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RESUMO

A doenca de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa crénica caracterizada
pela perda progressiva de memoria e da cognicdo, e pelo aparecimento de disturbios
comportamentais e funcionais, culminando num comprometimento geral da realiza¢ao
de atividades diarias.

Os principais tragos caracterizadores desta doenga sdo as placas senis resultantes
da deposicdo extracelular de proteina beta-amiloide (AB) e as trangas neurofibrilares
intracelulares resultantes de emparelhamentos entre proteinas tau (1)
hiperfosforiladas.

A cinase dependente de ciclina 5, CDK5, esta referenciada como uma das
principais cinases envolvidas no processo de hiperfosforilacio das proteinas tau e
encontra-se hiperativa quando complexada com uma proteina truncada p25, em
condicbes de neurodegenerescéncia. A inibicdo deste complexo representa uma
possivel abordagem para impedir a hiperfosforilacdo da tau.

Atualmente ndo existe cura para a doenga de Alzheimer. As terapéuticas atuais
atuam meramente ao nivel sintomatico, ndo promovendo alteragdes significativas na
progressdo da doenca. E, portanto, crucial o desenvolvimento de investigacio que
possibilite um maior conhecimento dos mecanismos da doenca, por forma a identificar
alvos terapéuticos que consubstanciem o desenvolvimento racional de moléculas que
possam representar solucdes farmacolégicas para a doenca de Alzheimer.

As quinolinas sdo um grupo de compostos organicos caracterizados por um duplo
anel resultante da fusdao entre um benzeno e uma piridina, por intermédio de dois
atomos de carbono adjacentes. A versatilidade do quimidtipo quinolinico tem
estimulado um interesse particular nesta classe ao longo de muitas décadas, citando-se
o exemplo da sua aplicacdo em medicina, como antibidticos e antimalaricos, entre
outras aplicacOes terapéuticas, estando também em avaliacdo a sua aplicagdo no
tratamento de doencas neurodegenerativas, nomeadamente na doenca de Alzheimer.

Neste sentido, a presente monografia apresenta uma revisdo bibliografica
relativa aos fundamentos tedricos associados a doenca de Alzheimer, debrucando-se
sobre os processos que envolvem as proteinas tau e o complexo CDK5-p25, sendo este

escrutinado como alvo terapéutico a considerar na concepgao e sintese de compostos



baseados numa estrutura quimica contendo um nucleo quinolinico enquanto
candidatos promissores a farmacos modificadores da doenca.

Para além da sintese de derivados quinolinicos com atividade para o complexo
CDK5-p25, é apresentado, neste ambito, um estudo da atividade de farmacos
antimaldricos derivados do quinino a nivel do alvo terapéutico supramencionado, uma
vez que constituem farmacos cuja estrutura se baseia igualmente num nucleo
quinolinico e cujo perfil de metabolizacdo e seguranca ja se encontra estabelecido.

Este estudo permitiu identificar um via de sintese de quinolinas eficiente,
incorporando técnicas mais recentes, e comprovar a possibilidade de inducdo de
neurotoxicidade utilizando glutamato, para posterior avaliagdo da capacidade inibitéria
dos derivados de quinolina sintéticos farmacologicamente interessantes, no alvo

selecionado.

Palavras-chave: Doenc¢a de Alzheimer, tau, hiperfosforilagdo, CDK5-p25,

quinolinas, antimaldricos



ABSTRACT

Alzheimer’s Disease is a chronic neurodegenerative disorder characterized by
progressive memory loss, cognitive impairment and behavioral disturbances, which
compromise on a long term the patients’ routine and ability to perform the normal
activities of daily living. It’s a genetically complex, slowly progressive and irreversible
disease, representing the most common neurodegenerative disorder in elderly
population.

There are two neuropathological hallmarks of the disease: senile plaques, caused
by the deposition of extracelular amyloid-B protein, and intracellular neurofibrillary
tangles of hyperphosphorylated tau protein.

Cyclin-dependent kinase 5 is a major tau kinase that is involved in abnormal
phosphorylation in Alzheimer’s Disease brains. This protein becomes hyperactive when
complexed with a truncated form of its activator p35, p25, under neurotoxic conditions,
and leads to tau pathology.

Currently, there are no effective treatments that reverse or substantially delay
the progression of the disease, the existing treatment strategies acting mainly on
symptomatic relief. For that reason, it’s essential to invest in research towards a better
understanding of disease mechanisms, in order to find efficient chemotherapeutic
options to reverse disease pathology.

Quinolines are a group of compounds based on a bicyclic aromatic fused six-
membered heterocyclic nucleus containing one to four nitrogen atoms, with one
nitrogen atom on position 1 of the ring. The versatility of the quinoline chemotype
associated to the potential of quinolines for applications in major fields, namely in
medicine, for example, with the development of quinoline antimalarials and
antibiotics, stimulated a perennial interest in this class for several decades.
Nowadays this scaffols is still being extensively explored for its excellent potential,
including in neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease.

This thesis presents a bibliographic review on the available knowledge regarding
the characteristics and mechanisms of the Alzheimer’s Disease, with an emphasis on tau

pathology and the CDK5-p25 complex as a therapeutic target model which inspired the



synthesis of quinoline core-based chemical compounds as promising disease modifying
drug candidates.

In addition to the synthesis of new quinoline derivatives, this thesis presents a
study of the activity of some quinoline-type antimalarials on the CDK5-p25 complex,
since the methabolic and safety profiles of these drugs have been established prior to
their approval for use against malaria.

From this study it was possible to identify an efficient synthesis pathway, using
novel and alternative methods, as well as the ability to induce neurotoxicity using
glutamate, in order to analyse, in a posterior study, the inhibitory capacity of some

interesting synthetic quinoline derivatives, from a pharmacological point of view.

Keywords: Alzheimer’s Disease, tau, hiperfosforylation, CDK5-p25, quinolines,

antimalarial drugs
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INTRODUCAO
1.1. A Doenga de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa crénica, irreversivel
e fatal. Caracteriza-se por morte neuronal, atrofia cerebral e perda progressiva de
memoéria e das capacidades cognitivas, com aparecimento de disturbios
comportamentais e funcionais. Estas manifestacdes clinicas integram a DA numa familia
de doencgas com acometimento cerebral designadas por deméncias, da qual fazem parte
outras patologias como a Deméncia Vascular, Deméncia com Corpos de Lewi, Deméncia
Mista, Doenca de Parkinson, Deméncia Frontotemporal, Doenca de Creutzfeldt-Jakob,
Doenca de Huntington, Hidrocefalia de Pressdao Normal, a Sindrome de Wernicke-
Korsakoff, entre outras, e representa 60% a 80% de todos os casos. A sua etiologia é
complexa e multifacetada, sendo que o fator desencadeante dos seus fendémenos
fisiopatoldgicos permanece desconhecido. No entanto, varios estudos sugerem a
interacdo entre fatores ambientais e uma predisposicao genética do individuo enquanto

responsaveis pela expressdo da doenca, sendo a idade o principal fator de risco®?.

1.2. Histodria

Em 1907, o psiquiatra alemao Alois Alzheimer relatou o caso de uma das suas
doentes, Auguste Deter, uma mulher de cinquenta e um anos, que apresentava um
guadro clinico de ciume patoldgico perante o marido, comprometimento cognitivo e da
memoria, desorientacao, alucina¢des e frequentemente comportamentos erraticos e
agressivos. Ao fim de quatro anos de doenca mental de rapida deterioracdo, a doente
faleceu num estado de deméncia total, sendo submetida a uma autépsia. Embora na
altura ja existisse algum conhecimento das manifestac¢des clinicas desta doenca, foram
os resultados da autdépsia que permitiram a Alzheimer correlacionar a severidade e o
diagndstico da doenga com dois fendmenos fisiopatoldgicos salientes que observou no
cérebro da paciente, placas senis e trancas neurofibrilares, que entao classificou como
numerosas lesdes focais corticais e emaranhados densos de fibrilhas intraneuronais,
respetivamente, e atualmente correspondem aos dois marcos caracterizadores da

doenga®?.



Com base nessas observacOes foi possivel reconhecer uma nova forma de
deméncia, inicialmente designada “doenca dos idosos”, “psicose senil”, entre outros,
gue passou a designar-se Doenca de Alzheimer, numa fase posterior, em homenagem
ao seu descobridor. Contudo, apesar dos relatos de Alzheimer e da sua descri¢ao da
doenca, apenas cerca de seis décadas depois comecou a perceber-se a biologia e
neuropatologia desta doenca e foi possivel distinguir com maior rigor a DA das restantes

deméncias*®.

1.3. Epidemiologia

O aumento da esperanca média de vida verificada ao longo dos ultimos tempos
catapultou uma mudanca progressiva do foco nas doencas infeciosas para as doencas
cronicas. Habitos e estilos de vida impréprios, adotados pelas populagdes,
tendencialmente promovem o aparecimento das mesmas e exacerbam o seu impacto,
contribuindo para um aumento drastico nos valores de prevaléncia. A Doenca de
Alzheimer representa uma das doencas crdnicas cujo aumento progressivo se tem
tornado alarmante, representando atualmente a forma de deméncia com maior
impacto a nivel mundial. Afeta ambos os sexos em proporcdes semelhantes, embora
existam registos de um numero superior de prevaléncia em mulheres em determinadas
regides®. No total, mais de 46,8 milhdes de pessoas viviam com esta doenca em 2015
e estima-se que até ao ano de 2050 este valor triplique para os 131,5 milhdes®.

Em Portugal, segundo o “Plano Nacional de Intervencao Alzheimer”, elaborado
em 2009 pela associagao Alzheimer Portugal, o numero estimado de doentes com
deméncia atingia um valor aproximado de 153000 nesse ano, dos quais 90000
correspondiam a DA. Todavia, este valor considera-se atualmente desatualizado e sub-
estimado, dada a existéncia de um grave problema de sub-diagndstico e sub-registo
desta patologia, no nosso pais e na Europa’™.

A federacdo internacional das sociedades para a DA “Alzheimer’s Disease
International” (ADI) publica anualmente o relatdrio World Alzheimer Report, no qual
apresenta os dados associados a Doenca de Alzheimer atualizados a nivel mundial. No

gue toca aos custos associados, em 2010 foi estimado um valor préximo de 604 mil



milhdes de ddlares exclusivos para a deméncia, incluindo a DA, com gastos anuais
proximos de 23 mil milhdes, um valor que equivalia aos gastos em saide com doencgas
como cancro, doenca cardiovascular e AVC, em simultdneo®®. Atualmente, estima-se um
custo superior a 818 mil milhdes de ddlares associados a deméncia, valor registado no
altimo relatdrio publicado, em 2016,

A doenca de Alzheimer constitui assim uma das doengas crénicas de intervengao
prioritaria, ndo s6 devido ao impacto a nivel social e econdmico, mas também a nivel
pessoal, pela perda de capacidades e de independéncia que resulta na necessidade de
cuidados permanentes. Torna-se premente investir na investigacdo aprofundada dos
mecanismos da doenca e na descoberta de farmacos inovadores que controlem a
progressao da doenca, de modo a permitir a populacdo idosa um envelhecimento digno

e adequado segundo os critérios sociais atualmente aceites.

1.4. Fisiopatologia da DA

A fisiopatologia da doenca de Alzheimer permanece elusiva até aos dias de hoje.
Apesar de ser uma patologia extensamente estudada desde a sua descri¢cao por Alois
Alzheimer, ndo existe ainda um consenso acerca da sua etiologia. Varias hipdteses foram
sendo propostas com o intuito de explicar os mecanismos da doenc¢a, nomeadamente a
cascata da beta-amiloide (AB), a hipdtese colinérgica, a hipétese da tau e a hipdtese da
inflamacdo, entre outras, mas nenhuma destas apresenta evidéncia substantiva que lhe
garanta aceitabilidade universal 2.

Sabe-se, todavia, que existem duas proteinas-chave associadas a DA, a AB e a
tau, pois representam os componentes monoméricos das lesGes macroscépicas
“positivas” da doenca, as placas senis (SP) e trancas neurofibrilares (NFT), que
acometem preferencialmente regides como o cortex e o hipocampo cerebrais,
resultando na atrofia cerebral caracteristica da doenca. Até a data, as placas senis e as
trancas neurofibrilares constituem os Unicos fendmenos que permitem confirmar a

doenca, embora ja numa fase post-mortem 1314,



1.4.1. A proteina beta-amiloide e as placas senis

Segundo muitos autores, o principal indutor do processo neurotdxico da DA é a
proteina B-amiloide’> %, Trata-se de um péptido enddgeno resultante do
processamento da proteina precursora da amiloide, APP. A APP localiza-se nas
membranas neuronais, particularmente na proximidade das fendas sinapticas, e pensa-
se estar envolvida em processos de regulacdo e reparagdao neuronal. Apds a sua
producdo, a APP sofre um processo complexo de clivagem proteolitica mediada por uma
familia de endoproteases transmembranares designadas por secretases. Numa primeira
fase a clivagem ocorre segundo duas vias possiveis, uma mediada pelas a-secretases,
comumente designada por ndao amiloidogénica, e a segunda, a via amiloidogénica,
mediada pelas B-secretases. Posteriormente, os péptidos resultantes de cada uma das
vias sdo submetidos a novo pocesso de clivagem, mediado por y-secretases que utilizam
as proteinas presenilina 1 e 2 como subunidades cataliticas 131820,

Quando a APP é clivada pela a-secretase, sdo formados dois produtos, um
fragmento extracelular soluvel, sAPPa, e um fragmento transmembranar carboxi-
terminal de 83 aminodcidos, C83, sendo este ultimo sujeito a segunda clivagem mediada
pela y-secretase. Os produtos finais gerados pela via da a-secretase sdo o fragmento
amiloide com dominio intracelular AICD ou AID e o péptido p3, sem funcdo enddgena
estabelecida 1318,

Relativamente a via amiloidogénica, os produtos resultantes da clivagem pela B-
secretase sdo o sAPPB, um fragmento extracelular solUvel mais curto que o anterior, e
um fragmento transmembranar carboxi-terminal de 99 aminodacidos C99, que sofre
posterior clivagem pela y-secretase, originando o fragmento AICD, presente também na
via nao-amiloidogénica, e um péptido com 40 a 42 aminoacidos, a proteina beta-

amiloide >1318.20 (vidé figura I-1).
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Figura I-1. Representacdo do processo de clivagem da APP (Adaptado de ?1).

De notar que o comprimento do péptido AP varia consoante o padrdo de
clivagem da APP na porc¢ao C-terminal, dando origem a duas isoformas, a ABi-a0, que é
solivel e mais prevalente, e a AB1-42, cuja natureza é hidrofdbica, insolivel e apresenta
uma maior tendéncia para agregar. A agregacao de péptidos de AB da origem as placas
senis caracteristicas da DA 22,

A descoberta do processo de sintese da B-amiloide introduziu uma revolug¢do no
conhecimento da doenca porque permitiu associar as formas precoces da DA familiar
com a presen¢a de mutagdes importantes em genes que codificam para proteinas
intervenientes neste processo, nomeadamente a APP e as presenilinas, destacando a
relevancia da AB em todo o mecanismo da doencga.

Durante muitas décadas a formacdo de placas senis foi considerado o evento
preponderante na neurotoxicidade cerebral. Porém, com base em observacbes mais
recentes, o paradigma mudou. Yang et al. mostraram que as estruturas oligoméricas e
soluveis de beta-amiloide extraidas de lisados corticais de doentes com DA s3ao muito
mais neuroativas do que as estruturas de elevado peso molecular, conduzindo a

processos neurotoxicos a varios niveis, desde a modificacdo da plasticidade sinaptica,



declinio cognitivo, hiperfosforilacdo da tau e reducdo da transmissdo beta adrenérgica,
até a ativacdo da microglia e estimulacdo da neuroinflamacdo?®?4. Outros autores
chegaram a conclusdes semelhantes em estudos paralelos, pelo que atualmente a teoria
da cascata da beta-amildide baseia-se num modelo assente sobre as formas
monoméricas e oligoméricas soluveis da AP enquanto causadores dos eventos
neurotdxicos associados a DA, ao invés dos agregados que constituem as placas senis.
Neste modelo, pressupde-se que as placas amiloides assumem um papel protetor sendo
que a formagdao das mesmas contribui para uma inibicdo da neurodegeneragao por
sequestro das formas menores monoméricas e oligoméricas deletérias, inibindo os

eventos subsequentes por estas desencadeados 20:2>:26,

1.4.2. A proteina tau e as trangas neurofibrilares

Paralelamente a acumulacdo de beta-amildide, as regides cerebrais afetadas
pela DA exibem ainda inclusdes intracelulares em forma de fibras emaranhadas na
regido perinuclear do citoplasma, as trancas neurofibrilares. As NFT representam o
segundo fendmeno neuropatolégico caracteristico da DA e resultam da agregacao
intraneuronal de proteinas tau hiperfosforiladas e com conformacbes espaciais
anormais. Em situa¢Ges neurotdxicas ocorre um aumento aberrante dos niveis de
fosforilagcdo das proteinas tau no citosol neuronal, provocando a sua polimerizacdo em
filamentos helicoidais emparelhados e retos que ddo origem as trancas neurofibrilares.
Este fendmeno perturba a fung¢ao enddgena da tau, que é responsavel pela estabilizagao
dos microtubulos, causando altera¢Ges estruturais e funcionais no citoesqueleto celular.
Consequentemente, os neurdnios perdem a sua morfologia e fungdes, iniciando-se o
processo de neurodegeneracdo 2?7,

Apesar de se situar a jusante da beta-amiloide na cascata de fendmenos que
conduzem a neurodegeneracdo?®, curiosamente, o papel de principal mediador do
processo neurotdxico tem vindo a ser atribuido a patologia da tau por diversos autores,
sobretudo devido a identificacdo de casos de doentes com uma elevada carga de placas

senis e auséncia de comprometimento cognitivo, ou ainda, devido a observacdao do



fendmeno de resisténcia a toxicidade pela AB em neurdnios que ndo expressam a
tau27'29‘32.

Para além disso, estudos imagiolégicos confirmam uma correlacdo entre o
declinio cognitivo e a progressao das trancgas neurofibrilares mesmo em estadios pré-
deméncia da doenca, facto que leva a acreditar que a atuacdo na tau possa ser a

resposta que se procura para fazer face a deteriora¢do observada 33.

1.4.3. Glutamato, recetor NMDA e excitotoxicidade

A atividade neuronal no cérebro depende de uma regulagao rigorosa entre uma
neurotransmissdo excitatéria e inibitéria. O glutamato é um intermedidrio essencial
neste processo. Representa o neurotransmissor excitatdrio principal do SNC 34 e a sua
acumulacgao foi associada a patologia da DA por diversos autores apds a observagao de
fendmenos como sub-expressdao de transportadores de glutamato em cérebros post-
mortem de doentes com DA e comprometimento geral dos recetores glutamatérgicos
resultante da ligacdo de formas oligoméricas de AB 1®3>. Quando libertado nas sinapses
glutamatérgicas, o glutamato atua em receptores excitatérios ionotrépicos do tipo N-
metil-D-aspartato (NMDA) e acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico
(AMPA), e é reciclado do espaco extracelular por meio de transportadores de
aminodcidos excitatérios (EAAT). A sobreativacdo dos receptores do glutamato conduz
a um influxo excessivo de iGes de calcio. Geralmente, os niveis de calcio na célula sdao
cuidadosamente regulados através de uma colaboragdo intima entre varios
componentes celulares que coordenam os mecanismos de entrada, sequestro e
remocdo de Ca?*. Mediante exposi¢cdo prolongada ao glutamato, ocorre uma
sobrestimulacdo dos recetores NMDA e abertura continua do canal idnico acoplado,
pela deslocacdo do magnésio responsavel pelo bloqueio do canal. Consequentemente o
influxo de calcio excede os niveis normais, ocorre saturacdo da capacidade de
tamponizacdo pelas mitocondrias e inicia-se uma ativacdo de diversos processos de

degradacdo subcelulares nocivos para as células neuronais, excitotoxicidade e apoptose

16,22,36,37
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Figura I-2. llustracdo representativa do mecanismo de desregulacdo glutamatérgica,

disrupcdo intracelular dos niveis de célcio e excitotoxicidade (Adaptado de 32).

Foi demonstrado que a beta-amiléide esta envolvida no processo de disrupcao
glutametérgica e consequente alteracdo na homeostasia do célcio intracelular 3° através
da eliminacdo das conexdes sinapticas excitatdrias no SNC*, quer pelas formas soltveis
oligoméricas*!, quer pela forma agregada que compde as placas senis*?, o que indica
gue a sua presenca € essencial para desencadear a neurotoxicidade por
excitotoxicidade. Por outro lado, verificou-se que o aumento dos niveis de calcio
intracelular induz a ativacdo de enzimas proteoliticas, nomeadamente as calpainas®’,
gue assumem um papel primordial na ativacdo do processo de hiperfosforilagdo da tau
por clivarem a subunidade reguladora de uma das principais cinases da tau, CDK 5, e
favorecerem a formac3o do complexo CDK5-p25%, abordado detalhadamente no

capitulo seguinte.



1.5. Tipos de DA

Quanto a etiologia, a Doenga de Alzheimer manifesta-se de duas formas, a DA
familiar e a DA esporadica. De um modo geral, a forma familiar associa-se a mutagdes
génicas hereditarias e uma apresentacgao clinica extremamente rara, enquanto a forma
esporadica diz respeito a forma de apresentacdo comum e associa-se a fendmenos
esporadicos e idiopaticos. Porém, estudos recentes demostram um envolvimento cada
vez mais significativo de mutacdes génicas também na forma espordadica, embora neste
caso se trate de multiplas mutag¢des que exibem padrdes de interagdo entre si e uma
varidvel ndo genética, afastando-se da vertente Mendeliana caracteristica da forma
familiar 4447,

Sdo trés os principais genes suscetiveis as mutacdes autossémicas dominantes
responsaveis pelo aparecimento da FAD: PSEN1, gene situado no cromossoma 14, que
expressa a proteina presenilina 1; PSEN2, localizado no cromossoma 1, que codifica para
a proteina presenilina 2; e APP, gene da proteina precursora da amildide B, situado no
cromossoma 2148, Todas as proteinas supracitadas estdo envolvidas no processamento
da proteina AB, sendo que a maioria destas mutacGes traduzem-se num aumento na
concentracdo de AP por favorecerem a producdo das formas “longas” da proteina,
péptidos com 42 residuos, mais suscetiveis a agregar e a formar depdsitos no cérebro
49.

A DA pode ainda classificar-se quanto ao seu inicio como precoce (EOAD) e tardia
(LOAD), quando surge antes e depois dos 65 anos de idade, respetivamente.
Geralmente, o inicio precoce ocorre em doentes portadores da forma familiar e o tardio

coincide com a forma esporadica da doenca #>47:°0,

1.6. Terapéutica

As alternativas terapéuticas para a doenca de Alzheimer sdo ainda bastante
escassas. Os farmacos utilizados carecem de propriedades preventivas ou curativas,
atuando apenas por alivio sintomatico e desaceleracdo da progressdao natural dos
processos patoldgicos, facto que se deve essencialmente ao desconhecimento dos

mecanismos exatos da doenca®l. Enquanto ndo se dispde de opcdes terapéuticas
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modificadoras da doenca, o objetivo essencial do tratamento prende-se com a
implementacdo de um regime que confira o maior beneficio ao doente a multiplos
niveis, desde cognitivos e comportamentais até uma gestdo mais eficiente da doenca

pelo préprio doente e pelos seus cuidadores na realizagcdo das atividades diarias.

1.6.1. Inibidores da acetilcolinesterase

Durante muitos anos, o modelo tedrico mais aceite para a perda cognitiva tipica
da DA assentava numa vertente associada a um défice colinérgico, ainda que nao
enquanto fendmeno causador da doenga, mas sim enquanto resultado de processos
moleculares patoldgicos desconhecidos. Estudos histoldgicos e imagiolégicos
possibilitaram a confirmacao da suspeita de declinio da atividade colinérgica, revelando
perda substancial de neurdnios colinérgicos, acetilcolina, colina acetil-transferase e
hiperatividade das acetilcolinesterases e recaptacdo da acetilcolina. Contrariamente, os
recetores colinérgicos pds-sinapticos permaneciam relativamente intactos na DA. Como
tal, apostou-se em farmacos modificadores da degeneracdo colinérgica para aumentar
a atividade colinérgica e a cognic¢do, tendo sido aprovados quatro farmacos inibidores
da acetilcolinesterase (AChE): tacrina, rivastigmina, galantamina e donepezilo. A AChE
€ a enzima responsavel pela degradacdo da acetilcolina na fenda sinatica, sendo que a
sua inibicdo aparentou constituir uma abordagem promissora para a preservacao dos
niveis de acetilcolina a nivel cerebral 5133,

A tacrina foi a primeira molécula inibidora da AChE a ser utilizada, mas foi
retirada do mercado posteriormente devido a fragilidades do farmaco, nomeadamente
um tempo de semivida curto, e a descoberta de efeitos adversos severos associados a
sua utilizacdo, nomeadamente hepatotoxicidade e efeitos colinérgicos nocivos. Estes
problemas foram contornados pelo desenvolvimento da segunda geracao de inibidores
da acetilcolinesterase: galantamina, rivastigmina e donepezilo >*.

Embora estes farmacos pertencam a mesma classe farmacoldgica, possuem
estruturas quimicas distintas e interagem com o alvo (AChE) de modos diferentes. A
galantamina é um agente alcaldide tercidrio que, para além de inibir de forma reversivel

e competitiva a acetilcolinesterase, interage com o sitio alostérico dos recetores
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nicotinicos, melhorando a fung¢do colinérgica. Como tal, é indicada a doentes com DA
leve a moderada *°.

A rivastigmina, por sua vez, é um carbamato benzilico que, pelas suas
propriedades quimicas, reage com um hidroxilo serinico da AChE, permanecendo ligada
ao local ativo por um periodo de tempo muito superior ao do grupo acetato, o que lhe
confere propriedades inibitérias mesmo depois de se gastar todo o composto de partida
em circulacdo. Por essa razdo, a rivastigmina é considerada um inibidor pseudo-
irreversivel da enzima. E seletiva para as colinesterases cerebrais e possui a
particularidade de interagir ndo sé com a acetilcolinesterase, mas também com a
butirilcolinesterase, resultando numa preservagao da atividade sinaptica mais eficiente
em fases mais avancadas da doenca. Devido a um tempo de semivida mais curto, a
rivastigmina foi inicialmente aprovada para as formas leves a moderadas da doenca.
Porém, em 2013 foi aprovado o sistema transdérmico, que veio reverter o problema
inicial, e atualmente a rivastigmina pode ser igualmente utilizada em doentes com uma
doenca mais severa >#°°,

Por fim, o donepezilo, estruturalmente, é um derivado de piperidina que exerce
uma inibicdo reversivel e ndo competitiva da acetilcolinesterase. Embora inicialmente
aprovado para a DA leve a moderada, o donepezilo é atualmente indicado também para

as formas severas da doenca, representando o farmaco mais prescrito desta categoria

54,57
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Figura 1-3. Representacdo das estruturas quimicas dos farmacos que atuam como

inibidores da acetilcolinesterase, aprovados para a DA (Adaptado de °8).

1.6.2. Antagonistas dos recetores NMDA

Com base na disrupg¢do glutamatérgica e hiperatividade dos recetores NMDA,
apostou-se no desenvolvimento de antagonistas deste recetor, tendo surgido a
memantina, o 42 farmaco atualmente aprovado para o tratamento das formas
moderadas a severas da DA, utilizado em regime de monoterapia ou em associagdao com
um inibidor da colinesterase. A utilizacdo da memantina nas formas leves a moderadas
ndo apresenta beneficios clinicos acrescidos, sendo por isso restrita as formas mais
avancadas %

Estruturalmente a memantina é um derivado da amantadina, que antagoniza de
forma ndo competitiva o recetor NMDA, bloqueando-o numa conformacdo de canal
aberto®°. A caracteristica favoravel da memantina reside na sua capacidade de impedir

a atividade excessiva do recetor, sem comprometer o seu funcionamento normal 6062,
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Figura I-4. Representa¢do da estrutura quimica da memantina, um antagonista do

recetor NMDA.

Para além da sua atividade inibitéria ao nivel da sobreestimulacao de recetores
NMDA pelo glutamato, foi demonstrada a atividade da memantina noutros alvos
interessantes do ponto de vista das doencas neurodegenerativas e outras patologias
neurolégicas, nomeadamente inibicdo de alguns recetores nicotinicos, do recetor
serotoninérgico 5-HTs, do recetor sigma-1 e, ainda, inibicdo da recaptacao de alguns
neurotransmissores como a serotonina e a dopamina, possuindo um efeito positivo
também no processo de liberta¢do deste ultimo 593,

Pelas razdes supracitadas e tendo em conta a perda progressiva da funcao
colinérgica com o avancar da doenga, a memantina constitui a op¢ao mais vidvel a longo
prazo de entre as opcdes terapéuticas preexistentes, embora insuficiente para
proporcionar uma solugdo definitiva aos doentes com DA. Como tal, torna-se necessario
investir em estudos que permitam o desenvolvimento de novas terapéuticas capazes de
modificar o curso natural desta patologia, resultando em respostas eficazes a longo

prazo.

1.7. Fatores de risco

Embora ndo seja possivel atribuir uma causa ao aparecimento da DA, em parte
devido ao seu carater multifacetado e etiologia complexa, foram associados a doenca
varios tipos de fatores de risco, nomeadamente genéticos, psicossociais e
cardiovasculares®*. Relativamente aos fendmenos genéticos, com base no

suprarreferido, sabe-se que as mutag¢des nos genes de algumas proteinas intervenientes
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no processo de sintese de AB, APP, PSEN1 e PSEN2 estdo presentes na maioria dos casos
de DA familiar, havendo estudos que apontam também para uma componente genética
na forma esporddica, o que confere aos fendmenos genéticos uma posicao de topo no
risco de DA 34444549,

Por outro lado, varias evidéncias indicam que os fatores de risco associados a
doengas cardiovasculares também podem potenciar a DA, como é o caso da obesidade,
colesterol elevado, diabetes, hipertensao, tabagismo, entre outros, por intervirem em
modificagGes anatdmicas e fisioldgicas que predispdem para o aparecimento da DA,
nomeadamente a redugdo da circulacdo sanguinea cerebral, alteracdes morfoldgicas na
vasculatura, alteracdes na permeabilidade da barreira hemato-encefilica, etc 4.

Por fim, com base na hipétese da reserva cognitiva observou-se uma maior
predisposicdo para a DA nas situacées de subestimulacdo cognitiva e niveis educacionais
reduzidos. Embora ndao haja prote¢dao contra o aparecimento da doenga em doentes
com elevados niveis educacionais e maior estimulacdo e atividade cerebral, verificou-se
um aumento nas densidades sindpticas e formacao de redes neuronais mais complexas
e eficientes, conferindo-lhes uma certa neuroprotecédo .

Como tal, tendo em conta a complexidade desta doenga, o tratamento da DA

passa primeiramente pela prevencao e reducdo dos fatores predisponentes.
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Il.  NOVOS ALVOS

Apesar da oferta de um alivio sintomdtico estatisticamente significativo, a
eficacia limitada das terapéuticas atuais para a DA exige o desenvolvimento de novos
farmacos que diminuam ou impe¢am a progressdao da doenga. Como tal, surgiu a
necessidade de apostar em novos alvos, associados a processos considerados essenciais
para a evolugao da neuropatologia, destacando-se como principais categorias:

a) As alteragGes metabdlicas e insulinorresisténcia neuronal;

b) As alteragdes inflamatdrias associadas a regides do cérebro afetadas pela
DA;

c) A producdo de formas patoldgicas da proteina tau;

d) A producdo, agregacio e clearance da proteina beta-amildide %°.

2.1. A proteina tau

A proteina tau foi descrita em 1975 por Weingarten et al. que, ao estudarem a
polimerizagdo dos microtubulos, a identificaram como uma proteina essencial para o
processo.?® Os microtubulos sdo estruturas tubulares presentes numa diversidade de
componentes celulares, envolvidos na mobilidade, estrutura e/ou suporte da célula.
Desempenham igualmente um papel fundamental a nivel axonal em células nervosas no
gue toca ao transporte e a neurotransmissdo. Resultam da polimerizacdo da tubulina
quando complexada com a tau %7,

A tau distribui-se maioritariamente no cérebro, com preferéncia pelos
neuronios. No interior dos neurdnios, em células imaturas, uma tau com elevado nivel
de fosforilagdo ocupa ubiquitariamente toda a célula, migrando para os axénios durante
a maturacdo, a medida que diminuem os niveis de fosforilagdo. Estruturalmente,
contém quatro dominios principais: um dominio amino-terminal acidico, um dominio
rico em residuos de prolina, um dominio de ligacdo aos microtubulos e uma pequena
sequéncia carboxi-terminal de 71 aminoacidos. Apresenta seis isoformas no SNC,
resultantes de splicing alternativo, sendo que, em diferentes etapas do
desenvolvimento neuronal, existe uma predominancia de diferentes isoformas. Durante
as fases precoces de desenvolvimento do SNC, as isoformas altamente fosforiladas
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contribuem para a plasticidade sinaptica, culminando com o predominio das formas ndo
fosforiladas nos neurdnios maturos, que se ligam a tubulina promovendo a sua
polimerizacdo e a estabilizacdo dos microtibulos. Essa estabilizacdo é conseguida
através de uma interacdo do dominio da tau carregado positivamente com as cargas
negativas dos microttbulos 306869,

Para além do seu papel na dindmica dos microtubulos, designadamente no
transporte axonal, na organizacdo do citoesqueleto e na divisdo mitdtica, verificou-se
uma participacao desta proteina em diversos processos fisiolégicos do SNC, como na
regulacdo da atividade neuronal, neurogénese e plasticidade sindptica, particularmente
no aumento da depressao sinaptica de longa duragdo. Porém, importa referir que, no
contexto desta monografia, a proteina tau surge pelo seu potencial patogénico e
envolvimento numa série de patologias neurodegenerativas, designadas tauopatias, nas

quais a Doenca de Alzheimer assume uma relevancia primordial 6979,

2.2. Tauopatias

As tauopatias sao um grupo de doengas neurodegenerativas heterogéneas que
partilham como elemento comum a abundancia de lesdes cerebrais compostas por
formas insoluveis e hiperfosforiladas da proteina tau. Fazem parte deste grupo de
doencas a Doenca de Alzheimer, a Deméncia Frontotemporal com Parkinsonismo ligada
ao cromossoma 17, a Doenca de Pick, a Degeneracdo Corticobasal, a Deméncia
Pugilistica e a Paralisia Supranuclear Progressiva 7.

Diversas modificacdes pods-traducionais da tau foram descritas enquanto
processos passiveis de causar as tauopatias, nomeadamente a ubiquitinacdo, a
acetilacdo, a metilacdo, a nitracdo, o encurtamento e, por fim, a fosforilacdo, que
corresponde ao processo alterado da tau melhor caracterizado até a data 72.

Na doenca de Alzheimer, a patologia da tau manifesta-se pelo aparecimento das
trancas neurofibrilares, consequentes ao emparelhamento de filamentos helicoidais e

retos de tau hiperfosforilada °.
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2.2.1. Hiperfosforilacdo da tau

Em toda a sua extensao, a tau possui 85 residuos fosforildveis, de entre os quais
45 s3o residuos de serina, 35 de treonina e 5 de tirosina. A fosforilagdo normal da tau
baseia-se num balango muito controlado entre atividades enzimaticas de cinases e
fosfatases 73. Na DA existe uma fosforilacdo excessiva, tanto nas posi¢des fisioldgicas
como em posi¢des nao fisioldgicas, resultando num valor que ronda os 45 aminodcidos
fosforilados em doentes afetados. Frequentemente, a fosforilacdo ocorre nos residuos
de serina ou treonina seguidos por prolina (sequéncias (Ser/Thr)-Pro), pelo que as
cinases envolvidas sdo sobretudo cinases dirigidas por prolina, ainda que ndo tenha sido
possivel até a data discriminar quais as que sdo diretamente responsaveis por causar a
patologia. A titulo de exemplo, enumeram-se as enzimas candidatas para o processo de
hiperfosforilagdo: GSK3B, CDK5, CDC2, ERK1/2, PKA, MAPK. Cada uma destas enzimas
demonstra preferéncia por substratos préprios, distintos entre si. A CDK5 atua
preferencialmente em sequéncias (Ser/Thr)-Pro com um aminoacido basico na segunda
posicdo C-terminal, (Ser/Thr)-Pro-X-(Lys/Arg), com X a designar qualquer aminoacido; a
ERK1/2 tem maior apeténcia por sequéncias flanqueadas por prolina, Pro-X-(Ser/Thr)-
Pro; e a GSK3B opta por sequéncias (Ser/Thr)-(X)3-(pSer/pThr), fosforilando
preferencialmente o residuo de serina ou treonina da posi¢cdo 4 C-terminal 6%,

Relativamente aos epitopos fosforilados da tau, ndo existe ainda consenso entre
autores devido a divergéncias nos resultados obtidos com a utilizacdo de métodos
distintos. Todavia, destacam-se alguns locais identificados mediante reconhecimento
por anticorpos desenvolvidos especificamente para a tau da DA, como a Ser396 e a
Ser405, reconhecidas pelo PHF1, a Ser202 e a Thr205, reconhecidas por anticorpos do
tipo ATS8, a Thr231 e a Ser235, identificados pelo AT180, a Thr181, reconhecida pelo
AT270, a Thr212 e a Ser214, complexados pelo AT100 328,

Dado o elevado numero de residuos fosforilaveis, uma estimulacdao dos
processos de fosforilagdo provoca um impacto profundo no funcionamento normal da
proteina: ocorre uma perda da capacidade de estabilizagcdo dos microtubulos, surgem
deficiéncias axonais e predomina uma forma agregada da tau que migra da sua
localizacdo fisioldgica axonal para os compartimentos somatodendriticos onde se

formam as trancas neurofibrilares. Simultaneamente, ocorre uma retracdo das espinhas
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dendriticas mediada pelo influxo de calcio através dos recetores NMDA, causando uma
perda da comunicagdo interneuronal. A localizagdo da tau é essencial no potencial
diagndstico da DA, pois a sua deslocalizacdo para os compartimentos somatodendriticos
constitui um dos sinais mais precoces da neurodegeneracdo 3074,

Ademais, a hiperfosforilacdo promove efeitos nocivos a outros niveis, tais como:

i. alteragcdo da integridade do ADN e uma modificagdo global na transcricdao
proteica;

ii.  disrupgao do percurso fisiolégico de degradagao da tau pelo preoteossoma, na
medida em que uma fosforilacdo nos residuos Ser262 e Ser356 impede o seu
reconhecimento pelo complexo de degradagao;

iii. alteracdo dainteracdo fisioldgica da tau com outros intervenientes em processos

celulares, alterando diversos processos de sinalizagdo %%,

2.2.1.1. Proteina CDKS5

Uma das principais vias que conduzem a hiperfosforilacdo da tau envolve a
proteina cinase dependente de ciclina 5, CDK5. Esta proteina faz parte de uma familia
de 20 cinases de serina/treonina, classificadas numericamente consoante a sua
descoberta. Caracterizam-se pela ligacdo que estabelecem com uma classe de
subunidades complementares essenciais para a sua ativacdo e funcdo, as ciclinas. As
ciclinas sdo péptidos reguladores dos complexos que formam com as respetivas
subunidades cataliticas CDK e a sua designacao provém do papel que desempenham no
ciclo celular e da sua abundancia ciclicamente variavel no decorrer do mesmo. A familia
das CDK foi inicialmente descrita pelo seu destaque na regula¢do do ciclo celular, sendo
gue, ao longo do tempo, uma evolucdo divergente estimulou uma especializacdo e
consecucao de variadas fungdes as novas CDK, nomeadamente transcri¢ao, tradugao e
processamento de mARN, facto que permitiu agrupa-las consoante as suas
propriedades e funcdes >,

A CDKS5 foi primeiramente purificada a partir de uma fragcdo de microtubulos de
cérebro bovino e identificada como uma das duas cinases da proteina tau, TPKII.

Posteriormente foi identificada por outro investigador, também apds extracdo de
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cérebro bovino, como uma cinase do tipo CDC2 neuronal, NCDK, e em seguida um
terceiro investigador classificou-a como uma proteina cinase de sequéncias (Lys-Ser-
Pro) apds extracdo de medula espinal de rato 32. No ser humano, a CDK5 é responsavel
por assegurar a citoarquitetura e o correto desenvolvimento do SNC através da
fosforilacdo de um arsenal complexo de substratos, participando ainda em multiplos
processos fisiolégicos, como a regulagao do citoesqueleto, o transporte membranar, a
orientacdo axonal, a funcdo sindptica, a sinalizacdo dopaminérgica e a dependéncia,
pelo que a sua auséncia traduz-se em mortalidade perinatal, desorganiza¢dao da
laminacdo cortical e em defeitos a nivel da migracao neuronal, de acordo com estudos
utilizando modelos animais 7.

Apesar da homologia estrutural em cerca de 55 a 60% da sequéncia de
aminodacidos, a CDK5 distingue-se funcionalmente das CDK classicas na medida em que,
enguanto estas sdo ativadas na fase de divisao celular e promovem a regulacdo do ciclo
celular, a CDK5 nao tem func¢des definidas no ciclo celular, atuando predominantemente
em neuronios pés-mitéticos. Para além disso, a ativacdo das CDK classicas depende da
complexacdo com uma ciclina e da fosforilacdo do sitio de ligacdo do ATP, hélice T, por
uma outra cinase, a CDK7, o que no caso da CDK5 ndao acontece. Na CDK5, as
subunidades reguladoras sdo os péptidos p35 e p39, ou as respetivas formas truncadas
p25 e p29, cuja ligacdo a subunidade catalitica CDK5 através do dominio C-terminal é
suficiente para ativar o complexo, dispensando-se a necessidade de fosforilacdo da
hélice T. Do ponto de vista da sequéncia de aminodcidos, as subunidades reguladoras
da CDK5 ndao podem ser equiparadas as ciclinas devido a auséncia de homologia
sequencial. Contudo, através de previsbes computacionais e cristalografia de Raio X
demonstrou-se a capacidade desses péptidos de adotar conformacdes espaciais na
interface de ligagdo a subunidade catalitica semelhantes as das ciclinas e da bolsa de
ligacdo das ciclinas, facto que explica a ativacdo da CDK5 por determinadas ciclinas
25,32,43,79.

Relativamente a localizacdo espacial da CDK5, esta proteina é expressa no SNC
em niveis comparativamente muito elevados, ainda que se distribua também por outros
tecidos ndo neuronais. Porém, nao havendo informacdo acerca da sua fungao e ativacao
em tecidos extra-neuronais, pensa-se que a sua atividade fundamental se restringe ao

SNC devido a especificidade neuronal dos seus ativadores p35 e p39 *3. No interior da
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célula, a localizacdo da CDK5 é igualmente diferente das restantes CDK pois, enquanto
estas se situam predominantemente no nucleo onde participam ativamente no
processo de divisdo celular, a CDK5 ocupa uma posicao essencialmente periférica no
citosol devido a miristoilagao da glicina N-terminal nos péptidos p35 e p39, com os quais
deve complexar para se tornar ativa®. Como tal, tendo em conta a sua localizacio
periférica, assume-se que em condi¢gdes normais a CDK5 fosforila substratos localizados
também em regides perimembranares. Por outro lado, é importante notar que as
concentragdes de CDK nos neurdnios diferem das concentragdes de p35 e p39, havendo
um excesso de CDK5 livre que é soluvel quando presente no estado dissociado. A
atividade da CDK, porém, depende dos niveis de p35 e p39 presentes, sendo que a
regulacdo destes niveis é efetuada pela prdpria CDK5 mediante fosforilacdo de
determinados residuos, Ser8 e Thr138 no caso de p35 %°. Esta fosforilagdo promove a
degradacdao dos péptidos pela via ubiquitina-proteossoma, comumente utilizada na
degradacdo de proteinas de baixa semivida, visto que a p35 e p39 possuem tempos de
semivida de aproximadamente 30 e 120 minutos, respetivamente327881 Desconhecem-
se as func¢Oes exatas destes péptidos reguladores, mas pensa-se que possuem
capacidades compensatodrias das fun¢des individuais, reciprocamente. Todavia, estudos
em ratinhos demonstram uma relevancia superior da p35, na medida em que a sua
auséncia resulta em alguns defeitos neuronais, nomeadamente na laminac¢ao cortical e
na fasciculacdo das fibras axonais, enquanto que na auséncia de p39 nao foi possivel
detetar quaisquer defeitos estruturais ou funcionais. A auséncia de ambas, porém,

traduz-se num efeito semelhante ao que ocorre na auséncia da CDK5 2,

2.2.1.2. P25

Patrick et al. debrucaram-se sobre o estudo da CDK5 na DA e, perante os
resultados obtidos, verificaram que nos cérebros de doentes com DA ocorriam diversos
fenédmenos curiosos: enquanto os niveis de CDK5 e p35 se mantinham relativamente
constantes, observava-se uma acumulacdo de um péptido com um peso molecular de
cerca de 25kDa. Esse péptido apresentava homologia estrutural significativa

relativamente a p35, uma vez que era reconhecido pela maioria dos anticorpos
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especificos para este péptido, com excecdo dos que reconheciam a regido amino-
terminal. Posteriormente, com base nas observagdes e em estudos complementares, o
péptido foi identificado como sendo a proteina p25, previamente descrita e purificada
por outros autores &,

Contrariamente ao que sucede com a p35, a distribuicdo cerebral da p25
correlaciona-se com as regiées onde predominam os agregados de tau hiperfosforilada,
embora existam registos de uma maior distribuicdo por outras regides isentas de NFT, o
que leva a crer que a proteina p25 se acumula numa fase anterior a formagdo das NFT e
desempenha um papel fulcral nesse processo. Adicionalmente a sua acumulacdo nos
cérebros de doentes com DA, o tempo de semivida deste ativador é cerca de 5 a 10
vezes superior ao da respetiva forma ndo truncada p35, resultante da auséncia de uma
sequéncia reconhecida pelo complexo ubiquitina-proteossoma, o que lhe permite
estabelecer um contacto mais prolongado com a CDK5, quer devido ao aumento do
numero de complexos CDK5-p25, quer devido a uma disponibilidade temporal superior
para ligagao, o que se traduz numa sobreativa¢ao da cinase. Adicionalmente, a forga de
ligacdo p25-CDKS5 é superior a p35-CDKS5 808384,

Estruturalmente a p25 corresponde a uma forma truncada da p35, que resulta
de clivagem proteolitica na regido N-terminal, com formacdo do péptido p10, ancorado
a membrana por meio da sequéncia de miristoilacdo, e do péptido p25, que permanece
livre no citoplasma. Contrariamente ao seu precursor, a distribuicdo livre e ubiquitaria
do p25 pelo citoplasma confere-lhe a capacidade de alterar a especificidade da
subunidade catalitica CDK, permitindo ao complexo fosforilar um leque mais extenso de
substratos, para além dos que fosforila fisiologicamente quando ancorado a membrana.
Consequentemente, ha uma disrup¢ao no balanco de moléculas fosforiladas e nos niveis

de fosforilacdo, resultando em problemas neurolégicos, como a Doenca de Alzheimer

78,80

2.2.1.3. CDK5-p25 e a Doenga de Alzheimer

Em determinadas situacbes neurotdxicas, nomeadamente stress oxidativo,
excitotoxicidade, contacto com a proteina beta-amildide e influxo excessivo de célcio,

ocorre a ativacdao de uma familia de proteases cisteinicas dependentes de calcio,
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designadas por calpainas. As calpainas sdo proteases essenciais para o funcionamento
normal do SNC. Porém, perante neurotoxicidade, passam a desempenhar um papel
central no processo neurodegenerativo3’. O ambiente neurotdxico gerado pela
patologia da doenca de Alzheimer favorece a ativagdo desta familia de proteases, cuja
funcdo no presente contexto se prende com a clivagem proteolitica da p35, dando
origem a p25 no citosol neuronal. Posteriormente, um péptido com uma semivida
superior, deslocalizacdo citosodlica e nuclear e acumulacao resultante da ineficiéncia de
degradacdo pelo proteossoma, estabelece uma interagao mais forte e prolongada com
a CDK5, ativando-a de forma constitutiva 8.

A proteina tau é um dos substratos fisiolégicos da CDK5. Porém, a sobreativagao
da cinase pela p25 traduz-se numa fosforilacdo excessiva da tau, afetando multiplos
epitopos tipicamente fosforilados na DA, como Ser202, Thr205, Ser235, e Ser404,
segundo resultados obtidos utilizando anticorpos especificos para a fosfo-tau da DA. O
mecanismo exato que conduz a hiperfosforilagdo da tau pela CDK5 ndo esta esclarecido,
mas pensa-se envolver diversos fatores adicionais a sobreatividade da prépria CDK, de
entre os quais a ativacdo de outras cinases que demonstraram estar envolvidas na
fosforilagdo, como a GSK-3B 2°.

Para além da tau, a CDK5 desempenha um papel importante na origem da outra
proteina essencial na DA, a beta-amiléide, pois estimula a sua produgdo e acumulagao,
participando na neuropatologia subsequente que culmina com a morte neuronal.
Pensa-se que essa ativacdo resulta da fosforilacdo da proteina precursora da amildide

no residuo de treonina Thr668, favorecendo a via amiloidogénica 2>,

2.3. Ambito do trabalho

Considerando os prejuizos econdmicos e sociais associados a doenca de
Alzheimer e a auséncia de opgOes terapéuticas que permitam atuar na fisiopatologia
desta deméncia é imperativo investir na investigacdo e desenvolvimento neste campo
para oferecer novas alternativas aos individuos afetados.

No contexto do desenho de farmacos para controlo da DA, a atuagdo ao nivel

dos fendmenos responsaveis pela patologia é a abordagem mais eficaz. Na selecdo de
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alvos terapéuticos considera-se frequentemente a CDK5, pois esta cinase estd
identificada como um intermedidrio essencial no aparecimento e progressdao dos
sintomas associados a neurodegeneragao. Nomeadamente, o complexo CDK5-p25 é um
alvo terapéutico de eleicdo na terapéutica da DA, pois considera-se que a sua inibicao
impede a progressdo da doenga. Para além disso, 0 aumento anormal da conversao do
péptido p35 em p25 na DA, a deslocalizagdo da p25 e a sobreativagao da CDK5 permitem
gue a inibicdo do complexo CDK5-p25 ndo se traduza em repercussdes severas nos
processos fisioldgicos celulares.

Como estratégia para este trabalho, pensou-se inicialmente na inibicdo do
péptido p25, de forma a impedir a estimulacdo aberrante da CDK5 mediante a formacao
do complexo CDK5-p25. Porém, dada a escassez da informacao respeitante ao péptido
p25, e tendo em conta que foi demonstrada uma atividade enddgena da p25 no
processo de formac3o8® e extincdo da memdria®’, optou-se por uma abordagem que
envolva a inibicdo seletiva do complexo hiperativo gerado em situagcdes neurotoxicas,
CDK5-p25, permitindo que os complexos fisiolégicos se mantenham e possam exercer a
sua funcdo normal, garantindo a fosforilacdo de todos os substratos fisioldgicos da
cinase.

Por conseguinte, no ambito desta monografia, para contornar os problemas
associados a ineficacia terapéutica dos grupos farmacoldgicos atualmente utilizados na
Doenca de Alzheimer e proporcionar possiveis respostas terapéuticas modificadoras do
processo de hiperfosforilacdo da tau, propde-se a sintese de potenciais inibidores do
complexo CDK5-p25, com o intuito de serem submetidos a posterior avaliagdo in vitro
em culturas primarias de neurdnios corticais de ratinhos Mus musculus. A existéncia de
uma estrutura cristalografica do complexo® e de informac3o prévia relativa a algumas
moléculas que interagem com este alvo®2° e exibem atividade a este nivel permitiram
a selecdo de um quimiotipo de compostos potencialmente ativos no alvo estabelecido.

De acordo com informac3o recolhida da literatura®®®?, alguns compostos de base
quinolinica reinem caracteristicas estruturais que favorecem a sua interagdo com o sitio
ativo pretendido, permitindo o desenho e a sintese de um leque de estruturas
potencialmente inibidoras do complexo. Procedeu-se também a avaliacdo de farmacos
de base quinolinica disponiveis, estruturalmente semelhantes e que se considerou

poderem interagir com o alvo. Propde-se, portanto, numa perspectiva de “drug
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repurposing”, a avaliacdo de farmacos antimaldricos dotados de carateristicas
estruturais e propriedades farmacoldgicas tidas como promissoras para interagdo com
o complexo CDK5-p25, com o intuito de determinar a sua potencial utilizacdo na inibicdo
de uma das principais cinases responsdveis pela fosforilagdo da tau e consequente

impedimento da neurodegeneracao e morte neuronal.
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Ill.  QUINOLINAS

3.1. Fundamento tedrico

As moléculas com nucleo quinolinico representam uma classe de compostos
heterociclicos fundamental em Quimica Farmacéutica, pelo elevado potencial
terapéutico que detém. Os compostos bioativos de base quinolinica, alguns obtidos a
partir de uma variedade de produtos naturais e outros por processos de sintese quimica
ou por via biotecnolégica, e posteriormente otimizados por semi-sintese, estdo
associados a diversas atividades farmacoldgicas, nomeadamente: antivirica®3,
anticancerigena®, antibacteriana®=’, antiparasitaria®®1%, anti-inflamatériat®?,
antifungica'®, antipsicotical®, regulacdo metabdlical®1%, analgésical®’1%8, anti-
isquémical® e neuroprotetora®®1%, Porém, apesar do leque de atividades terapéuticas
j& demonstradas, a aplicacdo de quinolinas no tratamento de doencas
neurodegenerativas tem sido muito pouco explorada.

O presente capitulo apresenta informacao sobre a relevancia farmacoldgica das
quinolinas, desde a primeira utilizacao terapéutica de compostos deste quimiotipo até
as diferentes fun¢des que exercem em patologias humanas, razdao pela qual sdo
frequentemente designadas por “quimiétipo de exceléncia”. E justificada a escolha
desta classe para o desenvolvimento de fdrmacos para a doenca de Alzheimer com base
nas suas caracteristicas estruturais favoraveis para utilizacao para este fim. Sao também
apresentadas diversas metodologias de sintese para a obtencdo do nucleo quinolinico
e, por fim, é feita uma descricdo detalhada do método de sintese escolhido no trabalho
experimental que se inclui nesta monografia.

A estrutura quinolinica, representada pela férmula molecular CoH7N, caracteriza-
se por um sistema heteroaromatico contendo pelo menos um atomo de azoto na
posicdo 1 do anel e até um total de quatro atomos de azoto na estrutura central, fundido

com outro anel aromaticos que pode ser carbociclico ou heterociclico!**.

N

~

N

Figura lll-1. Representacdo da estrutura quinolinica.
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O primeiro registo da utilizacdo deste quimiétipo em patologias humanas
provém do século XVII, mais propriamente da lenda sobre a condessa Anna del
Chinchon, que ficou curada de maldria apds ingestdao de um remédio obtido a partir da
casca de arvore Cinchona officinalis uma espécie da familia das Rubiaceae com origem
na América do Sul, designado por quinino (1; Figura 1lI-2)'2, Embora existam vdrias
espécies de darvores cinchona, a casca proveniente de qualquer uma das espécies
comprovou conter uma mistura de alcaloides em quantidades varidveis, dos quais o
quinino era um dos componentes principais. Este composto foi posteriormente extraido
com éxito dessa mistura de alcaloides, em 1820, por dois cientistas franceses, Pelletier
e Caventou 13, e passou a ser utilizado em monoterapia para o tratamento da febre
intermitente, denominacdo entdo empregue para a maldria. O isolamento do quinino e
a atividade significativa que revelou contra a fase eritrocitica da maldria conduziu a uma
sobreutilizacdo, evidenciando a escassez dos recursos disponiveis para extracdo deste
farmaco em muitos territérios. Consequentemente, a necessidade premente de
terapéuticas antimaldricas estimulou o investimento na sintese quimica deste agente.'*
O primeiro composto antimalarico sintético, obtido na tentativa de sintese do quinino
foi o0 azul de metileno que, por sua vez, constituiu o pimeiro fadrmaco de origem sintética
a ser utilizado em seres humanos 2115, Com base no processo de sintese do azul de
metileno, surgiu a primeira molécula com nucleo quinolinico, a plasmoquina, ativa
contra a fase hepatica da infecdo e contra reinfecdes por P. vivax. Modificacdes
sistematicas a nivel do anel quinolinico conduziram a obteng¢dao de uma biblioteca de
derivados, entre os quais a cloroquina (2; Figura lll-2), uma 4-aminoquinolina clorada na
posicdo 7 do anel 116, Esta molécula, embora ignorada inicialmente pela sua elevada
toxicidade, revolucionou a terapia da malaria pois demonstrou ser o farmaco com maior
eficacia na fase eritrocitica e com maior tolerabilidade, de entre os famacos
desenvolvidos até entdo, passando a ser usada no tratamento e na profilaxia da malaria,
independentemente da espécie do parasita 7. Contudo, o seu uso irracional, na
tentativa de erradicar a malaria ao longo das décadas seguintes, desencadeou o
desenvolvimento de resisténcia por parte do parasita, gerando a necessidade de se

investir em novos farmacos. Ainda assim, a cloroquina continua a ser utilizada em
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determinadas regides geograficas, numa abordagem preventiva ou curativa, perante
espécies de Plasmodium sensiveis, em combinag¢do com outros farmacos 16118,

Os sucessores quinolinicos da cloroquina substituidos na posi¢ao 4 incluem a
amodiaquina (3; Figura llI-2) e a mefloquina (4; Figura llI-2), que comprovaram atividade
em espécies do parasita resistentes a cloroquina. Porém, a verificacdo de resisténcia
cruzada entre a amodiaquina e a cloroquina, assim como a prevaléncia de toxicidade
elevada associada a mefloquina, limitam o uso destes compostos na terapéutica da
malaria nos dias de hoje 1*°. N3o obstante, embora a utilizacdo de quinolinas inspiradas
no quinino seja reduzida para o fim ao qual se destinaram inicialmente, representam
uma classe promissora para “drug repurposing” em outras doenc¢as, nomeadamente na
Doenca de Alzheimer, pelas caracteristicas favoraveis que exibem para interacdo com o

alvo terapéutico escolhido no ambito do presente trabalho, o complexo CDK5-p25.

= (2)

HN

\

(3)

Cl N

Figura IllI-2. Representacao da estrutura quimica do quinino (1) e dos seus derivados

cloroquina (2), amodiaquina (3) e mefloquina (4).
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3.1.1. Quinolinas na Doenc¢a de Alzheimer

A versatilidade dos derivados de quinolina, demonstrada ao longo das ultimas
décadas, impulsionou a investigacdo do potencial desta classe no controlo de diversos
processos patolégicos da doenca de Alzheimer, nomeadamente na modulagdo da
agregacdo proteica da beta amiléide'?®, na inibicdo da expressdo e da acdo das

presenilinast?!

e de outras proteinas intervenientes na producao de AB como a beta-
secretase??, na inibicido da ligacdo de NMDA nos recetores de glicina'?®, na
antagonizacdo de recetores 5-HT'?4, na neutralizacdo da toxicidade mediada pelas
formas oligoméricas soluveis de AB?°, na inibicdo de cinases essenciais no processo de
hiperfosforilacdo da tau, nomeadamente a GSK-3B!%¢ e a CDK5-p25°%°!, e enquanto
agente multifuncional, atuando em diversos alvos 27128,

Zhong et al. introduziram um estudo pioneiro que se pretende desenvolver no
ambito desta monografia.’* Dada a homologia estrutural entre a CDK2 e a CDKS5, este
grupo baseou-se na estrutura de compostos contendo um grupo ureia e o complexo
cristalografico estabelecido com o alvo CDK2 para desenvolver andlogos quinolinicos
adaptados ao sitio de ligacdo, neste caso, da cinase homdloga CDK5. Sabe-se que o sitio
de ligacdo da CDK5 difere do sitio de ligacdo da CDK2 em apenas dois aminoacidos
(Cys83 e Asp84 da CDKS5 correspondem a Leu83 e His84 na CDK2)%°, pelo que facilmente
se consegue fazer a extrapola¢do de resultados na CDK2 para a CDKS5. Esta caracteristica,
embora seja positiva, na medida em que permite que ligandos da CDK2 sejam
modificados para interagir com a CDK5, constitui um dos problemas associados aos
inibidores da CDK5 no que toca a seletividade dos compostos para o alvo pretendido,
verificando-se frequentemente promiscuidade dos ligandos para a CDK2.

Chatterjee et al.”® debrucaram-se sobre o desenho e desenvolvimento de
derivados quinolinicos seletivos para a CDK5, utilizando compostos estruturalmente
similares aos propostos pelo grupo anterior, embora através de uma abordagem
diferente, o que comprova a efetividade do quimiotipo quinolinico enquanto lider
promissor para interagdo com o complexo CDK5-p25. Ao avaliarem o sitio ativo do alvo
e as interacGes que diferentes inibidores do complexo CDK5-p25 estabelecem com o

mesmo nas respetivas estruturas cristalograficas, desenharam um farmacéforo que
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permitisse fazer uma selec¢do virtual de potenciais ligandos ativos no sitio de ligacdo do
alvo.

Alguns dos inibidores conhecidos da CDK5-p25 sdo a roscovitina, a aloisina A, a
indirubina-3-monoxima e o diaminotiazole (1UNL, 1UNG, 1UNH e 300G,
respetivamente, na base de dados Protein Data Bank, vidé VIIl. Anexos), e todos
interagem com o sitio de ligagdo do ATP 129130 Esta bolsa de ligagdo contém 21 residuos
disponiveis para participar na interagdao com os ligandos, nomeadamente lle10, Gly11,
Glul2, Gly13, Thrl4, Val18, Ala31, Val64, Phe80, Glu81, Phe82, Cys83, Asp84, Asp86,
Lys89, Lys128, GIn130, Asn131, Leu133, Alal43, e Asp144 131, O estudo das estruturas
cristalograficas dos complexos formados pela cinase com os inibidores supracitados,
conjuntamente com os modelos farmacofdricos virtuais obtidos utilizando programas
proprios, permitiu identificar uma série de propriedades farmacofdricas presentes em
cada estrutura, relevantes para a posterior fase da selecdo dos candidatos mais aptos

para interagir com o sitio-ativo em questao (vidé Figura IlI-3).

Figura llI-3. Representacao dos modelos farmacoféricos virtuais estabelecidos para os

inibidores conhecidos do complexo CDK5-p25: roscovitina, aloisina A, inirubina-3-
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monoxima e diaminotiazole (1UNL, IUNG, 1UNH e 300G, respetivamente) (Adaptado

de *9).

Ap0ds a selecdo de um lider de série, modificagdes estruturais nesse composto

geraram uma biblioteca de andlogos estruturais, que foram submetidos a ensaios

bioldgicos para comprovar a sua eficacia.

Da anélise das estruturas propostas pelos dois grupos®>®! verificou-se a

existéncia de dois modos de interagao possiveis entre os compostos quinolinicos e o

sitio de ligagdo do ATP no complexo CDK5-p25, ambos resultando em afinidades

elevadas e valores de ICso baixos. Zhong propde compostos com ICs¢’s na gama nM,

dotados das seguintes carateristicas estruturais:

1.

Presenca do nucleo quinolinico, formado pelos aneis fundidos com
aromaticidade, que permite estabelecer interacGes, através da nuvem
electrdénica &, com a regiao central da bolsa de ligacdo;

Presenca da amina gerada a partir do azoto quinolinico que permite a interacao
com o residuo Cys83 através de uma ponte de hidrogénio, atuando como dador
de pontes de hidrogénio;

A introducdo de um carbonilo ou substituinte analogo aceitador de pontes de
hidrogénio em C-2, que resulta numa interacdao mais forte com o residuo de
cisteina Cys83, por permitir a possibilidade de formar duas pontes de hidrogénio
com esse aminodacido;

Aintroducdo em C-3 de um espacador ligado a um anel aromatico substituido na
posicao 4 com grupos aceitadores de pontes de hidrogénio, que medeia a
interacdo desse sistema de anel com uma bolsa profunda préxima de uma regido
hidrofilica e a interagdo por ponte de hidrogénio do substituinte em C-4 com a
ponte salina Lys33-Asp144;

A possibilidade de insercdo de um atomo de enxofre no espacgador, que resulta
numa interacao mais forte;

A possibilidade de introducdo de substituintes amina na posicdo 4, que sao bem
tolerados, e de substitui¢cdes diversas na posicao 7, sendo que se trata da posicdo
gue permite maior flexibilidade para introducdo de grupos substituintes neste

modelo farmacoférico 1.
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Segundo o modelo proposto por Chatterjee®, as carateristicas estruturais mais
importantes dos candidatos, que, por sua vez, demonstraram uma seletividade
comprovada computacionalmente para a CDK5-p25, em detrimento da CDK2 e de
outras cinases da tau, assim como uma inibicdo ndo-competitiva com o ATP pela bolsa
de ligagdao, enumeram-se de seguida:

a) Presenca de aneis aromaticos no nucleo quinolinico que possibilita a interacdo

por intermédio de interagdes 1t com a regido central da bolsa;

b) Presenca da amina em N-1 que gera a possibilidade de interacdo por ponte de
hidrogénio com o residuo Asp144 numa bolsa profunda, conferindo a capacidade
de inibicdo ndo-competitiva com o ATP;

c) Possibilidade de introducdo de um substituinte carbonilo ou outro grupo
aceitador de ponte de hidrogénio para interagir com a amina do residuo Asp144
e consequente fortalecimento da interacdo nessa posicao;

d) Aintroducdo de um espacador em C-3 ou C-4, preferencialmente de um sistema
rigido, seguido de uma amina e um grupo aromatico substituido em posicdo orto
com grupos aceitadores de pontes de H, que permite a interagdao com o Asp86
por pontes de hidrogénio e a acomodacdo do grupo aromatico numa bolsa
profunda importante na formacdo de interacbes aromaticas, caracteristica

responsavel pela seletividade para a CDK5°°.

Na auséncia do substituinte aromatico da cadeia lateral dos derivados propostos
por Chatterjee, verificou-se que os compostos adotam um modo de interacdo com o
sitio-ativo equivalente ao proposto pelo grupo de Zhong. Estas evidéncias realgam a
versatilidade da classe quinolinica, enfatizando ndo sé a sua capacidade de estabelecer
interacOes favoraveis com multiplos alvos como também a capacidade para interagir
com o mesmo alvo de modos distintos, resultando em capacidades inibitérias
substanciais, em dindmicas de interacdao dispares. Adicionalmente, a utilizacdo de
compostos do tipo quinolinico apresenta um arsenal de vantagens complementares,
nomeadamente relativa facilidade de sintese, boas caracteristicas farmacocinéticas e
propriedades fisico-quimicas favoraveis, como fraca interacdo com as proteinas

plasmaticas e boa capacidade para atravessar a barreira hematoencefdlica, tornando-as
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uma classe de eleicdo para estudos e investigacdo mais aprofundados em quimica

medicinal 132.

3.1.1.1. Antimaldricos com estrutura quinolinica enquanto

candidatos para “drug repurposing” na DA

Os compostos antimaldricos selecionados para avaliagdo no ambito do presente
trabalho sdao o quinino, a cloroquina e a amodiaquina. Embora a sua utilizagdao no
tratamento da maldria seja reduzida atualmente, por perda de eficdcia devido ao
alastramento de estirpes de Plasmodium resistentes, estas moléculas comportam
iniUmeras propriedades benéficas que justificam a continua investigacdo desta classe,
nomeadamente um método de sintese otimizado, assim como perfis de seguranca
previamente estabelecidos, associados a uma elevada tolerabilidade e baixa incidéncia
de reacdes adversas Y7,

Com base nos requisitos estruturais necessarios para interagdo com o complexo
CDK5-p25, determinados pelos dois grupos, com base em estudos in silico e na andlise
das interagdes estabelecidas com os inibidores roscovitina, indirubina-3-monoxima,
aloisina A e diaminotiazole, baseada em estudos cristalograficos, e acima descritos,
percebeu-se que os antimaldricos propostos reunem propriedades estruturais
favordveis para interacdo com o alvo.

O residuo Cys83 foi definido por Wu et al. como sendo o mais importante para a
energia de ligacdao, na bolsa de ligacao, pela forca que resulta das suas pontes de
hidrogénio com os ligandos. Seguidamente, os residuos Glu81 e Alal0 contribuem
também de forma significativa para a energia de ligacdo através de interacdes por
pontes de H, assim como os residuos Leu133 e Phe82, cuja contribuicdo substancial
resulta de intera¢bes de Van der Waals protagonizados pelos residuos hidrofébicos'?°.
Os antimaldricos de base quinolinica selecionados apresentam fortes probabilidades de
interagir pelo menos com alguns destes residuos, sendo as hipéteses formuladas para

as possiveis interacoes descritas abaixo.
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a. Quinino:

1- O anel aromatico do nucleo quinolinico permite estabelecer interacdes m
com a bolsa de ligagao;

2- O azoto da posicao 1 apresenta caracteristicas favoraveis para interacao com
a fungdo amina do residuo Cys83;

3- O azoto do sistema quinuclidina apresenta-se posicionado proximo do
residuo de Lys33, sendo possivel a interacdo por ponte de H;

4- O anel quinolinico apresenta caracteristicas estruturais favoraveis para

formar interagdes de Van der Waals com os residuos Leu133 e Ala31.

Lys33

Figura 1lI-4. Representacdo ilustrativa das interacOes hipotéticas esperadas entre o

quinino e o sitio de ligacdo do ATP no complexo CDK5-p25.



b. Cloroquina:

1- O anel aromatico do nucleo quinolinico possibilita interagdes m com a regido
central da bolsa;

2- O azoto da posicdo 1 permite a interacdo com a amina doadora de pontes de
H do residuo Cys83;

3- O cloro da posicdo 7 pode formar uma interacdo favordvel com a bolsa
formada pelo residuo 1le10, que permite acomodar diversos substituintes
nessa posicao;

4- O grupo dipropilamina da cadeia lateral, embora ndo seja ciclico, apresenta
caracteristicas favoraveis para interagir com a bolsa profunda préxima da ponte
salina Lys33-Asp144, com a possibilidade de estabelecimento de uma ponte de

hidrogénio ente o azoto do substituinte e a amina da Lys33.

N
L
N bll ys33

Figura IlI-5. Representagao ilustrativa das interagdes hipotéticas esperadas entre a

cloroquina e o sitio de ligacdo do ATP no complexo CDK5-p25.
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¢. Amodiaquina:

A amodiaquina apresenta propriedades favoraveis para interagir com o alvo,
segundo o modelo proposto por Chatterjee (Ver esquema representativo na Figura Ill-

6):

1- O azoto da posicdo 1, pelo seu carater aceitador de pontes de hidrogénio,
permite a interacdo com a amina doadora de pontes de H do residuo Asp144,
responsavel pela inibicdo ndo-competitiva com o ATP;

2- O anel aromatico adjacente a amina em C-4 confere rigidez e comprimento
ao espacador, de modo a possibilitar a interacdo do grupo trietilamina com a
bolsa profunda, por forcas de Van der Waals;

3- Simultaneamente, o azoto do substituinte trietilamina € um bom candidato
para interagir com o residuo Asp86 da bolsa profunda, possibilitando a
inibicdo seletiva da CDKS5;

4- O duplo anel central, dada a importancia para a atividade que demonstrou

nos estudos suprarreferidos, exibe a possibilidade de interacdo por forgas

aromaticas ou de Van der Waals com os residuos situados nessa regido.

HO
3

~ NH

m R N Cl
\—Asn144
/

Figura Ill-6. Representagao ilustrativa das interagdes hipotéticas esperadas entre a

amodiaquina e o sitio de ligacdo do ATP no complexo CDK5-p25.
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3.2. Meétodos de sintese

As metodologias de sintese de quinolinas sdo muito variadas, sendo que a
maioria corresponde a modificacdes do método original introduzido por Zdenko Hans
Skraup, em 1880, baseado numa mistura reacional contendo anilina, glicerol, acido
sulfurico e um agente oxidante, aquecida a altas temperaturas durante longos periodos
de tempo (Figura I1l-7) 133134 Este método permite a obtencdo do nucleo quinolinico

isento de substituintes.

OH  Agente
+ oxidante N
e
NH, on 250 N

Figura lll-7. Representacdo do esquema geral de sintese de quinolina segundo o método

de Skraup (Adaptado de ).

O mecanismo exato de reacao para obtencao do produto segundo o método de
Skraup permanece desconhecido. Varios mecanismos foram propostos por diferentes
autores, dos quais os dois abaixo representados mereceram mais aceitacdo para
descrever a evolucdo da reacdo (Figura IlI-8). Ambas envolvem a obtencdo de acroleina
por reacao do glicerol com o acido sulfurico, seguida de posterior ciclizagao resultante

de acilacdo de Friedel-Crafts a altas temperaturas, originando o anel quinolinico 3136,

38



Ph
EéE H,S0, ©\ @Lﬁ PhNHS, @\5
e H+~{

L HOH OH HajicPh
H | P
ﬂ?— 7— ————
H;0 N~ H N N y
Hi H

(O]
NHPh H NHPh

C0-= O 0T )

PhNH,

Figura IlI-8. Representacdo de duas vias para o mecanismo de reagdo da sintese de

Skraup (Adaptado de'?).

Embora este método seja ainda utilizado para obter o anel quinolinico ndo-
substituido, as desvantagens associadas ao mesmo, nomeadamente rendimentos
baixos, dificil isolamento do produto, condicdes reacionais violentas e toxicidade dos
reagentes, conduziram a necessidade de modificar o procedimento para permitir uma
sintese mais eficaz. Outra limitacdo desta metodologia é o facto de ndo permitir
variabilidade estrutural, pelo que houve necessidade de desenvolver metodologias para

preparacao de quinolinas substituidas.

A primeira modificacdo do método de Skraup foi introduzida por Doebner e Von
Miller em 1881. Neste método, os autores propuseram a utilizacdo de aldeidos ou
cetonas a, B-insaturados (andlogos da acroleina), em meio acidico, para reagir com a
anilina (Figura 111-9). Contrariamente ao anterior, este método permitiu a introducdo de

substituintes no anel piridinico %7,
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Figura llI-9. Representacdo do esquema geral de sintese de quinolina segundo o método

de Skraup-Doebner-Von Miller (Adaptado de*3?).

Ao método de Skraup-Doebner-Von Miller seguiu-se o método de Friedlander,
introduzido em 1882. Esta reacdo consiste numa condensacdo entre uma o-cetoanilina
e um composto carbonilico derivado do acetaldeido, na presenca de hidréxido de sddio
(Figura 111-10) e difere dos métodos anteriores na medida em que permite que o fecho
do anel n3o envolva um carbono do sistema aromatico 13°. A vantagem deste método
prende-se com a possibilidade de introduzir variabilidade estrutural através de

alteragdes nos substituintes em R, R’ e R”, assim como no préprio anel benzénico.

Figura IlI-10. Representacdo do esquema geral de sintese de quinolina segundo o

método de Friedliander (Adaptado de 3°).

A reacdo de Pfitzinger, introduzida em 1886, corresponde a uma variante da
reacao de Friedlander, pois utiliza como composto de partida uma isatina ao invés de o-
cetoanilina para reagir com propanona em meio basico (Figura lllI-11). Esta reacdo é
considerada uma extensdo da anterior uma vez que o meio basico promove a abertura
da isatina, originando o acido isatico que sofre posterior condensa¢cdo com a propanona

para gerar a quinolina 140141,
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Figura IlI-11. Representacdao do esquema geral de sintese de quinolina segundo o

método de Pfitzinger (Adaptado de'*?).

Em 1887, Conrad e Limpach apresentaram uma nova variante da reagdo de
Skraup que permite a obtencdo de 4-oxoquinolinas ou quinolonas. Tal como Skraup,
estes quimicos empregaram uma anilina enquanto composto de partida, que foi
submetida a acoplamento com um B-cetoéster, sob aquecimento ou catélise acida,

originando o nucleo 4-oxoquinolinico 142,

O
O O Ph,0O

+
NH, Moa 260 °C

Irz

Figura Ill-12. Representacdo do esquema geral de sintese de quinolina segundo o

método de Conrad-Limpach (Adaptado de'*?).

Combes propos em 1888 uma estratégia de sintese de quinolinas, baseada na
condensacdo de anilinas com compostos 1,3-dicarbonilicos. Esta estratégia bietapica
envolve a formacdo inicial de enaminas, seguida da sua ciclizagdo em meio acido,
originando as quinolinas correspondentes 43, Este método é muito semelhante ao de
Conrad e Limpach, diferindo apenas na natureza do substituinte na posicdo 4, que deriva

da cadeia lateral do composto diceténico.
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Figura IlI-13. Representacao do esquema geral de sintese de quinolina segundo o

método de Combeés (Adaptado de *3)

No século seguinte, em 1963, Povarov demonstrou a possibilidade de sintese de
quinolinas substituidas em C-2, ou tetrahidroquinolinas, mediante uma reacdo de
cicloadicdo entre N-ariliminas (dienos), obtidas a partir da reagdo de condensacdo prévia

de uma anilina com um aldeido, e alcenos ativados (dienéfilos), em meio acido 42,

GDE

& GDE GDE
+
+ _* N
2N ~
N R N R N R
H
GDE - Grupo doador de eletrées

Figura IllI-14. Representacdo do esquema geral de sintese de quinolinas segundo o

método de Povarov (Adaptado de'#?).

Trata-se de uma reacdo de Aza-Diels-Alder, posteriormente aperfeicoada através
de um esquema de sintese “one-pot” que permite gerar a N-arilimina in situ, para

posterior condensacdo com o alceno 44,

NH,
OEt
0 BF; HN
IO =
R

Figura IlI-15. Representacdo da reac¢do de Povarov modificada (Adaptado de'44).

R

OEt
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Embora todas as estratégias classicas de sintese de quinolinas permitam a
obtencdo de diversos derivados desta classe, as desvantagens associadas a sua
utilizacdo no que toca a reagentes, condicdes de reacao e rendimentos continuaram a
requerer aperfeicoamento dos métodos preexistentes ou desenvolvimento de novas
estratégias de sintese, para garantir uma maior eficiéncia nos processos. Recentemente
foram introduzidos varios métodos alternativos que envolvem, nomeadamente, a
catélise por complexos metélicos 1%°, a ciclizacdo eletrofilica, a ciclizagdo oxidativa, a
cascata de rea¢Oes aza-Wittig, a ciclizacdo promovida por radicais, a cicloadi¢ao de
azadienos com alcinos internos, entre outros, para contornar os problemas associados
aos métodos convencionais 4,

Por outro lado, foram adaptadas fontes de energia alternativas as estratégias
preexistentes. A radiacdo por micro-ondas como fonte alternativa de energia é uma das

147 inclusive nalguns métodos classicos

opc¢Oes mais exploradas nas ultimas décadas
como o de Skraup'*®® e de Friedlinder!®®, permitindo obter tempos de reacdo
substancialmente reduzidos e rendimentos superiores. Adicionalmente, a utilizagdo de
micro-ondas constitui uma abordagem mais ecolégica, o que também se torna
vantajoso tendo em conta a sintese de quinolinas em larga escala a nivel mundial **°,
Arya et al. sugeriram um método de sintese de 4-hidroxi-2-oxo-quinolinas (4,
Figura 1lI-1.5) partindo de anilina e dietilmalonato, em DMF, utilizando radia¢do por
micro-ondas. O grupo demonstrou a obtenc¢do de rendimentos substanciais, em tempos
de reacdo compreendidos entre 3 e 5 minutos 1. Os compostos 4, muito interessantes

do ponto de vista estrutural devido a possibilidade de tautomeria, sao intermedidrios

Uteis na sintese de quinolinas funcionalizadas nas posicdes 2 e 4.

H
TN\ /0
Ry COOH |
X—I + < M CH, _—
o COOH  Neat+ DMF | —
NH, PN
o N ——X
1 2 O\ /

Figura lll-16. Representagao do esquema geral de sintese de 4-hidroxi-2-oxo-quinolinas

segundo o método de Arya et al. (Adaptado de*>?).
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IV. SINTESE DE DERIVADOS DE QUINOLINA COM ATIVIDADE POTENCIAL AO
NIVEL DO COMPLEXO CDK5-P25

No dmbito da presente monografia foi realizado um trabalho experimental que
consistiu na sintese de derivados quinolinicos potencialmente ativos como inibidores do
complexo CDK5-p25, responsavel pelo processo de hiperfosforilacdo da proteina tau
que, por sua vez, mediante alteracdo da sua estrutura fisioldgica, altera a estrutura e
fungdo das células neuronais, conduzindo a sua morte. Esta componente pratica foi
levada a cabo no Grupo de Reatividade Organica e Quimica Medicinal do Centro de
Ciéncias do Mar, CCMAR, da Universidade do Algarve, liderado pela Professora Doutora
Maria de Lurdes dos Santos Cristiano, e esta inserida na area da Quimica Farmacéutica
e Medicinal. Este grupo dedicou-se ao estudo de diversos compostos com estrutura
quinolinica com interesse farmacoldgico no ambito da malaria e da tuberculose. Este
trabalho, direcionado para a sintese de derivados de quinolina com interesse
farmacoldgico no contexto da Doenca de Alzheimer, constituiu o inicio de um projeto
pioneiro ao qual se pretende dar continuidade futuramente.

Tendo em conta a brevidade do periodo disponivel para a realizacdo do trabalho
experimental, assim como a indisponibilidade imediata de alguns reagentes, o objetivo
primordial da componente pratica consistiu na sintese de um composto quinolinico
facilmente modificavel ao nivel dos seus substituintes, com potencial para funcionar
como um bloco de construcdo que permita, através de introducao de diferentes grupos,
construir uma biblioteca de compostos analogos para posterior avaliacdo da atividade
em modelos adequados (4, Figura IlI-16). A abordagem sintética seguida, representada
na Figura lll-16, incluiu varias etapas, permitindo obter, numa fase inicial, 4-hidroxi-2-
oxoquinolinas (2), que sdo posteriormente modificadas por alteracdo dos substituintes
do nucleo quinolinico, obtendo o composto-alvo acima referido. As diferentes moléculas
obtidas durante as vdrias etapas do procedimento experimental foram numeradas de
(1) a (4) e designadas por AS1S, AS2S, AS3S e AS4S, respetivamente, sendo (4) o
composto-alvo, que assume o papel de composto intermédio a utilizar na fase seguinte

deste projeto.
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i) Dietilmalonato, DMF, 140°C, 8h, 37%
ii) Acido polifosférico, 150°C, 3h, 64%
iii) Anilina, trietilortoformato, etilenoglicol, 140°C, 40min, micro-ondas

iv) POCIs, DMF, 8h.

Figura IV-1. Representacdo do esquema de sintese utilizado para preparacdo do

composto-alvo (4).

Para a sintese da 4-hidroxi-2-oxoquinolina (2) utilizou-se um esquema de sintese
semelhante ao proposto pelo grupo de Arya'®!, acima referido, embora com ligeiras
modificacGes. Enquanto este grupo optou por um método de um Unico passo para obter
0 nucleo quinolinico, no ambito deste trabalho optou-se por fazé-lo através de dois
passos, segundo a proposta de Chatterjee et al.1>? devido ao rendimento mais elevado
descrito pelos autores na utilizacdo desta abordagem. Por outro lado, tendo em conta
gue no inicio do trabalho experimental o equipamento de micro-ondas estava

inacessivel, tornou-se necessario encontrar métodos alternativos.
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4.1. Sintese do composto (1)

O composto (1), AS1S, foi a primeira molécula da sequéncia a ser sintetizada e
corresponde a uma N!,N3-difenilmalonamida. Este produto foi obtido por reacdo da
anilina com o dietilmalonato, numa propor¢ao de 2:1, utilizando dimetilformamida

como solvente com propriedades cataliticas.

(o} [0}

NH, DMF, 140°C, 8h, 37% NMH

N
(1)

Figura IV-2. Representacdo do esquema de sintese do composto (1).

De acordo com a literatura®3, o DMF é um solvente organico polar que pode
atuar como base de Lewis em presenca de acidos fortes, desprotonando neste caso o
aduto resultante do ataque da anilina, agente nucleofilico, ao carbono carbonilico do
malonato (eletrdfilo) e deslocando assim o equilibrio no sentido da formac¢do do
produto. O ataque nucleofilico da anilina repete-se no outro carbono carbonilico do
dietilmalonato, originando o produto de reacdo AS1S (1), sendo que os grupos etoxi
eliminados, pelas suas propriedades de bases fortes, desprotonam o catalisador,
permitindo o restabelecimento da sua forma inicial. A proposta mecanistica encontra-
se representada no Esquema IV-1.

A reacdo decorreu durante um periodo de 8 horas a uma temperatura de 140°C,
sendo que o rendimento de produto obtido foi de 37%, um valor substancialmente
inferior ao descrito na literatura.’®? Partindo de uma solucdo inicial castanha, resultou o
produto AS1S (1), sob a forma de um precipitado branco cristalino.

De seguida apresenta-se uma proposta para o mecanismo de reagdo envolvido

na sintese do composto AS1S.
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Esquema IV-1. Proposta mecanistica para a reacao de sintese do composto (1)
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4.2. Sintese do composto (2)

A 4-hidroxi-2-oxo quinolina foi preparada de acordo com a segunda etapa da
sequéncia de sintese. A ciclizacdo do AS1S (1) decorreu através de uma acilagdo de

Friedel-Crafts intramolecular, promovida pelo acido polifosférico (PPA), a 150°C,
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durante um periodo de 3 horas. A reacdo decorreu com bom rendimento, embora

inferior ao referido na literatura 1°2.

OH

z
z
v

H H PPA, 150°C, 3h, 64% N °

(1) (2)

Figura IV-3. Representacdo do esquema de sintese do composto (2).

O PPA é um acido de Bronsted-Lowry que, neste contexto, protona o azoto da
fenilamida terminal, promovendo a eliminagdo de anilina previamente a cicliza¢ao.
Consequentemente, forma-se a sua base conjugada que promove a formag¢do de um
anidrido que, por sua vez, favorece o ataque pelo carbono aromatico mais nucleofilico,
adjacente a amina secundaria eletrodoadora, ao carbonilo do anidrido mais eletrofilico.
Este ataque quebra a aromaticidade do anel temporariamente, ainda que haja
estabilizacdo da carga positiva por ressonancia, sendo rapidamente restabelecida num
passo seguinte pela remoc¢ao do protdao mais acidico do anel pelo oxigénio carregado
negativamente do PPA que foi eliminado na etapa anterior. A proposta mecanistica
encontra-se representada no Esquema IV-2.

Uma mistura reacional altamente viscosa deu origem a um sdélido amarelo palido
apos um processo de “quenching” resultante da adicdo de dgua gelada e um tratamento
posterior com acido, apds dissolucdo do precipitado em NaOH. Estas etapas sao
essenciais neste passo de sintese, uma vez que o produto desejado corresponde a uma
enona conjugada com elevada probabilidade de tautomerizacao, pelo que se pretende
garantir que o produto isolado corresponde ao tautdmero 4-hidroxi-2(1H)-quinolona.
Embora teoricamente existam cinco possiveis tautémeros para este composto, inclusive
o intermedidrio da reacdo, 2,4-oxoquinolina, Abdou®* demonstrou que apenas trés

tautémeros, ilustrados na Figura V-3, sdo identificados na pratica.
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Figura IV-4. Representacdo das estruturas tautoméricas detetdveis do produto da
reagdo correspondente ao passo ii da sequéncia de sintese.

Esquema IV-2. Proposta mecanistica para a reacdo de sintese do composto (2), obtido

por ciclizagdao de 1.
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4.3. Sintese do composto (3)

Os passos iii e iv da sequéncia de sintese correspondem a uma modificacdo da
reacao de Vilsmeier-Haack, cujo objetivo consiste na formilacdo do anel aromatico em
C-3 e cloracdo em C-4, para permitir facil insercao de substituintes nessas duas posi¢des
na etapa seguinte da sequéncia reacional. Fiala e Staldbauer'> demonstraram que a
formilacdo em C-3 e cloragdo em C-4 ndo sdo possiveis em 4-hidroxi-2-oxoquinolinas
usando a reacdo de Vilsmeier-Haack, razao pela qual é necessaria a adicdo de um passo
adicional, o passo iii, para permitir que seja obtido o produto pretendido na etapa
seguinte. Este passo, representado na Figura V-4, consistiu na transformacdo da 4-
hidoxi-2-oxoquinolina (2) no intermedidrio fenilaminometileno quinolinodiona (3), para
posterior formacdo do composto-alvo, 4-cloro-3-formil-2-oxoquinolina (4). O
procedimento escolhido, contrariamente ao proposto por Fiala'>> que utilizou 0 método
classico para aquecer a mistura, envolveu a utilizacdo de um equipamento de micro-
ondas no qual se fez reagir proporg¢des iguais do composto (2), anilina e
trietilortoformato, em etilenoglicol, a 140°C, durante 40 minutos. A literatura descrevia
dois procedimentos para esta reacdo: aguecimento a 145°C e 20 minutos de reacdo;
aquecimento a 140°C e 40 minutos de reacdo'®?. Optou-se por testar os dois
procedimentos e tentar ainda um terceiro, que consistiu em aquecimento a 140°C
durante 60 minutos, na tentativa de obtencdo de maior rendimento. Verificou-se,
porém, com base nos espetros de RMN 'H e 3C, que em nenhuma das condicdes

resultou o produto esperado, recuperando-se o composto de partida.
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Figura IV-5. Representacao do esquema de sintese do composto (3).

A proposta mecanistica para a sintese do composto 3 encontra-se representada

no Esquema IV-3.

Esquema IV-3. Proposta mecanistica para a sintese do composto (3)
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4.4. Sintese do composto (4)

Apds a obtencgdo do intermediario (3) torna-se possivel sintetisar o composto-
alvo (4) utilizando uma metodologia adaptada da reacdo de Vilsmeier-Haack, tal como

representado na Figura IV-5.

Cl

(o} HN
= ’ R A X0
POCls, DMF, 8h, 202C
@ o
@)

Figura IV-6. Representacdao do esquema de sintese do composto (4).

Neste caso, contrariamente a rea¢do de Vilsmeier original em que se obtém uma
imina, o reagente de Vilsmeier, a partir da reacdao entre o POClz e o DMF, a imina é
gerada diretamente a partir do substituinte fenilaminometileno mediante catalise pelo
DMF, apds a cloracdo da quinolina em C-4 mediada pelo POCIs. Seguidamente, o aldeido
obtém-se apds um processo de quenching com agua gelada, que promove a hidratacao
do carbono da imina, com eliminacdo de uma molécula de anilina. Esta etapa reacional
envolve um periodo de reacdo de 8 horas a temperatura ambiente (20°C) e sob agitacao
constante, ao fim do qual se segue a etapa da adicdo de agua gelada, obtendo-se um
sélido amarelo, isolado por filtracdo. Esta reacdo ndo foi realizada no ambito da
presente monografia dado o atraso na obtencao dos resultados de caracterizagao do
produto anterior, pelo que ndo é indicado um rendimento de produto desta reacdo
obtido pela autora da presente dissertacdo. A proposta mecanistica para a formacado do

composto 4 nas condicGes referidas encontra-se representada no Esquema IV-4.
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Esquema IV-4. Proposta mecanistica para a sintese do composto (4)
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A componente de sintese aqui descrita é introdutéria, dado o pouco tempo
disponivel. Todavia, constitui uma base importante para a continuagao do projeto de
sintese da biblioteca de compostos proposta. Algumas etapas de sintese requerem
otimizacdao e outras requerem desenvolvimento. Neste processo serd util estudar em
detalhe a estrutura de alguns dos compostos intermédios preparados, pois a informacao
podera ditar ajustes nas metodolodgias de sintese em que participam. Adicionalmente,
€ muito relevante estudar a estrutura dos compostos-alvo, para melhor prever e

interpretar os resultados de atividade bioldgica e as propriedades farmacoldgicas.

4.5. Procedimento experimental

Este ponto destina-se a descricdo detalhada de todos os procedimentos
associados a componente de sintese organica, incluindo todas as informacdes

relevantes para a realizagdo da mesma.

4.5.1. Informagao gerais sobre materiais e métodos

Todas as etapas da sequéncia de sintese foram efetuadas com recurso a
reagentes e solventes, conforme comercialmente fornecidos por entidades
comerciais certificadas (Sigma-Aldrich, a Alfa Aesar, a Merck, a Panreac, a VWR, a
Fluka, a LabChem e a Laborspirit).

As reacgdes foram monitorizadas recorrendo a técnica de Cromatografia em
Camada Fina, TLC-“Thin Layer Chromatography”, utilizando placas de aluminio
revestidas por silica-gel 60 Fs4 e um eluente préprio para cada reag¢do. Para
visualizacdo das placas apds eluicdo recorreu-se a uma lampada UV a 254 nm e a
revelacao foi feita em solucdo de p-anisaldeido previamente preparada.

Os compostos obtidos em cada etapa de sintese foram caracterizados com
recursos as seguintes técnicas:

1. Espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) 'H e 3C, 400 MHz e

101 MHz, respetivamente, utilizando o equipamento Bruker Avance Ill do
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laboratério de RMN do Centro de Quimica da Universidade de Coimbra. Para
esta analise utilizou-se como solvente o dimetilsuféxido deuterado (CD3),SO.
2. Determinacdo do ponto de fusdo, obtido com recurso ao aparelho Melting

Point Apparatus SMP3, Bibby Stuart Scientific da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade do Algarve;

Efetuou-se uma requisicao dos espetros de massa, embora nao se tenha
conseguido obter os resultados atempadamente para os apresentar na presente
dissertagao.

Para esta componente recorreu-se também ao uso de outros equipamentos
relevantes no processo de sintese, nomeadamente um aparelho de micro-ondas CEM
Discover®, alimentado por um compressor de ar Condor.

As diferentes estruturas quimicas e mecanismos de reacdo apresentados no
presente capitulo foram construidos utilizando o software ChemDraw® Ultra 12.0.2.

A previsdo, desenho e interpretacdo dos espetros de RMN foi levada a cabo
recorrendo as ferramentas de software ChemDraw® Ultra 12.0.2 e MestReNova®
6.0.2. Os valores de desvio quimico (6) apresentam-se em partes por milhdao (ppm)
relativamente ao padrdo tetrametilsilano, TMS. A multiplicidade do sinal apresenta-
se sob as seguintes formas: s (singuleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto),
g (quarteto) ou m (multipleto). Os valores de desvio quimico correspondentes a
quantidade residual de DMSO (6 *H = 2,54 ppm e 6 13C =40,45 ppm) e de 4gua (6 'H =
3,33 ppm), segundo a literatura,’®® no solvente deuterado (CD3),SO foram
interpretados como interferentes, pelo que nao estdo aqui apresentados.

Precede-se em seguida a descricdo detalhada dos procedimentos para a

preparagdo dos compostos propostos.

4.5.2. Sintese do composto (1), AS1S

A uma solucdo contendo 9,8 mL de anilina (10 g, 108 mmol) e 8,25 mL de
dietilmalonato (8,7 g, 54 mmol), sob agitacdo, foi adicionada dimetilformamida (DMF;
5mL), de acordo com o procedimento descrito na literatura®>’. A mistura foi aquecida a

140°C durante 8 horas, ao longo das quais foram efetuadas sucessivas analises por TLC,
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de forma a observar a evolugdo da reacgdo, usando como eluente uma mistura de acetato
de etilo e hexano, em proporgdes varidveis. A mistura de 50% acetato de etilo e 50%
hexano foi a que permitiu uma observacdo mais clara da migracdo de cada composto.
Contrariamente ao que se previa na literatura, a analise das TLC's apds as 8 horas de
reacdo demonstrou que a reac¢do nao tinha sido completa, dado que a anilina ndo tinha
desaparecido completamente da mistura. No final obteve-se um precipitado branco,
que foi filtrado e lavado com etanol para obter o produto, incolor e cristalino (5,17 g,
20,33 mmol, 37%). Ponto de fusdo 230-231°C; *H RMN (400 MHz, (CD3),S0O) & 10.17 (s,
2H, NH), 7.62 (d, 4H, Ar-H), 7.32 (t, 4H, Ar-H), 7.07 (t, 2H, Ar-H), 3.49 (s, 2H, CH>).

A caracteriza¢do deste composto através da espetroscopia de RMN do protdo 'H
e do ponto de fusdo permitiu, por comparacdo com a literatura®®® e com a previsdo
fornecida pelo software ChemDraw (Vidé VIII. Anexos), identificar o composto obtido

como sendo o composto pretendido, a N*,N3-difenilmalonamida.

4.5.3. Sintese do composto (2), AS2S

A uma solugdo de acido polifosférico 84% (22,5 g) a 150°C, sob agitagdo,
adicionou-se, aos poucos, o composto (1) (4,8 g, 18,88 mmol). A reacdo decorreu
durante 3 horas, ao fim das quais se verteu agua gelada sobre a mistura para promover
a precipitacao do produto por um processo de quenching. A solucdo possui uma textura
muito viscosa e é necessdria bastante dgua para transformar a textura gomosa num
precipitado. Seguidamente, procedeu-se a filtracdo do precipitado e dissolu¢cdo do
mesmo em 100 mL de NaOH a 1M. O precipitado insoluvel na solu¢cdo de NaOH foi
removido por filtracdo. O produto (2) foi obtido posteriormente, acidificando a solucado
anterior com HCl concentrado, adicionando-o lentamente com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur e agitando constantemente até formar o precipitado correspondente ao
AS2S. Obtido o precipitado, procedeu-se a uma nova filtracdo, lavagem do sélido com
agua destilada e secagem do mesmo sob vacuo, obtendo um produto final sob a forma
de sélido amorfo de cor amarelo palido. (1,94 g, 12,04 mmol, 64%). Ponto de fusdo 345-

347°C; 'H RMN (400 MHz, (CD3)2S0) & 11.23 (s, 1H, NH), 7.78 (dd, 1H, Ar-H), 7.52 — 7.45
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(m, 1H, Ar-H), 7.27 (d, 1H, Ar-H), 7.14 (dd, 1H, Ar-H), 5.76 (s, 1H); 13C RMN (101 MHz,
(CD3)2S0) 6 163.55, 162.41, 139.12, 130.81, 122.61, 121.03, 115.02, 98.17.

Este composto, tal como referido no tépico anterior, apresenta um elevado risco
de tautomerizacao e obtenc¢do de isémeros da 4-hidroxi-2(1H)-quinolona. Porém, a
interpretacao dos resultados obtidos por caracterizacdo e comparacdo com a literatura
e com as previsdes fornecidas pelo programa ChemDraw® permitem excluir a

possibilidade de existéncia de qualquer outro tautdmero no produto da reacao.

4.5.4. Sintese do composto (3), AS3S

O composto (2), AS2S, (0,329 g, 2,02 mmol) foi adicionado a um tubo contendo
0,19 mLde anilina (0,19 g, 2,02 mmol) e 0,34 mL de trietilortoformato (0,3 g, 2,02 mmol),
em 5 mL de 1,2-etanodiol (etilenoglicol). O tubo foi introduzido num equipamento de
micro-ondas e aquecido a 140°C, sob agitacdo, durante um periodo de 40 minutos.
Desta reacgdo resultou um precipitado amarelo, que foi filtrado e lavado com etanol.
Ponto de fusao 348-349°C.

A analise por TLC do sélido resultante indicou presenca de impurezas, embora
sugerisse a formacdo de um composto diferente do composto inicial. Por sua vez, a
caracterizac3do por espetroscopia de 3C demonstrou que, embora fosse possivel detetar
alguns picos residuais adicionais no espetro, os picos mais salientes detetaveis
demonstraram ser perfeitamente sobreponiveis com os picos do reagente de partida
AS2S, a excec¢do de um pico referente a um desvio quimico de 62,76 ppm no espetro,
que foi atribuido ao solvente da reacao, o etilenoglicol. A mesma sobreposicao espetral
foi verificada para o espetro de RMN 'H do composto AS3S, Figura VIII-9 (Anexos).
Adicionalmente, o ponto de fusdo do sdlido resultante foi praticamente idéntico ao
composto de partida, pelo que se conclui que o sélido resultante corresponde a uma
recuperacdo do composto de origem, verificando-se vestigios da formacdo de um
composto diferente, que possivelmente diz respeito ao composto (3) que se pretendia

sintetizar. O processo de sintese de (3) carece de otimizacao.
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V.  ENSAIOS IN VITRO

O presente capitulo destina-se a descricdo das metodologias, abordagens e
fundamento tedrico utilizados para realizar um conjunto de ensaios in vitro em culturas
primarias de neurdnios corticais de murganho. Esta componente experimental insere-
se na area da Biologia Celular e foi acompanhada e orientada por um grupo de
investigacdao do Centro de Investigacdo em Biomedicina, CBMR, da Universidade do
Algarve, liderado pela Professora Doutora Inés Maria Pombinho de Araujo. Esta
componente experimental integrada na presente monografia consistiu, numa fase
inicial, no estudo da neurotoxicidade desencadeada por um estimulo externo, neste
caso o glutamato, e numa fase posterior, no estudo da neuroprotec¢ao pelos diferentes
farmacos quinolinicos propostos para avaliacdo. O objetivo destes estudos prende-se
com a determinacdo das condicOes ideais para simular o contexto da doenca de
Alzheimer, no que toca a sobreatividade da CDK5 e a hiperfosforilagdo da tau,
nomeadamente o periodo de incubacdo dos neurdnios com glutamato, e seguidamente
de verificar qual a concentragdo mdaxima de farmaco tolerada pelas células na auséncia
de um estimulo nocivo, de modo a averiguar, numa fase posterior deste estudo, quais
as concentragdes ideais de farmaco a utilizar para inibir o complexo CDK5-p25 e impedir

a progressao do processo neurotoxico.

5.1.  Culturas primdrias de neurdnios corticais

Para a realizacdo dos estudos bioldgicos celulares utilizaram-se culturas
primdrias de neurdnios corticais de murganho (Mus musculus) da estirpe C57BL6, dado
tratar-se de células extraidas diretamente do murganho, permitindo-nos simular de
forma mais realista 0o ambiente in vivo. As células foram cultivadas durante o seu periodo
de desenvolvimento embriondrio, usando embrides de 14-16 dias, e optou-se por esta
abordagem, ao invés da extracdo no final da gestacdo, pelas seguintes razdes:

i.  0s neurdnios corticais sdo gerados entre os dias 11 e 17 do desenvolvimento

embrionario;
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ii.  os neurdnios devem estar preferencialmente indiferenciados para permitir uma
melhor dissociagdo no momento da cultura, uma vez que nao existem projecdes
axonicas e dendriticas salientes que possam ficar danificadas no processo;

iii.  a cultura celular nos dias 14-16 permite obter uma amostra quase totalmente
neuronal, tendo em conta que os astrécitos e oligodendrécitos sdo gerados
apenas a partir dos dias 13 e 14 do desenvolvimento embrionario. De notar que,
para garantir a auséncia de astrdcitos e oligodendrdcitos na cultura, sdo também
utilizados protocolos e meios de cultura adequados para esse fim;

iv. as células neuronais indiferenciadas e isentas de terminacdes nervosas

permitem uma remocdo mais eficaz das meninges no processo de extracdo °°.

Assim, deve garantir-se que os embrides de murganho utilizados para a cultura
tenham o numero de dias de gestacdo adequado, caso contrdrio a cultura podera ficar
enriquecida com contaminantes celulares.

O primeiro passo de todo o processo de cultura corresponde ao acasalamento
programado dos murganhos, que é efetuado pelo contacto continuo durante 48 horas
de machos e fémeas. Seguidamente, no 162 dia apds o acasalamento, a fémea deve ser
sacrificada por deslocamento cervical, removendo-se o Utero contendo as bolsas
embrionarias, das quais os fetos devem ser extraidos cuidadosamente e colocados numa
placa de Petri contendo meio salino simples, Hanks’s Balanced Salt Solution (HBSS) e
0,25% de solucdo de gentamicina 50 mg/mL. Posteriormente, deve proceder-se a
decapitacdo dos fetos e recolha da regido pré-frontal do cértex cerebral para uma nova
placa de Petri com meio HBSS e gentamicina, idéntico ao anterior. Este procedimento é
efetuado com recurso a uma incisdo no cranio e remocao das camadas que constituem
a pele e o cranio. Obtida a porcao cortical dos cérebros de todos os embrides, estes
devem ser colocados num tubo de 20 mL contendo uma solugdo de digestdo composta
por meio HBSS, 0,125 mg/mL de gentamicina, 0,0025 mg/mL de tripsina e 0,3 pg/mL
DNAse, que deve ser incubado a 37°C durante 15 minutos para promover a dissociacao
guimica do tecido. No final deste periodo, adiciona-se meio HBSS contendo 10% de soro
fetal bovino, FBS, de modo a promover a paragem da reacao de digestdo, e a mistura
resultante é submetida a centrifugacdo a 105,6g (700 rotagdes por minuto, rpm),

durante 5 minutos. Terminada a digestdo quimica, torna-se necessario completar a
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dissociacdo do tecido mecanicamente. Para tal, aspira-se previamente o sobrenadante
a adiciona-se o meio de cultura preparado no laboratério, composto por meio
Neurobasal® comercialmente adquirido; um suplemento de aminodcidos rico em
glutamina cuja funcao é melhorar a viabilidade celular e manter as células sauddveis
diminuindo a acumulacdo de amoniaco, GlutaMax®, 2 mM; um antibidtico a base de
penicilina e estreptomicina cuja fungao é inibir a proliferacdo bacteriana no meio de
cultura, PenStrep® (100 unidades/mL de Penicilina e 100 pg/mL Estreptomicina); e um
suplemento préprio isento de soro, B27®, 2%, para estimular o crescimento neuronal e
simultaneamente impedir o crescimento de outros tipo de células cujo crescimento é
estimulado pela presenca de soro. Ao sedimento contendo o novo meio de cultura deve
entdo fazer-se a dissociacdo mecanica com uma pipeta volumétrica de 5 mL numa fase
inicial e com uma micropipeta de 1000 plL (P1000), seguidamente, de modo a garantir
uma melhor separac¢do das células, sendo a mistura submetida a nova centrifugacao,
neste caso a 485,1 g (1500 rpm) durante 5 minutos. Tendo o conteldo celular no
sedimento, aspira-se o sobrenadante e ressuspende-se o sedimento em novo meio
neurobasal, obtendo-se uma suspensao celular que pode ser cultivada diretamente ou
diluida em meio de cultura até se obter a densidade celular pretendida para
plagueamento.

De notar que, antes de se proceder ao plagueamento, deve fazer-se uma
contagem de células para determinar a concentracdo de células por cada mL de
suspensdo. Este processo de contagem envolve a diluicdo de 50 pL de suspensdo de
células em 100 uL de meio de cultura e 50 pL de solugdo Trypan blue® e, da suspensao
resultante, a pipetagem de 10 uL para uma camara de Neubauer para se proceder a
contagem com o auxilio de um microscépio. A partir do nimero de células contadas em
cada quadrante e do numero total de quadrantes da camara consegue calcular-se o

valor estimado de células por mL de suspensao utilizando a seguinte férmula:

n? total de células contadas

n? de células por mL = X fator de diluicao x 10000,

n® de quandrantes contados

em que o fator de diluicdo é 4, uma vez que a suspensao inicial foi diluida 4 vezes para

originar a suspensao utilizada para a contagem.
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Findo o processo de determinacdo da concentracgao celular, pode proceder-se ao
plagueamento das células em placas de Petri de 12 pogos revestidas previamente com
poli-L-Lisina 0,1 mg/ml, utilizando uma densidade celular de 1x10° células/cm?, sendo
que cada pogo apresenta uma area de 3,6 cm?. As células ficam aderidas a superficie das
placas contendo a poli-L-lisina. O processo de revestimento das placas ndo sera
abordado nesta monografia dado que as placas utilizadas para este trabalho
experimental jd se encontravam previamente revestidas por outro operador. Consoante
o numero total de células na suspensdo, pipeta-se o volume correspondente as 3,6x10°
células, procedendo-se as diluicdes necessarias da suspensao, caso se aplique. No final,
deve obter-se um volume aproximado de 1 mL de células em meio de cultura em cada
poco da placa.

Todo o procedimento suprarreferido deve ser levado a cabo numa cdmara de
fluxo laminar vertical, em ambiente assético, para prevenir a contaminacao das células.

No final, as placas de cultura deverao ser mantidas a 37°C, numa atmosfera
himida com 95% de ar e 5% CO», durante um periodo maximo de 19 dias, sendo que
neste trabalho experimental optou-se por uma duracdo de cultura de 11-14 dias, ao fim
da qual as células foram submetidas aos varios ensaios propostos. Ao longo deste
periodo as células devem ser vigiadas periodicamente, sendo necessario substituir-se o
meio de cultura uma a duas vezes por semana, de modo a fornecer as células os
nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento a medida que vdo sendo consumidos,
ou consoante a presenca de muitos detritos celulares ou células mortas em suspensao,
facto que requer lavagens esporadicas das mesmas. As células neuronais sao muito
sensiveis a alteracdes abruptas do meio de cultura, sendo que a substituicio do meio
ndao deve ser feita na sua totalidade, de modo impedir variagdes significativas na
osmolaridade e, simultaneamente, reter as substancias libertadas pelas mesmas,
importantes para a sua sobrevivéncia, cuja eliminacao pode resultar em diminuicdo da
viabilidade celular.’®® Como tal, neste processo deve apenas remover-se metade do
volume desse meio condicionado pelas células e adicionar a outra metade em meio de
cultura fresco e devidamente suplementado. Para garantir que o volume final é de 1 mL,
a forma mais correta de fazer a substituicdo do meio é recolhendo 500 pL do meio

condicionado de todos os poc¢os para um tubo de Falcon e aspirar o restante volume.
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Seguidamente, adiciona-se 500 uL de meio novo a cada poco e os 500 pL do meio
condicionado previamente removido.

Caso existam muitos detritos celulares em suspensdo procede-se a uma lavagem
das células com tampao fosfato-salino (PBS): NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4.2H,0
9,1 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4. O procedimento assemelha-se ao descrito acima,
sendo que primeiramente é feita a recolha de 50% do meio de cultura condicionado de
todos os pocos para um tubo de Falcon, aspirando-se o restante. De seguida, pipeta-se
1 mL de PBS, agita-se ligeiramente para lavar as células aderidas a placa e aspira-se a
totalidade do tampdo. Por fim, retornam-se os 500 puL do meio condicionado e
acrescentam-se os 500 pL do meio novo, levando as placas novamente para a
incubadora quando terminado o procedimento.

Nesta componente experimental, todos os reagentes foram utilizados conforme
comercialmente fornecidos. O meio de cultura e restantes solu¢ées foram preparados
no laboratdrio, utilizando os reagentes previamente referidos, nas concentracdes
indicadas.

As medicdes de absorvancia nas diferentes etapas do procedimento foram
levadas a cabo com recurso ao equipamento Tecan Infinite® M200. A interpretacao dos
resultados e construcdo dos graficos foi efetuada utilizando o software GraphPad Prism®

7.0.

5.1.1. Ensaio de neurotoxicidade induzida por glutamato

Numa primeira abordagem, o estudo bioldgico utilizando células neuronais
prendeu-se com a estimulacao da toxicidade observada na doenga de Alzheimer. Para
essa estimulacdo optou-se pela utilizacdo do glutamato, dado o seu elevado nivel de
seguranca, sendo que a outra opgao seria a utilizacdo da proteina beta-amiloide, que
ficou reservada para estudos futuros. Sabe-se, porém, conforme ja referido no capitulo
introdutério desta dissertacdo, que existe uma forte relacdo entre a excitotoxicidade
pelo glutamato e a presenca da AB, assim como a ativacdo de proteinas a jusante,
nomeadamente a CDK5, mediadoras do processo de toxicidade e morte neuronal.

Conforme demonstrado por Harkany et al. 1!, a beta-amiloide inibe a recaptacdo do
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glutamato, aumentando a sua concentracdo extracelular e disponibilidade para interagir
com o0s seus recetores, os recetores NMDA, gerando, consequentemente,
excitotoxicidade por aumento dos niveis de calcio intracelular. Simultaneamente,
demonstrou-se uma intima associag¢ao entre a desregula¢cdo da homeostasia do calcio e
a sobreativacdo da familia de proteases designadas de calpainas, cujo papel
fundamental no contexto da DA correlaciona-se com a clivagem do péptido p35 a p25,
conduzindo a formacdo de um complexo proteico CDK5-p25 com fun¢bes aberrantes e
hiperatividade no que toca a fosforilagdo dos seus substratos3”'%2, Como tal, uma
estimulacdo das células neuronais com o neurotransmissor excitatério que participa
ativamente na cascata de processos conducentes a neurodegeneracdo, o glutamato,
apresenta fatores que favorecem o desencadear da formacdo do complexo CDK5-p25,
responsavel pela hiperfosforilagdo da proteina tau.

Assim, efetuou-se uma experiéncia ao longo do tempo para estabelecer o
periodo de recuperacao necessario para se observar formacao de tau hiperfosforilada,
apos estimulagdao com glutamato. A estimulacdo consite na introdugdo de glutamato no
meio de cultura durante um periodo de 15 minutos, ap6s o qual é removido, seguindo-
se um periodo de recuperacao de 3 horas, 6 horas e 24 horas, que corresponde ao
tempo que as células necessitam, a 37°C, para recuperar do tratamento, até observacao
do resultado pretendido, a tau hiperfosforilada.

Para concretizar esta experiéncia, utilizou-se uma concentragao de 125 uM de

163 sendo que essa concentra¢3do foi obtida

Glu em cada poc¢o submetido a tratamento
utilizando 6,25 pL de uma solugao stock de Glu 20mM para cada 1000 pL de meio de
cultura.

Previamente a sua realizacdo, este procedimento deve ser devidamente
planificado, de forma a permitir a implementacdao de condi¢des idénticas em todos os
ensaios efetuados. Dado que da cultura celular resultaram 18 pocos, cada ensaio foi
realizado em triplicado, utilizando 3 po¢os, cada um com o respetivo controlo, a excecdo
do tempo de 3h, que apenas se realizou em 2 pocos, reservando o 32 po¢o para um
outro ensaio. Este 32 poco corresponde a um ensaio de tratamento continuo com

glutamato durante 24 horas, para possibilitar uma andlise comparativa com os restantes

ensaios.
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Para evitar erros por parte do operador, deve fazer-se uma identificacdo prévia
das placas respeitante aos pogos submetidos a ensaio, apresentando-se abaixo o
modelo utilizado pela autora da presente dissertacdo na realizacdo da experiéncia. A
nomenclatura de 24h* e controlo 24h* elegeu-se para designar o ensaio de tratamento
continuo durante 24 horas e o respetivo controlo, de modo a possibilitar a sua distin¢do

dos ensaios de recuperagao durante 24 horas.

()

Figura V-1. Representacdo ilustrativa da metodologia de distribuicdo e identificacao
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adotada para o ensaio de tratamento das culturas neuronais com glutamato

Seguidamente, procede-se ao primeiro ensaio, que deve ser efetuado 24 horas
antes do fim da experiéncia. O procedimento utilizado para o tempo de 24 horas é
repetido posteriormente para os restantes tempos, 6 horas e 3 horas antes do término
da experiéncia. De notar que toda a experiéncia deve ser levada a cabo em ambiente
assético, numa camara de fluxo laminar vertical. Para além disso, previamente a
utilizacdo de qualquer reagente, estes devem ser aquecidos num banho-mariaa 37°C. O
procedimento seguido para cada ensaio consiste entdo nos seguintes passos:

i. Dos pocos correspondentes as 24h (tratamentos e controlos) retiram-se 500 pL
de meio condicionado e reserva-se num tubo de Falcon;

ii. Acadapocodetratamento adiciona-se 500 uL de meio de cultura novo contendo
6,25 pL de Glu stock. Para facilitar este passo, prepara-se previamente uma
solucdo contendo meio de cultura e Glu correspondente a todos os pocos que
serdo submetidos a tratamento, neste caso para 4 pocos (24h e 24h*), e pipeta-
se 500 pL dessa solugdo para todos os pocos 24h;

iii.  Aos controlos das 24h adicionam-se apenas 500 pL de meio de cultura fresco;
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iv.  Incuba-se a(s) placa(s) a 37°C durante 15 minutos;

v. Ao fim desse periodo, aspira-se o contetdo de todos os pogos das 24h e pipeta-
se 1 mL de solucdo Krebs para lavar os pocos e eliminar quaisquer vestigios de
glutamato, agitando-se ligeiramente a(s) placa(s). Este passo aplica-se também
aos controlos;

vi.  Nesta fase tiram-se 500 uL de meio condicionado dos dois pogos de tratamento
continuo durante 24h e adicionam-se 500 pL de meio de cultura+Glu ao pogo de
tratamento e 500 pL de meio de cultura simples ao controlo;

vii.  Aos restantes pocos submetidos a tratamento adiciona-se o meio condicionado
previamente removido (500 uL) e 500 pL de meio de cultura fresco e incubam-
se as placas contendo todos os ensaios a 37°C durante 24h;

viii.  Este procedimento repete-se para os pocos das 6 e 3 horas, a excecao da ultima
etapa, sendo que a incubagdo nestes casos ocorre durante 6 e 3 horas apds
tratamento, respetivamente;

ix.  Duas horas antes do fim da experiéncia, coloca-se em todos os pocos 100 uL de
resazurina 0,1 mg/mL para efetuar o ensaio de viabilidade celular que serd
abordado detalhadamente mais adiante;

X. Ao fim das 24 horas de experiéncia as células devem ser retiradas da incubadora
e colocadas sobre gelo de imediato para terminar o ensaio;

xi.  De cada poco devem ser retirados 50 puL de meio, em triplicado, para uma placa
de 96 pocos para se proceder a leitura da absorvancia no ensaio de viabilidade
celular;

xii. O ensaio termina com a preparacdo de lisados celulares a partir das culturas, e
armazenamento das mesmas numa arca congeladora a -80°C para estudos

posteriores.

5.1.2. Ensaios de atividade de compostos antimalaricos

No ambito do presente projeto de investigacdo propds-se a avaliacdo de
compostos quinolinicos conhecidos, destinados ao uso noutra patologia humana, cujas

estruturas apresentam caracteristicas promissoras para interagir com o sitio de ligacdo
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do complexo CDK5-p25, estudado neste trabalho. As quinolinas foram a primeira classe
de farmacos a ser utilizada no ser humano, no tratamento da malaria, conforme
previamente descrito no capitulo lll. As quinolinas antimaldricas despertaram um
elevado interesse para este estudo, uma vez que possuem estruturas cujas
caracteristicas demonstram uma probabilidade significativa de interacdo com o alvo
escolhido no ambito da presente monografia, representando candidatos excelentes
para drug-repurposing. Os farmacos eleitos para avaliacdo neste ambito foram o
quinino, a cloroquina e a amodiaquina.

A planificagdao do estudo de avaliagao dos farmacos antimaldricos no fenémeno
de hiperfosforilagdo da tau envolve a realizagdo de duas componentes: uma primeira
etapa, destinada a avaliacdo da neuroprotecdao dos farmacos na auséncia de qualquer
estimulo, de forma a determinar-se a janela terapéutica dos mesmos neste contexto
fisiolégico (ensaio de neuroprotecdo); e uma etapa posterior, a realizar futuramente,
destinada a avaliacdo destes compostos em células submetidas a tratamento prévio com
glutamato, utilizando diferentes concentracdes na gama obtida na etapa anterior, de
modo a averiguar-se o efeito dos mesmos ao nivel do fendmeno de fosforilagdo de
proteinas tau (ensaio de eficacia terapéutica).

Previamente a realizacdo dos ensaios foi necessario proceder-se a preparacao de
solucdes-stock (500 mM) de cada farmaco utilizando os compostos comercialmente
fornecidos pela Sigma Aldrich. Utilizou-se dimetilsulféxido (DMSO) como solvente na
preparacao das solucdes-stock, a excecao da solucdo de cloroquina, que foi efetuada em

agua, dada a insolubilidade deste composto em DMSO.

5.1.2.1. Ensaio de neuroprotecao

Em estudos bioldgicos celulares utilizando agentes cuja toxicidade nao é
conhecida, o primeiro ensaio a realizar deve ser sempre o estudo da toxicidade desse
agente no meio em que é introduzido. Este ensaio consiste na determinacao da janela
terapéutica do agente, que corresponde a gama de concentragdes acima da regido sub-
terapéutica e abaixo da regido todxica, designada, no contexto desta experiéncia, por

regido neuroprotetora. Para definir com maior rigor quais as concentra¢cdes mais
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indicadas a testar na determinacdo da regido neuroprotetora recorreu-se a literatura
164—167.

No ambito deste projeto, optou-se por testar quatro concentracdes de cada
farmaco (0,1 uM, 1 uM, 10 uM e 100 uM) durante um periodo de tratamento de 24
horas. Prepararam-se solucdes de 0,1 mM, 1mM, 10 mM e 100 mM a partir da solucdo-
stock de 500 mM de cada farmaco, com o intuito de se pipetar apenas 1 uL de cada
solugdo para o respetivo pogo para alcangar as concentragdes pretendidas. Por outro
lado, optou-se por esta abordagem uma vez que se pretendeu obter uma concentragao
total de DMSO no meio de cultura ndo superior a 0,1%. Com base no numero total de
pocos disponiveis para a realiza¢do da experiéncia, utilizou-se um minimo de dois pocos
de controlo para cada farmaco, aos quais apenas se adicionou 1 pL de solvente DMSO
num volume total de 1 mL. Os controlos respeitantes aos ensaios da cloroquina foram
mantidos nas condi¢des de origem, contendo apenas meio de cultura.

Assim, o procedimento utilizado nesta experiéncia incluiu as seguintes etapas:

i.  Preparacgdo das solugdes diluidas de 0,1 mM, 1mM, 10 mM e 100 mM a partir da
solucdo-stock de cada farmaco, utilizando um esquema de diluicdo em série;

ii. Recolha de 500 uL de meio condicionado de todos os pogos para um tubo de 15
mL;

iii.  Aspiracdo do restante meio de cada poco;

iv.  Pipetagem de 499 uL de meio de cultura fresco + 500 pL de meio condicionado
em todos os pocos, com excecdo dos pogos respeitantes aos controlos dos
tratamentos com cloroquina, aos quais de adiciona 500 pL de meio de cultura
fresco e 500 pL de meio condicionado;

v. Pipetagem de 1 uL de DMSO em todos os restantes controlos e 1 pL de cada
solucdo de farmaco;

vi.  Agitacdo ligeira das placas para promover a mistura de todos os componentes;

vii.  Incubacdo das placas a 37°C, numa atmosfera hiumida com 95% de ar e 5% de
CO,, durante 24 horas;

viii.  Duas horas previamente a conclusdo da experiéncia, introducdo de 100 pL de
solucdo de resazurina 0,1 mg/mL a todos os po¢os;

ix. Ao fim das 24 horas, recolha de 50 pL de meio de cada pogo, em triplicado, para

uma placa de 96 pocos, com o auxilio de uma micropipeta multicanal;
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X.  Leitura da absorvancia a 570 nm;
xi.  Finalizagcdo da experiéncia, com a preparac¢ao de lisados celulares e conservagao

dos mesmos a numa arca congeladora -80°C.

5.1.3. Ensaios complementares

5.1.3.1. Preparacao de lisados celulares

No final de cada ensaio bioldgico cujo objetivo seja determinar niveis de
determinada proteina pode fazer-se a lise das células para permitir a realizacdo de
andlises subsequentes em proteinas. Este procedimento confere a possibilidade de
armazenar os lisados para posterior utilizacdo em diversos ensaios de interesse,
nomeadamente a quantificacdo das proteinas totais, quantificacdo da tau
hiperfosforilada por Western-Blot, entre outros, facto que nao seria possivel fazer
utilizando as células intactas. Por conseguinte, apds completados todos os passos
enumerados no ponto anterior, é necessario proceder a lise das células, come¢ando-se
por aspirar o meio de cultura ou outro meio experimental presente nos pocos e
procedendo a sua lavagem com PBS, como previamente descrito. Neste ponto, deve
entdo proceder-se a lise propriamente dita pela introducdo de uma solucdo que
promove a lise celular e posterior raspagem do conteldo resultante da superficie
revestida das placas. A realizacdo deste passo envolve a utilizacdo de um tampao de lise,

seguindo-se abaixo o procedimento adotado.

5.1.3.1.1. Preparacao do tampao de lise e lise celular

O primeiro passo da preparacdo do tampdo de lise consiste na preparacdo de
uma solucao-stock de reagente PIPES a partir de materiais comercialmente adquiridos,
nomeadamente 50 mM de acido 1,4-piperazinedietanesulfonico (PIPES), 50mM de KCl,
10mM de EGTA, 2mM de MgCl e 0,5% de reagente Triton X-100.

O tampdo pode ser preparado com antecedéncia e armazenado a 4°C, tendo
apenas de se adicionar os suplementos (inibidores de proteases cOmplete Mini 1x
(Roche); inibidores de fosfatases PhosSTOP 1x (Roche); e ditiotreitol, DTT, 1 mM) no
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momento da realizacdo da experiéncia. O tampdo de lise suplementado deve ser
mantido a 4°C até a sua utilizacdo.

No ambito deste trabalho, no procedimento de lise celular optou-se por utilizar
um volume de 30 uL de tamp3do de lise para cada poco, pelo que, consoante o nimero
de pocos, é necessario preparar-se um volume total ligeiramente superior para garantir
que existe uma quantidade suficiente para a totalidade dos pogos. A quantidade de cada
um dos suplementos do tampao de lise a utilizar é determinada nesta etapa com base
no volume final de tampao de lise que se decide preparar.

Apds a preparacado do tampao de lise, pipeta-se 30 plL para cada poco e raspa-se
o conteudo das células da base dos pogos com o auxilio de raspadores. Recolhe-se o
conteddo com uma micropipeta e coloca-se em tubos de 1,5 mL devidamente
identificados, que sdo colocados em gelo durante 20 minutos para permitir a atuacdo
do tampao de lise. De seguida ressuspende-se o conteldo de todos os tubos de 1,5 mL
e colocam-se a centrifugar a 15800g, durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
resultante do processo de centrifugacdo é recolhido para novos tubos de 1,5 mL
devidamente identificados, sendo este o conteldo proteico final que se conserva a uma

temperatura de -80°C para posterior utilizagao.

5.1.3.2. Ensaio de viabilidade celular

Ao longo de qualquer experiéncia que envolva tratamento de células com algum
agente potencialmente citotdxico devem utilizar-se ensaios de viabilidade celular para
determinar se o tratamento em questdo teve algum impacto sobre a viabilidade das
células expostas. Existe um arsenal de ensaios distintos disponiveis para aplicacdo em
culturas celulares em placas com mdultiplos pocos, nomeadamente ensaios
colorimétricos com reagentes tetrazodlicos, ensaios de reduc¢do da resazurina, ensaios de
fluorescéncia gerada por proteases, ensaios de ATP luminogénico, entre outros®. Para
este trabalho optou-se por um ensaio de reducdo da resazurina, que é um reagente
redox de cor azul que sofre reducdo durante o processo de metabolismo celular,
originando o produto resorufina que apresenta uma cor rosa, com absorvancia a 570

nm e fluorescéncia na gama 560-590 nm?*68,
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Figura V-2. Representacdo das estruturas quimicas do reagente resazurina e do produto

resultante da sua reducdo metabdlica, a resorufina (Adaptado de 8).

Assim, quando as células permanecem vivas apds contacto com um estimulo
externo potencialmente nocivo, ha uma alteragao visivel da cor do meio de azul para
cor-de-rosa. Contrariamente, se o tratamento causar a morte celular, o meio continua
azul no final do ensaio de viabilidade.

O periodo de incubacdo com resazurina pode variar desde 1 a 4 horas,
dependendo do tipo de células, da densidade celular, do tipo de meio utilizado, etc.,
tendo-se escolhido para este ensaio um tempo de incubacdo de 2 horas, que
demonstrou ser o mais indicado para identificar de forma clara a varia¢do da cor. Nao
obstante, a confirmac¢ao dos resultados de viabilidade deve ser sempre feita através da
medicdo da fluorescéncia ou da absorvancia, sendo que neste ambito optou-se pela
medicdo da absorvancia. Assim, todo o procedimento do ensaio de viabilidade celular
por redugdo da resazurina envolve os seguintes passos:

a) Introducdo do volume ajustado de solucdo stock de resazurina 0,1 mg/mL, em
todos os pogos, duas horas previamente a finalizacdo do tratamento, de modo a
obter uma concentragdo de 10% de resazurina no meio de cultura;

b) Terminado o periodo de incubacdo, previamente a lise das células, recolha de 50
pL de meio com resazurina, em triplicado, com o auxilio de uma micropipeta
multicanal, para uma placa de 96 pogos;

c) Leitura da absorvancia a 570 nm e registo dos resultados para posterior anélise.
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5.1.3.3. Quantificacdo de proteinas totais

A quantifica¢do das proteinas totais € um procedimento integrante de qualquer
técnica laboratorial envolvendo extracdo, purificacdo ou andlise de proteinas!®.
Existem diferentes métodos passiveis de serem utilizados para a quantificacdao das
proteinas totais, nomeadamente espetroscopia de absorcao UV a 280 nm, método BCA
(Bicinchoninic Acid), método de Bradford, métodos colorimétricos, entre outros, sendo
gue a sua escolha deve basear-se nas propriedades e condi¢cdes das amostras a analisar
170.

Neste trabalho experimental optou-se pelo método BCA para a quantificacdo das
proteinas totais extraidas das culturas de neurdnios corticais submetidas a ensaios
prévios. O método escolhido baseia-se numa combinacdo entre a reacdo de Biureto, que
corresponde a reducdo de Cu?* para Cu* pelas proteinas, em ambiente basico, e a
detecdo colorimétrica do Cu* por um reagente cromogénico, o acido bicinconinico, BCA,
gue forma um complexo com o ido de cobre reduzido, resultando numa solugcdo com
coloracdo violeta intensa e absorvancia a 562 nm?’1. O reagente BCA é composto por
carbonato de sddio, bicarbonato de sédio, acido bicinconinico, tartarato de sédio em
hidréoxido de sédio 0,1M.

A conversdo dos valores de absorvincia em concentracdo de proteinas é
efetuada com recurso a uma reta de calibragao, tracada utilizando padrdes de albumina
de soro bovino (BSA) com concentrag¢des conhecidas. Estes padrdes de BSA, assim como
o reagente BCA e a solucdo de cobre, sdo comercializados frequentemente em kits
préprios, sendo que para este trabalho experimental utilizou-se o Pierce™ BCA Protein
Assay Kit da Thermo Scientific, adquirido comercialmente. As componentes deste kit sdo
o reagente BCA ou reagente A, o reagente de sulfato de cobre 4% ou reagente B, e
ampolas de solugdo-stock (2 mg/mL) de padrdo BSA.

Para além dos componentes referidos, a realizacdo deste ensaio requer a
utilizacdo de uma placa de 96 pocos e de agua purificada. Todas as amostras e padrdes
devem ser pipetados em triplicado para permitir a obtencdo de resultados mais
fidedignos. O procedimento geral de quantificacdo de proteinas segundo o método BCA

resume-se aos seguintes Passos:
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i.  Preparacdo de uma solucdo de reagente A e reagente B numa proporc¢ao de 50:1
(o volume final desta solugdo deve ser suficiente para permitir a pipetagem de
200 pL em cada um dos pog¢os num passo ulterior deste procedimento);
ii. Pipetagem de 25 uL de 4gua purificada em cada um dos pogos;
iii.  Preparacdo dos padroes:

a. Deve preparar-se sempre um branco contendo apenas 25 plL de agua;

b. Deve pipetar-se o volume adequado de padrdo BSA (2mg/mL) para obter
as concentragdes pretendidas de proteina em cada amostra. Neste caso,
utilizou-se uma quantidade de proteina BSA de 0,6 ug, 1 ug, 2 ug, 3 uge
4 ug para cada solugao padrao preparada, respetivamente;

iv.  Pipetagem de 1 plL de cada amostra nos respetivos poc¢os;

v. Pipetagem de 200 pL de solugdo A+B em todos os pogos;

vi.  Incubacdo da placa a 37°C durante 30 minutos para permitir o prosseguimento
da reacao;
vii.  Leitura da absorvancia a 562 nm.

5.2. Resultados e discussado

5.2.1. Ensaio de toxicidade por glutamato

Conforme referido previamente, o glutamato representa um dos intermediarios
da cascata de processos patoldgicos conducentes a hiperfosforilacdo das proteinas tau.
Neste ambito, para desencadear este processo nas culturas de neurdnios corticais de
murganho, utilizou-se glutamato 125 puM, durante 15 minutos, e avaliaram-se varios
tempos de recuperagdo, com o objetivo final de quantificar as proteinas tau
hiperfosforiladas em qualquer uma das condi¢cdes aplicadas. Para uma andlise
comparativa, realizou-se um ensaio de tratamento continuo com glutamato 125 uM,
durante 24 horas. Previamente ao passo da quantificacdo foi necessario realizar um
ensaio de viabilidade celular, para averiguar se as condi¢cdes implementadas no
tratamento promoveram citotoxicidade nas células. Os resultados foram obtidos de
uma experiéncia independente, realizada em triplicado, a exce¢do do ensaio de 3 horas

de recuperacgao e 24 horas de tratamento continuo, que foram realizados em duplicado

74



e ensaio Unico, respetivamente. O efeito do glutamato sobre as células foi analisado
mediante uma percentagem da média dos resultados de cada ensaio,
comparativamente ao controlo. Os valores obtidos traduzidos graficamente,

apresentam-se na figura V-3.
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Figura V-3. Representagao grafica do efeito produzido pelo tratamento das culturas de
neuradnios corticais com glutamato 125 puM, durante 15 minutos, seguido de tempos de
recuperacao de 3 horas (3h R), 6 horas (6h R) e 24 horas (24h R), e durante 24 horas
continuas (24h T). Os resultados estdo apresentados sob a forma de percentagem de

controlo (sem tratamento) e estdo expressos em médiaterro padrdo da média (barras).

75



*p<0,05, diferenca entre médias estatisticamente significativa. Andlise através de teste

t-student.

Com base nas observagdes, foi possivel constatar que, conforme esperado, o
tratamento continuo das células com glutamato durante 24 horas desencadeia morte
celular, expressa numa diminuigdo significativa dos valores de redugdo da resazurina de
58,05 + 3,35% relativamente ao controlo, com p=0,02. Relativamente aos ensaios de
recuperagdao apods tratamento, verificou-se que a viabilidadade das células nos
tratamentos é equiparavel aos controlos, apresentando percentagens de reducdo da
resazurina relativamente aos controlos de 103,10 + 20,62% (p=0,89), 78,87 + 9,49%
(p=0,09), e 104,80 + 6,89% (p=0,50) apds 3 horas, 6 horas e 24 horas de recuperacao,
respetivamente. Estes resultados permitem constatar que, nas condicdes aplicadas, as
células comportam-se de forma semelhante ao descrito na literatura'®3, no que toca a
viabilidade apds tratamento, ndo havendo morte celular nestas condicdes.

No ensaio de tratamento com 6 horas de recuperagao detetou-se uma redugao
ndao expectdvel da viabilidade celular comparativamente aos restantes ensaios de
recuperacao, expressa huma diminui¢ao da redugao da resazurina, facto que pode ser
devido a distribuicdo desigual das células pelos diferentes pocos ou de uma diminuicao
temporaria da capacidade redutora das células, sendo necessaria a realizacdao de mais
experiéncias, ou utilizacdo de outras técnicas para avaliar a viabilidade que ndo sejam

dependentes do niumero de células.

5.2.2. Ensaio de neuroprotecdo por farmacos antimalaricos

O ensaio de neuroprotecdo pelos farmacos antimaldricos baseou-se na
incorporacdo de diferentes concentracbes de farmaco nas culturas primdrias de
neurdnios corticais, de modo a identificar a gama de concentracdes com efeito
neuroprotetor, que possa ser avaliada em testes de atividade nas culturas celulares
tratadas com glutamato.

Efetuou-se, assim, uma avaliacdo de cada farmaco antimaldrico proposto, nas

concentragdes de 0,1 uM, 1 uM, 10 uM e 100 uM, com exce¢ao da amodiaquina, para a
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gual apenas foram testadas as concentracdes de 0,1 uM, 1 uM e 10 uM. O efeito de

cada concentra¢do de farmaco foi avaliado com recurso ao ensaio de redugdo da

resazurina, em que se analisou a percentagem de redugdo da resazurina nas amostras

comparativamente aos controlos. Os resultados foram obtidos de uma Unica

experiéncia, e apenas um ensaio para cada concentracao. A figura V-4. relne os dados

recolhidos.
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Figura V-4. Representacdo grafica do efeito produzido pelo tratamento das culturas de

neurdnios corticais com quinino (A), cloroquina (B) e amodiaquina (C), a concentracdes
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de 0,1 uM, 1 uM, 10 uM e 100 uM. Os resultados estdo apresentados sob a forma de
percentagem de controlo (sem tratamento) e estao expressos em médiaterro padrao
da média (barras). *p<0,05, diferenca entre médias estatisticamente significativa.

Analise através de teste t-student de Holm-Sidak.

Com base nos dados recolhidos, foi possivel inferir que, de um modo geral, o
aumento da concentracdo de farmaco resultou num decréscimo na reducdo da
resazurina para todos os casos, salvo algumas exce¢des. No caso do quinino, verificou-
se uma reducdo da viabilidade celular para todas as concentracbes de farmaco
avaliadas, tendo-se obtido valores de 85,12 + 3,10% (p=0,01), 68,33 + 2,56%
(p<0,0003), 51,67 £ 2,21% (p<0,00003) e 56,19 + 3,35% (p=0002) de redugao da
resazurina, comparativamente aos controlos, para as concentracées de 0,1 uM, 1 uM,
10 uM e 100 uM, respetivamente. Obtiveram-se resultados semelhantes no caso da
cloroquina, nomeadamente percentagens de reducdo de 63,43 + 2,62% (p<0,0002),
77,17 £+ 2,17% (p<0,0006), 36,57 + 2,50% (p<0,00002) e 34,04 + 1,28% (p<0,0000009),
para as concentracoes de 0,1 uM, 1 uM, 10 uM e 100 puM, respetivamente. Por sua vez,
para a amodiaquina obteve-se 96,55 + 5,63% (p=0,7), 73,33 + 3,26% (p=0,001) 68,93 +
2,70% (p<0,0004) de reducdo em relacdo aos controlos, para as concentracdes de 0,1
MM, 1 uM el0 pM. Conforme referido previamente, a exce¢ao do ensaio com quinino
100 uM e cloroquina 0,1 uM, a medida que se aumentou a concentracdo de farmaco, a
reducdo da resazurina pelas células foi diminuindo, o que leva a pensar que estes valores
possam ter resultado de uma distribuicdo desigual das células pelos pogos, derivada de
uma suspensado celular ndo homogénea. Como tal, é necessario repetir o ensaio nas
mesmas condic¢des, de forma a determinar se os resultados obtidos foram derivados das
préprias condicdes do ensaio, ou de algum fator externo ao procedimento.

Por outro lado, com base nos resultados obtidos, verificou-se que, nas condi¢des
aplicadas, apenas a amodiaquina 0,1 uM promoveu um efeito neuroprotetor nas
células, resultando num valor de p>0,05, devido a diferenga estatisticamente nao

significativa entre a média dos controlos e da amostra.
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VI. CONCLUSAO

A Doencga de Alzheimer corresponde a uma das doengas crénicas com maior
impacto mundial, a nivel econdmico, social e demografico. Com os valores de incidéncia
a aumentar de forma substancial, espera-se que num futuro préximo o nimero de
doentes afetados seja préoximo de 150 milhdes a nivel mundial, afetando o bem-estar
dos doentes, dos cuidadores e da sociedade envolvente.

N3o havendo uma resposta terapéutica suficientemente eficaz para combater a
doencga ou inibir a sua progressao, torna-se urgente investir em estudos e investigagao
para possibilitar a oferta de maior qualidade de vida aos portadores desta patologia.

A presente monografia fomentou o inicio de um projeto de investiga¢do pioneiro
cujo objetivo consiste na descoberta de novas opcdes terapéuticas para os doentes
portadores de DA, focando-se num alvo pouco explorado, mas cuja importancia foi
demonstrada em inUmeras vias patoldgicas de doencas neurodegenerativas, e numa
classe quimica de exceléncia em quimica medicinal, na tentativa de contribuir para o
desenvolvimento da ciéncia no contexto de uma doenca tdo relevante a nivel mundial.

Neste ambito foram sintetizados trés compostos (AS1S, AS2S e AS3S) mediante
um esquema de sintese previamente estabelecido, conducente a um composto
intermédio a utilizar como bloco de base na construcdo posterior de uma biblioteca de
derivados para avaliagdo da atividade in vitro. O nucleo quinolinico foi obtido na
segunda etapa de sintese (AS2S). A etapa final do esquema de sintese requer otimizacao,
pois da reacdo obteve-se um sélido composto maioritariamente pelo composto de
origem. Ainda que fosse possivel observar indicios de formagdo do novo composto,
contrariamente ao que sugere a literatura, a reacdo nao foi completa. O AS3S, embora
nado tenha sido isolado nas condicdes referidas, e embora ndo seja o composto-alvo do
presente trabalho, ja relne algumas propriedades estruturais interessantes do ponto de
vista farmacoldgico para interacdo com o alvo CDK5-p25, pelo que se pretende efetuar,
futuramente, testes de atividade deste composto.

Na perspetiva dos ensaios bioldgicos, foi realizado um ensaio de tratamento de
culturas primdrias de neurdnios corticais de murganho com glutamato, para induzir o
processo neurotdxico conducente a hiperfosforilagdo das proteinas tau pelo complexo

CDK5-p25. Da analise efetuada, percebeu-se que o glutamato conduz a um efeito tdxico
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nas células, quando tratadas continuamente com este composto, sendo necessario,
numa etapa posterior, avancar para uma quantificacdo da concentragdo de proteina tau
hiperfosforilada apds cada tempo de recuperacado pds-tratamento com glutamato. Esta
analise permitira definir qual o tempo de recuperagao mais adequado para desencadear
a hiperfosforilacdo das proteinas tau, para que se possa avaliar a atividade dos
compostos quinolinicos na inibicdo desse fendémeno.

Ainda neste contexto, realizou-se um ensaio de atividade de alguns compostos
antimaldricos (quinino, cloroquina e amodiaquina), cuja estrutura quinolinica e
propriedades estruturais demonstram potencial para interacao dessas moléculas com o
alvo terapéutico. A primeira etapa consistiu numa avaliagdo da neuroprotecao desses
farmacos, cujo objetivo consiste na determinacdo da margem terapéutica destes
farmacos no ambiente em que foram inseridos, sendo que os resultados obtidos
permitiram verificar que, na gama de concentra¢des selecionadas, apenas a
amodiaquina demonstrou neuroprotecdo a uma concentracdo de 0,1 uM. A etapa
seguinte deste ensaio consistird na normaliza¢do dos valores obtidos no ensaio anterior
e, consoante a janela terapéutica a definir para cada farmaco, progredir para um ensaio
de avaliagdo destas moléculas em células submetidas com glutamato.

Dada a complexidade do projeto de investigacdo, a curta duracdo do periodo
disponivel para a redacao da tese de mestrado e a necessidade de conciliar estas
componentes com o estagio curricular, ndo foi possivel concluir o estudo iniciado.
Adicionalmente, a duracdo associada a cada procedimento torna-se um entrave no
cumprimento dos objetivos num curto espaco de tempo, citando-se a titulo de exemplo
o procedimento associado a cultura de células, que envolve um periodo aproximado de
um més para a obtencao de culturas celulares prontas a a utilizar nos ensaios propostos.

Porém, embora n3do se tenha conseguido concluir os estudos, foi possivel
adquirir e/ou aprofundar um universo de conhecimento cientifico, ndo sé ao nivel da
fisiopatologia da doenca central do estudo, mas também ao nivel da quimica organica e
guimica medicinal, e ainda ao nivel de procedimentos e técnicas experimentais, tanto
na vertente de sintese organica como na de ensaios bioldgicos, que serdo Uuteis
futuramente na continuacdo dos estudos pendentes propostos para este projeto.
Pretende-se, assim, dar continuidade a sintese quimica e construir uma biblioteca de

compostos quinolinicos com potencial atividade no complexo CDK5-p25. Seguidamente
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pretende-se avaliar as condi¢Oes ideais de tratamento com glutamato e repetir o
procedimento, nas condi¢bes selecionadas, para posterior utilizagdo das moléculas de
interesse, incluindo os farmacos antimalaricos, o composto 3 (AS3S), e a biblioteca de
derivados sintetizados, nos respetivos ensaios de atividade. O objetivo final deste
projeto consiste em encontrar possiveis candidatos a novos fadrmacos modificadores da
doenca de Alzheimer e contribuir para proporcionar aos doentes com DA uma qualidade

de vida superior, diminuindo o impacto negativo causado por esta patologia.
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VIII.  ANEXOS

Leul33A
Ala31A

Figura VIII-1. Representagao do modelo farmacofdrico virtual estabelecido para o
inibidor do complexo CDK5-p25 aloisina A (Identificacdo na base de dados PDB: 1UNH).

92



GIn85A Ilel0A

wﬁﬁﬂx Hﬂ

R : A NH
N~y N
R el ”
0
H/N
o
R{
N Glu8lA

Figura VIII-2. Representacdo do modelo farmacofdrico virtual estabelecido para o

inibidor do complexo CDK5-p25 indirubina-3-monoxima (Identificacdo na base de dados
PDB: 1UNG).
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Figura VIII-3. Representacdo do modelo farmacofdrico virtual estabelecido para o
inibidor do complexo CDK5-p25 R-roscovitina (Identificacdo na base de dados PDB:
1UNL).
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Figura VIII-4. Representacdo do modelo farmacofdrico virtual estabelecido para o
inibidor do complexo CDK5-p25 diaminotiazole (Identificacdo na base de dados PDB:
300G).
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Figura VIII-5. Espetro de *H-RMN obtido para o composto (1), AS1S.
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Figura VIII-6. Espetro de *H-RMN obtido para o composto (2), AS2S.
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Figura VIII-7. Espetro de 3C-RMN obtido para o composto (2), AS2S.
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Figura VIII-8. Espetro de *H-RMN obtido para o composto (3), AS3S.
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Figura VIII-9. Espetro de 3C-RMN obtido para o composto (3), AS3S.
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