Os compostos drumondinas A-F (9-14), isodrumondina D 19 e albaspidinas A-A
16 e P-P 17 foram ensaiados frente a cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis e Mycobacterium smegmatis, e os que apresentaram melhores resultados
foram a drumondina E com CIM de 0,39 ug/mL frente S. aureus, a
isodrumondina D 15 e a drumondina E 13 com CIM de 0,20 pg/mL frente 5.
subtilis. Os compostos drumondina A-C (9-11), drumondina F 14 e albaspidina
A-A 16 e P-P 17 também foram ensaiados frente a diferentes linhagens celulares
(P-388, KB, mama, intestino, pulmdo e melanoma) a fim de avaliar a potencial
citotoxicidade. Todos, com exce¢do das albaspidinas, apresentaram
citotoxicidade frente as linhagens testadas, sendo as drumondinas A-C (9-11) os

compostos mais ativos, porém pouco seletivos.

OH o o OH Q0
N
= Ro =
o]
1o OHHO OH (0] OHHO OH
R0 © \ O ‘
HO oHO OH

DrumondinaA 9 R;=R,= CH,CH;

B 10 R,=CH;, R,= CH,CH, °© ©
C 11 R,=R,=CH,

Drumondina D 12 Drumondina E 13

o O o O
VI T
HO OHHO OH

_ Albaspidina A-A 16 R,= R, = CH,CH;
Drumondina F 14 Isodrumondina D 15 Albaspidina P-P 17 R,=R, = CH,

Figura 2: Estruturas dos compostos drumondina A-F (9-14), isodrumondina
D 15 e albaspidina A-A 16 e P-P 17, isolados de Hypericum drummondii.

Ishiguro e colaboradores (Ishiguro éf.al., 1994) isolaram do Hypericum

japonicum, através de fracionamento bioguiado de extratos metanolicos e etéreos
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de toda planta, dois derivados do floroglucinol, o sarotraleno C 18 e o sarotraleno

D 19 (Figura 3), que possuem atividade antimicrobiana frente Staphylococcus

aureus com CIM de 25 pg/mL e 12,5 pg/mL, respectivamente.

Sarotraleno C 18 Sarotreleno D 19

Figura 3: Estruturas dos compostos sarotraleno C 18 e sarotraleno D 19,
isolados de Hypericum japonicum.

Hu e colaboradores (Hu éfa/l, 2000) isolaram das partes aéreas do
Hypericum japonicum um novo derivado de floroglucinol 21, juntamente com

outros dois derivados ja descritos na literatura, flavesona 20 e sarotraleno B 22

Figura 4).

0] OH =
o 0
OH
21

Flavesona 20

Sarotraleno B 22

Figura 4: Estruturas dos compostos flavesona 20, composto 21 e sarotraleno
B 22, isolados de Hypericum japonicum.

Winkelmann e colaboradores (Winkelmann éf.al, 2001a), através do
fracionamento bioguiado, isolaram do extrato éter de petroleo de Hypericum
papuanum, 5 compostos triciclicos derivados de acilfloroglucinol, as
papuaforinas A-E (23-27), ¢ 3 biciclicos, isolados com seus tautomeros, as

hiperguinonas A 28, Aa 29, B 30 ¢ Ba 31 e a hiperpapuanona 32 ¢ o seu

tautomero 33 (Figura 5). Os compostos foram ensaiados frente a linhagem
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celular KB (carcinoma nasofaringeal humano), na qual os melhores reaultados
foram apresentados pelos compostos papuaforinas A 23, C 25, D 26 ¢ E 27,
hiperguinona B 29 e hiperpapuanona 30, com Icso de 7,5 ng/mL, 4,9 pg/mL, 6,6
ug/mL, 5,6 ug/mL, 13 pug/mL, e 3,2 ug/mL, respectivamente. E nos ensaios
frente aos microorganismos Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis e
Micrococcus luteus, os compostos apresentaram valores pouco significativos

quando comparados ao controle positivo cloranfenicol.

Papuaforina A 23 R= CH(CH), Papuaforina B 24 Pupuufor?na D 26 R= CH(CH3)CH,CHj;
Papuaforina C 25 R= CH(CH,)CH,CHj Papuaforina E 27 R= CH(CH;),

Hiperguinona A 28 R=H Hiperguinona Aa 29 R=H

Hiperguinona B 30 R=CH;  Hiperguinona Ba 31 R= CHj,4 Hiperpapuanona 32 Hiperpapuanona a 33

Figura 5: Estruturas dos compostos papuaforinas A-E (23-27),
hiperguinonas A 28 e B 30 e seus tautomeros 29 e 31 e a hiperpapuanona 32
e seu tautbmero 33, isolados do Hypericum papuanum.

Em outros trabalhos do mesmo grupo, (Winkelmann é£.a/. 2000 ¢ 2001b)
nos quais foi realizada outra extracdo bioguiada a partir do extrato éter de
petroleo das partes aéreas do Hypericum papuanum, foram isolaram 13 derivados
do floroglucinol, as ialibinonas A-E (34-43), as papuaforinas A-E (23-27), as
hiperguinonas A (28-29) e B (30-31) e a hiperpapuanona (32-33), todos na sua

forma tautomérica, sendo sete inéditos, trés derivados prenilados e quatro

derivados biciclicos acilfloroglucinol (Figura 6). Os compostos foram
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identificados e ensaiados quanto a sua atividade antibacteriana, na qual as
ialibinonas C (38-39) e D (40-41) apresentaram uma CIM de 16 pug/mL frente a
Bacillus cereus e Staphylococcus epidermidis.

lalibinona A 34 R= CH(CH3), lalibinona Aa 35 R= CH(CH»),
lalibinona C 38 R= CH(CH;)CH,CHj Ialibinona Ca 39 R= CH(CH3)CH,CH, lalibinona E 42

Ialibinona B 36 R= CH(CH,), Ialibinona Ba 37 R= CH(CH3), .
Talibinona D 40 R= CH(CH3)CH,CH, lalibinona Da 41 R= CH(CH;)CH,CH; Talibinona Ea 43

Figura 6: Estruturas dos compostos ialibinonas A-E e seus tautémeros (34-
43), isolados de Hypericum papuanum.

An e colaboradores (An é£.4/., 2002a) isolaram do Hypericum erectum trés
novos compostos isoprenilados derivados do floroglucinol, as erectquionas A-C
(44-46). Anos mais tarde, Moon e colaboradores (Moon, 2010) também isolaram

do extrato cloroformio de Hypericum erectum cinco derivados do floroglucinol, a

otogirina 47, a otogirona 48 e as erectquionas A-C (44-46) (Figura 7). Os

compostos foram avaliados quanto a sua citotoxicidade em linhagem de célula de
cancer SK-OV-3 e ndo apresentaram citotoxicidade significativa. Também foram
avaliados frente a cepa de Palsmodium falciparum cloroquina resistente, na qual
os compostos otogirona 48 e erectquiona B 45 apresentaram I1Csy de 5,6 uM e 7,2
uM, respectivamente. Tada e colaboradores (Tada, éf al, 1991) também
isolaram o composto otogirina 47 a partir do extrato metandlico das raizes de

Hypericum erectum e o composto otogirona 48 a partir do extrato das flores desta
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mesma planta. Ambos os compostos foram ensaios para atividades anti-
tromboxano A, (TXA,) e anti-leucotrieno D, (LTD,). A uma concentragao de 2
x10° M apresentaram uma inibicao de 10,8 e 94,9% frente a TXA, e de 12,6 ¢

63,6% frente a LTD,, respectivamente.

o
0 /Hfo 07\)\
H H
o o) 5 3

= NS = =
(0]
Erectquiona A 44 Erectquiona B 45 Erectquiona C 46
O OH 't
/\)\/\%L HO OH
HO o HaCO™ "OCH,
Otogirina 47 Otogirona 48

Figura 7: Estruturas dos compostos erectquiona A-C (44-46), otogirina 47 e
otogirona 48, isolados do Hypericum erectum.

An e colaboradores (An éfal, 2002b) isolaram dois novos derivados

prenilados, as erectonas A 49 e B 50, a partir do extrato éter de petrdleo do

Hypericum erectum (Figura 8). Esses dois compostos foram ensaiados frente

aos microorganismos Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, porém nenhum dos dois apresentou atividade

significativa frente a quaisquer destes microorganismos.

Erectona A 49 R= CH,C(CH;)CH,CH,C(CH>),
R'=CH,CH(CH),

Erectona B 50 R= CH,C(HCH,),
R'=CH,C(CH;)CH,CH,C(CH,),

Figura 8: Estruturas dos compostos erectonas A 49 e B 50, isolados do

Hypericum erectum.
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Séavikin-Fodulovic e colaboradores (Savikin-Fodulovic éf.al, 2003)

isolaram o composto hiperatomarina a-b na forma de tautomero (91-52) do

Hypericum atomarium SSP. Degenii (Figura 9). O composto apresentou

atividade frente a Staphylococcus aureus e Microccocus luteus com CIM de 1,56

ug/mkL.

Hiperatomarin a 51 Hiperatomarin b 52

Figura 9: Estruturas dos tautdmeros hiperatomarina a-b (51-52) isolados do
Hypericum atomarium.

Athanasas e colaboradores (Athanasas éf. al., 2004) isolaram do extrato
diclorometano, das partes aéreas de Hypericum jovis, dois novos derivados de

floroglucinol, o hiperjovinol A 53 e o hiperjovinol B 54, além de outros 4

compostos ja descritos na literatura (Figura 10). Os compostos isolados foram

ensaiados com o objetivo de analisar sua potencial atividade preventiva na
producdo de substincias reativas de oxigénio em células de fibroblastos
humanos. Os compostos 593 e 59 apresentaram uma atividade de 49,2 +4,1% e
50,8 +4,5%, respectivamente a uma concentracdo de 100 uM, compardvel ao

controle positivo trolox, que apresentou 55,2 +6,0%.
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Figura 10: Estruturas dos compostos hiperjovinol A 53 e B 54 e dos
compostos 55-58, isolados do Hypericum jovis.

No trabalho de Nor e colaboradores (Nor éf.al., 2004) foram estudadas
quatro espécies de Hypericum existentes apenas no sul do Brasil, H.
caprifoliatum Cham. & Schitdl. e H. connatum Lam., dos quais isolaram o
composto hiperbrasilol B 59 (figura 11), ja descrito por Rocha (Rocha ét.4/.,
1996), isolado do H. brasiliense. Dos H. carinatum Griseb. e H. polyanthemum
Klotzsch ex Reichardt., Nor e colaboradores (Nor éf.al, 2004) isolaram o

composto uliginosina B 60 (Figura 11), ja descrito por Ferraz (Ferraz étal.,

2002), isolado do H. myrianthum. Fritz e colaboradores (Fritz éf. al., 2007)
também isolaram o hiperbrasilol B 99 a partir do extrato n-hexanico das partes
aéreas de Hypericum connatum, que apresentou uma redugio na faixa de 0,5-0,9
log,o da infeccdo frente a cepa viral de herpes HSV, sendo considerada uma

atividade moderada para a atividade antiviral,.
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Hiperbrasilol B 59 Uliginosina B 60

Figura 11: Estruturas dos compostos hiperbrasilol B 59, isolado do
Hypericum caprifoliatum e uliginosina B 60, isolado do H. carinatum e H.
polyanthemum.

Dall’Agnol e colaboradores (Dall'Agnol éf al, 2005) estudaram os
extratos hexano, cloroférmio e metanol de diferentes espécies de Hypericum,
como Hypericum myrianthum Cham. & Schlecht, Hypericum polyanthemum
Klotzsch ex Reichardt e Hypericum caprifoliatum Cham. & Schlecht. Os extratos
hexanicos contendo grande quantidade de fenolicos apresentaram atividade
frente aos microorganismos Staphylococcus aureus (ATCC 6538P). Desta forma,
foram isolados ¢ identificados 5 compostos, trés de Hypericum polyanthemum
(HP1 61, HP2 62, HP3 63), e dois de Hypericum myrianthum (uliginosina B 60 e

japonicina A 64) (Figura 12). Os compostos isolados foram ensaiados

novamente frente a cepa ATCC6538P de S. aureus, e com excec¢do de HP1 61,
todos apresentaram atividade inibitoria de crescimento de S. auréus. Em outro
trabalho (Haas éf.a/., 2010), foram testados HP1 61, HP2 62 ¢ HP3 63 para efeito
antinociceptivo através do teste da placa quente. Apenas o composto HP1 61
apresentou atividade (30, 60, 90 mg/kg, i.p.) e o efeito mostrou-se dose

dependente.

0 OR; OH o O O o O 0o
0
) (]
m o OHHO OH HO OHHO OH
(@]

HP1 61 R1=CH; R2=CH;4
HP2 62RI1=CH; R2=H Uliginosina B 60 Japonicina A 64
HP3 63 RI=H R2=CH;

Figura 12: Estruturas dos compostos HP1 61, HP2 62, HP3 63, uliginosina B
60 e japonicina A 64, isolados do H. polyanthemume H. myrianthum.
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Hashida e colaboradores (Hashida éf.al., 2008) isolaram das folhas do

Hypericum ascyron oito novos derivados acilfloroglucindis, denominados

tameonas A-H (65-72) (Figura 13), todos contendo em sua estrutura

grupamentos isoprenilos geminais € uma por¢ado monoterpénica. Os compostos
foram avaliados frente a sete linhagens celulares de cancer, nas quais a tameona
F (70) apresentou citotoxicidade em células KB com ICs, de 6,2 uM, em células
KB-C2 com ICsy de 31,5 uM e em células K562/Adr com ICsy de 17,1 uM,

sendo os dois ultimos valores, melhores que o controle doxorrubicina.

R1 R2 R3 R1 R2 R3
Tomoeona A 65 isoprenila  CHj OH Tomoeona B 66 isoprenila  CHj; OH
Tomoeona C 67 isoprenila ~ OH CH; Tomoeona D 68 isoprenila OH CH;4
Tomoeona E 69 isobutila CH;,4 OH Tomoeona F 70 isobutila CH, OH
Tomoeona G 71 isobutila OH CH; Tomoeona H 72 isobutila OH CH;

Figura 13: Estruturas dos compostos tameonas A-H (65-72), isolados do
Hypericum ascyron.

Tanaka e colaboradores (Tanaka éf.al, 2008, 2009a, 2009b e 2010)
isolaram das partes aéreas do Hypericum pseudopetiolatum treze novos derivados

do floroglucinol (Figura 14), as petiolinas A (73-74) ¢ B (/5-76) na forma de
tautdmeros, e as petiolinas C-M (77-87). Os derivados A-C (73-77) e J-M (84-

87) foram ensaiados frente a células L1210 (linfoma murina) apresentando 1Csy
>10 ug/mL, com excecdo das petiolinas A (73-74) e C 77 que apresentaram ICs,
de 2,5 pg/mL e 3,3 pug/mL, respectivamente. Frente a células KB (carcinoma
epidermoide) as petiolinas A-C (73-77) apresentaram ICs, de 4,8 pg/mL, 9,6
ng/mL e 4,9 pug/mL, respectivamente e as demais ICsy >10 pg/mL. Também
foram ensaiados frente a 7richophyton mentagrophytes, na qual as petiolinas C

77 ¢ J 84 apresentaram CIM de 33,3 pug/mL e 16 pug/mL, respectivamente. Dos
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compostos testados frente a Micrococcus luteus e Cryptococcus neoformans [J-M

(84-87)], apenas a petiolina J 84 apresentou atividade com CIM de 8 ug/mL e 16

png/mL.
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Figura 14: Estruturas dos compostos petiolinas A (73-74) e B (75-76) na
forma de tautomeros e petiolinas C-M (77- 87), isolados do Hypericum
pseudopetiolatum.

No trabalho de Schmidt ¢ colaboradores (Schmidt éf. al., 2012) foram
isolados do extrato éter de petroleo de Hypericum empetrifolium cinco derivados
acilfloroglucindis substituidos com monoterpenos (empetrifelixinas A-D (88-91)

e empetrikajaforina 92) e quatro acilfloroglucindis monociclicos 93, 94, 95 e¢ 96

Figura 15). Os compostos foram ensaiados para a atividade antiangiogénica e a

inibicdo de proliferacdo celular foi medida em linhagem celular HMEC-1, na
qual os compostos empetrifelixina A 88 e D 91 apresentaram os melhores

resultados com valores de 1Csy de 6,5 ¢ 7,3 uM, respectivamente. Crockett e
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colaboradores (Crockett éf. al., 2008) também isolaram os compostos 94 e 95
desta mesma planta e testaram para atividade antiinflamatéria /n Vitro. O
composto 94 apresentou boa atividade contra COX-1, COX-2 e 5-LOX
catalisando a formacao de LTB,, com valores de 1Csy de 6,0, 29,9 e 2,2 uM,
respectivamente. Ja o composto 95 apresentou atividades moderadas contra

formacdo de LTB, com ICs, de 5,8 uM e contra COX-1, com ICsy de 26,2 uM.
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OH O OH O OH O
Empetrifelixina A 88 Empetrifelixina B 89 Empetrifelixina C 90
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Figura 15: Estruturas dos compostos empetrifelixina A-D (88-91),
empetrikajaforina 92 e os monociclicos 92-96, isolados do Hypericum
empetrifolium.

1.21 Hypericum e atividade antidepressiva

Além das atividades ja descritas, alguns extratos e compostos isolados de
espécies de Hypericum, apresentam atividade antidepressiva. O exemplar mais
conhecido deste género é o Hypericum perforatum, uma planta muito utilizada na
medicina popular, comumente encontrada na Asia, Estados Unidos e Europa.
Também conhecida como erva-de-sdao-jodo, tem sido utilizada em preparagdes
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farmacéuticas para o tratamento de depressao suave a moderadamente grave, na

Europa, América do Sul e Estados Unidos. A atividade antidepressiva desta planta

deve-se a presenca de naftodiantonas (hipericina 97) (Figura 16), flavonodides

(hiperosideos 98) e principalmente do derivado acilfloroglucinol chamado

hiperforina 99 (Figura 16), como foi constatado em estudos pré-clinicos e

clinicos (Chatterjee éf.al., 1998a; 1998b; Muller éf.al., 2003; Zanoli ét.al., 2004).

O mecanismo de acdo da hiperforina ainda ndo ¢ conhecido, mas sabe-se que este
composto ¢ um potente inibidor de recaptagdo de serotonina, dopamina,
noradrenalina, GABA e L-glutamato em preparacdes de estriados de ratos

(Hussain ét.al., 2009).

OH O OH OH O

Hiperlcina 97 Hiperosideo 98 R=galactose Hiperforina 99

Figura 16: Estruturas dos compostos hipericina 97, hiperosideo 98 e
hiperforina 99, presentes no Hypericum perforatum.

O uso de espécies brasileiras de Hypericum pela populagdo como
antidepressivo nao ¢ documentado e estima-se a ocorréncia de cerca de 20
espécies brasileiras de Hypericum (von Poser ét.al., 2006). A partir das folhas e
flores de H. brasiliense Choisy foram isoladas xantonas e derivados de
floroglucinol. Extratos contendo essas substancias inibiram a enzima
monoaminoxidase (MAO) na concentracdo de 1,5x107 mg/mL (Rocha étal,
1994; 1995; 1996), mas nao foram ativos no teste de natacdo for¢ada (TNF) em
ratos (Mendes ét.al., 2002).

Dentre os compostos que apresentaram melhores resultados para a
atividade antidepressiva destaca-se o composto HC-1 100, isolado do

Hypericum caprifoliatum, e que nido tem sua estrutura totalmente elucidada,
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mas os pesquisadores propde uma mistura tautomérica do derivado de

floroglucinol (Figura 17). Uma fra¢do enriquecida com este composto foi

analisada na recaptacdo neuronal de aminas biogénicas em corpo estriado (para
dopamina), em cortex frontal (para SHT) e hipotdlamo (para noradrenalina) de

ratos, apresentando maior poténcia para dopamina, de modo dose-dependente

(Viana ét.4l., 2005).

HC-1 100

Figura 17: Estrutura proposta para o composto HC-1 100.

Outro dimero derivado do floroglucinol formado por uma unidade de
floroglucinol ¢ uma unidade de 4cido filicinico, a uliginosina B 60 (figura 18),
foi extraida das espécies nativas do Rio Grande do Sul, H. myrianthum e H.
carinatum (Ferraz ét.al., 2002; Bernardi éf.al., 2008). Este composto é um dos
responsaveis pela atividade antidepressiva de H. polyanthemum (Rates ét.al.,
2010). Este mesmo composto também foi isolado de H. uliginosum (Taylor

gt.al., 1969) juntamente com a uliginosina A 100 (Figura 18) (Rocha eét.al.,
1995; Abreu ét.al., 2004a, 2004b).

0O O OH O O 0O OH O
N

Uliginosina B 60 Uliginosina A 101

Figura 18: Estruturas das uliginosinas A 101 e B 60, extraidas do género
Hypericum.
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1.2.2 Derivados de floroglucinol e a Doenca de Alzheimer

A atividade neuroprotetora para a doenca de Alzheimer também ¢ descrita
na literatura para alguns desses derivados, como a hiperforina 99 e seu derivado
102 (Dinamarca ét.al., 2006 ¢ 2008; Cerpa ét.al., 2010; Griffith éf.a/., 2010; Lin
et.al., 2006). O artigo mais recente (Cerpa éf.al., 2010) trata do efeito /7 vivo do
derivado da hiperforina 102 (IDN5706, tetra-hidro-hiperforina)

Figura 19) na neuropatologia cerebral, no aprendizado e no declinio da

memoria no modelo animal duplo transgénico para a doenga de Alzheimer

(APPswe, PS-1 dE9).

IDN 5706 102

Figura 19: Estrutura do derivado da hiperforina, IDN 5706 102.

Para avaliar o potencial efeito neuroprotetor da tetra-hidro-hiperforina
frente a neurotoxicidade AP /n Vivo, camundongos machos transgénicos (com
altos e significantes niveis de AP) foram injetados i.p. com 2 mg/kg/dia de
IDN5706 102 por um periodo de quatro semanas. Como resultados, encontraram
que o derivado semi-sintético ndo afeta os niveis totais de AB. Porém, altera o
tamanho dos depositos amildides e revertem o dano na memoria, o estresse

oxidativo e a astrogliose (Cerpa ét.al., 2010).
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1.3 A Depressao e a Doenca de Alzheimer

O estudo de novos compostos ativos € importante, ja que atualmente parte
da populagdo mundial sofre com algum transtorno ou doenca de origem
neurologica. Dentre as doencas que mais atingem a populacao, podemos destacar
a depressao, que atinge cerca de 21% da populagdo e alguns tipos de deméncia,
como a doenga de Alzheimer, que afeta 10% dos individuos com idade superior a

65 anos e 50%, dos que possuem idade superior a 85 anos (Chopra, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a depressao
atinge 121 milhdes de pessoas no mundo e estd entre as principais causas que
contribuem para incapacitar um individuo (OMS, 2008; Tamminga é£.al., 2002).
Cerca de 95 milhdes de pessoas que vivem em paises em desenvolvimento e que
apresentam a doenca, ndo estido recebendo tratamento adequado (OMS, 2008). A
OMS projeta que até o ano de 2020, a depressdo estard em segundo lugar no
ranking das 107 doengas que causam perda da qualidade de vida (OMS, 2008). A
depressdo ocorre em todas as idades e em ambos os sexos, porém estudos
recentes tém demonstrado uma maior incidéncia em mulheres, idosos e pessoas
de alto poder aquisitivo (Dobos éfal, 2010; Chopra, 2011). O uso de
medicamentos antidepressivos € essencial para o tratamento desta doenca e ¢

mais eficaz quando associado a psicoterapia.

Ja a Doenca de Alzheimer e outros tipos de deméncia atingem mais de 24
milhdes de pessoas, sendo que este nimero pode dobrar a cada 20 anos, devido
ao envelhecimento da populagdo mundial, principalmente nos paises em
desenvolvimento. A deméncia em geral ¢ progressiva e afeta principalmente a
memdria recente, a orientagcdo, a compreensdo ¢ as capacidades de aprendizado,

de linguagem e de julgamento (Chopra, 2011).

Muitos estudos que estdo sendo desenvolvidos na Inglaterra, na Holanda e
nos Estados Unidos tém demonstrado que a possibilidade de existir uma relagao
entre depressdo e deméncia seja grande (Saczynski ér.4/., 2010; Lyketsos, 2010).

A inflama¢ao do tecido cerebral e o aumento de certas proteinas no cérebro
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durante o quadro de depressdo poderiam aumentar as chances de o paciente
desenvolver deméncia (Saczynski éf.al., 2010; Dobos éf.al., 2010). Na Holanda,
pesquisadores constataram que pessoas com histérico depressivo sdo 2,5 vezes
mais suscetiveis a sofrerem de deméncia (Geerlings éf.al., 2008). Em outro
estudo, constatou-se que aqueles pacientes que tiveram dois ou mais episodios de
depressdo apresentaram quase o dobro do risco de desenvolver deméncia (Wilson
etal, 2008). Porém a presidente executiva do fundo de investigacdo de
Alzheimer do Reino Unido, Rebecca Wood, afirma que “a similaridade entre os
sintomas de deméncia e depressdao pode significar que ambas se confundam no
momento do diagndstico, porém nao se sabe se estdo biologicamente vinculadas”
(News Health, 2011). A discussdo sobre os resultados obtidos nestes estudos ¢
grande, mas ¢ consenso entre os pesquisadores que estudos mais profundos e
detalhados devem ser realizados a fim de esclarecer se existe de fato um vinculo

estreito entre as duas doengas.

Com base nos dados apresentados, a respeito das potenciais atividades dos
derivados do floroglucinol e da possivel relagdo entre a ocorréncia de deméncia
em virtude de episddios depressivos no decorrer dos anos, acredita-se que estes
compostos sejam ponto de partida para a descoberta de um prototipo capaz de
curar a depressdo e evitar assim a maior incidéncia do desenvolvimento de

enfermidades neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer.

Para tanto, os derivados do floroglucinol sintetizados neste trabalho foram
avaliados /77 vivo frente a atividade do tipo antidepressiva no teste de suspensio
pela cauda, em colaboragdo com Laboratorio de Psicofarmacologia Experimental
da Faculdade de Farmacia da UFRGS, coordenado pela Prof. Dr. Stela M. K.
Rates. Ja os ensaios /11 Vifro e a modelagem molecular, para avaliar o potencial
terapéutico para a Doenca de Alzheimer, foram realizados durante meu estagio
no Instituto de Quimica Médica do Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), localizado em Madrid, Espanha, com a supervisdo e

orientacdo das Dr. Ana Martinez e Carmen Gil.
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2  Objetivos

Planejar, sintetizar e testar os derivados do floroglucinol visando atividade
contra enfermidades neurologicas como a depressio e a Doenga de
Alzheimer.

Esta Tese esta estruturada em trés capitulos:

2.1 Capitulo 1: Sintese de derivados do Floroglucinol

Objetivou-se nesta etapa do trabalho utilizar a metodologia da
simplificagdo estrutural, desconstruindo a molécula das uliginosinas, para
sintetizar compostos estruturalmente mais simples, analogos ao produto de

partida.

2.2 Capitulo 2: Avaliacdo da atividade antidepressiva através do teste de
suspensao pela cauda (TSC) e teste de campo aberto
Objetivou-se nesta etapa do trabalho testar os derivados sintetizados para a
atividade antidepressiva através do TSC, um teste preditivo valido para tal
atividade. Além de verificar, através do teste de campo aberto, se os compostos

nao produzem altera¢do na atividade motora dos animais.

2.3 Capitulo 3: Avaliacdo terapéutica dos derivados do floroglucinol para a

Doenca de Alzheimer

Objetivou-se nesta etapa do trabalho avaliar o potencial terapéutico dos
compostos sintetizados previamente para a Doenca de Alzheimer, através dos
ensaios bioquimicos de inibi¢do da acetilcolinesterase, de inibicdo da
butirilcolinesterase, de inibicdo da proteina GSK-3B, de protecdo do dano
inflamatorio produzido por lipopolisacarideo (LPS) em células RAW 264.7, da
atividade antioxidante e do ensaio de predi¢do de permeacdo da barreira

hematoencefalica.
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3 Capitulo 1- Sintese de Derivados do Floroglucinol

3.1 Introducao

Os derivados do floroglucinol 1, além de isolados de plantas, também tém
sido sintetizados ao longo das Ultimas décadas. Sao muitas as rotas sintéticas
utilizadas para obten¢do das mais diversas estruturas, desde as mais simples até
as mais complexas. Dentre estas rotas sintéticas disponiveis na literatura, pode-se
destacar a sintese de floroglucindis acilados, isoprenilados, com adutos
terpénicos, glicosidicos, diméricos, triméricos, halogenados, florotaninos e
policetideos ciclicos. Além da sintese total de compostos de interesse neste
trabalho, como das uliginosinas A (101) e B (60).

Dentre os compostos acilados mais descritos na literatura podemos
destacar o grandinol 106, cuja primeira sintese foi descrita por Yuste e
colaboradores (Yuste éfal, 1978) realizada em 3 etapas, partindo do 2.4,6-
trinitrotolueno 103. O composto 103 é reduzido, na presen¢a de estanho e acido
cloridrico, a 2,4,6-triidroxitolueno 104 e acilado através de uma acilagdo de
Friedel-Crafts na presenca de cloreto de isovalerila e tetra cloreto de titanio,
gerando 105, que na Gltima etapa é formilado, na presenca de éter diclorometil

metilico e tetra cloreto de titdnio como catalisador, para obter o grandinol 106

com 1,8% de rendimento global (Esquema 2).

O,N NO, HO OH HO OH HO OH
_a, b _c.
OHC
NO, OH OH O OH O
103 104 105 Grandinol 106

Esquema 2: Condicoes - a) Sn/HCI, NaOH; b) Cloreto de isovalerila, TiCly,
CH,Cl,-CS,, 25°C; ¢) Eter diclorometil metilico, TiCl,, DCM, 0°C, 1h.

Este mesmo composto 106 também foi sintetizado em trés etapas por
Yoshida e colaboradores (Yoshida éfal, 1985), partindo do floroglucinol 1.
Nesta rota o floroglucinol 1 ¢é acilado na presenga de cloreto de isovalerila,

formando o composto floroisovalerofenona 107 com 70% de rendimento. A
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acilagdo foi seguida de uma formilacdo na presenga de ortofomato de trietila

gerando o composto 108 que é metilado na presenca de iodometano em meio

basico (Esquema 3).

HO OH ¢Ho
\©/ HO OH p HO OH HO OH
OHC
o OH O OH O OH O

1 107 108 Grandinol 106

Esquema 3: Condicoes - a) Cloreto de isovalerila, AICl3, PhNO,, H,0, t.a.,
1h; b) CH(OC,Hs)s, AlICI3, DCM, 30 minutos; ¢) CHsl, CH30H, KOH, 65°C,
24h.

Os compostos isoprenilados também estdo descritos na literatura e sdo
obtidos através das mais diversas rotas sintéticas. O composto clusianona 114,
por exemplo, estd descrito por mais de um grupo de pesquisa. A rota utilizada
por Qi e Porco (2007) parte da clusiafenona 109 que apds reagir com a-acetoxi-
enal 110 em presenga de KHMDS gera o biciclo 111, no qual o anel fendlico
perde a sua aromaticidade. Apos ¢ adicionado ao aldeido o reagente de Grignard,
seguido de acetilagdo do alcool resultante, gerando o acetato alilico 112. Este
mesmo composto 112 é reduzido na presenga de paladio e logo convertido a
clusianona metil éter 113 na presen¢a do reagente de Grubs. Finalmente o

composto 113 sofre uma demetilacdo na presenca de hidroxido de litio, gerando a

clusianona 114 {

Esquema 4).
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Esquema 4: Condicoes - a) KHMDS, THF, 65°C; b) TMSCHN,, /PryEtN,
MeCN; ¢) CH,=CHMgBr, THF, -78°C; d) Ac,0, Pr,EtN, DMAP, DCM,
0°C; e) Pd(PPhs);,, HOCOONH,, tolueno, 105°C; f) Catalisador de Grubs de
2° geracdo, 2-metil-2-buteno; g) LiOH, dioxano, refluxo.

A sintese de derivados do floroglucinol, como os compostos do tipo
euglobal, com adutos terpénicos, também estd descrita na literatura. Dentre as
rotas sintéticas destaca-se o trabalho de Singh e colaboradores de 2008, no qual
foram sintetizados os compostos euglobal ndo naturais, G1 117 ¢ G2 118,
utilizando monoterpenos normalmente nao encontrados nesta familia de
compostos naturais (Bharate é£.a/., 2006 ¢ 2008). Além destes dois compostos,
também foram sintetizados outros derivados naturais utilizando esta mesma
sintese biomimética. A  estratégia sintética baseou-se numa reacao
multicomponente envolvendo uma condensagdo de Knovenagel entre o

isovalerilfloroglucinol 108 e o formaldeido 115, seguido de uma cicloadi¢do de

Diels-Alder [4+2] com o monoterpeno o-pineno 116 (Esquema 5). O

rendimento dos compostos ¢ de 50-70%.
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CHO
HO OH a HO 0o
*+ HCHO + —
Ry
H
O OH O OH
R R,
108 115 116

1
Euglobal G1 117 CH,CH(CH3),  H
Euglobal G2 118 H CH,CH(CHj),

Esquema 5: Condicgdes -a) AcOH, NaOAc, 60°C, 2 h.

O composto florin 121, isolado da Cannabis sativa, também pode ser
sintetizado, a partir de uma rota sintética bastante simples (Singh é£.a/., 2010), na
qual ocorre a rea¢do do floroglucinol 1 e do brometo de tetra- O-acetil-p-

glucopiranosil 119 em meio alcalino, seguido da desprote¢do das hidroxilas do

composto 120, conforme o|Esquema 6|abaixo.

CH,OAc CH,OAc CH,OH

HO OH 2 . ° °
\©/ . OtAc LA O OH b e OH
Br OAc OH
OH OAc OAc OH
OAc OH OH

1 119 120 121

Esquema 6: Condicdes - a) KOH aq, acetona, pH=10-11,5 sob refrigeracéo
por 12h, apos ajuste de pH a 1,5; b) Metoxido de sodio, cloroformio, -10°C,
1h 30 minutos.

Os compostos diméricos derivados do floroglucinol também apresentam
diversas sinteses descritas na literatura como por exemplo a do composto 123
(Kuhnke e Bohlmann, 1985), obtido em apenas uma etapa, a partir do

benzopirano 122 na presenga de cloreto de para-toluenosulfonilo, com 85% de

rendimento (Esquema 7).

(CH,)4CH(CH3)
lec 123

=y
N

Esquema 7: Condigoes - a) pTsCl, cloroférmio, (CH3),CH(CH,),CHO.

64



A sintese dos dimeros uliginosinas A (101) e B (60) também esta descrita

na literatura. A rota mais antiga € realizada em 3 partes (Esquema 8), conforme

Meikle e Stevens (1978 e 1979), e inicia com a metilagdo do diisobutiril
floroglucinol 124 gerando o composto 125, seguido da obtengdo do acido
monoisobutirilfilicinico 126 por uma hidrélise parcial, seguido de uma unido de
duas destas moléculas através de uma ponte metilénica na presenca de
formaldeido em meio aquoso alcalino, gerando o dimero 127. Na segunda parte,
o brometo de 3,3-dimetilalila 128 reage com a 2,4,6-triidroxiisobutirofenona 129
em meio aquoso alcalino gerando o composto 130. A terceira parte consiste na
reagdo entre os produtos 127 e 130 obtidos nas rotas anteriores, que em presenca
de hidreto de sodio e etanol gera a uliginosina A 101, com 36% de rendimento
global. Na ultima etapa, ao adicionar DDQ a uliginosina B 60 ¢ formada, com

30% de rendimento global.

(0] OH O (e} (0] (o] e} o o o o o
M a b c
HO OH HO OH HO OH HO ‘ OHHO ‘ OH
124 125

O OH O OH
A)\ &
1eCHRIT SR S S e
HO OH HO OH
129 128 130
\e
o O OH O o O OH O
f
HO I OHHO I (0] HO OHHO OH
X
|
60 101

Esquema 8: Condicdes - a) Etoxido de sodio, iodometano, 10 minutos; b)
Acido sulfarico, 40 minutos, aquecimento; c) KOH aq 10% com gelo picado,
1h 30 minutos; d) Brometo de 3,3-dimetilalila, KOH ag 1%, 15 minutos; e)
NaH, etanol, refluxo, 45 minutos; f) DDQ, tolueno.
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Mais recentemente, Kraus e Liu (2012) também apresentaram a sintese
total das uliginosinas A 101 ¢ B 60. A rota sintética da uliginosina A 101 possui
apenas duas etapas e comeca com a alquilacdo do monoisobutiril floroglucinol
129 em presenga de brometo de 3,3-dimetilalila 128, cloreto de cobre e carbonato

de calcio, gerando 130, que ao reagir com 126, em etanol e na presenga de

hidreto de sodio, forma a uliginosina A 101, com 63% de rendimento (Esquema

Esquema 9: Condicdes - a) CuCl, Na,C 03, agua, éter etilico, t.a., 5 horas; b)
NaH, etanol, refluxo, 45 minutos.

Ja a sintese da uliginosina B 60, descrita neste mesmo trabalho (Kraus e
Liu, 2012), possui trés etapas e inicia com a protegdo de duas hidroxilas de 129
com cloreto de éter metil clorometilico (MOM-CI) e posterior desprotecdo
seletiva de uma das hidroxilas com iodo, gerando 131. Na seguinte etapa, ocorre
a ciclizagdo do composto 131 com o aldeido 132, seguido da desproteg¢do do
grupo MOM em meio acido, formando o benzopirano 133. Finalmente, ao reagir

o composto 133 com 126 em presenca de hidreto de sodio, é formada a

uliginosina B 60, com 62% de rendimento (Esquema 10).
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Esquema 10: Condicoes - a) MOMCI, /PryNet, I,, metanol; b) HCI 3N; ¢)
NaH, etanol, refluxo, 45 minutos.

A sintese de moléculas maiores, derivadas do floroglucinol 1, também esta
descrita na literatura e segue uma abordagem parecida aquela utilizada para a
formagdo dos dimeros. Como exemplo destes compostos podemos citar o acido
filixico ABA 136 (Hisada éfal, 1972), sintetizado a partir do acido
acetilfilicinico 134 e da florobutirofenona 135 (Esquema 11).

g
—
o
]
|
[
(=]

Esquema 11: Condigdes - a) Formaldeido, KOH aquoso.

O composto driocrassina 138 (Noro ét.al., 1973) é gerado a partir de bis-

florobutirofenona metileno 137 e do acido acetilfilicinico 134 (Esquema 12).
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HO OH

137 134

Esquema 12: CondicOes - a) Formaldeido, KOH aquoso.

3.2 Planejamento: simplificacao estrutural

A simplificagdo estrutural de compostos lideres ¢ apropriada
especialmente para substancias naturais. Os compostos intermedidrios sintéticos
estdo quimicamente conectados aos produtos finais e como eles apresentam os
mesmos substituintes € possivel que compartilhem algumas propriedades
farmacologicas. Nesta abordagem, pode-se fazer a identificacdo das partes da
molécula que sdo essenciais para a atividade biologica esperada e daquelas que
ndo sdo, j4 que as interacOes das moléculas com os receptores sdo bastante
especificas. Portanto, uma pequena parte da molécula pode estar envolvida na
interacdo com o receptor, sendo essencial para manter a integridade do composto
e dos grupamentos farmacoforicos. Ja outras partes podem estar interferindo de

forma negativa e devem ser retiradas do composto lider (Wermuth, 2008).

Para a sintese dos derivados obtidos neste trabalho, foi utilizada a
simplificagdo estrutural como ferramenta, na qual foram desenvolvidos
compostos com substituintes semelhantes aos dos compostos lideres, porém na
forma de mondmeros de modo a avaliar a importancia da unidade monomérica e
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seus respectivos substituintes e a partir desta avaliacio comegar a sintetizar
derivados dimeros. Partiu-se do floroglucinol 1 e utilizou-se a metodologia da
sintese organica cldssica. As reagdes desenvolvidas foram baseadas em
experimentos previamente descritos na literatura, com estudo das condigdes

reacionais.

O produto de partida floroglucinol 1 foi adquirido comercialmente na

forma anidra da empresa Sigma Aldrich® e as modificagdes estruturais foram

realizadas nas posi¢des R;, R, e/ou R; (139) (Figura 20). Além disso, em

algumas moléculas manteve-se o hidrogénio na posi¢ao Rj, para posteriormente
preparar dimeros através de uma reagdo de condensacdo. Esta condensagdo pode
ser com a mesma unidade monomérica, ou com outras variacoes estruturais,

formando a ponte metilénica.

OH
Ry Rz

HO OH

Figura 20: Estrutura do floroglucinol e as posigoes de substituicao propostas
neste trabalho.
3.3 Objetivo Especifico

Utilizar a metodologia da simplificagdo estrutural, desconstruindo a
molécula das uliginosinas, para sintetizar compostos estruturalmente mais

simples.

3.4 Reacoes de Acilagao

A sintese dos compostos inicia com a acilacdo de Friedel-Crafts, uma
substituicdo eletrofilica aromatica, que permite a sintese de produtos acilados
entre anéis aromaticos e cloretos de acila ou anidridos. A monoacilagao ocorre
facilmente, porém a diacilagdo torna-se mais dificil, pois apds a introdugdo do
primeiro grupamento acila o anel fica menos ativado, devido o efeito retirador do

grupamento carbonila. O mecanismo geral da reacdo estd representado no

Esquema 13]abaixo (Olah, 1963).
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Esquema 13: Mecanismo geral da acilacdo de Friedel-Crafts (adaptado de
Olah, 1963).

Nestas reagdes, o uso de quantidade insuficiente de catalisador diminui o
rendimento global por causa da utilizagdo incompleta do componente acila e
também pode causar auto-condensacdo da cetona parcialmente complexada,
como por exemplo, na formacdo da B-metilchalcona na acetilacdo do benzeno
(Olah, 1963). J4& um excesso de catalisador, muitas vezes, gera grandes
quantidades de alcatrao. Neste tipo de reagdo, mesmo quando se emprega o
equivalente molar adequado dos reagentes, as condi¢cdes Otimas de acilagdo nao
sdao necessariamente atingidas (Olah, 1963). A ordem de adi¢do dos reagentes
também ¢ importante na acilacdo de Friedel-Crafts. Quando o cloreto de
aluminio e o componente acila reagem antes da adi¢do final ao substrato, como
no procedimento de Perrier, a propor¢ao de catalisador para o componente acila
permanece constante durante toda a reacdo e os resultados sdo reprodutiveis
(Olah, 1963). No procedimento de Bouveault, no entanto, no qual o cloreto de
acila ¢ adicionado como reagente final, encontra-se uma continua variagdo da
proporcao entre o catalisador ¢ o componente acila. Este fato, por si so, pode
explicar a ndo reprodutibilidade de muitas destas reacdes de acilagdo (Olah,

1963).
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4 Capitulo 2- Ensaios farmacoldgicos para atividade antidepressiva

41 Introducdo

Segundo a OMS (2008), dentre os transtornos depressivos, a depressao
unipolar ¢ uma desordem mental que afeta em torno de 121 milhdes de pessoas
ao redor do mundo. Os sintomas depressivos podem se agravar ou até mesmo
tornar-se repetitivos, prejudicando as responsabilidades da vida cotidiana dos
pacientes que apresentam este transtorno. Com a progressao da doenca, algumas
pessoas podem cometer o suicidio, causa de mais de 850 mil mortes ao ano
(OMS, 2008), o que representa que mais de 90% dos casos de suicidio no mundo
sdo cometidos por estes pacientes (OMS, 2008). Dados da Organizagao Mundial
da Satde (OMS, 2008), relatam que a depressao unipolar € considerada a terceira
doenca mais incapacitante, em termos de ‘anos de vida ajustados para
incapacidade’ (disability-adjusted life years - DALY’s). Projeta-se que, em 2020,
a depressao estara em segundo lugar no ranking DALY, atingindo tanto homens
como mulheres em todas as idades. Atualmente a depressao ¢ a segunda causa de
DALYs em ambos os sexos, na faixa etdria de 15 a 44 anos, e pode ser
diagnosticada ainda na atencdo primaria. Cerca de 60-80% dos enfermos tem
acesso aos medicamentos, porém em alguns paises apenas 10% destas pessoas

recebem o tratamento adequado (OMS, 2008).

A depressao pode ocorrer devido a muitos fatores externos como, por
exemplo, a perda de um parente ou amigo préximo, perda de emprego ou devido
a uma doenga grave (Pittenger ¢ Duman, 2008). O paciente ¢ diagnosticado com
depressao a partir do momento em que ele apresenta pelo menos 5 dos sintomas
descritos abaixo, segundo o DSM-IV (2004), acompanhados de humor deprimido
ou anedonia (perda ou auséncia da capacidade de ter prazer), durante no minimo
duas semanas. Os sintomas mais comuns sao perda ou ganho de peso com
excesso ou diminui¢do de apetite, insonia ou hipersdnia quase todos os dias,

agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de energia, sentimentos de

121



inutilidade ou culpa excessiva, diminuicdo da habilidade de pensar, de se

concentrar ou de tomar decisdes, pensamentos recorrentes de morte com ideias

ou planos de suicidio. Estes sintomas causam significante sofrimento e
prejuizo no ambito social e ocupacional. O impacto da doenca na qualidade de
vida ¢ comparavel com a de uma enfermidade grave, dependendo da severidade

dos sintomas ¢ considerada desabilitadora da func¢ao psicossocial (Chopra, 2011).

4.2 Patologia da Depressao

A depressdo maior ¢ uma desordem que se manifesta com sintomas
psicologicos, comportamentais e fisiologicos (Lemke e Williams, 2008, Moller et
al., 2012). A patogénese da depressdo ¢ multifatorial e algumas das hipdteses
relacionadas a esta enfermidade sdo: o estresse oxidativo, a produ¢do de 6xido
nitrico, o aumento de citocinas pro-inflamatorias, a desregulacdo do eixo
hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA), os fatores neutotroficos reduzidos, a
reducdo da transmissao monoaminérgica no cérebro ¢ a reducdao da funcao de

receptores de neurotransmissores (Berton e Nestler, 2006).

A reducdo da transmissao monoaminérgica no cérebro ¢ a hipdtese mais
estudada na fisiopatologia da depressdo. Niveis reduzidos de metabolitos de
serotonina ou norepinefrina foram detectados no fluido cérebro espinhal de
individuos deprimidos (Ansorge é£.a/., 2007). Com a deficiéncia de monoaminas,
mudancgas na funcdo dos receptores podem ser também uma das causas de
depressdao. O numero e as afinidades dos receptores sao regulados por varios
fatores como a concentragcdao do neurotransmissor levando a uma alta ou baixa da
regulacdo na proteina do receptor (Bondy, 2002). A maioria dos medicamentos
antidepressivos disponiveis atualmente foram desenvolvidos com base nos
antidepressivos triciclicos e inibidores da monoaminoxidase, com base na teoria
monoaminérgica da depressdo (Berton e Nestler, 2006). Antidepressivos de
segunda geracao e os atipicos, que atuam no sistema monoaminérgico de maneira
mais especifica, apresentam efeitos adversos mais brandos e sdao mais bem
tolerados pelos pacientes, porém nao apresentam uma melhora substancial sobre
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sua eficacia, e somente 50% dos pacientes apresentam uma remissdo completa

dos sintomas da doenca (Berton e Nestler, 2006; Porcelli éf al., 2011).”

O estresse oxidativo estd implicado em muitas doengas e pode ser um
mecanismo patogénico comum a muitas desordens psiquiatricas, ja que o cérebro
esta sujeito a danos oxidativos (Eren éf.al., 2007). Existem muitos estudos que
indicam que danos cerebrais induzidos por substancias reativas de oxigénio
(ROS) tem um importante papel na fisiopatologia da depressdo (Eren éf.al.,
2007). O cérebro possui muitos mecanismos antioxidantes, porém quando esta
acometido com esta enfermidade, a falha nestes mecanismos e a alteragao no
sistema de citocinas pro-inflamatorias, aumenta a formacao de radicais livres
devido a ativagdo de células fagociticas. A depressdo ¢ caracterizada pela
ativacdo da resposta inflamatoria com aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias que juntamente com ROS citocinas-induzidas podem aumentar
peroxidagdo lipidica (Eren étal, 2007). Bilici e colaboradores (2001)
constataram, através da analise de plasma e/ou células vermelhas, que o nivel da
peroxidagdo de lipideos em coértex cerebral de humanos foi aumentado mediante
depressdo induzida por estresse leve a cronico, embora os niveis de atividade de
glutationa peroxidase e de antioxidantes monoenzimaticos tenham diminuido. A
ativacdo de células imunes por citocinas pro-inflamatérias leva a uma maior
producdo de ROS, que ocasiona um aumento da peroxidacao de lipideos como
malonildialdeido interferindo na fluidez de membranas bioldgicas. Neste
mecanismo ocorre um aumento da flexibilidade das cadeias fosfolipidicas e
diminui¢do da fluidez da membrana plasmatica. Essa modificagdo pode induzir
também mudancas conformacionais em receptores € em canais 10nicos,

influenciando com isso fung¢des fisiologicas (Clarcke éf.d/., 1999).

O o6xido nitrico tem sido considerado como uma molécula mensageira no
cérebro. Muitas das agdes fisiologicas do 6xido nitrico sdo mediadas através de
interagdes com a guanilato ciclase, levando a ativacao da enzima e conseqiiente

aumento da guanosina ciclica monofosfato (Kaster éf.a/., 2005). O 6xido nitrico
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sintetizado a partir da L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS) esta implicado
em neurotransmissdo, plasticidade sinéaptica, aprendizado, percepcdo da dor,
agressao e depressdao (Esplugues, 2002). Dentro do cérebro, a 6xido nitrico
sintase ¢ encontrada em muitas areas associadas com estresse ¢ depressdao, como
o hipocampo, hipotalamo e no nucleo dorsal da rafe. Estudos indicam que a
redu¢do dos niveis de o6xido nitrico no hipocampo pode produzir efeitos
antidepressivos, demonstrando que os niveis de 0xido nitrico no hipocampo
podem estar implicados com a neurobiologia do estresse e da depressdao (McLeod

et.al., 2001).

O mecanismo do efeito das citosinas no comportamento pode estar
relacionado em parte aos seus efeitos na neurotransmissdo e na funcdo
neuropeptidica, na plasticidade sindptica e na fun¢do neuroendocrina. Os efeitos
das citosinas na fun¢do neuroendocrina na depressao podem estar relacionada em
parte aos seus efeitos no receptor glicocorticdide (GR) e nas suas vias de
sinalizacdo levando a resisténcia de glicocorticoides (Raison ér.al, 2006).
Fitzgerald e colaboradores (2006) verificaram o aumento dos niveis do fator de
necrose tumoral (TNF-o) no plasma, associado a resposta de redugdo de
vasoconstricdo em tratamentos de pacientes deprimidos com glicocorticoides.
Sao muitos os estudos nesta area, indicando que as interagdes reciprocas entre o
sistema nervoso e o sistema imune sdao importantes na patofisiologia da
depressdo. Estes estudos sugerem que as citosinas pro-inflamatérias como a
interleucina-6 e o TNF-o desempenham um papel importante no
desenvolvimento da depressao e podem mediar suas manifestacdes psicologicas,

comportamentais ¢ neurobiologicas (Schiepers é£.al., 2005).

A hiperatividade do eixo HPA também ¢ um alvo importante no
tratamento da depressdo. Existe uma correlacdo entre distirbios do humor e
niveis anormais de corticdides no organismo (de Kloet é£.a/l., 2005). Estimulos
estressantes ativam o hipotdlamo, que ativa o hormoénio de liberacdo de

corticotrofina/ fator de liberagdo de corticotrofina. A corticotrofina atua na
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glandula adrenal, liberando o hormodnio adrenocorticotrofico na corrente
sanguinea, levando a uma liberacao de cortisol que exerce um feedback negativo
para diminuir a resposta ao estresse. O estresse que excita o hipotalamo
desencadeara a acdo no eixo HPA e elevard rapidamente a quantidade de
glicocorticoides preparando o organismo para as reagdes de luta ou fuga. Com o
uso de antidepressivos inibe-se a glicoproteina P (responsavel pela extrusdo de
cortisol das células), aumentando a quantidade de cortisol disponivel ao cérebro e

realizando um féedback negativo do eixo HPA (Lemke e Williams, 2008).

A hipotese do fator neurotréfico também € tida com uma das possiveis
causas da depressdo. Esta hipotese ¢ discutida em estudos pré-clinicos e clinicos
onde em casos de estresse e de depressdo, verifica-se a reducao do volume total
do hipocampo ¢ a perda de células do sistema limbico (Frodl éf.a/., 2007; Czeh e
Lucassen, 2007). A morte celular pode ocorrer por diversos mecanismos
propostos, como por elevados niveis de glicocorticoides e neurotransmissores
excitatorios, mudancas nas células gliais ou pela supressio secundaria da
neurogénese (McEwen, 2007; Longone éf.al, 2008). De acordo com esta
hipotese, o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) ¢ de suma
importancia, pois modula a plasticidade, inibe as cascatas de morte celular e
aumenta as proteinas de sobrevivéncia celular que sdo responsaveis pela
proliferacao ¢ manutengdo dos neurénios (Peng éf.al., 2008). Estudos sugerem
que o estado depressivo em modelos animais esta associado com a redugdo dos

niveis de BDNF no cérebro (Shirayama ét.a/., 2002).

4.3 Diagnostico

Além da elaboragdo do diagnodstico de depressdao, ¢ importante também
fazer a mensuragdo da gravidade dos sintomas da doenga. No diagndstico ¢
avaliada a presenga ou a auséncia de um conjunto de caracteristicas clinicas
(presenca e padrao de sintomas, duracdo dos mesmos e curso). As escalas de

avaliacdo da depressdo ajudam na avaliagdo dos sintomas e na elaboragdo do
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proprio diagnoéstico, além de auxiliarem o acompanhamento do paciente € o
resultado dos tratamentos (American Psychiatric Association, 1994).

As escalas de auto-avaliagdo apresentam algumas vantagens de uso em
pacientes com transtornos do humor, pois 0os mesmos estdo numa posi¢cao unica
para fornecer informagdes sobre seus sentimentos e humor (Murphy éf. al.,
1982). Porém também possuem desvantagens: sua confiabilidade ¢ dificil de
analisar; a sua utilizagdo pressupde pacientes com certo grau de educacdo,
cooperantes € sem uma psicopatologia grave (ex.: depressoes graves tornam os
pacientes incapazes de se concentrar; psicoses acompanham-se de diminui¢ao ou
perda de julgamento/critica ou de reconhecimento dos sintomas). A avalia¢do dos
sintomas depressivos depende das varias categorias de sintomas que serdo
incluidos nos itens de cada escala, sendo exatamente nisso que as mesmas se
diferenciam. De acordo com Thompson (1989), as principais categorias de
sintomas depressivos sdo: tristeza, perda de interesse e/ou prazer, crises de choro,
variacdo diurna do humor, que estdo enquadrados como sintomas do humor;
alteragdes no sono (insénia ou hipersonia), no apetite e no peso, perda de libido
¢ fadiga, que sdo considerados vegetativos ou somaticos; inibigdo ou retardo,
agitacdo (frequente em idosos), inquietacdo, considerados sintomas motores;
apatia, isolamento, incapacitacdo para o desempenho das tarefas cotidianas,
considerados sintomas sociais; desesperanga, desamparo, ideias de culpa e de
suicidio, indecisdo, perda do reconhecimento de que esta doente, caracteristicas
de sintomas cognitivos; ansiedade psiquica, somatica e fobica, que sdo sintomas
de ansiedade e por fim, hostilidade consigo e com os demais, caracteristicas de
irritabilidade.

A escala mais utilizada ¢ a de avaliacdo de depressdao de Hamilton, que se
tornou o "padrao ouro" para avaliacdo da gravidade, de modo que as escalas
desenvolvidas posteriormente sdo comparadas a ela quanto a confiabilidade e a
validade. Embora planejada para quantificar a gravidade de um grande niimero
de sintomas depressivos, as manifestagdes somaticas e os aspectos cognitivos sao

as categorias de sintomas mais focalizadas. Esta escala vem sendo utilizada e
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aprimorada no decorrer das ultimas décadas, sendo incluidos em alguns casos

outros critérios de avaliagdo como: desesperanca, desamparo e auto
desvalorizacao, além de itens adicionais para avaliar os sintomas atipicos. Esses
sintomas atipicos sdo freqiientemente observados em pacientes que apresentam
um padrdo sazonal na recorréncia dos episodios. Com a adi¢do destes itens foi
elaborado um guia para entrevista estruturada para obter informagdes e preencher

a Escala de Hamilton para depressdo (Williams éf. a/., 1990).

4.4 Tratamento

Existe atualmente no mercado uma quantidade consideravel de
antidepressivos, mas aproximadamente 30% dos pacientes tratados ndo
respondem ao tratamento. Isso se deve a fatores como efeitos colaterais com
baixa adesdo ao tratamento, além das possiveis causas da doenga, ja que o
mecanismo de como ocorre a depressdo ainda nao estd totalmente elucidado

(Chopra, 2011). Na tabela abaixo encontram-se as principais classes de

antidepressivos com seus principais representantes (Chopra, 2011), de forma

resumida (Tabela 7).

Tabela 7: Antidepressivos utilizados na terapéutica atual (tabela adaptada
de Chopra, 2011).

Classe Representantes | Outros usos Seguranca Problemas de
clinicos descontinuagao
Inibidores da Citalopram Ansiedade Baixa toxicidade | Maior
Recaptagao Escitalopram com sobredoses, | frequéncia com
Seletiva de Fluoxetina potencial paroxetina e
Serotonina Paroxetina variado na menor com
Sertralina interacao com fluoxetina
drogas toxicas

Inibidores da Venlafaxina Ansiedade Baixa toxicidade | Freqiiente
recaptacdo de Duloxetina Incontinéncia | com sobredoses
serotonina e
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norepinefrina urinaria
Inibidor da Bupropiona Anti- Toxicidade Freqiiente
recaptagao tabagismo neurologica em
norepinefrina e sobredoses,
dopamina potencial
variado na
interacao com
drogas toxicas
Antidepressivos Amitriptilina Sindrome Toxicidade Bastante
triciclicos Amoxapina obsessivo- cardiaca e freqiliente
Doxepina compulsiva, | neuroldgica em
Imipramina Sindrome do | sobredoses,
Nortriptilina panico e potencial para
enurese interacdes
noturna toxicas
Inibidor da Reboxetina Distarbios do | Efeitos Nao muito
recaptacao de sono secundarios freqiiente
noradrenalina como tonturas e
disturbios
urinarios
Inibidor da Tradazona Insonia Efeitos Nao muito
recaptacgao e secundarios freqiiente
antagonista de incluem sedagao
serotonina e hipotensao
postural
Inibidores da Isocarboxazida | Sindrome do | Tontura, Freqiiente
monoaminoxidase | Fenelzina panico e hipotensao

distarbios de
ansiedade

social

postural, dor de
cabeca, efeitos

anticolinérgicos
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Inibidor reversivel | Moclobemida Distarbios de | Bem tolerado Nao muito
da monoamino ansiedade frequente
oxidase social
Antidepressivos Mirtazapina =~ | --------------- Efeitos Nao reportados
serotoninérgico Mainserina secundarios
especifico e como sedagdo e
noradrenérgico ganho de peso
Fitoterapicos St. Johns” Worth | -----------—--- Sedagdo e Nao reportados
interagdao com
outros
medicamentos

Os inibidores de recaptacdo de serotonina sdo os antidepressivos mais
prescritos € sdo os medicamentos de primeira linha para tratamento da depressao
maior (Lemke e Williams, 2008). Existem diferencas na tolerancia quando se
comparam os medicamentos das diferentes classes. Quando comparados aos
antidepressivos triciclicos, os inibidores da recaptacdo de serotonina provocam
mais nauseas, diarréias, agitacdo, disfungdo sexual, anorexia, insOnia, nervosismo
¢ ansiedade. Ja os triciclicos causam mais cardiotoxicidade, boca seca,
constipa¢do, tontura, sudorese e visdo borrada (Lemke e Williams, 2008). Para
que os antidepressivos comecem a fazer o seu efeito desejado, precisam ser
administrados regularmente pelo menos por duas a trés semanas, sendo que
durante este tempo a dose e a administragdo conjunta com outros medicamentos
podem ser ajustadas. Muitos pacientes interrompem o tratamento durante essas
primeiras semanas devido aos sintomas adversos ou por achar que o
medicamento nao estd fazendo o seu efeito. A interrup¢ao do tratamento ocorre
também muitas vezes apds o paciente comegar a perceber os efeitos positivos da
medicacdo (Lemke e Williams, 2008). O tratamento deve ser realizado por no

minimo quatro a nove meses, dependendo do caso, podendo ser estendido
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conforme orientagdo médica, para evitar a recorréncia da doenga (Lemke e
Williams, 2008). Os antidepressivos alteram a quimica do cérebro e por isso
devem ser retirados gradualmente ao fim do tratamento, possibilitando que o
organismo se ajuste a retirada da medicacdo. Se o tratamento ¢ descontinuado
abruptamente, pode causar efeitos bastante intensos como ndusea, vOmito,
anorexia, dor de cabecga, inquietacdo, agitacdo, calafrios, insonia e em alguns
casos hipomania, péanico e ansiedade, e inquietagdo motora extrema,
principalmente se o tratamento ¢ interrompido apods oito semanas (ocorre

especialmente em inibidores da MAO) (Lemke e Williams, 2008).
4.5 Estudo de espécies de Hypericum

Os extratos de Hypericum perforatum tém demonstrado um modo de agio
diferente dos antidepressivos ja existentes no mercado (Muller éfal., 2003;
Chatterjee éf.al., 1998; Bhattacharya éf.al., 1998; Kumar éf.a/., 2000). Franklin e
colaboradores (2004) demonstraram que a administragdo do extrato de H.
perforatum diminui os niveis de corticosterona em cortex pré-frontal de ratos
sem afetar os niveis plasmaticos. Simmen e colaboradores (2003) mostraram em
seus estudos /7 Vitro que algumas das substincias encontradas no seu extrato
podem atuar como antagonistas do fator de liberagdo de corticotrofina. Além
disso, foi constatado que H. peérforatum provoca uma aumento dos niveis
extracelulares de dopamina e serotonina (5-HT) e ndo causa alteragdes nos niveis
de noradrenalina (NA) (Di Matteo éf.al., 2000; Rommelspacher éf.al., 2001;
Yoshitake et.al, 2004), ¢ que a hiperforina 99 estimula a liberagdo de
acetilcolina no hipocampo de ratos através de um mecanismo indireto (Kiewert
eral., 2004). Além disso, age inibindo a recaptagdo de noradrenalina (NA),
serotonina (5-HT), dopamina, acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato,
através de um mecanismo que ndo estd diretamente relacionado ao bloqueio do
sitio de recaptacdo desses neurotransmissores (Kaehler éf.a/., 1999; Muller ét.al.,
2001; Gobbi et.al., 2001; Jensen éf.al., 2001). Alguns trabalhos sugerem que a

hiperforina 99 inibe a recaptagdo vesicular das monoaminas alterando a
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condutividade dos canais de sodio (Singer ér.al., 1999), interferindo na fluidez
das membranas neuronais (Eckert éf.al, 2001 e 2004; Muller ét.al., 2001) e
atuando sobre o eixo HPA (Butterweck éfal, 2004; Murck étal., 2004). A
atividade deste composto 99 foi demonstrada através de diferentes modelos
animais validados para depressio como o teste da natacdo forcada, o teste de
suspensdo pela cauda, o teste do desamparo aprendido e deficiéncia na fuga
induzida por estresse inescapavel (Butterweck, 2003, Cervo, 2002; Chatterjee,
1998; Gambarana, 2001; Zanoli, 2004). A hiperforina 99 apresentou atividade
antidepressiva no teste de suspensao pela cauda com doses entre 4 ¢ 8 mg/kg,
reduzindo significativamente o tempo de imobilidade, porém foi inativa em doses
tanto maiores quanto menores (Butterweck, 2003).

Dentre as espécies brasileiras mais estudadas de Hypericum, o H.
caprifoliatum (Daudt etal., 2000) e o H. polyanthemum (Gnerre ét.al., 2001)
apresentaram os melhores resultados no teste de natagdo forgada. Ja os extratos
de H. brasiliense (Rocha eétal, 1994), H. caprifoliatum, H. piriai ¢ H.
polyanthemum (Gnerre ét.al., 2001) apresentaram atividade como inibidor da
MAO in vitro.

Em outro estudo (Viana éfal, 2005), constatou-se que os extratos
cicloexano de H. caprifoliatum apresentaram, /11 Vivo, efeito sobre a transmissao
dopaminérgica, no qual o efeito anti-imobilidade no teste de natacao forcada foi
prevenido com uma administracdo prévia de sulpirida ou SCH 23390
(antagonistas de receptores dopaminérgicos D2 e D1, respectivamente). Além
disso, constataram que os extratos € os compostos isolados inibiram a captacao e
aumentaram a liberacdo de monoaminas, principalmente de dopamina, em
sinaptossomas de ratos, porém sem ligarem-se a transportadores
monoaminérgicos, sugerindo um mecanismo de acao diferente de outras classes
de antidepressivos (Viana éf.a/., 2008).

A uliginosina B 60, isolada do Hypericum polyanthemum (Nor et al.,
2004), demonstrou /11 vivo atividade antidepressiva e antinociceptiva (Stein éf.

al., 2012; Stolz ét.al., 2012), além de inibir /17 Vilro a recaptagdo de serotonina

131



(ICso = 252 £13 nM), noradrenalina (280 +48 nM) e dopamina (ICsy = 90 £38
nM), porém ndo apresentou afinidade pelos transportadores especificos de
monoaminas.

As espécies nativas de Hypericum do Rio Grande do Sul tem se mostrado
boas fontes de compostos capazes de diminuir a imobilidade de roedores em

modelos animais validados para depressao.

4.6 Modelos animais

Mimetizar a depressdo em animais de laboratério ¢ um desafio para os
pesquisadores, pois sintomas como humor deprimido e pensamentos suicida ndo
sdo possiveis de serem determinados em animais (Cryan éf.al, 2005). Além
disso, os fatores genéticos que também podem desencadear a doenga nao podem
ser mensurados. Deste modo, os modelos validados para determinar a atividade

antidepressiva baseiam-se nos mecanismos ja conhecidos da doenca ou na

resposta ao estresse (Porsolt, 2000). A|Tabela 8|abaixo apresenta sucintamente os

testes validados atualmente para avaliar a atividade antidepressiva em roedores

(Chopra, 2011).

Tabela 8: Modelos animais utilizados para avaliar atividade antidepressiva
(tabela adaptada de Chopra, 2011).

Modelo Breve descrigao do modelo

Teste da Natacdo | Animais sdo expostos a natacdo for¢ada em um recipiente de
Forgada (TNF) vidro. O aumento do periodo de imobilidade do animal indica um
estado de depressdao. Neste modelo o uso de antidepressivos
diminui o tempo de imobilidade, estimulando o animal a nadar por

mais tempo.

Teste de suspensdo | Os animais (neste caso apenas camundongos) sdo suspendidos
pela cauda (TSC) | pela cauda, que ¢ presa com fita adesiva em superficie fixa, e ¢
observado o tempo de imobilidade. Os antidepressivos diminuem

o tempo de imobilidade.

Desamparo Os animais sdo submetidos a choques nas patas e tendem a levar

Aprendido muito tempo para escaparem desta situacdo. Os antidepressivos
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diminuem esse tempo de escape e provocam uma diminui¢do nas

fugas mal-sucedidas.

Estresse Leve

Croénico

Os animais sdo submetidos a estressores moderados de forma
cronica e nao previsiveis como frio, alteragdo do ciclo claro-
escuro, choques nas patas, privagdo de comida e agua e pingar a
cauda, e em funcao disso, o consumo e preferéncia por agua com
sacarose diminuem. Tal reducdo costuma ser considerada uma

medida de anedonia, sintoma central da depressdo em humanos.

Estresse Social

Os animais sdo expostos a diversos estresses sociais como a
proximidade a machos dominantes ou odores de predadores
naturais, € apresentam comportamentos anormais. Este ¢ um
ensaio de dificil reprodugdo, visto que o comportamento
apresentado pelos animais nem sempre sdo os mesmos. Este
se testam

problema ¢ encontrado principalmente quando

camundongos.

Estresse da

Separagao Precoce

Os animais sdo separados das suas maes ainda muito jovens, e
apresentam comportamento persistente ¢ anormalidades no eixo
HPA quando adultos. Alguns desses comportamentos podem ser

revertidos com tratamento antidepressivo.

Indugdao de Lesao

Os animais que sofrem lesdes quimicas ou cirurgicas no bulbo

no Bulbo Olfativo | olfativo apresentam anormalidades no comportamento. Alguns
desses comportamentos podem ser revertidos com tratamento
antidepressivo.

Medo Os animais apresentam medo como resposta a estimulos neutros

condicionado  ao

contexto

como tom de voz ou o proprio contexto como a sua gaiola,

anteriormente associados a estimulos aversivos como choques.

Testes baseados na

ansiedade

Os animais aumentam a sua capacidade exploratoria de ambientes
como campo aberto, claro-escuro e labirinto em cruz elevado,

quando tratados com ansioliticos como por exemplo

benzodiazepinicos.

Testes baseados na

recompensa

Animais apresentam respostas altamente reprodutivas a drogas de

abuso, comida e sexo no condicionamento classico e ensaios de
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condicionamento operantes. Como exemplos destes testes:
preferéncia por local condicionado, auto-administracao de drogas,

refor¢o condicionado e ensaios de auto-estimulagado intracraniana.

Testes baseados na | Os animais sdo avaliados quanto as suas habilidades de
cognicao aprendizado, atengdo e memoria (labirinto de dgua de Morris,
labirinto de braco radial, labirinto em T e teste das cinco escolhas

seriadas).

Dentre estes modelos animais, os mais utilizados para determinar a
atividade antidepressiva, sdo os testes da natagdo forcada e o teste de suspensao
pela cauda. O Teste de Natagdo Forgada (TNF), considerado de severidade
moderada, foi introduzido por Porsolt e colaboradores em 1978 como um modelo
animal sensivel ao tratamento com antidepressivos e, posteriormente,
considerado como modelo experimental de depressdo. Consiste em que ratos ou
camundongos for¢ados a nadar de forma inescapavel, em um espago restrito,
tornam-se imodveis apoOs vigorosa atividade. Este comportamento de imobilidade
foi interpretado por Porsolt como perda de motivagdo ou “desespero
comportamental” e ¢ usualmente prevenido pela administragdo de
antidepressivos. Um tipo de protocolo consiste em administrar as solugdes por
via oral e apds 60 minutos os camundongos sdo colocados a nadar em recipientes
cilindricos de 10 cm de didmetro e 25 cm de profundidade, com 4gua a 19 cm de
altura, numa temperatura de 22 +2° C. O tempo de imobilidade ¢ medido no
intervalo de 6 minutos de observagao e os animais sdo considerados imoveis
quando se mantém flutuando, com apenas os movimentos essenciais para manter
a cabega fora da agua. Os controles positivo e negativo utilizados sado
imipramina (20 mg/Kg) e salina, respectivamente (Viana éf.a/., 2003).

Outro teste muito utilizado para predizer a atividade antidepressiva ¢ o
teste de suspensao pela cauda (TSC). Este teste foi introduzido hd 27 anos com a
inten¢do de investigar a atividade antidepressiva em camundongos (Steru 6L.4/.,
1985). O TSC ¢ baseado na observagao de que roedores (como camundongos)

desenvolvem uma postura de imobilidade frente a situacdo de estresse
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5  Capitulo 3: Avaliagdo do potencial terapéutico dos derivados de
floroglucinol para a Doenca de Alzheimer

5.1 Dadosda OMS

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma patologia de alto impacto sécio-
econOmico correspondendo por 1,7% das mortes em paises desenvolvidos. O
nuimero de pessoas que sofrem com deméncia foi estimado em 35,6 milhdes, para
o ano de 2010, e que em 20 anos este nimero dobrara (OMS, 2012). Em paises
desenvolvidos, a DA ¢ a quinta maior causa de morte, o que corresponde a 168
mil mortes ao ano (OMS, 2012). Os cuidadores sdo, em sua maioria, familiares
proximos ao paciente, o que causa grande impacto emocional e financeiro as
familias @ medida que a doenga progride, levando ao dbito (Martinez, 2009). Do
aparecimento dos primeiros sintomas ao Obito, a progressdo da doenca ¢ de 8,5 a
11 anos, sendo em média de 4 a 6 anos de vida (alzheimer’s Association, 2010).
Os custos estimados com tratamento de DA no mundo estdo em 315 bilhdes de
dolares (Alzheimer’s Disease International, 2009). A estimativa do total de
pacientes com a DA no mundo para o ano de 2050 ¢ assustadora e estaria
proxima aos oitenta milhdes de pacientes (OMS, 2012). Ainda ndo se sabe ao
certo quando a doenca inicia, porque o paciente comeca a ser investigado
justamente quando os sintomas comeg¢am a aparecer, € neste momento a DA ja
esta instalada e provocando todos os processos neurodegenerativos no cérebro do
paciente. Porém, alguns autores (Martinez, 2009) propde que este processo inicia
de dez a vinte anos antes do primeiros sintomas. Esta teoria segue em estudo,
porém seria um grande avanco descobrir o principio da DA para frear o que pode

se tornar a epidemia do século XXI (Martinez, 2009).

5.2 Patologia

A DA ¢ uma enfermidade associada diretamente ao avanco da idade, com
prevaléncia de 0,02% em pessoas na faixa de idade entre 30 e 59 anos,
aumentando para 10,8% na faixa etdria entre 80 e 89 anos (Martinez, 2009). Esta

doenca ¢ um pouco mais prevalente em mulheres que em homens, sendo que isto
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pode ser explicado pelo fato de que as mulheres possuem uma expectativa de
vida maior, além de sofrerem com alteragdes hormonais ao longo da vida,
principalmente ap6és a menopausa, onde estdo menos protegidas, ja que os
estrogenos sao conhecidos como antioxidantes e podem evitar a morte neuronal
(Martinez, 2009). Estudos recentes (Carrasquillo éf. a/., 2009) demonstraram que
uma possivel mutacdo no cromossomo X pode determinar uma maior incidéncia
da doenca de Alzheimer. A mutacdo encontra-se no gene PCDHI1X e foi
demonstrado a partir da autopsia de pacientes pertencentes ao estudo, no qual
mulheres que apresentavam a mutacdo em ambos cromossomos tinham 75%
maior risco de desenvolver a enfermidade. J4 as que apresentavam em apenas um
cromossomo tinham 26% mais chances de desenvolver a doenga, e os homens
que apresentavam tal mutacdo apresentavam um risco 18% maior que o restante
da populacdo. As pessoas que apresentam boa capacidade cognitiva, que pode ser
natural ou adquirida, através de atividades que lhes proporcionem um constante
exercicio cerebral, apresentam a doenga mais tarde além de apresentarem menor
numero de lesdes cerebrais caracteristicas desta doenca (Martinez, 2009).

Além disso, niveis altos de colesterol, traumatismos cerebrais,
hipertensao, arteriosclerose, tabagismo, obesidade e diabetes também sao fatores
que podem contribuir para o aparecimento e a evolugdo da doenga (Martinez,
2009).

A DA se manifesta de formas diferentes, dependendo do paciente. A
pessoa comeca com pequenas perdas de memoria, se esquece onde colocou as
chaves e objetos de valor, ndo recorda reunido ou consultas, esquece torneiras
abertas, fogdo acesso apds utilizar e em muitos casos ndo lembra de pessoas que
conheceu em um passado proximo (Martinez, 2009). Com o avanco da doenca, o
rendimento no trabalho ja ndo ¢ mais 0 mesmo, repete as mesmas perguntas, tem
dificuldade em conversas habituais, ndo encontrando as palavras para expressar-
se, comeca a desorientar-se espacialmente € ja ndo tem mais preocupagdo com
seu aspecto fisico, desleixando-se e conseqiientemente isolando-se da vida social.

Com o agravamento da enfermidade, que comeca a ser muito rapido, a pessoa

160



tem dificuldade para vestir-se e cuidar-se sozinha e muitas vezes ja nao controla
mais suas necessidades fisioldgicas, exigindo o uso de fraldas geriatricas, e ja
podem ter momentos nos quais ndo reconhecem seus proprios amigos ou
familiares. No estagio final da enfermidade, o paciente j4 ndo caminha e nao fala,
suas necessidades fisiologicas ja ndo tem mais controle algum e acabam
falecendo de alguma outra doenca oportunista devido a debilidade do seu
organismo (Martinez, 2009).

Infelizmente, o diagnostico ¢ feito tardiamente, quando o paciente ou
algum familiar comega a observar alguns sintomas classicos da doenga e
procuram auxilio médico. Os dez sinais aos quais se deve estar atento sdo: perda
de memoria que afeta a capacidade no trabalho, dificuldade para desenvolver
tarefas domésticas , problemas de linguagem, desorientacdo no tempo e no
espaco, juizo diminuido, problemas com pensamento abstrato (diminuicdo da
percepcao da realidade), coisas colocadas em lugares equivocados, mudangas no
humor e no comportamento, mudangas na personalidade, perda da iniciativa
(Martinez, 2009). Muitas pessoas apresentam alguns destes sintomas, mas isso
ndo quer dizer que tenha a doenca de Alzheimer, pode ser meramente o estresse
da vida cotidiana que afeta algumas habilidades por um determinado periodo. Por
isso a familia e os amigos sdo importantes na hora de observar e orientar a busca
de um profissional médico para uma correta avaliacao (Martinez, 2009).

Como foi dito antes, ndo se sabe o que desencadeia efetivamente a DA,
mas existem diversas hipdteses que vém sendo estudadas para tentar desvendar o
processo  neurodegenerativo com conseqiiente morte de neurdnios,

principalmente no cortex cerebral.

5.2.1 Hipotese colinérgica

Esta era uma das hipoteses mais aceitas até pouco tempo e apesar do
surgimento de outras, esta segue sendo muito estudada. Segundo esta hipotese, a
origem da DA estd na deficiéncia da acetilcolina, que possui uma funcao
importante nos processos de memoria e aprendizagem. A acetilcolina ¢

sintetizada no interior do neurdnio pela colina acetiltransferase, a partir da colina
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(Francis ét.al., 1999). A acetilcolina sintetizada é armazenada nos neurdnios pré-
sinapticos em pequenas vesiculas, e € liberada na fenda sinaptica ao ocorrer o
impulso nervoso, interagindo desta forma com receptores colinérgicos
(nicotinicos e muscarinicos) do neurdénio poés-sindptico. Os receptores
muscarinicos M2, presentes na fenda pré-sindptica apresentam uma funcdo de
feedback, desativando o extravasamento de acetilcolina na fenda, quando a sua
quantidade ja esta adequada (Francis éfal, 1999). Além deste fator de
retroalimentacdo, existe também uma enzima capaz de degradar a acetilcolina em
excesso na fenda sindptica em colina e acetila, denominada acetilcolinesterase. A
colina ¢ captada pelo neurénio e o ciclo inicia-se novamente. Sabe-se que o
cérebro dos pacientes Alzheimer apresenta deficiéncia de acetilcolina, porém
acredita-se atualmente que esta seja uma conseqiiéncia € ndo uma causa, ja que a
morte neuronal afeta num primeiro momento o0s neurdnios colinérgicos,

causando a deficiéncia de acetilcolina (Francis éf.a/., 1999).

5.2.2 Hipotese amiloide

Outra teoria, mais recente, estuda o acimulo da proteina beta-amildide no
cérebro, que se deposita fora dos neuronios, produzindo as placas senis que se
formam quando ao redor deste peptideo agregado se acumulam produtos de
neuronios mortos (Martinez, 2009). A proteina precursora do amildide ¢ uma
proteina transmembrana que em condicdes fisiologicas normais € processada
pelas secretases alfa e gama ajudando a madurar os neurdnios. Porém, com o
avan¢o da idade ou quando ocorre algum tipo de patologia, essa proteina €
processada por duas diferentes secretases beta e gama, gerando desta forma o
peptideo beta-amildide (Villegas éfal, 2007). Este peptideo possui 40-42
aminoacidos e em condi¢des normais € soluvel, atéxico e ndo possui fungao
fisiologica conhecida até o momento. Entretanto, em condi¢des de mudanca de
pH ou em interagdo com outras proteinas, este peptideo sofre uma modificagao
na sua conformag¢do a lamina beta, fazendo com que se auto agregue,
precipitando no interior do neurénio provocando efeitos neurotdxicos, com o

aparecimento das placas senis (Villegas ét.al., 2007; Pac-Soo ét.al., 2011). Com
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o avango da idade, o aparecimento destas placas se faz mais frequente, sendo que
em cérebros de pacientes com Alzheimer normalmente estio em maior

quantidade (Martinez, 2009).

5.2.3 Hipoétese da proteina tau

A proteina tau estd associada a microtibulos que em condi¢gdes normais se
associa a tubulina e estabiliza o cito-esqueleto neuronal. Esta unido com a
tubulina € controlada através de um equilibrio dindmico entre as proteinas
quinases ¢ fosfatases (Grimes e Jope, 2001). Na presenca da patologia, este
equilibro ¢ quebrado, podendo ocorrer um aumento na atividade das quinases,
levando a hiperfosforilagdo da proteina tau. Desta forma, a proteina tau perde a
capacidade de ligar-se a tubulina, desestabilizando o esqueleto neuronal,
formando auto-agregados proteicos denominados pares de filamentos helicoidais,
principais componentes dos emaranhados neurofibrilares (Grimes e Jope, 2001).
Ao isolar a quinase responsavel pela hiperfosforilagdo da proteina tau /1 vivo,
identificou-se a proteina glicogénio quinase (GSK-3p), que se apresentava sobre
expressada nos cérebros de pacientes de Alzheimer (Grimes e Jope, 2001). Esta ¢
responsavel pela hiperfosforilacio de mais de 95% da proteina tau, esta
implicada na sintese do peptideo beta amildoide e no aumento da sua
neurotoxicidade, além de ter relagdo com processos de inflamag¢ao da microglia,
de morte neuronal e de participagdo em processos de consolidacdo da memoria a

longo prazo denominado /ong term potentiation (LTP) (Martinez, 2009).

5.2.4 Hipotese viral

O Estudo de Lin ¢ colaboradores demonstrou (Lin é£.a/., 2002) que existe
uma conexao entre o virus causador de herpes labial (/erpes virus simples- HSV-
1) e o aparecimento de placas de proteinas nos cérebros de pacientes de
Alzheimer. Estes pesquisadores acreditam que o virus entra no cérebro do
paciente devido a alguma deficiéncia imunoldgica e estabelece uma infec¢ao
latente, ativada por fatores como estresse, supressao imunoldgica ou outro tipo de

infeccgao.
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5.2.5 Antioxidantes e antiinflamatorios

Os processos oxidativos e anti-oxidativos estdo associados com a
transferéncia de elétrons influenciando no estado redox das células dos
organismos. A mudanca do estado redox pode estimular ou inibir atividades de
varias sinalizagdes de proteinas, resultando numa habilidade em mudar as vias de
sinalizacdo (Chopra, 2011). O estresse oxidativo estd implicado na doenca de
Alzheimer devido a varias constatagdes como o aumento da peroxidacao lipidica
em areas especificas do cérebro, condicionada a presenca de presenilina em
camundongos Anock-out (Gu étal., 2008). Alguns estudos verificaram um
aumento na atividade da catalase, da superoxido dismutase, da glutationa
peroxidase e da glutationa redutase no hipocampo e na amigdala (Casado éf.4/.,
2008; Perrin étal, 1990). Pratico e colaboradores (2001) sugeriram que o
estresse oxidativo causa a formagdo de radicais livres resultando em
neurodegeneracao e possivel formagdo de placas no sistema nervoso central.

O componente neuroinflamatorio da doenga de Alzheimer € caracterizado
por uma resposta local mediada por citocinas em fase aguda, ativacdo da cascata
complementar e indugdo do sistema de enzima inflamatdria como o induzido pela
oxido nitrico sintase e a geracdo da cicloxigenase-2 (Tuppo e Arias, 2005;
Akiyama éf.al, 2000). Muitas evidéncias sugerem que estes fatores podem
contribuir a disfungdo e morte celular, tanto isolados quanto em conjunto. As
c¢lulas da microglia representam o sistema imune nato do cérebro e por isso € a
primeira linha de defesa quando atingido por uma infec¢do bacteriana, viral ou
fungica. Embora esta fun¢do seja importante, ¢ claro que a ativagdo microglial
pode também ocorrer por proteinas enddogenas e contribuir de forma significativa
ao dano neuronal (Cameron e Landreth, 2010). Além das microglias, os
astrocitos e até mesmo os neurdénios podem estar reagindo e contribuindo
diretamente as mudancas neuroinflamatorias cronicas na doenga de Alzheimer
(Chopra, 2011).

As células da microglia vém sendo associadas com certos tipos de placas

amiloides indicando que o desenvolvimento das placas e o grau de reacao
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microglial estdo diretamente correlacionados. As placas amiloides estimulam o
fator nuclear kappa B via dependente que € requerido para a transcricdo do gene
de citocinas, microglias ativas e astrocitos reativos (De Giorgio é£.4a/., 2002). Os
astrocitos participam da depuracdo e da degradacdo das P-amildides,
promovendo suporte tréfico aos neuronios, € formando uma barreira protetora
entre depdsitos B-amiloides e os neuronios. A presenca de um grande nimero de
astrocitos associado a depdsitos B-amiloides na doenca de Alzheimer sugere que
estas lesdes geram moléculas quimiotdticas que mediam o recrutamento de
astrocitos (Kiostinaho éf. a/., 2004). Tem sido demonstrado que os astrocitos ao
longo do cortex entorinal (responsavel pela memoria) de pacientes de Alzheimer
acumulam gradualmente material P-amildide; 4, € que este actimulo esta

diretamente relacionado com a extensdo local da enfermidade (Kiostinaho éf. a/.,

2004).

5.2.6 Alzheimer e diabetes

A causa da doenga de Alzheimer e a sua relagdo com a diabetes ainda ¢
desconhecida, porém sabe-se que um nivel alto de agucar no sangue, ou de
insulina, pode danificar o cérebro de varias maneiras. A diabetes aumenta o risco
de doencgas do coragdo e derrame cerebral causando danos nos vasos sanguineos,
que podem contribuir para o desenvolvimento da DA. Além disso, um alto nivel
de agucar no sangue pode causar inflamacao, danificando as células do cérebro,
propiciando o desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Alzheimer’s
Association, 2010).

Durante as primeiras etapas da doenga de Alzheimer foi constatado que os
niveis de insulina no cérebro e a quantidade de receptores para este hormdnio
estdo diminuidos (Martinez, 2009). Este fato fez com que alguns autores
denominassem a doenca de Alzheimer como diabetes tipo III (Martinez, 2009).

A prevencdo da diabetes ndo garante que o paciente ndo venha a
desenvolver a doenga de Alzheimer, porém algumas mudancas no estilo de vida
podem evitar a diabetes e diminuir os fatores de risco para a DA, como por

exemplo, diminuir em pelo menos 5% o seu peso corporal, realizar exercicios
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fisicos durante 30 minutos diariamente e manter uma dieta alimentar baixa em
gorduras, rica em frutas e verduras, além de evitar comidas rapidas (Alzheimer’s

Association, 2010).

5.2.7 Fatores genéticos

A doenga de Alzheimer ¢ causada em apenas 5% dos casos por fatores
genéticos. Nos casos onde a doenca apresenta-se precocemente, pode-se
relacionar com os cromossomos 1, 14 e 21, onde os genes presentes nestes
cromossomos codificam as proteinas presenilina 1 e 2, assim como a proteina
precursora de amiloide (APP). A maioria das mutacdes nos genes destas
proteinas aumenta a producao de B-amildide (National Institute of Health, 2011;
Alzheimer’s Association, 2008). O gene que codifica a APP esta situado no
cromossomo 21, e isto foi correlacionado pela primeira vez ao analisar
individuos com sindrome de Down (trissomia do 21) que apresentavam
caracteristicas clinico-patoldgicas da doenca, apds os 30 anos de idade (National
Institute of Health, 2011; Alzheimer’s Association, 2008). Porém, nem todos os
portadores desta sindrome desenvolverdo a doenca de Alzheimer quando em
idade avancada. Existe uma maior probabilidade de afetar estes individuos
devido ao declinio precoce das fungdes cognitivas relacionadas com o
envelhecimento, mas outros fatores de riscos também podem contribuir para o
desenvolvimento ou nao da doenga (National Institute of Health, 2011;
Alzheimer’s Association, 2008).

Muitos estudos demonstraram, ao analisar diferentes familias de enfermos
de Alzheimer, que aqueles individuos que apresentam uma mutag¢do no gene da
APP (independente da parte onde se encontre) desenvolvem a doenca de
Alzheimer. Essas mutagdes sdo responsaveis por 2% do total de casos da doenga
do tipo familiar e aproximadamente de 5 a 20% da doenga do tipo familiar
precoce (National Institute of Health, 2011; Alzheimer’s Association, 2008).

A mutacdo no cromossomo 17 também esta implicado na etiologia da
doenga. Neste cromossomo encontra-se o gene da proteina Tau, principal

constituinte dos emaranhados neurofibrilares. Esse gene produz um RNAm que
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se processa em seis isoformas diferentes, diferenciando-se entre si pela presenga
ou auséncia dos éxons 2, 3 ¢ 10 (Martinez, 2009).

Nos casos onde a doenga de Alzheimer se manifesta tardiamente,
normalmente estdo envolvidos os cromossomos 12 ¢ 19. No cromossomo 19
encontra-se o alelo €4 da apolipoproteina E (ApoE), proteina sanguinea que ajuda
a transportar o colesterol. O alelo ApoE-g4 ¢ responsavel pelo aparecimento da
doenga em uma grande variedade de grupos étnicos (National Institute of Health,
2011; Alzheimer’s Association, 2008). Nos caucasianos € japoneses, por
exemplo, os individuos portadores de dois alelos €4 tém de 10 a 30 vezes mais
riscos de sofrer da doenca de Alzheimer aos 75 anos do que os que ndo possuem
nenhum alelo. N3o se conhece a causa pela qual o alelo €4 provoca a DA, porém
existem evidéncias de que interage com o peptideo amildide, aumentando a sua
producdo. Entretanto, a deteccdo de €4 ndo ¢ indicativo de que o individuo ira
desenvolver a doenca. A sua presenca apenas indica que este individuo tem
maiores riscos, com o avango da idade (Martinez, 2009).

O cromossomo 12, também associado a doenca de Alzheimer do tipo
tardio, possui o gene receptor da lipoproteina de baixa densidade determinante no
crescimento neuritico. Porém, os dados a respeito deste cromossomo ainda sao
bastante discutidos, € nao possuem dados totalmente conclusivos (Martinez,

2009).

5.3 Diagnostico

Atualmente, ndo existe um exame ou prova que diagnostique com certeza
a doenca de Alzheimer, porém sdao realizados testes de memoria e de
funcionalidade intelectual durante um determinado periodo de tempo, além da
observagao clinica do paciente. O diagnostico apos estas avaliagdes costumam ter
um indice de acerto entre 85 e 90%, porém somente apds a autopsia pode-se
dizer com 100% de certeza que o paciente padecia da doenga de Alzheimer
(Martinez, 2009). Rotineiramente, os critérios utilizados para avaliar a condicao
do paciente seguem a quarta edicdo do manual diagndstico e estatistico da

Associagdo Americana de Psiquiatria (DSM-IV-TR-2004), bem como o material
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do Instituto Nacional de doengas neuroldgicas, Alzheimer e AVC e doengas
relacionadas (NINCDS-ADRDA). As avaliagdes neuropsicoldgicas sao
realizadas na forma de perguntas que podem ser respondidas nas modalidades
oral e escrita, somando uma pontuagdo maxima de 30 pontos, onde pacientes
normais atingem em média 27,5 pontos e os pacientes com deméncia 9,7 pontos.
Além disso, também ¢ feito um teste para medir a cogni¢ao do paciente e saber
em que nivel da doenga apresenta-se. Os familiares proximos também sao
entrevistados, sendo a informacao proporcionada por eles de grande valia para o
diagnostico (DSM-1V-TR-2004).

Além dos testes cognitivos, também pode-se empregar técnicas de
imagem como a ressondncia magnética nuclear, capaz de mostrar a atrofia
tecidual em determinado local do cérebro. No principio da enfermidade podem
nao aparecer estas diminui¢des, porém com o avango da doenga o cortex mostra-
se diminuido (Martinez, 2009). A tomografia axial de positrons (PET) também ¢
utilizada para auxiliar no diagndstico e permite afirmar com 90% de certeza se a
pessoa esta ou ndo desenvolvendo a DA. Esta técnica avalia e quantifica /7 Vivo
0s processos bioquimicos e fisiologicos ligados a disfuncao cognitiva utilizando
a floor desoxiglicose (FDG), marcada com fluor 18. Através da PET pode-se
avaliar se existe uma metabolizagdo deficitaria da glicose e em que regido isto
ocorre, chegando-se assim a uma maior clareza no diagndstico de pacientes com
suspeita da doenga de Alzheimer, e que apresentam tal déficit (Martinez, 2009).
Outra técnica utilizada ¢ a tomografia computadorizada de f6ton tnico (SPECT
ou SPET), que permite a obten¢dao de imagens, na forma de cortes ou sessoes, em
qualquer plano espacial. A avaliacdo realizada dependera do radiofarmaco
administrado, onde serd analisada a perfusdo no local, a concentracdo de
neuroreceptores ou a atividade metabdlica da lesdo em questdo (Martinez, 2009).

Juntamente com as analises fisiologicas e os testes cognitivos, estas
técnicas sdo ferramentas fundamentais para um diagndstico mais acertado.
Porém, devido ao seu alto custo, principalmente a PET e a SPECT, ndo sdo

utilizadas rotineiramente na avaliacdo da grande maioria dos pacientes. Por isso,
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também se faz necessdria a investigagdo de novas técnicas de deteccao precoce
da enfermidade, bem como a diminui¢do do custo destas técnicas ja existentes

(Martinez, 2009).

5.4 Tratamentos atuais

Atualmente ndo existem tratamentos eficazes capazes de frearem a DA.
Como o estudo intensivo desta doenca comec¢ou na década de oitenta, existem
apenas cinco farmacos capazes de paliar os efeitos cognitivos num intervalo de
tempo de 12 a 24 meses, porém sem impedir que a neurodegeneracao siga. Estes
farmacos aumentam a quantidade de acetilcolina no espago intersinaptico,
fazendo com que a sua cogni¢do se mantenha estdvel por um determinado
periodo de tempo, melhorando a sua qualidade de vida neste interim (Martinez,

2009). O primeiro farmaco com este mecanismo de agdo aprovado foi a tacrina

161 (Figura 42), em 1993, porém seu uso atualmente esta bastante restrito por

casos descritos de hepatotoxicidade. Apos, foram introduzidos no mercado outros

trés farmacos: donepezil 162, rivastigmina 163 e galantamina 164 (Figura 42),

sendo o primeiro, um inibidor reversivel, o mais utilizado na terap€utica atual,

por ser administrado apenas uma vez ao dia (Lemke e Williams, 2008).
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Figura 42: Estrutura dos compostos tacrina 161, donepezil 162, rivastigmina
163, galantamina 164 e memantina 165.

O tultimo farmaco aprovado para tratamento da doenca de Alzheimer foi a

memantina 165 em 2002 (Figura 42), que possui um mecanismo de agdo

169
































































































5.9 Referéncias

Akhtar, M.N.; Lam, K.W.; Abas, F.; Maulidiani; Ahmad, S.; Shah, S.A.A.; Atta-
ur-Rahman; Choudhary, M.I.; Lajis, N.H. (2011). New class of
acetylcholinesterase inhibitors from the stem bark of Knema laurina and their
structural insights. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 21, pp. 4097—
4103.

Akiyama, H|;|Barger, S|;(Barnum, S{;|Bradt, B|;|Bauer, J|;|Cole, G.M};|Cooper, |
N.R|;|Eikelenboom, P|;|Emmerling, M|;|Fiebich, B.L|;|Finch, C.E[;|Frautschy, S{;
Griffin, W.S|; [Hampel, H{; [Hull, M{; [Landreth, G|; |Lue, L}; |Mrak, R];
Mackenzie, I.R|;[McGeer, P.L|;|O'Banion, M.K|;|Pachter, J|;|Pasinetti, G|; Plata-|
Salaman, CJ; |Rogers, J|; |Rydel, R|; |Shen, Y]|; [Streit, W{; |Strohmeyer, R|;
Tooyoma, I}; |Van Muiswinkel, F.L|; [Veerhuis, R{; |Walker, D{; |Webster, S|;
Wegrzyniak, B|; |Wenk, G|; [Wyss-Coray, T| (2000). Inflammation and
Alzheimer's disease.|Neurobiology of Aging,|v. 21, pp. 383-421.

Alzheimer’s Association (2008). Fonte:
http://alzheimers.org.uk/site/scripts/documents_info.php?documentID=168.
Acessado em agosto de 2012.

Alzheimer’s Association (2010). Fonte: http://www.alz.org/. Acessado em
Agosto de 2012.

Alzheimer’s Disease International. (2009). Fonte:
http://www.alz.co.uk/research/files/WorldAlzheimerReport-Portuguese.pdf.
Acessado em agosto de 2012.

Atilla-Gokcumen, G.E[;[Pagano, N[;(Streu, C|;|Maksimoska, J|;[Filippakopoulos, |
BI; Knapp, S|; [Meggers, E| (2008). Extremely tight binding of a ruthenium
complex to glycogen synthase kinase 3.[Chembiochem, y. 9, pp. 2933-2936.

Audus, K.L.; Ng, L.; Wang, W.; Borchardt, R.T. (1996) Brain microvessel
endothelial

Baki, A.; Bielik, A.; Molnar, L.; Szendrei, G.; Keseru, G.M. (2007). A High
Throughput Luminescent Assay for Glycogen Synthase Kinase-3 Inhibitors.
Assay and Drug Development Technologies, v. 5, pp. 75-83.

Bertrand, J.Al;|Thieffine, S|;[Vulpetti, Al;|Cristiani, C|;|Valsasina, B|;|Knapp, S;
Kalisz, H.M|; |F10cc0, M| (2003). Structural characterization of the GSK-3beta
active site using selective and non-selective ATP-mimetic inhibitors.
Molecular Biology, v.\333, pp. 393-407.

201


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akiyama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barger%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barnum%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bradt%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bauer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cole%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cooper%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cooper%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eikelenboom%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emmerling%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fiebich%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Finch%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frautschy%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Griffin%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hampel%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hull%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Landreth%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lue%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mrak%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mackenzie%20IR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McGeer%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Banion%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pachter%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pasinetti%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plata-Salaman%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plata-Salaman%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rogers%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rydel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Streit%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strohmeyer%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tooyoma%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20Muiswinkel%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Veerhuis%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walker%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Webster%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wegrzyniak%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wenk%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wyss-Coray%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10858586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Atilla-Gokcumen%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pagano%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Streu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maksimoska%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Filippakopoulos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Filippakopoulos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knapp%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meggers%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19035373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bertrand%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thieffine%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vulpetti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cristiani%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valsasina%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knapp%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kalisz%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Flocco%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14529625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14529625

BMG LABTECH Application note 148 (2006)] ORAC Assay on the FLUOstar |
OPTIMA to Determine Antioxidant Capacity.

http://www.bmglabtech.com/application-notes/fluorescence-intensity/orac-
148.cfm

Cameron, B.; Landreth, G.E. (2010). Inflammation, microglia, and Alzheimer's
disease. Neurobiology Disease ,v. 37, pp.503-509.

Carrasquillo, M.M.; Zou, F.; Pankratz, V.S.; Wilcox, S.L.; Ma, L.; Walker, L.P.;
Younki, S.G.; Younkin, C.S.; Younkin, L.H.; Biseglio, G.D.; Ertekin-Taner, N.;
Crook, J.E.; Dickson, d.W.; Petersen, R.C.; Graff-Radford, N.R. (2009). Genetic
variation in PCDH11X is associated with susceptibility to late-onset Alzheimer’s
disease. Nature Genetics, v. 41, pp. 192-198.

|Casado, Al;|Encarnacion Lopez-Fernandez, M|; [Casado M|C.;|de La Torre, R|
(2008). Lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities in vascular and
Alzheimer dementias.| Neurochemical Research, y.33, pp.450-8.

Chopra, K. (2011). Neurobiology of depression and Alzheimer's disease.
Saarbrucken: LAP LAMBERT Academic Publishing GmbH & Co. KG.

De Giorgio, L.Al; [Shimizu, Y|; [Chun, H.S|; [Cho, B.P|;Sugama, S|;|Joh, T.H|;
Volpe, B.T| (2002). APP knockout attenuates microglial activation and enhances

neuron survival in substantia nigra compacta after axotomy. G/ia, v. 38, pp.174-
8.

Di, L.; Kerns, E. H.; Fan, K.; McConnell, O. J.; Carter, G. T. (2003). High
throughput artificial membrane permeability assay for blood-brain barrier.
European Journal of Medicinal Chemistry, v.38, pp. 223-232.

[Dajani, R|;|Fraser, E|;[Roe, S.M|;[Young, N|;|Good, V|;[Dale, T.C|;|Pearl, L.H]|
(2001). Crystal structure of glycogen synthase kinase 3 beta: structural basis for
phosphate-primed substrate specificity and autoinhibition. . 105, pp.721-
732.

DSMD-IV: American Psychiatric Association. (2008). Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders. 4th edition, text revised. Washington, DC.

Ellman, G. L.; Courtney, D. K.; Andres, V.; Featherstone, R. M. (1961). A New
and Rapid Colorimetric Determination of Acetylcholinesterase Activity.
Biochemical Pharmacology, v. 7, pp. 88-95.

Embi, N.; Ryllat, D.B.; Cohen, P. (1980). Glycogen synthase kinase-3 from

rabbit skeletal muscle. Separation from cyclic-:AMP-dependent protein kinase
202


../AppData/Local/Temp/AppData/Local/Temp/tese_olhar/documentos%20do%20mac/tese/%20ORAC%20Assay%20on%20the%20FLUOstar%20OPTIMA%20to%20Determine%20Antioxidant%20Capacity.%20http:/--www.bmglabtech.com-application-notes-fluorescence-intensity-orac-148.cfm
../AppData/Local/Temp/AppData/Local/Temp/tese_olhar/documentos%20do%20mac/tese/%20ORAC%20Assay%20on%20the%20FLUOstar%20OPTIMA%20to%20Determine%20Antioxidant%20Capacity.%20http:/--www.bmglabtech.com-application-notes-fluorescence-intensity-orac-148.cfm
../AppData/Local/Temp/AppData/Local/Temp/tese_olhar/documentos%20do%20mac/tese/%20ORAC%20Assay%20on%20the%20FLUOstar%20OPTIMA%20to%20Determine%20Antioxidant%20Capacity.%20http:/--www.bmglabtech.com-application-notes-fluorescence-intensity-orac-148.cfm
../AppData/Local/Temp/AppData/Local/Temp/tese_olhar/documentos%20do%20mac/tese/%20ORAC%20Assay%20on%20the%20FLUOstar%20OPTIMA%20to%20Determine%20Antioxidant%20Capacity.%20http:/--www.bmglabtech.com-application-notes-fluorescence-intensity-orac-148.cfm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Casado%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17721818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Encarnaci%C3%B3n%20L%C3%B3pez-Fern%C3%A1ndez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17721818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Concepci%C3%B3n%20Casado%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17721818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20La%20Torre%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17721818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17721818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=DeGiorgio%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11948811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shimizu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11948811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chun%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11948811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cho%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11948811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sugama%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11948811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Joh%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11948811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Volpe%20BT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11948811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dajani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11440715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fraser%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11440715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roe%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11440715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11440715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Good%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11440715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dale%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11440715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pearl%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11440715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11440715

and phosphorylase kinase. European Journal of Biochemistry, v.107, pp.519-
527.

Fischer, H.; Gottschlich, R.; Seelig, A. (1998). Blood-brain barrier permeation:
molecular parameters governing passive diffusion. Journal of Membrane
Biology, v.165, pp. 201-211.

Francis, P.T.; Palmer, A.M.; Snape, M.; Wilcock, G.K. (1999). The cholinergic
hypothesis of Alzheimer’s disease: a review of progress. Journal of Neurology
Neurosurgery and Psychiatry, v. 66, pp. 137-147.

Gratton, J.A.; Abraham, M.H.; Bradbury, M.W.; Chadha, H.S.(1997) Molecular
factors influencing drug transfer across the blood-brain barrier. Journal of

Pharmacy Pharmacology, v. 49, pp. 1211-1216.

Grimes, C.A.; Jope, R.S. (2001). The multifaceted roles of glycogen synthase
kinase 3 in cellular signaling. Progress in Neurobiology, v. 65, pp. 391-426.

Gu, F.; Zhu, M.; Shi, J.;|Hu, Y|;|Zhao, Z| (2008). Enhanced oxidative stress is an
early event during development of Alzheimer-like pathologies in presenilin
conditional knock-out mice.|Neuroscience Letters, y. 440, pp.44-48.

Ishii, R.; Horie, M.; Saito, K.; Arisawa, M.; Kitanaka, S. (2001). Inhibitory ejects
of phloroglucinol derivatives from Mallotus japonicus on nitric oxide production
by a murine macrophage-like cell line, RAW 264.7, activated by
lipopolysaccharide and interferon-y. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1568, pp.
74-82.

Jope, R.S. (2011). Glycogen synthase kinase-3 in the etiology and treatment of
mood disorders. Frontier in Molecular Neuroscience, v. 4, pp. 1-11.

Kansy, M.; Senner, F.; Gubernator, K. (1998). Physicochemical high throughput
screening: parallel artificial membrane permeability assay in the description of
passive absorption processes. Journal of Medicinal Chemistry, v. 41, pp. 1007—
1010.

Koistinaho, M|;[Lin, S|;|Wu, X];|Esterman, M|;|Koger, D|;|Hanson, J|;|Higgs, R|;
Liu, F|;|Malkani, S|;|Bales, K.R|;|Paul, S.M} (2004). Apolipoprotein E promotes

astrocyte colocalization and degradation of deposited amyloid-beta peptides.

Nature Medicine| v.10, pp.719-726.

Lemke, T.; & Williams, D. (2008). Foye's principles of medicinal chemistry.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 6th ed.

203


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18539391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18539391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18539391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koistinaho%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Esterman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koger%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hanson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higgs%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Malkani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bales%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paul%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15195085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15195085

Leroy, K.; Brion, J.P. (1999). Developmental expression and localization of
glycogen synthase kinase-3p in rats brain. Journal of Chemical Neuroanatomy, v.
16, pp. 279-293.

Levin, V.A. (1980). Relationship of octanol/water partition coefficient and
molecular weight to rat brain capillary permeability. Journal of Medicinal
Chemistry, v.23, pp. 682- 684.

Lin, W.R.; Wozniak, M.A.; Cooper, R.J.; Wilcock, G.K.; Itzhaki, R.F. (2002).
Herpesviruses in brain and Alzheimer’s disease. 7he Journal of Pathology, v.
197, pp. 395-402.

Lineweaver, H.; Burck, D. (1934). The determination of enzyme dissociation
constants. Journal of American Chemical Society, v. 56, pp. 658-666.

Logan, C.Y.; Nusse, R. (2004). |The Wnt signaling pathway in development and |

disease| Annal. Review off Cell and Developmental Biology, v. 20, pp. 781-810.

Martinez, A.; Castro, A.; Dorronsoro, I.; Alonso, M. (2002). Glycogen Synthase
Kinase 3(GSK-3) Inhibitors as New Promising Drugs for Diabetes,
Neurodegeneration, Cancer, and Inflammation. Medicinal Research Reviews, V.
22, pp. 373-384.

Martinez, A. (2009) ¢;Qué sabemos de? El Alzheimer. Publicado por CSIC y
Editora Catarata, Madrid.

Martinez, A.; Gil, C.; Perez, D.I. (2011). Glycogen Synthase Kinase 3 inhibitors
in the next horizon for Alzheimer’s Disease treatment. /nternational Journal of
Alzheimer's  Disease, vol. 2011, Article ID 280502, 7 pages.
doi:10.4061/2011/280502.

Morris, G.M]; [Huey, R|; [Lindstrom, W|;[Sanner, M.F|; [Belew, R.K];|Goodsell, |
D.S{;|Olson, A.J| (2009). AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated docking

with selective receptor flexibility. |[Journal of Computacional Chemistry} v. 30,
pp. 2785-2791.

National Institute of Health. (2011). Fonte:
http://www.nia.nih.gov/alzheimers/publication/alzheimers-disease-genetics-fact-
sheet. Acessado em julho de 2012.

OMS. (2012). Fonte:
http://whqglibdoc.who.int/publications/2012/9789241564458 eng.pdf, acessado
em julho, 2012.

204


http://arjournals.annualreviews.org/doi/full/10.1146/annurev.cellbio.20.010403.113126?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%3dpubmed
http://arjournals.annualreviews.org/doi/full/10.1146/annurev.cellbio.20.010403.113126?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%3dpubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morris%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huey%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lindstrom%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanner%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Belew%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goodsell%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goodsell%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olson%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19399780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19399780

Ou, B.; Hampsch-Woodill, M.; Prior, R. L. (2001). Development and validation
of an improved oxygen radical absorbance capacity assay using fluorescein as the
fluorescent probe. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 49, pp. 4619-
4626.

Pac-Soo, C.; Lloyd, D.G.; Vizcaychipi, M.P.; Statins, D.M. (2011). The Role in
the Treatment and Prevention of Alzheimer’s Neurodegeneration. Journal of
Alzheimer’s Disease, v. 27, pp. 1-10.

Palomo, V|;[Soteras, 1|;(Perez, D.I|;|Perez, C|;|Gil, C|;|Campillo, N.E|;|Martinez, |
él (2011). Exploring the binding sites of glycogen synthase kinase 3.
Identification and characterization of allosteric modulation cavities. Journal of
Medicinal Chemistry,v. 54, pp. 8461-8470.

Pérez-Garrido, A.; Helguera, A.M.; Ruiz, JM.M.; Rentero, P.Z. (2012).
Topological sub-structural molecular design approach: radical scavenging
activity. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 49, pp. 86-94.

[Perrin, R]; [Briangon, S|;Jeandel, C|; [Artur, Y|;[Minn, Al; [Penin, F|;|Siest, G]
(1990). Blood activity of Cu/Zn superoxide dismutase, glutathione peroxidase

and catalase in Alzheimer's disease: a case-control study. |Gérontology| 36, pp.
306-13.

Platts, J.A.; Abraham, M.H.; Zhao, Y.H.; Hersey, A.; [jaz, L.; Butina, D. (2001).
Correlation and prediction of a large blood—brain distribution data set—an LFER
study. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 36, pp. 719-730.

[Pratico, D|;|Uryu, K|;|Leight, S|;|Trojanoswki, J.Q|;|Lee, V.M]| (2001). Increased
lipid peroxidation precedes amyloid plaque formation in an animal model of
Alzheimer amyloidosis.|Journal of Neurosciense| v.21, pp.4183-7.

Ramos, L.A.; Cavalheiro, C.C.S.; Cavalheiro, E.T.G. (2006). Determination of
nitrite in water using a flower extract. Quimica Mova, v.29, pp. 1114-1120.

Reichel, A.; Begley, D.J. (1998). Potential of immobilized artificial membranes
for predicting drug penetration across the blood-brain barrier. Pharmaceutical
Research, v.15, pp.1270-1274.

Seelig, A.; Gottschlich, R.; Devant, R.M. (1994). A method to determine the
ability of drugs to diffuse through the blood-brain barrier. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA , v.91, p. 68- 72.

205


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palomo%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soteras%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perez%20DI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gil%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campillo%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martinez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martinez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22050263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perrin%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brian%C3%A7on%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeandel%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Artur%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Minn%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Penin%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siest%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2076828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pratic%C3%B2%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uryu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leight%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trojanoswki%20JQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11404403

|ter Haar, E|;[Coll, J.T|;{Austen, D.A|;[Hsiao, H.M|;|Swenson, L|;|Jain, J| (2001).
Structure of GSK3beta reveals a primed phosphorylation mechanism. |/Vature|
structural and molecular biology,|v. 8, pp. 593-596.

Tuppo, E.E.; Arias, H.R. (2005). The role of inflammation in Alzheimer’s
disease. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, v. 37, pp.
289-305.

Villegas, A.; Castafieda, M.M.; Arias, L.F.; Vieco, B.; Lopera, F.; Bedoya, G.
(2007). Evaluacion de la produccion de b-amiloide por la mutacion E280A en el
gen de la presenilina 1. Biomédica, v.27, pp. 372-384.

Woo, Y.J.; Lee, BH; Yeun, G.H.; Kim, H.J.; Won, M.-H.; Kim, S.H.; Lee,
B.H.; Park, J.H. (2011). Selective Butyrylcholinesterase Inhibitors Using
Polyphenol-polyphenol Hybrid Molecules. Bulletin of the Korean Chemistry
Society, V. 32, pp. 2593-2598.

Woogget, J.R. (1990). Moleculat cloning and expression of glycogen synthase
kinase-3/factor A. The EMBO Journal,v.9, pp. 2431-2438.

Word, J.M.; Lovell, S.C.; Richardson, J.S.; Richardson, D.C. (1999).|Asparagine
and glutamine: using hydrogen atom contacts in the choice of side-chain amide
orientation.|Journal of Molecular Biology , v. 285, pp.1735-1747.

J

206


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=ter%20Haar%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coll%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Austen%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hsiao%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Swenson%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jain%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11427888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9917408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9917408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9917408

Consideracoes Finais






6  Consideracgdes Finais

Os derivados do floroglucinol foram sintetizados neste trabalho a partir da
simplificagdo estrutural. Esta ferramenta mostrou-se util, visto que moléculas
muito mais simples do que as descritas na literatura (como as uliginosinas)
apresentaram atividade antidepressiva no teste de suspensdao pela cauda,
possibilitando o desenvolvimento e o planejamento de outros compostos de
origem sintética. Este resultado vai proporcionar o estudo de compostos para os
testes /11 VIVO para tal atividade, ja que em sua maioria eram extraidos de plantas,
muitas vezes com baixos rendimentos e dificil purificagdo. O uso de microondas
também mostrou-se uma interessante ferramenta na sintese de alguns compostos
1soprenilados, bem como de alguns compostos acilados, gerando produtos com
maiores rendimentos, em menor tempo e de forma mais seletiva. Os resultados
obtidos no TSC sdao bastante promissores, tendo em vista que sete dos dez
compostos testados foram ativos a uma dose mol/Kg quando comparado a dose
de imipramina (20 mg/kg). Este Screening inicial mostrou que moléculas
estruturalmente mais simples que as uliginosinas também apresentam tal
atividade. Apesar dos resultados positivos, se fazem necessarios mais estudos
sobre sua poténcia e a toxicidade destas moléculas, para que a partir delas se
possa fazer um estudo racional na busca de um composto lider. Assim como na
avaliacdo da atividade do tipo antidepressiva, a predicdo para doencas
neurodegenerativas mostrou-se promissora. Atualmente muitos estudos vem
demonstrando que pode existir uma correlacdo entre depressao e Alzheimer,
embora ainda haja muita controvérsia no meio cientifico, esta hipdtese deixa
clara que a descoberta de novos compostos ativos para a depressao pode também
trazer a chave para a cura ou inibi¢ao de doengas como o Alzheimer. A maioria
dos compostos se mostrou seletivo para a inibi¢do de acetilcolinesterase, quando
comparados a butirilcolinesterase. No ensaio de inibicdo da enzima GSK-3f3 dois
compostos apresentaram inibi¢do considerada moderada para a enzima. Estes
apresentaram comportamentos similares, ndo competindo com o ATP, e

apresentando inibigdo mista em relagdo ao substrato GS2. Este mecanismo foi
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investigado por modelagem molecular através de docking, porém nio se pode
concluir, pelos valores tedricos obtidos, nos quais os compostos interagiam, além
do sitio do substrato. O conjunto destes resultados permite um novo ponto de
partida para o estudo da depressdo e da doenca de Alzheimer, pois ndo existe na
literatura, para estes compostos, um estudo tao abrangente. Como neste trabalho
apenas se iniciaram os estudos com estes derivados, muitos dados ainda precisam
ser melhor estudados e complementados, porém a partir daqui o planejamento de
novas moléculas ja terd uma base mais solida para seguir, no estudo destas

atividades.
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