evistia Virtual de Cusmnica

Butirilcolinesterase - BuChE: um Potencial Alvo para
o Desenvolvimento de Farmacos para o Tratamento da Doenga
de Alzheimer

Goulart, P. N.; Caruso, L.; Nadur, N. F.; Franco, D. P.; Kimmerle, A. E.;* Lacerda, R. B.

Rev. Virtual Quim., 2021, 13 (1), no prelo. Data de publicagdo na Web: 11 de Novembro de 2020

http://rvg.sbg.org.br

Butyrylcholinesterase - BUChE: A Potential Target for Development of Drugs
for Alzheimer's Disease Treatment

Abstract: Alzheimer's disease (AD) is a major cause of senile dementia, being responsible for most of the
deaths of elderly people in developed countries. An important feature of AD is the loss of acetylcholine
(ACh) in cholinergic and non-cholinergic neurons. However, acetylcholinesterase (AChE) activity is
increased in amyloid plaques, which has been important in therapeutic strategy using AChE inhibitors, such
as donepezil and galantamine. Butyrylcholinesterase (BuChE) has less affinity for ACh compared to AChE,
however its activity seems to be crucial for AD process with decline in AChE levels in the advanced stages
of this desease. Thus, research with selective BUChE inhibitors has been increasing considerably as a new
perspective for AD treatment. In this review we highlight synthetic and natural selective BUChk inhibitors,
described as drug prototypes candidates for AD.

Keywords: Buthyrylcholinesterase (BuChE); Selective inhibitors; Alzheimer Disease (AD).

Resumo

A Doencga de Alzheimer (DA) é uma das principais causas de deméncia senil, sendo responsavel por grande
parte das mortes de idosos em paises desenvolvidos. Uma importante marca da DA é a perda de acetilcolina
(ACh) nos neuronios colinérgicos e nao-colinérgicos. No entanto, a atividade acetilcolinesterase (AChE) esta
aumentada nas placas amiloides, o que tem sido importante na estratégia terapéutica usando inibidores de
AChE, como por exemplo a donepezila e a galantamina. A butirilcolinesterase (BuChE) tem menor afinidade pela
ACh se comparada a AChE, no entanto sua atividade parece ser crucial para o processo da DA com o declineo
nos niveis de AChE nos estdgios avancados desta doenga. Dessa forma, a pesquisa com inibidores seletivos
de BuChE vem aumentando consideravelmente como uma nova perspectiva para o tratamento da DA. Nesta
revisdo destacamos inibidores seletivos de BuChE sintéticos e naturais, descritos como candidatos a protétipos
de farmacos para a DA.
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1. Introdugao

As colinesterases (ChE’s), acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BuChE), sdo enzimas
serina hidrolases, responsaveis pela hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) (1), com a
fungdo de interromper sua acdo nas jung¢bes das
varias terminagOes nervosas colinérgicas com seus

respectivos érgdos efetores ou locais pds-sinapticos.!
Na jun¢do neuromuscular, a inativacdo imediata
da ACh (1, Figura 1) pela AChE é necessaria para
evitar a difusdo lateral e a ativagdo sequencial
dos receptores. Os inibidores de colinesterases,
compostos anticolinesterasicos (anti-ChE), sdo,
portanto, agentes que prolongam a existéncia da
acetilcolina (1) apds sua liberagdo nas terminagoes
nervosas. Diversos inibidores de colinesterases
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sdo amplamente utilizados como farmacos para o
tratamento do glaucoma, na facilitacao da motilidade
gastrintestinal, etc.? Adicionalmente, a existéncia de
inibidores de colinesterases de agao prolongada com
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE), tem levado ao estudo e aprovagdo desses
agentes para o tratamento da Doenca de Alzheimer
(DA). Embora a eficacia desses agentes seja limitada
e o0s mesmos apresentem efeitos colaterais,
principalmente hepaticos, esses farmacos ainda
constituem os Unicos agentes terapeuticamente
Uteis para o tratamento dos sintomas da deméncia
na DA.3 Como exemplo desses agentes, podemos
destacar a tacrina (2, Figura 1), primeiro farmaco
para o tratamento da DA, aprovado em 1993
pelo FDA (Food and Drug Administration), e, mais
recentemente, tivemos a aprova¢ao da donepezila
(3, Figura 1), que é capaz de melhorar a cognicdo e
retardar a progressao sintomatica da DA.**

A butirilcolinesterase  (BuChE) juntamente
com a acetilcolinesterase (AChE) sdo as enzimas
colinesterdsicas encontradas no sistema nervoso
e juntas catalisam a hidrdlise da acetilcolina (ACh)
(1), diminuindo os niveis desse neurotransmissor e
cessando a comunicagdo entre as células nervosas.
Entretanto, uma queda acentuada nos niveis desse
neurotransmissor resulta na diminui¢gao da funcao
cerebral e, consequentemente, na perda progressiva
de habilidades intelectuais.® A butirilcolinesterase
(BuChE) ¢é sintetizada no figado e encontrada
primariamente no plasma e, embora tenha menor
afinidade pela ACh se comparada a AChE, é crucial
para o processo de hiddlise da ACh com o declineo
nos niveis de AChE nos estagios mais avancados da
DA, por isto os inibidores seletivos de BuUChE sao
vislumbrados como potenciais candidatos para o
tratamento desta doenca.’

2. Doenga de Alzheimer (DA)

A Doenga de Alzheimer (DA) foi descoberta em
1906 pelo Doutor Alois Alzheimer por intermédio
de um estudo de caso onde foram observadas
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alteracdes nos emaranhados neurofibrilares,®
e atualmente representa 50-60% dos casos de
deméncia senil e uma das principais causas de
morte de idosos em paises desenvolvidos.® A DA
estd associada a um declinio nas capacidades
intelectuais de maneira grave o suficiente para
afetar o funcionamento social e ocupacional, tendo,
portanto, um importante impacto socioeconémico.
A DA afeta majoritariamente a populagao idosa, de
modo que as projecdes a respeito do envelhecimento
populacional sobrepéem a crescente na incidéncia
de doencas cronicas e cognitivas, como o
Alzheimer, e estima-se que em 2050, 1 em cada 85
pessoas sera afetada por essa doenca.’?

A DA é uma desordem neurodegenerativa
progressiva irreversivel, de etiologia desconhecida e
de provavel acdo multifatorial, ou seja, causada pela
interacdo de multiplos mecanismos patogénicos.®
Uma das principais caracteristicas da DA é a perda de
ACh nos neurénios colinérgicos e ndo-colinérgicos,
gue resultam na perda progressiva e irreversivel de
memoria devido ao déficit da funcdo colinérgica.!
Entretanto, a AChE ndo esta envolvida apenas com
o controle dos niveis de ACh, ela também serve
como um importante cofator para a agregagdo do
peptideo AP, induzindo alteragdes conformacionais
e bioguimicas em solucdo e acelerando sua
fibrilogénese. Além disso, os complexos AChE-AB
exibem uma neurotoxicidade consideravelmente
maior em comparagdo com os peptideos AP
livres,>'® além também de ser capaz de acelerar sua
agregacdo, levando a formacgdo das fibrilas tipicas
da DA. Desta forma, uma importante estratégia
terapéutica para o tratamento da DA tem sido o uso
de inibidores de acetilcolinesterase (AChE).

Além da perdade memodriarecente, os principais
sintomas da DA causados pelo déficit colinérgico
sao as perdas de outras fungdes cognitivas
como capacidade de fazer célculos, habilidades
visioespaciais, capacidade de uso de objetos e
ferramentas comuns, além de varios disturbios
psiquidtricos e comportamentais. A morte de
pacientes acometidos ocorre em aproximadamente
6-12 anos de doencga e é geralmente causada por
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Figura 1. Estruturas quimicas da acetilcolina (1), tacrina (2) e donepezila (3)
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complicagbes da imobilidade, como pneumonias,
embolia pulmonar, etc.?®

2.1. Tratamento da DA

A acetilcolina (ACh) (1) foi o primeiro
neurotransmissor descrito. Ela foi descoberta por
Henry Dale (1914) e Loewis (1921), os quais dividiram
o prémio Nobel de medicina em 1936 por este feito.
A acetilcolina (1) é encontrada no cérebro, juncdes
neuromusculares, medula espinhal e ganglios do
sistema nervoso auténomo. E biossintetizada pela
transferéncia catalisada enzimaticamente (colina
acetiltransferase) do grupo acetila do acetil-CoA
para a colina, um dlcool de amonio quaternario
(5, Figura 2), e atua em receptores inotrdpicos
(nicotinicos) e metabotrépicos (muscarinicos).
A acetilcolina livre, ndo ligada a receptores, é
hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE), em acido
acético e colina, como um mecanismo fisioldgico
para interromper suas acoes.*’

A acetilcolina contribui nos processos cognitivos
e estd intimamente relacionada a DA, o que tem
sido importante na estratégia terapéutica usando
inibidores de acetilcolinesterases (AChEl's) ou
anticolinesterasicos. A inibicdo da AChE aumenta
a concentracdo de ACh nas sinapses e resulta na
producdo de melhores respostas nos receptores
muscarinicos e nicotinicos. A fisostigmina (8, Figura
3), um dos primeiros inibidores de acetilcolinisterase
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(AChE) estudados, produziu melhorias modestas na
cognicao e seu uso foi limitado devido ao regime de
dosagem frequente e reacdes adversas severas.!®
Podemos citar como exemplos de farmacos
anticolinesterasicos usados no tratamento padrdo
de primeira linha para pacientes com DA fraca a
moderada: a Tacrina (2),* descontinuada em 2013,
Donepezila (3),°> Rivastigmina (9, Figura 3),*° e
Galantamina (10, Figura 3);%° os quais, com exce¢do
da rivastigmina (9), ndo tem a fungdo carbamato e sdo
classificados como anticolinesterasicos ndo-classicos.

A tacrina (2) (tetrahidroaminoacridina,
Cognex™) foi o primeiro farmaco aprovado para o
tratamento da DA e é classificada como um inibidor
de acetilcolinesterase n3o-classico. E um inibidor
reversivel e ndo competitivo de acetilcolinesterase
e butirilcolinesterase.?* A molécula da tacrina (2) foi
inicialmente sintetizada como um antisséptico, em
1940 por Adrian Albert na Australia. Mais tarde, na
década de setenta, William Summers comecou a
usar a tacrina (2) para o tratamento do coma por
overdose e delirio. Ja no inicio da década de oitenta,
Summers e colaboradores, na UCLA, demonstram a
utilidade do uso da tacrina (2) por via oral para tratar
pacientes com DA.22 Em 1993 acontece a aprovacdo
da tacrina (2) pelo FDA para o tratamento da DA.
Entretanto, embora houvesse eficacia terapéutica,
esse farmaco possuia efeitos adversos significativos
relacionados a sua alta hepatotoxicidade, o que
levou a sua descontinuagdo em 2013.%2

Alcool (5) Acido carboxilico (6)

Butirilcolina (7)

Figura 2. Hidrélise dos éteres de colina pelas colinesterases
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Figura 3. Estruturas quimicas da fisostigmina (8), rivastigmina (9) e galantamina (10)
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A donepezila (3) (Aricept™), uma indanona-
benzilpiperidina, é o primeiro de uma nova classe
de inibidores reversiveis e ndo competitivos de
acetilcolinesterase ndo relacionados a tacrina (2)
ou fisostigmina (8). O farmaco apresenta uma alta
seletividade para a acetilcolinesterase (570-1250
vezes mais seletivo para AChE do que para BuChE)
e possui agdo central tendo maior afinidade para
a AChE do cérebro do que periférica, aumentando
assim os niveis de acetilcolina na fenda sinaptica.?®
A donepezila (3) é majoritariamente metabolizada
pelo figado, pelas enzimas hepaticas CYP2D6 e
CYP3A4, podendo interagir com farmacos que
inibem essas enzimas.?* Quando comparada a tacrina
(2), a donepezila (3) tem maior seletividade para a
AChE central, maior tempo de meia-vida e pouco, ou
nenhum, potencial para hepatotoxicidade.

A rivastigmina (9) (Exelon™) é um arilcarbamato
gue possuiinibicdo reversivel carbamoilantedeagdo
longa, que inibe a AChE e a BUChE com afinidades
semelhantes,? porém seletivo para a AChE cerebral
e com baixa toxicidade. Tem meia-vida de apenas
duas horas, porém é capaz de continuar inibindo
a AChE por mais de dez horas devido a sua lenta
dissociacdo da enzima carbamilada. A rivastigmina
(9) possui metabolismo ndo hepatico, tornando
raras as interacdes medicamentosas.?®

A galantamina (10) (Razadyne™) é um
alcaloide terciario que atua na melhora da fungdo
colinérgica por dois mecanismos de a¢do: como
inibidor reversivel, competitivo e seletivo da
acetilcolinesterase (AChE)* e como um modulador
alostérico dos receptores colinérgicos nicotinicos,
onde ao se ligar a subunidade a potencializa a
resposta a ACh.3° O perfil de efeitos colaterais é
semelhante ao observado para a rivastigmina (9)
e donepezila (3), ndo estando associada ao perfil
hepatotdxico que limita o uso da tacrina (2).%

3. Colinesterases (ChE’s)

Como descrito no tdpico anterior, o principal
alvo de tratamento da DA atualmente sdo as
colinesterasaes. Do ponto de vista estrutural, as
colinesterases pertencem a familia das serina
hidrolases, responsdveis por catalisar a hidrdlise
de ésteres de colina, sendo o neurotransmissor
acetilcolina (1) o principal substrato. Existem dois
tipos de colinesterase: acetilcolinesterase (AChE, EC

3.1.1.7), também conhecida como a colinesterase
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“verdadeira” ou “especifica”; e butirilcolinesterase
(BuChE,E.C.3.1.1.18) conhecidacomo colinesterase
“sérica”, “pseudo” ou “ndo especifica” 3!

A AChE tem elevada especificidade pela
acetilcolina, além de possuir alta eficiéncia, ja que
é capaz de hidrolisar 6x10° moléculas de ACh por
minuto,*>*sendoresponsével poraproximadamente
95% da atividade das colinesterases (ChEs) em um
cérebro humano normal®* Em contrapartida, a
BuChE é inespecifica, hidrolisa tanto a ACh, mas com
taxa de hidrdlise mais lenta, quanto outros ésteres
como a butirilcolina (BuCh).®

As colinesterases estdo distribuidas de maneira
distinta através dos tecidos, sendo a AChE
encontrada principalmente no sistema nervoso
central e periférico, nas jungGes neuromuscular e
na membrana dos eritrdcitos. Enquanto a BuChE
é amplamente distribuida em varios tecidos, como
no plasma, pulmdes, figado, coragdo, sistema
nervoso central e periférico, principalmente de
origem glial.®

A AChE e BuChE apresentam 65% de homologia
no que se refere as respectivas sequéncias de
aminoacido e dispéem de estruturas terciarias e
quaternarias relativamente similares.3®**” Ambas
possuem um canal estreito de aproximadamente
20 A de profundidade, no qual se encontra o sitio
anibnico periférico (PAS) localizado na entrada deste
canal, e o sitio de acilacdo catalitica (CAS) situado na
extremidade inferior deste canal (Figura 4).3®

Ademais, o CAS comporta, além da triade
catalitica, diferentes subsitios importantes para
a interagdo do ligante com a enzima, como: sitio
de ligacdo de acila, responsavel por acomodar o
grupo acila do substrato durante a catdlise; sitio de
ligacdo de colina, capaz de estabilizar a subunidade
colina no sitio ativo através de interacdes cation-m;
cavidade oxianion, capaz de formar fortes ligagdes
de hidrogénio com o oxigénio carboxilico da ACh
e ajudar na estabilizacdo da carga negativa gerada
durante o reacdo de hidrdlise.?®

Emambasasenzimas, osaminoacidos Ser, His, Glu
gue compdem a triade catalitica sdo conservados.®®
Através destes, o mecanismo catalitico envolve a
ativacdo (aumento da nucleofilicidade) do grupo
hidroxila da serina via sistema de revezamento de
carga envolvendo o anion carboxilato de glutamato,
0 anion imidazol da histidina. O anion hidroxila
da serina formado é capaz de atacar o carbono
eletrofilico do substrato, gerando um intermediario
tetraédrico. Apods sucessivas transferéncias de
prétons entre o intermedidrio e o residuo de
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Figura 4. A — Sitio ativo da acetilcolinesterase humana (hAChE) (pdb 4ey4). B — Sitio ativo da

butirilcolinesterase humana (hBuChE) (B; pdb 1p0i). C — Sobreposicdo dos sitos ativos da hAChE e

hBuChE. D — Representacao da superficie do canal profundo da hAChE (cinza). E — Representacdo da

superficie do canal profundo da hBuChE (cinza). Os residuos estdo representados: no PAS (em verde);

na triade catalitica (em magenta); na cavidade oxidnion (em laranja); no sitio de ligagdo de acil (em
ciano); no sitio de ligacdo de colina (em amarelo)

histidina, a colina é liberada, resultando na serina
acetilada. Ao final, a hidrdlise da serina acetilada
regenera o sitio catalitico da enzima e forma um
equivalente do acido carboxilico correspondente
(Figura 5).%041

Embora ambas as enzimas sejam semelhantes,
estas possuem diferengas espaciais que contribuem
para as respectivas seletividades tanto em relagdo
aos substratos quanto aos inibidores. A diferencga
mais significativa refere-se a presenca de residuos
aromaticos no sitio ativo da AChE (Tyr72, Tyr124,
Tyr337, Phe295, Phe297) enquanto na BuChE
estdo presentes residuos alifaticos (Asn72, GIn124,
AlaA337, Leu286, Val288), permitindo que a BUChE
acomode substratos mais volumosos 4*%3

3.1. Butirilcolinesterase (BuChE)

O papel fisiolégico da BUChE ainda ndo estd
totalmente elucidado. Embora seja capaz de
hidrolizar ACh (1) e outras acilcolinas, até agora
nenhum substrato natural enddgeno foi descrito
para esta enzima. Como a BuChE é relativamente
abundante no plasma (cerca de 3mg/litro) e é
capaz de degradar grande nimero de compostos
contendo éster, ela desempenha importantes
fungGes farmacoldgicas e toxicoldgicas, como
no metabolismo de lipoproteinas e farmacos.
Sendo, por exemplo, uma enzima com potencial
desintoxicante usada contra organofosfatos
neurotoxicos.34
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Figura 5. Representagdao do mecanismo catalitico de hidrélise pelas colinesterases

Adicionalmente, a BuChE temsido correlacionada
com inumeras doencas, como diabetes, obesidade,
esteatose hepatica, hipertiroidismo, doencas
cardiovasculares e doencas neurodegenerativas.*>°
Entretanto, sua fungdo fisiolégica ainda ndo esta
completamente esclarecida visto que estudos
reportaram que individuos que possuem gene
de BUChE silencioso, ndo apresentaram qualquer
sinal de deficiéncia fisica ou mental.> Também foi
observado que camundongos knockout para BuChE,
ou seja, que tiveram o gene da BuChE desativado,
ndo apresentam deficiéncia fisioldgica.>

No cérebro saudavel, a AChE é a principal
enzima responsavel pela regulacdo da ACh, todavia
em estagios avancados da DA, o nivel de AChE no
cérebro diminui gradativamente até 90%, enquanto
a BuChE aumenta até 165% dos niveis normais,*®
53 evidenciando o carater compensatério da BuChE
na auséncia de AChE e, consequentemente, sua
relevancia para a hidrélise da ACh em fase tardia
da DA. Pesquisas realizadas com modelos de
camundongos knockout para AChE, confirmaram tal
caracteristica, visto que as vias colinérgicas foram
mantidas normais mesmo com o gene da AChE
desativado neste animais.>* > Desta forma a BuChE
parece ter papel importante na hidrélise da ACh em
estagios mais avancados da DA e seus os inibidores

seletivos sdo potenciais candidatos a farmacos para
o tratamento da DA em estdgios avancados.

Além disso, outras fungdes ndo-classicas das
colinesterases tém interferido no avanco da DA,
tal como na cascata amildide. Foi observada,
por exemplo, a presenca da BuChE entre placas
neuriticas, o que sugere que esta enzima
esteja envolvida na formacdo destes agregados
peptidicos.®® Existem evidéncias de que a inibicdo
da BuChE pode influenciar no processo de redugao
da formacgao de AP, apesar do mecanismo de a¢ao
ainda n3o ter sido elucidado.3*%” Portanto, pesquisas
com inibidores da BUChE emergem como uma nova
abordagem terapéutica contra a progressao da DA.

4. Inibidores de Butirilcolinesterase
(iBuChE’s)

Nos ultimos anos uma grande variedade
de novas entidades quimicas (NEQ’s) com
propriedades inibitérias seletivas sobre a BuChE
vem sendo planejadas e investigadas como
potenciais candidatos a farmacos para o tratamento
da DA. Diversas classes de compostos sintéticos e
naturais tem sido descritas na literatura cientifica e
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destacamos nesta revisao algumas delas, como os
carbamatos, derivados inddlicos, benzimidazdlicos,
fenotiazinicos, quinolinicos, derivados da tacrina
e triazdis. Adicionalmente, também destacamos
alguns compostos representativos de classes
de produtos naturais descritos como inibidores
seletivos de BUChE.

4.1. Derivados Carbamatos

Os carbamatos constituem uma importante
classe decompostos organicosem quimica medicinal,
sendo utilizados também como inseticidas,
fungicidas e parasiticidas no setor agricola. Além
disso, esta subunidade pode ser encontrada em
estruturas de importantes farmacos anticancer,
anti-HIV e asma, por exemplo, como o irinotecan,
efavirenz, ritonavir, zafirlucast, etc.>® Os carbamatos
também se destacam como uma importante classe
de derivados anticolinesterasicos, tendo esta
subunidade um reconhecido carater farmacofdrico.
Os carbamatos anticolinesterasicos sdo inibidores
reversiveis que reagem de maneira covalente com as
colinesterases, da mesma forma que a ACh, porém
sao hidrolisados pela AChE muito mais lentamente.
Podemos destacar como importantes exemplos de
anticolinesterasicos clinicamente Uteis, o alcaloide
fisostigmina (8), um metilcarbamato naturaltambém
denominado eserina, (CISO AChE 28nM e Cl., BuChE
16nM), usado no tratamento do glaucoma desde
1877, e a rivastigmina (9), um analogo simplificado
do primeiro, importante no tratamento de primeira
linha para pacientes com DA leve a moderada.>®®
Diferentes estruturas contendo a subunidade
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carbamato tem sido extensivamente estudadas
também na busca por inibidores seletivos de BuChE,
como mostrado nos exemplos relacionados a seguir.

Jones e colaboradores descreveram uma nova
série de derivados 2-aril e 2-alquilcarbamato-
isossorbida inibidores potentes de BuChE
(Figura 6), os quais foram planejados por hibridacdo
molecular®® com os &cidos ferdlico e lipdlico,
conhecidos por suas atividades antioxidantes. O
planejamento destes compostos hibridos visou
a obtencdo de protétipos capazes de modular a
DA através da inibicdo seletiva da BUChE humana
(hBuChE), previamente descrita em derivados do
tipo carbamoilésteres de isossorbida,®? e a inibicdo
de processos oxidativos responsaveis pela morte
neuronal. Dentre os compostos sintetizados e
testados, de forma geral os derivados lipoatos
foram os inibidores de BuChE mais potentes, com
destaque para o derivado benzilcarbamato (11a)
contendo a subunidade éster lipoato (Cl,, = 150
nM) e o butilcarbamato correspondente (11b) (CI_
= 170 nM). O derivado de ferulato mais potente
foi o butilcarbamato correspondente (12b) (Cl,, =
430 nM). Os compostos 2-alquil e 2-arilcarbamato-
isossorbida se mostraram inibidores seletivos
e potentes da BuChE, sendo o derivado hibrido
ferulato 12a o Unico que apresentou atividade
moderada como inibidor de AChE (Cl, = 27,1 uM).
O derivado hibrido 2-benzilcarbamato-isossorbida-
5-lipoato (11a), mais potente e seletivo inibidor
da BuChE dentre os compostos estudados no
trabalho em questdo, mostrou mecanismo de
inibicdo pseudo-irreversivel e foi o melhor como
neuroprotetor em linhagem de células hipocampais

H O . Ho o PP 0
N\[(O/,'fgj\ )}\/\/\(\;\/ Y /,1&0)1\/\/\(5
e (0] (0] 0 ’/H
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o H S-g S

11a; Clg BUChE = 150 nM

H
N

12a; C|50 BuChE = 29,2 uM
Clgy AChE = 27,1 uM

o, @)
©/ T)( J\/\Q\ \/\/N\[( A
0 H

11b; Clg, BUChE = 170 nM

12b; Clg, BUChE = 430 nM OH

Figura 6. Estruturas quimicas dos compostos hibridos carbamato-isossorbida-5-lipoato (11a-b) e
carbamato-isossorbida-5-ferulato (12a-b)
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murinas, no modelo de citotoxicidade induzida por
glutamato.%

Em 2017, Wu e colaboradores descreveram
uma série de treze carbamatos desenhados
como analogos estruturais do bambuterol (BMB)
(13), um pro-farmaco do agonista B-adrenérgico
terbutalina. O BMB (13) é um potente inibidor de
BuChE, porém com limitacGes como a incapacidade
de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e
a possibilidade de ocorréncia de efeitos colaterais
cardiacos, causados pelo seu metabdlito ativo. Os
novos andlogos foram desenhados variando-se os
grupos alquila ligados as subunidades carbamatos
e a amina secundaria. Os treze compostos
sintetizados foram seletivos para BuChE equina,
eqBuChE, com Cl,, entre 100-4700 nM e cinco
deles foram equipotentes ao BMB (13) (Figura
7). Estudos adicionais com os derivados 14a e
14c mostraram que os mesmos sao inibidores
especificos e potentes da hBuChE. Adicionalmente,
os estudos de cinética de inibicdo da hBuChE com
estes dois derivados mostraram inibicao pseudo-
irreversivel tempo e concentracdo dependente. Os
autores também estudaram o efeito do BMB (13) e
dos andlogos 14a e 14b na frequéncia cardiaca de
ratos anestesiados, e os analogos reduziram efeitos
colaterais cardiacos, o que significa uma importante
vantagem terapéutica sobre o BMB. Os analogos
também apresentaram maiores valores de logP que
o protétipo original, o que pode significar melhores
condicbes de atravessar a BHE. Os estudos de Wu
e colaboradores evidenciam que o BMB (13) e

O
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L - BMB (13)
T O * Clso BUChE = 119 nM
X
0 0]

| | Q |
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Clso BUChE = 100 nM Clg, BUChE = 116 nM
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seus analogos estruturais sdo inibidores potentes
e seletivos da BUChE potencialmente Uteis para o
tratamento da DA.**

Novos derivadosalquil earilcarbamatos contendo
assubunidades N-fenilpiperazina, N-benzilpiperazina
e 4-benzilpiperidina foram desenhados como
inibidores seletivos de BUChE no trabalho reportado
por Bajda.%> Dentre os derivados sintetizados, trés
compostos (15a-c, Figura 8) se destacaram com
valores de Cl_, entre 2,0 e 3,3 uM para BuChE,
melhores que o padrdo de referéncia utilizado, a
rivastigmina (9, Cl_, = 4,7 pM). Adicionalmente,
estes trés derivados se mostraram seletivos para a
BuChE, uma importante vantagem com relacdo ao
padrdo (9). Os resultados também demonstraram
a importancia da subunidade carbamato para a
atividade dos compostos estudados, o que foi
corroborado por estudos de docking mostrando a
possibilidade da interacdao da subunidade carbamato
com a triade catalitica, viabilizando a carbamoilacdo
da serina 198 da BuChE.

Uma nova série de derivados salicilanilida
carbamatos N,N-dissubstituidos foi descrita por
Krakty e colaboradores. Os autores descrevem
o planejamento e sintese de quinze derivados
carbamatos e cinco derivados tiocarbamatos
candidatos a prototipos inibidores de ChE’s.
Os novos compostos foram avaliados sobre as
enzimas AChE e BuChE, bem como quanto a
seletividade, seguranca (citotoxicidade em células
de carcinoma hepatocelular — HepG2) e estudos
in silico sobre as enzimas alvo. A rivastigmina (9)

(@]
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O
\NJ\O OH 14a
| * Clgy BUChE = 125 nM
o

O

NH NQ
)< 14e
Clsg BUChE =108 nM
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Clgo BUChE = 113 nM

Figura 7. Bambuterol (13) e seus analogos estruturais (14a-e). Inibidores potentes e seletivos de BuChE
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e galantamina (10) foram utilizados como padrées
de referéncia. Dentre os compostos sintetizados os
carbamatos foram melhores que os tiocarbamatos.
Cinco carbamatos se destacaram pela seletividade
sobre a BUChE e se mostraram mais efetivos que os
padrdes utilizados, sendo os derivados 16d e 16e
0s mais potentes (Figura 9).%

4.2. Derivados Inddlicos

O nlcleo inddlico é um importante
heteroaromatico biciclico, constituido pela fusdo

«Q
SRS’

15a; Clg, BUChE = 2,0 uM
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dos anéis benzeno e pirrol. E um heterociclo
extremamente importante em sintese organica e
guimica medicinal,’” estd presente nas proteinas
na forma do aminodcido triptofano, nos alcaloides
inddlicos, como a estricnina e LSD (dietilamina do
acido lisérgico), e em importantes farmacos de
diferentes classes como no AINE indometacina,
no farmaco para enxaqueca sumatriptano e no
antiemético ondansetron, usado como adjuvante
no tratamento de quimioterapia do cancer.%®
O nucleo inddlico também estd presente em
diversos prototipos inibidores seletivos de BuChE

RAGAGNS

15b; Cly, BUChE = 2,6uM

sasaole

15¢; Clsy BUChE = 3,3 uM

Figura 8. Estruturas quimicas dos aril e alquilcarbamatos alquil-piperidinicos e alquil-piperazinicos
(15a-c) inibidores seletivos de BuChEt
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Figura 9. Estruturas dos derivados salicilanilida carbamatos N,N-dissubstituidos inibidores seletivos de
BuChE (16a-d)
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descritos na literatura, alguns dos quais sao
descritos abaixo.

O trabalho de De Candia e colaboradores
levou a identificagdo de novos derivados inddlicos
como importantes hits para o desenvolvimento
de novos farmacos para a DA% A nova série
de derivados contendo o nucleo heterociclico
tetrahidroazepinoindol (THAI) foi sintetizada
e testada para atividade anticolinesterasica
in vitro, além de ensaios de neuroprotecdo,
neurotoxicidade e hepatotoxicidade in vitro. A
presenca do substituinte fenetila se mostrou
fundamental para poténcia e seletividade dos novos
derivados, tendo o composto 6-fenetil-2,3,4,5-
tetrahidroazepino([4,3-b]indol-1(6H)-ona (17a) e seu
analogo 9-fluor (17b) se destacado pela poténcia
de inibicdo para eqBuChE na faixa de nanomolar
(24 nM e 28 nM, respectivamente), bem como pela
seletividade versus AChE (Figura 10). O derivado
17a foi identificado como um novo hit potente e
seletivo para hBuChE (Cl,, = 13 nM), com efeito
neuroprotetor moderado no modelo de toxicidade
em células SH-SY5Y induzido por NMDA, além de
nao apresentar neuro ou hepatotoxicidade in vitro.

Inspirados pelo trabalho de De Candia,
Purgatorio e colaboradores planejaram e
sintetizaram uma nova série de vinte derivados
1,2,3,4,5,6-hexahidroazepino[4,3-blindol
(HHAI), os quais foram testados para atividade
anticolinesterasica e agregacdo AB amiloide.” Os
novos derivados HHAI's foram capazes de inibir
ambas as colinesterases na faixa de micromolecular
e subsequentes modificagcdes estruturais levaram a
identificacdo de inibidores potentes e seletivos de
BuChE (18a-d, Figura 11). A inibicdo da BuChE foi
estrutura dependente, tendo sido demonstrada a
importancia do maior volume molecular e aumento
da lipofilicidade. Cabe destacar a importancia do

O N
b
N

17a; Cl;y eqBuChE = 24 nM

Clgg hBuChE =13 nM

Va

tamanho da cadeia alquilica espacadora entre o
anel azepina e fenila: a atividade inibidora da AChE
nao foi afetada com a mudanca de uma para duas
unidades metilénicas e diminuiu com 3 e 4 unidades
metilénicas. Por outro lado, a atividade inibidora
de BuChE foi potencializada com o aumento
do numero de unidades metilénicas na cadeia
espacadora dos derivados 18a-d, o que corrobora
com as caracteristicas dos respectivos sitios ativos
de AChE e BuChE. O derivado inddlico otimizado
18d foi o mais potente (0,17 uM) e seletivo (100x)
inibidor de BUChE, sendo identificado como um
inibidor misto capaz de inibir, in vitro, a agregacao
do peptideo neurotdxico B-amildide (AB) e com
efeitos neuroprotetores em linhagem celular de
neuroblastoma (SH-SY5Y). O derivado 18d é um
importante candidato a protdétipo para otimizacdo
e desenvolvimento de farmacos para o tratamento
da neurodegeneracao relacionada a DA.

Novos derivados inddlicos, promissores
inibidores  seletivos de BuChE, também
foram descritos no trabalho de Wieckowska
e colaboradores.” Os autores planejaram,
sintetizaram e testaram novos analogos
da donepezila (3) nos quais a subunidade
N-benzilpiperidina foi mantida e o ntcleo indanona
foi trocado pelo anel indélico, com o objetivo de
explorar interacbes adicionais que este nucleo
pode realizar no sitio anibnico periférico das
colinesterases. Com o intuito de potencializar
a atividade anti-BuChE, o que foi corroborado
pelos estudos de modelagem molecular, cadeias
alquilicas espacadoras mais longas foram
introduzidas entre o nucleo inddlico e a amina
secundaria. A atividade anti-BuChE também foi
melhorada pela introdu¢do do grupo 4-hidroxila,
resultando nos derivados mais ativos e seletivos
da série inddlica (19b, CI_ para BuChE = 0,52 uM,

O N
E
N
N

% 17b; Clg, eqBUChE = 28 nM

Figura 10. Novos protdtipos inddlicos inibidores BuChE, 6-fenetil-2,3,4,5-tetrahidroazepino[4,3-b]
indol-1(6H)-ona (17a) e seu analogo 9-fllor (17b)
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n
N
18a; n = 1; Cly; AChE = 8,7 uM; Clgy BUChE = 2,0 uM;
N\ 18b; n = 2; Clgy AChE = 9,0 uM; Clg BUChE = 0,7 uM;
N 18c; n = 3; Cl, AChE = 20,0 uM; Cls; BUChE = 0,28 uM;

18d; n = 4; Clsy AChE = 20,0 uM; Clgy BuChE = 0,7 uM;

Figura 11. Novos protdtipos inddlicos inibidores BuChE, (18a-d)

e 19¢, Cl_, para BuChk = 0,34 uM; ambos inativos
frente a AChE). Adicionalmente, o derivado inddlico
19a, n3do substituido no anel benzilico, também foi
identificado como um inibidor potente e seletivo
de BuChE (Cl,, BuChE = 0,93 uM / CI, AChE = 29,6
M), além de inibir 76,5% da agregagao B-amildide
(a 10 uM) e possuir lipofilicidade adequada para
transpor a BHE (Figura 12).

Meden e colaboradores descreveram uma
nova série de compostos inddlicos derivados
do triptofano, os quais se mostraram potentes
e seletivos inibidores de BuChE com baixa
citotoxicidade e boa penetracdo na BHE.”? Os
autores também demonstraram, através da
cristalografia de raios X do melhor composto
da série em complexo com a hBuChE, um
novo modo de interagdo. Foi construida uma
biblioteca virtual de 399 compostos desenhados
a partir da estrutura da Triptofanamida (20) em
combina¢do com diferentes derivados inddlicos,
terpenos e carbociclos simples. A biblioteca foi

Donepezila (3)

submetida a uma triagem in silico e os melhores
compostos foram selecionados para sintese,
otimizacdo e avaliacdo da atividade anti-BuChE
in vitro. Os resultados de relagdao estrutura-
atividade (REA) mostraram que a subunidade
terpénica, presente no prototipo, poderia ser
substituida por anéis mais simples sem prejuizo
para a atividade anti-BuChE. Dessa forma, os
autores exploraram diferentes carbociclos
homalogos, bem como cadeias laterais alquilicas
homologas ligadas ao grupo a-amino (21b-d)
(Figura 13). De forma geral, os enantimeros
S foram melhores que os R e a troca do grupo
amino basico pela amida correspondente, ou
outros derivados carbonilados, levou a perda de
poténcia. A presenca do grupo amino terciario
em conjunto com a remogao da carbonila da
amida levou a identificacdo do derivado mais
potente da série (21e), o qual foi pouco citotdxico
e com boa predicdao para penetracao na BHE. Os
autores também demonstraram a importancia

_________________

________________

BUChE = 0,52 uM

_OH
/ N ! :
— T
19b; Clg,

19¢; Clg, BUChE = 0,34 uM

Figura 12. Novos protdtipos inddlicos analogos da donepezila (3) inibidores seletivos de BuChE (19a-c)
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Figura 13. Novos protdtipos inddlicos derivados do triptofano (21a-f), inibidores potentes e seletivos
de BuChE

do nucleo inddlico, ja que os oxinddis e indolinas
correspondentes foram menos ativos.

4.3. Derivados Benzimidazolicos

O nucleo benzimidazol, o benzoderivado do
imidazol, também conhecido como 1,3-benzodiazol,
estd presente em varias classes importantes de
farmacos, como os anti-helminticos albendazol,
fenbendazol, oxfenbendazol, thiabendazol e
mebendazol e, os inibidores da bomba de protom,
Uteis no tratamento da ulcera péptica, omeprazol,
lansoprasol e pantoprasol. A versatilidade
sintética, bem como a diversidade de atividades
farmacoldégicas fazem deste nucleo uma importante
estrutura privilegiada em quimica medicinal.”>"

Willians e colaboradores exploraram a
combinacdo de técnicas in silico e in vitro na
busca por novos inibidores seletivos de BuChE.”
Os autores utilizaram a tacrina (2) como protoétipo
e caracterizaram seu modo de interacdo com
AChE e BuChE através da modelagem molecular.
Posteriormente, foram propostas modificacdes
estruturais capazes de potencializar as interacdes

com a BuChE em detrimento da AChE, gracas as
diferencas entre os respectivos sitios que fazem
com gue a BuChE acomode melhor a presenca de
grupamentos mais volumosos e flexiveis. Esses
estudos permitiram a identificacdo do derivado
bis-benzimidazdlico (22, Figura 14) como um
inibidor potente e seletivo de BuChE (Cl, = 32nM).

Uma nova série de derivados amino-
benzimidazdlicos, planejados como ligantes duais
de BuChE e do receptor canabindide humano tipo
2 (hCB,R), foi descrita por Dolles e colaboradores
como potencias candidatos a protdtipos para o
tratamento de doencas neurodegenerativas.”® Os
autores usaram o benzimidazol 23, um importante
ligante hCB,Reinibidor moderadoporémseletivode
BuChE, como protdtipo. Um modelo farmacofdrico
para inibidores de BuChE foi aplicado ao composto
23 e as modificacGes propostas levaram a sintese
e avaliagdo farmacoldgica de 21 derivados. Os
resultados obtidos permitiram a identificacdo de
dois novos protdtipos amino-benzimidazdlicos
(24a-b, Figura 15) com boa afinidade e seletividade
para BuChE, além de afinidade na faixa de
micromolar para os receptores CB,. Os estudos
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de REA e modelagem molecular mostraram a
importancia da subunidade basica amina, capaz de
realizar interacdo polar com a Ser287, e do nucleo
benzimidazdlico para a atividade anti-BuChE.

Zhu e colaboradores descreveram a sintese
através de irradiacdo micro-ondas, bem como
avaliacdo biologica e modelagem molecular
de novos derivados 2-amino-benzimidazodlicos
substituidos.”” Dentre os compostos da série, o
derivado bis-benzimidazol (25a) e os derivados
piperidinicos (25b-c) foram identificados como
inibidores seletivos de BuChE (Figura 16).
Adicionalmente, os benzimidazdis ndo foram

Goulart, P. N. et al.

citotoxicos a 100 puM (células PC12 ou HepG?2).
Os estudos de docking mostraram a importancia
do nucleo benzimidazdlico, o qual interage com o
residuo de Trp82 via interacGes de empilhamento
1. Para composto 25a, uma interacdao adicional
é observada entre o segundo anel benzimidazol
e o indol do Trp82. Além disso, o composto 25b
apresenta interacdes adicionais com o oxigénio de
His438 no sitio catalitico da BUChE.

Coban e colaboradores’®sintetizaram umasérie
de quinze o-aminoetéxi-2-fenil-benzimidazois
variando os substituintes na posi¢do 5 do nucleo
principal e a cadeia alquilamina ligada ao grupo

Hw/vsvéys \H
SR T

Clsy BUChE = 32 nM

Figura 14. Protétipo bis-benzimidazélico (22) inibidor seletivos de BuChE
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Figura 15. Derivados benzimidazolico (23, 24a-b) ligantes duais de BuChE e hCB,R
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Figura 16. Derivados benzimidazdlico (25a-c) inibidores seletivos de BuChE.
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etoxila orto-fenilico. Dentre a série sintetizada,
sete compostos (26a-g, Figura 17) merecem
destaque pela poténcia inibitéria submicromolar
para BuChE e indice de seletividade (IS) versus
AChE. Os melhores derivados da série possuem
o grupo dietila, pirrolidina e piperidina ligados
ao nitrogénio terminal. Os melhores compostos
também apresentaram valores de LogP
compativeis com a possibildade de boa penetragédo
na BHE. Estudos de modelagem molecular
mostraram interacdao do tipo empilhamento m
entre o benzimidazol e Trp82, além de ligagdo
de hidrogénio do nitrogénio do heterociclo com
His438.

4.4. Derivados Fenotiazinicos

0 nucleo heteroaromatico triciclico
fenotiazina (10H-dibenzo[b,e]-1,4-tiazina) é um
dos heterociclos mais importantes em quimica
medicinal e estd presente em diversos compostos
com diversas atividades terapéuticas. Podemos
citar como algumas das importantes classes de
farmacos contendo este heterociclo, os anti-
Parkinsonianos, neurolépticos, antidepressivos
e anti-histaminicos.” Alguns derivados
fenotiazinicos inibidores seletivos de BuChE s3o
descritos a seguir.

Os trabalhos de Gonzalez-Munoz e
colaboradores levaram a identificaram de
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2 Clsy = 0,66 UM

5=172  \_/

O

Gw—037uM
IS =389

Va

novos derivados N-acilamino-fenotiazinas como
inibidores seletivos de BUChE com potencial para
atravessar BHE.8%%! QOs derivados 27a-h (Figura
18) se destacaram, com Cl, para BuChE entre
0,4 e 3,0 uM; e Cl, para AChE maior que 100uM.
Os novos derivados também apresentaram
propriedades neuroprotetoras contra os danos
causados por estresse oxidativo tanto exdgeno
guanto mitocondrial, por meio de um mecanismo
que envolve a ativacdo de vias antioxidantes e/ou
a eliminagao de radicais livres. Adicionalmente, o
derivado 27f se destacou como um modulador da
concentracdo de calcio citosdlica e neuroprotetor
em células humanas de neuroblastoma. Os
estudos de REA revelaram a importancia das duas
unidades metilénicas como espacador, bem como
da presenca da amina tercidria na cadeia lateral.
Tais propriedades fazem dessas N-acilamino-
fenotiazinas candidatas promissoras para o
desenvolvimento de novos farmacos uteis no
tratamento de DA.

Tasso e colaboradores® investigaram a acdo
anticolinesterasica de uma série de 48 compostos,
entre fenotiazinas e outros sistemas triciclicos
relacionados. Dentre os derivados fenotiazinicos
avaliados, dois derivados (28b-c) merecem destaque
pela poténcia inibitdria sobre a BUuChE comparavel
a do padrdo de referéncia utilizado, etopropazina
(28a) (Figura 19). O composto 28a é um conhecido
farmaco usado no tratamento da doenga de

T

o
26d
Clso = 083HM Clsy= 0,90 uM

IS=11,7 <\j:> IS=15,9 @

CHO TR T

Clsy = 0,69 uM 2
1S=21,1

uw_ossum
N IS = 26,3

26g
Clsy=0,23 pM

N IS = 64,6

O

Figura 17. Derivados o-aminoetoxi-2-fenil-benzimidazéis (26a-g) inibidores seletivos de BuChE
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Figura 18. Derivados N-acilaminotiazinicos-fenotiazinicos (27a-h) inibidores seletivos de BuChE

Parkinson por mais de trintaanos e ja descrito porsua
acdo anticolinesterasica.®#32> Dentre os resultados
obtidos, os autores destacam a importancia da
descoberta da alta poténcia e seletividade do
derivado quinolizidinila (28c), a periciazina,® um
farmaco antipsicético com agdo sedativa e cujas
acoes anti-BuChE descobertas merecem melhor
investigagdo para possivel emprego no tratamento
pacientes com DA associada a desordens psicoticas.

Makhaeva e colaboradores®” descreveram
uma série de derivados hibridos Y-carbolina-aquil-
fenotiazinicos planejados como candidatos a
protétipos de farmacos multialvos para o tratamento
da DA. Os novos compostos foram planejados pela
hibridagdo molecular entre dois compostos com
atividades neuroprotetoras: o anti-histaminico
latrepiridina (29),%%° também conhecido como
dimebon, e o azul de metileno (30),°>°? um inibidor

Lo o
-

\/N\/
28a
CI50 BuChk = 0,72 uM

S S

N

1

Clg, B

L,

da éxido nitrico sintase e guanilato ciclase. Os novos
compostos hibridos foram avaliados através de
ensaios in vitro sobre as enzimas ChE’s, estudos de
modelagem molecular e estudos de interagdo com
o receptor de NMDA. Os derivados fenotiazinicos
31a-c (Figura 20) se destacaram pela inibicdo
seletiva da BuChE (Cl, 0,52 uM; 0,58 uM e 0,32
UM; respectivamente) e os estudos de cinética
mostraram inibicdo do tipo mista. Os estudos de
modelagem molecular revelaram interagGes de
empilhamento 1 entre o nicleo fenotiazinico e o
anel inddlico do Trp82 e, ligacdo de hidrogénio entre
a hidroxila de 30c com o centro oxianion da BuChE.
Adicionalmente, foram observadas intera¢cdes de
empilhamento mt fracas entre a Y-carbolina e Phe329.
Os estudos de ligacdo com o receptor NMDA
apontaram que 30a e 30b se ligam e este receptor,
caracterizando a acdo dual destes compostos.

CLIC

S

N

L
OH

uChE =0,23 MM C|50 BuChE =0,51 ],J_M

Figura 19. Derivados fenotiazinicos inibidores seletivos de BuChE: 28a (Etopromazina), 28b e 28c (periciazinha)
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Figura 20. Derivados fenotiazinicos hibridos inibidores seletivos de BUChE e ligantes do receptor NMDA
(30a-c)

4.5. Derivados Quinolinicos

A quinolina, 1-aza-naftaleno ou benzo[b]piridina,
é um composto heteroaromdtico de nitrogénio.
O nucleo quinolinico pode ser encontrado em
diversos compostos bioativos naturais e sintéticos,
com diversas atividades como: antimaldricos,
antibacterianos, antifungicos, anti-inflamatorios,
analgésicos, etc.*®

Baseados em um potente inibidor seletivo
de BuChE descrito por seu grupo de pesquisa
anteriormente (31, Cl_  hBuChE = 2,7 nM),** Knez e
colaboradores® planejaram sete derivados (32a-g)
a partir de modificagcbes moleculares em 31. Para os
novos derivados, os autores propuseram a troca do
anel naftila pelo nucleo 5-nitro-8-hidréxi-quinolina
além de modificacdes no padrao de substituicdo do
grupamento amida (Figura 21). Todos os compostos
foram avaliados frente a inibigdo da hBuChE, AChE
murina e agregac¢do AB. Nenhum derivado da série
foi capaz de inibir agregacao AB significativamente
a enzima AChE a 30 uM e os derivados 32f e
32g foram os mais potentes frente a hBuChE,
com valores de Cl = 2,14 uM e Cl, = 0,215 pM,

respectivamente. Os autores constataram que a
remocdo do grupamento metoxi-etileno em R,
reduziu drasticamente a atividade colinesterasica.
Os compostos, em geral, apresentaram atividades
razodveis nainibicdo da agregacao Ab. Os derivados
32d e 32f foram os mais eficazes com 53% e 44%,
respectivamente, de reducdo da agregacdo a 10
UM, enquanto o derivado 32g apresentou 20% de
inibicdo. A estrutura co-cristalizada do derivado
32g com a hBuChE foi resolvida e apresentou
pose similar ao obtido anteriormente para o
composto 31, além de uma interacdo adicional
observada entre o grupo hidroxila do nucleo
5-nitro-8-hidroxi-quinolina com o residuo His438.
A técnica espectroscopica UV-vis foi empregada
na investigacdo da capacidade complexante
de metais dos derivados quinolinicos. Todos os
compostos foram capazes de complexar com ions
relacionados a fragmentos AB e, o composto 32g
foi seletivo para o ion Cu** com estequiometria
1:2. A seletividade e poténcia inibitdria da BuChE
apresentada pelo derivado 32g, a seletividade
para complexac¢do de ions de Cu*? e capacidade de
inibicdo da agregacdo Ab fazem dele um protétipo
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Figura 21. Derivados quinolinicosinibidores seletivos de BUChE (32) candidatos a agentes multifuncionais
para o tratamento da DA

promissor para otimizacdo no desenvolvimento de
farmacos multifuncionais para tratamento da DA.
Wang e colaboradores sintetizaram e avaliaram
36 derivados 2-ariletenil-quinolinicos frente a
inibicdo das enzimas AChE de enguia elétrica
(eeAChE), eqBuChE, capacidade de inibicdo
da agregacdo Ab, atividade antioxidante e
complexagdo de metais.®® A maioria dos compostos
apresentou baixa inibicdo das colinesterases,
entretanto os derivados 4-piperidinilicos 33a, 33b
e 33c (Figura 22) se destacaram como 0s mais
potentes e seletivos para BuChE, apresentando
Cl, =02 pM, Cl, = 1,0 pM e Cl, = 0,49 uM
respectivamente. Dentre os compostos mais ativos

P® >
i

O
O -
N
NI

s

Cly eqBUChE = 0,2 uM

C
33b Nl

CleyeqBuChE=1,0pM |

para BuChE, os derivados 33a e 33b também
apresentaram a maior capacidade de inibicdo de
agregagdo Ab, com Cl_ = 9,7 uM para 33a e Cl_
= 10,3 uM para 33b, sendo mais potente que o
padrdo resveratrol (Cl., = 11,4 uM). O composto
33b também se destacou nos ensaios antioxidantes
in vitro utilizando o método ORAC-FL e em células
de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) através
do método DCFH-DA, além de ser um agente
complexante seletivo para ions de Cu*? e Fe®,
envolvidos na DA. Estes resultados indicam que os
derivados 4-piperidinil-2-ariletenil-quinolina sdo
compostos promissores para o desenvolvimento
de prototipos multialvos para o tratamento da DA.

33c
Clsy eqBUChE = 0,5 uM o

Figura 22. Derivados 4-piperidinil-2-ariletenil-quinolinicos inibidores seletivos de BuChE (33a-c),
candidatos a protdtipos multialvos para o tratamento da DA
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Martins e colaboradores sintetizaram uma série
de onze derivados furano-tetrahidroquinolinas e trés
pirrolo-tetrahidroquinolinas andlogos da tacrina.”
Os compostos foram avaliados frente as enzimas
eeAChE, eqBuChE, hAChE e hBuChE. Todas as furano-
quinolinas se mostraram seletivas para eqBuChek,
sendo os derivados 34a e 34b os mais potentes da
série (34a: Cl,, (eqBuChE) = 3,6 uM e CI_ (hBuChE)
= 3,78 uM; 34b: CI_ (eqBuChE) = 2,9 uM e Cl,,
(hBUuChE) = 119 uM). Dentre as pirrolo-quinolinas, o
composto 34c se destacou pela capacidade de inibir
significativamente a enzima AChE, Cl., (eqAChE)
= 0,61 uM e Cl,, (hAChE) = 45,5 uM, porém com
seletividade para BuChE, ClI, (eqBuChE) = 0,074 uM
e Cl., (hBuChE) = 8,57 uM) (Figura 23). A pirrolo-
quinolina 34c foi identificada como o derivado
mais promissor dentre os compostos avaliados,
com inibicdo do tipo mista e menos citotdxica
que a tacrina no ensaio de MTT em células de
neuroblastoma (SH-SY5Y). Adicionalmente, 34c
foi neuroprotetor frente a toxicidade induzida
pelo peptideo Ab em concentrages préximas a
0,300 uM, o que o caracteriza como um protétipo
muiltifuncional para o tratamento da DA.

4.6. Derivados da Tacrina

O nucleo nitrogenado triciclico 1,2,3,4-tetrahi-
droacridina esta presente na molécula da tacrina
(9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina), primeiro
anti-ChE aprovado para o tratamento da DA.? De-
vido a toxicidade hepatica da tacrina, uma grande
variedade de derivados tem sido extensivamente
investigada na busca por farmacos mais seguros
para o tratamento da DA.

Uma série de doze derivados hibridos tacrina-
flurbiprofeno foidescrita por Chen e colaboradores

como promissores inibidores seletivos de
NH,
/4 | o /
0] N/
34a

Clso €qBUChE = 3,6 uM
Clso hBUChE = 3,8 uM

Va

BUuChE candidatos a agentes multialvos para
o tratamento da DA.*® A nova série contém o
nucleo farmacofdrico para as colinesterases,
9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (tacrina),
ligado ao esqueleto do flurbiprofeno através de
espacadores alquilicos de diferentes tamanhos.
Adicionalmente, a cadeia lateral alifatica tem um
grupo doador de oxido nitrico, cuja liberagdo esta
relacionada a relaxagdo vascular. A investigacdo
da atividade anti-colinesterdsica foi realizada
com eeAChE e eqBuChE. Todos os derivados
apresentaram étima atividade e seletividade para
BUChE (Cl,, eeAChE = 112,4 — 4309,5 nM; Cl,,
eqBuChE = 3,9 — 13,9 nM) comparaveis a tacrina
(Cl,, eeAChE = 69,8 nM; Cl_, eqBuChE = 10,6 nM).
Apds um estudo de REA, os autores concluiram
gue maiores espagcadores em m e n favoreceram
a seletividade para BuChE (35a m = 2, n = 6:
Cl,, eqBuChk = 7,6 nM, indice de seletividade
= 567; 35b m = 4, n = 6: Cl,, eqBuChE = 3,9 nM,
indice de seletividade = 373) (Figura 24). Estudos
de cinética enzimatica realizadas entre 35a e
egBuChE sugerem uma inibicdo do tipo mista,
onde o composto 35a é capaz de interagir tanto
com o sitio catalitico quanto periférica da enzima.
A capacidade dos compostos de promover a
liberacdo de NO foi quantificada através da
reacdo de Griess e, os resultados de atividade
de relaxacdo vascular mostraram que 0s novos
derivados promovem relaxamento significativos
dos vasos sanguineos em comparagdo com a
tacrina (35a =21,9%, 35b = 31,3%, tacrina = 3,4%,
todos a 100uM). Estes resultados sugerem que a
liberacao de NO pode estar associada a capacidade
de relaxamento vascular dos derivados.

Baseados em moléculas hibridas da tacrina e
acido ferulico (36), descritos anteriormente por
Fang e colaboradores® como potentes inibidores

NH, NH;
B 20
N7 NT>N7

34b
Clsy €qBUChE = 2,9 M
Clsy hBUChE = 119 uM

34c
Clsy eqBuChE = 0,074 pM
Clsg hBuChE = 8,57 uM

Figura 23. Furano-tetrahidroquinolinas e pirrolo-tetrahidroquinolinas inibidoras seletivas de BuChE
(34a-c), candidatos a protétipos multialvos para o tratamento da DA
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X 35a; m =2; n = 6; Cl;y eqBuChE = 7,6 nM
> 35b; m =4; n =6; Cl;5 eq BUChE = 3,9 nM

Figura 24. Derivados hibridos tacrina-flurbiprofeno inibidores seletivos de BuChE (35a-b), candidatos a
protétipos multialvos para o tratamento da DA

de AChE e BuChE com atividade antioxidante, o
grupo de Benchekroun planejou uma nova série
de derivados hibridos da tacrina e acido ferulico
contendo a subunidade glicinil-substituida.'®
Os novos derivados, sintetizados através da
reagdo multicomponente de Ugi,'®* passaram por
ensaios in vitro de inibicdo colinesterasica, acao
antioxidante, inibicdo da agregac¢do Ab, capacidade
de permeabilizar a BHE, além dos estudos in silico
de propriedades ADMET e modelagem molecular.
Dentre os compostos testados vale destacar o
derivado 37a, o mais potente e seletivo para
eqBuChE versus eeAChE com Cl, eqBuChE=1,0nM
e Cl,, eeAChE = 115,5 nM, se mostrando 115 vezes
mais seletivo. J4 o derivado 37b apresentou maior
seletividade para BUChE em enzimas humanas (Cl,
hAChE =76,5nM e CI50 hBuChE = 0,260 nM) sendo
294 vezes mais seletivo. Ambos os compostos
foram menos hepatotdxicos em células HepG2
gue a tacrina, mesmo em concentragOes elevadas

(1000 uM), e 37a e 37c ndo foram citotdxicos
em células de neuroblastoma (SH-SY5Y) em
concentracao de até 10 uM. Todos os compostos
apresentaram atividade antioxidante quantificada
pelo método ORAC-FL na mesma faixa que o acido
ferulico e foram capazes de inibir a agregacado Ab,
com valores variando de 50,1 - 80,8% a 50 uM.
Estudos de modelagem molecular mostraram que
os derivados sdo capazes de interagir tanto com os
sitios catalitico e periférico das colinesterases, o que
foi confirmado pelo estudo de cinética enzimatica
demostrando uma inibigdo do tipo mista. Através
do ensaio PAMPA-BBB foi possivel mensurar a
capacidade das moléculas de permear a BHE, onde
o derivado 37a apresentou baixa permeabilidade
(6,5.10% cm.s?), o 37b alta permeabilidade
(27,6.10% cm.s) e 0 37¢ foi o melhor de todos com
valores de 61,5.10° cm.s?

Utilizando a estratégia de hibridacdo molecular,
Lu e colaboradores desenvolveram uma nova série
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Clgg quuChE 70,5nM
Clso hBUChE = 68,2 nM

37b
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Figura 25. Novos derivados hibridos tacrina-acido ferulico (33, 37a-c) inibidores seletivos de BuChE
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de moléculas multialvos candidatas a farmacos
para o tratamento da DA.!® Com intuido de
obter moléculas capazes de atuar nas enzimas
colinesterasicas (AChE e BuChE) e nas isoformas
de monoamino-oxidase (MAO-A e MAO-B), os
autores planejaram uma série de derivados hibridos
da tacrina e selegilina (38), um potente inibidor
seletivo para MAO-B. A principal diferenca entre
os compostos foi o tamanho da cadeia alquilica
espacadora responsavel pela conexdo entre as
subunidades dos protétipos utilizados. A atividade
inibitdria dos treze compostos da série foi avaliada
frente as enzimas eeAChE, eqBChE, hMAO-A e
hMAO-B. Os derivados 39a (n = 9) e 39b (n = 10)
foram os mais potentes inibidores de BuChE, Cl, =
9,37 nM e Cl, = 2,03 nM respectivamente, sendo
0 39a quatro vezes mais seletivo e o 39b dez vezes,
ambos apresentando valores melhores que a tacrina
(Cl,, eqBuChE = 21,6 nM) (Figura 26). A nova série
também apresentou Atimos valores de inibicdo
das duas isoformas da MAOQ, variando de Cl, =
0,1926 — 43,38 uM para MAO-A e Cl_ = 0,1670 —
18,11 uM para MAO-B, menores que o inibidor
seletivo de MAO-A, a glorgilina (IC_, = 0,0041 uM),
e comparaveis ao inibidor seletivo de MAO-B, a
pargylina (IC., = 0,1880 uM). O derivado 39a se
destacou como um dos compostos mais ativos para
a MAO-B (Cl,, = 0,1810 uM), com inibi¢do do tipo

Va

irreversivel, e foi identificado como um protdtipo
promissor para o desenvolvimento de farmacos
multialvos para o tratamento da DA.

Uma grande série de derivados da tacrina (2),
altamente seletivos e potentes para inibicdo da
enzima hBuChE foi descrita pelo grupo de Roldan-
Pefia.’® Foram sintetizados e avaliados 23 compostos
hibridos da tacrina (2) e derivados de polifendis
conectados por diferentes espacadores, como
inimas, aminas, diaminas, éteres e aminas ciclicas. Os
novos derivados passaram primeiramente por uma
triagem frente a eeAChE e eqBChE, e os melhores
resultados seguiram para avaliagdo nas respectivas
enzimas humanas. Os compostos da série éter
apresentaram notdvel seletividade para BuChE, com
valores de Cl_ variando de 0,497 - 35,6 nM para
hBChE e CI,; 142 - 542 nM para hAChE. O derivado
40 (Figura 27) foi identificado como o mais promissor,
apresentando Cl_, hAChE = 168 nM, ClI, hBuChE =
0,515 nM e IS de 323. O composto 40 também foi
capaz de inibir 64% da agregagao Ab na concentragao
de 50 uM, foi seguro para células de neurénios em
altas concentracbes (5 uM), foi pouco hepatotodxico
em concentragdes ainda maiores (10 uM) e mostrou
boa estabilidade plasmatica. Diante dos resultados
promissores descritos, o derivado 40 é considerado
um bom candidato para o desenvolvimento de
farmacos multialvo para o tratamento da DA.

|
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selegilina (38) N/

tacrina (2)

39a; n = 9; Clg, eqBuChE = 9,37 nM;
Clsy MAO B =0,181 pM

39b; n = 10; Cl;, eqBuChE = 2,03 nM

Figura 26. Novos derivados hibridos tacrina-selegilina (39a-b) inibidores seletivos de BuChE e MAO

40

Clso hBUChE = 0,515 nM

Figura 27. Derivado hibrido da tacrina (40), inibidor seletivo de BuChE e protétipo de farmaco
multifuncional para o tratamento da DA
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Spilovska e colaboradores'® desenvolveram
derivados hibridos da 7-metoxi-tacrina (7-MEQOTA)
e adamantina unidas por um espacador tioureia
de modo que o farmacdéfaro 7-MEOTA interaja
com o sitio catalitico das colinesterases e a
subunidade derivada da adamantina interaja com
o sitio periférico. Foram sintetizados sete derivados
hibridos com espacadores metilénicos variando de 2
a 8 unidades. Os derivados 41-43 (n= 6-8; Cl_, BuChE
=0,33 /0,15 /0,26 pM; respectivamente) foram os
mais ativos e seletivos para BuChE (Figura 28). O
derivado 42 foi o mais promissor da série, com boa
atividade contra hBuChE e 23 vezes mais seletividade
para hBuChE em relacdo a hAChE (Cl_, hBuChE =
0,15 uM, Cl., hAChE = 3,47 uM). Estudos in silico
de docking molecular indicam que os derivados
sdo capazes de interagir tanto com o sitio catalitico
guanto o periférico de ambas enzimas.

O grupo farmacoférico 7-metdxi-tacrina
também inspirou Korabecny e colaboradores'® na
sintese de quatro cloridratos derivados da tacrina
(2), nos quais foram explorados substituintes
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41, n = 6; Cl;y hBuChE = 0,33 uM
42,n=7; Clgyg hBuChE =0,15 uM
43, n = 8; Cl;y hBuChE = 0,26 uM
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aromaticos e aliciclicos como substituintes do grupo
amina. Neste trabalho, os autores identificaram o
derivado fenilpropilico (44, CI., hAChE = 3,21 uM,
Cl_, hBuChE = 0,17 uM) como um inibidor potente
e seletivo de BUChE (Figura 28).

Lou e colaboradores planejaram uma série de
derivados hibridos tacrina-metilenodioxibenzeno
e tacrina-trimetoxibenzeno.'® A maioria dos
compostos mostrou excelente inibicao de ambas as
colinesterases e diferentes perfis de seletividade.
Em especial, os derivados 45a-c (Figura 29) se
destacaram pela poténcia e seletividade para
BuChE. Adicionalmente, o derivado 45c foi um
dos compostos da série com melhor capacidade
de inibicdo de agregagdo Ab (67% a concentragdo
de 20 uM), apresentando valor de inibicdo melhor
que o padrdo utilizado (curcumina: 51% a 20 uM).

4.7. Derivados Triazdlicos

O nucleo heterociclico denominado triazol se
refere a um anel de cinco membros contendo dois

A=

HCI

=

N

44
Clgo hBUChE = 0,17 uM

Figura 28. Derivados hibridos da tacrina (41-44)

Sl

453 Rl R3 = OCH3 )
Clgg BUChE = 2,59 nm / Clgy AChE = 22,41 nm
45b, R, =R, = OCH,, R, = H;

Clgy BUChE = 2,68 nm / Cls AChE = 30,92 nm

S5

Clgg BUChE =5,19 nm / CI50 AChE = 20,52 nm

Figura 29. Derivados hibridos tacrina-metilenodioxibenzeno e tacrina-trimetoxibenzeno inibidores
seletivos de BUChE (45a-c)
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atomos de carbono e trés atomos de nitrogénio,
de fomura CH,N, e podendo existir dois isdmeros
dependendo da posicdo relativa entre os atomos
de nitrogénio, 1,2,3-triazdis e 1,2,4-triazdis. Triazois
podem ser obtidos através de diversas estratégias
sintéticas e com varias possibilidades de derivatizacdo,
0 que tem levado ao aumento da utilizacdo deste
heterociclo nas pesquisas em sintese e quimica
medicinal. Diversos protétipos bioativos contendo
0 nucleo triazdlico sao descritos por suas atividades
anticancer, antibacterianas, antiparasitarias,
antimalaricos, antivirais, neuroprotetores, inibidores
de colinesterases, etc.107:1%8

Devido a ampla utilizacdo de derivados
triazélicos em compostos biologicamente ativos,
Nisa e colaboradores descreveram uma nova série
de derivados 1,2,4-triazdis do escitalopram.l®
Os derivados triazdlicos foram submetidos
aos ensaios de inibicdo da atividade de ambas
enzimas colinesterasicas. Dois derivados foram
identificados como bons inibidores seletivos de
BuChE: 46a (R = 2-F) e 46b (R = 4-F), Cl, = 4,52 uM
e Cl,,=5,31 uM respectivamente, com 46a sendo
41 vezes mais seletivo para BuChE e 46b sendo
49 vezes mais seletivo (Figura 30). Os estudos de
modelagem molecular mostraram que 46a e 46b
obtiveram melhores valores de DG (-9,04 kcal/mol
e -8,51 kcal/mol, respectivamente) corroborando
com os resultados in vitro. Ambos os derivados
realizam intera¢des hidrofébicas com diversos
residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima e
46a mostrou uma ligacdo de hidrogénio adicional
com o resido de Thr120, o que poderia justificar
sua melhor atividade entre os outros derivados.

Inspirados na donepezila (3), de Andrade
colaboradores’® planejaram duas séries de
derivados 1,2,3-triazélicos mantendo a subunidade
farmacofdrica benzil-piperidina de 3 e substituindo
a indanona por aromaticos ou heteroaromaticos
conectados ao nucleo triazdlico. Os autores também
propuseram derivados nos quais a indanona de
3 foi substituida pelo nucleo 4-fenil-1,2,3-triazol

N

/
Oy
— H

46a; R = 2-F; Cl;; BUuChE = 4,52 uM
46b; R = 4-F; Cl;, BUChE = 5,31 uM

Va

conectado a fenil-piperidina por uma cadeia
dialquil-amida espacadora de diferentes tamanhos.
O composto triazélico 47a apresentou valor de Cl,
na faixa de micromolar para BUChE e seletividade
versus AChE (CI50 hAChE = 7,33 uM, Cl_, hBuChE
= 0,065 pM, IS = 112), sendo um derivado muito
promissor visto que ndo ha substituinte no anel
do mercaptobenzoimidazol, tornando-o um bom
protétipo para futura otimizagdo. Ja os derivados
4-fenil-1,2,3-triazdlicostiveramexcelentesresultados
de inibicdo da hBuChE (IC_, =0,00017 - 1,02 uM). Os
derivados 47b e seu derivado N-acetilado 47c foram
os mais potentes, Cl,, hBuChE = 0,0099 uM e CI_
hBuChE = 0,00017 uM respectivamente, sendo 47c
mais de 58000 vezes mais seletivo para BUChE em
relacdo a AChE, ambos apresentando uma inibigdo
do tipo mista e ndo citotoxicos (Figura 31). Estudos
de relagcdo estrutura atividade mostraram que o
menor valor de n (espacador alquilico) bem como
a N-acetilagdo também favoreceram a inibigdo da
BuChE.

Marques e colaboradores descreveram duas
séries de 1,2,3-triazois derivados da isatina
planejados como agentes inibidores das enzimas
ChE’s e da agregacdo Ab.''! No geral os compostos
ndo foram capazes de inibir a AChE (Cl,, eeAChE
> 100 pM) e apresentaram boa seletividade para
enzima BuChE. O derivado 48b (Figura 32) foi
0 mais potente em ambas as enzimas BuChE
testadas (Cl,, eqBuChE = 0,46 uM e Cl,, hBuChE =
0,51 uM) sendo 217 vezes mais seletivo para BuCht
versus AChE. O derivado 48c (Figura 32) também
apresentou bons resultados inibicdo para a BUChk
(Cl, eqBUChE = 41 uM e Cl, hBuChE = 10 puM). As
andlises de cinética enzimatica demostraram que
os derivados apresentam tipos de inibi¢ao distintos,
48b apresentou inibicao o tipo mista enquanto 48c
apresentou inibicdo do tipo ndo competitiva. Os
derivados avaliados contra agregacdao do peptidio
Ab ndo obtiveram bons resultados, sendo o melhor
deles o composto 48a (Figura 32) (Cl_, eqBuChE =
14,0 uM e Cl,, hBuChE = 2,2 uM), capaz de inibir

F

Figura 30. Derivados hibridos triazol-escitalopram inibidores seletivos de BuChE (46a-b)

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |0000-0000|



Va

Goulart, P. N. et al.

Crrt

Clg, hBuChE = 0,065 uM N

e 47b
Clgy hBUChE = 0,0099 uM

47c
Clso hBuChE = 0,00017 pM

Figura 31. Derivados hibridos triazol-benzilpiperidinicos inibidores seletivos de BuChE (47a-c)

16% da agregacao AP a 50 uM, valor bem menor
qgue outros compostos descritos na literatura.
As analises in silico de docking molecular se
correlacionaram com os valores de atividade
observados experimentalmente e mostraram que
as principais interagGes realizadas pelo composto
48b, mais ativo de todos os derivados sintetizados,
sao uma ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio da
carbonila daisatina com o residuo de Thr120 e uma
interacdo p-p stacking entre o anel 1,2,3-triazol e o
Trp82. Adicionalmente, os compostos ndo foram
hepatotdxicos e pouco neurotoéxicos.

Novos derivados hibridos tacrina-1,2,3-triazol
foram descritos por Najafi e colaboradores.'!?
O derivado hibrido 49a (Figura 33, R = 4-OMe)
apresentou Cl, de 2,00 uM para AChE e 0,055 uM
para BUChk (IS = 36 para BuChE). O composto
49b (Figura 33, R = 4-F) apresentou Cl_, AChE =

48a
Clsy eqBuChE = 14 uM
Clsp hBuChE =2,2 uM

2,38 uM e Cl,, BuChE = 0,059 uM (IS = 40 para
BuChE). Estudos de cinética enzimatica indicaram
gue o derivado 49a possui inibicdo do tipo mista,
interagindo tanto com o sitio catalitico quanto
periférico da enzima BuChE. Os estudos de
modelagem molecular previram que a subunidade
da tacrina do derivado hibrido 49a interage com
o residuo Trp82 através de uma interagdo p-p
stacking, o nucleo triazélico realiza outra interagao
importante do tipo anion-p com o residuo Asp70,
além da interacdo entre a regido benzilica com o
residuo de Ser72.

Uma nova classe de derivados hibridos
1,2,3-triazdis-iminoacucares, Inibidores seletivos
de hBuChE, foi descrita por Decroocq.!®® Os
compostos tiveram valores de Cl_, de até 15 pM,

sendo o composto 50 (Figura 34) o mais potente
com Cl_,

para hBuChE de 1,2 uM.

48b 48c
Cls, eqBUChE = 0,46 uM Clsp eqBuChE =41 uM
Clsy hBUChE = 0,51 uM

Clsg hBuChE =10 uM

Figura 32. Derivados hibridos triazol-isatina inibidores seletivos de BUChE (48a-c)
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N=N
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49a
Clgg BuChE = 0,055 uM
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H N=N
NN AN

N __

49b 2
Clsy BUChE = 0,059 uM

Figura 33. Derivados hibridos triazol-tcrina inibidores seletivos de BUChE (49a-b)

HO 0H5

Clsg hBUChE = 1,2 uM

N. OBn N
2N N~
W
Br NF
. ol N
HOuQ ! BnO
0 51

Cls, eqBuChE = 0,056 uM

n=3,6

@ 52a-d

52¢; n = 5; Clgy eqBuChE = 1,65 pM

: O ©
o, A

Figura 34. Derivados hibridos triazélicos inibidores seletivos de BuChE (50, 51 e 52)

O grupo de Khan descreveu uma quimioteca
de 1,2,4-triazdis-tiadiazdis planejados como
agentes duais inibidores de ChE’s e MAO.1* O
derivado 51 (Figura 34) apresentou Cl,, de 0,056
UM para a eqBuChE e se mostrou um inibidor
ndo seletivo para as monoaminooxidades (Cl
MAO-A = 2,89 uM e Cl,, MAO-B = 2,97 uM), valor
comparavel com o inibidor seletivo clorgylina
utilizada como padrdo (Cl,, MAO-A = 3,64 uM).

Novos derivados 3-amino-1,2,4-triazdis (52a-
d, Figura 34), planejados através da hibridagdo
molecular com a donepezila (3) e bioisosterismo
ndo classico, foram descritos por Santos e
colaboradores.’”® Os autores desenvolveram uma
nova rota sintética regiosseletiva para obtencdo
dos derivados e os mesmos foram avaliados quanto
sua capacidade inibitéria frente as enzimas eeAChE
e eqBChE. O amino-triazol 52c (n = 5) foi o mais
seletivo para BUChE (Cl,, eeAChE = 11,00 uM e IC,
eqBChE =1,65 uM) demonstrando ser mais potente
em eqBChE que o padrdo utilizado (donepezila: IC, |
eqBChE = 2,39 uM).

4.8. Outras Classes Quimicas de Inibidores de
BuChE

Takahashi e colaboradores descreveram uma
série de inibidores potentes e seletivos para
BUuChE baseados em modificagGes estruturais
no nucleo da norfisostigmina.’’® Ao total foram

sintetizados 21 derivados variando o substituinte
da subunidade carbamato. Todos os compostos
sintetizados pelo grupo apresentaram seletividade
para BuChE em relagdo a AChE. Os resultados
mostraram a importancia do grupo fenetilico
em N! para a seletividade para BuChE, todos os
derivados fenetilicos foram seletivos e o composto
substituido pelo grupo metila em N! foi seletivo
para a AChE. Dentre os compostos investigados,
destacam-se os resultados obtidos para o derivado
53 (Cl,, AChE > 100000 nM e Cl., BUChE = 79 nM)
sendo mais de 1266 vezes mais seletivo para BuChk
e o derivado 54 (Cl_  AChE =2500 nM e Cl_, BuChE =
1,8 nM) apresentando 1388 vezes mais seletividade
para a BuChE.

Na pesquisa por compostos multialvos para
o tratamento da DA, Ozden e colaboradores
desenvolveram novas séries de oximidas e
fumaramidas planejadas como inibidores
de colinesterases e complexantes de metais
envolvidos na DA.'” Destacam-se os resultados
para a oximida 55a com Cl_ eeAChE > 100 uM e
Cl,,eqBuChE =0,02 uM, sendo mais de 5000 vezes
mais seletivo para BUChE em relagdo a AChE e 661
vezes mais potente que o padrdo (galatamina: Cl,
eqBChE = 13,22 uM). A fumaramida 55b também
se mostrou muito seletiva para BuChE (CI_ eeAChE
>100 uM e Cl,  eqBuChE = 0,05 pM), mais de 2000
vezes mais seletivo e 264 vezes mais potente que
a galantamina. O derivado dibromado 55c foi o
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QC?QW@

Clg BUChE = 1,8 nM

Figura 35. Inibidores seletivos de BuChE derivados da fisostigmina (53 e 54)

mais potente, mas com perda de seletividade (Cl,
eeAChE = 0,24 uM, Cl, eqBuChE =0,03 uM e IS =
8). Os estudos de modelagem molecular sugerem
que o derivado 55a interage somente com o sitio
periférico da BUChE enquanto o composto 55c é
capaz de interagir somente com o sitio catalitico.

Uma classe de derivados 2-vinil-cromona,
descrita Makhaeva e colaboradores,!!® foi avaliada
frente a hAChE, eqBuChE e carboxiesterase.
Nenhum dos compostos inibiu significativamente
as enzimas acetilcolinesterase e carboxiesterase na
concentracdo de 20 uM. Os derivados 56a, 56b e 56¢
foram os mais potentes inibidores de BuChE, com
Cl., eqBUChE = 6,31 uM, Cl_ eqBuChE = 2,27 uM e
IC,, eqBuChE = 4,75 uM respectivamente, e todos
apresentaram inibicdo do tipo mista.

Jiang e colaboradores realizaram um grande
estudo in silico para triagem de uma quimioteca 1225

~_©
55a
Clsp eqBUChE = 0,02 uM

o~

%@

Clsg eqBUChE = 0,05 uM

compostos.t’® Os estudos de modelagem molecular
aliados a sintese e avaliacdo in vitro dos melhores
compostos, levaram a identificacdo do protdtipo
inibidor seletivo de BuChE dihidroisoquinolina
57 (Cl,, BuChE = 17,9 pM / Cl., AChE > 50 pM).
Subsequentes estudos de modelagem molecular
e modificacdes estruturais levaram a identificacdo
de novos derivados mais potentes e seletivos.
Destaque para o inibidor seletivo de BuChE 58
(Cl.,BuChE=0,83 uM/ Cl,, AChE > 50 uM), 0 qual ndo
foi tdxico mesmo em concentragdes muito elevadas,
até 200 uM, no ensaio de citotoxicidade em células
SH-SY5Y. Adicionalmente, 58 também foi muito eficaz
na inibicdo in vitro da agregacdo de peptideo Ab
(inibicdo de 44% 10 uM), mais potente que o padrdo
donepezila (25,8% a 10 uM), e neuroprotetor em
células SH-SY5Y contra a neurotoxicidade induzida
por peptideo Ab (58: 98% a 10 uM).

Br\©
55c
Clsy eqBuChE = 0,03uM

Figura 36. Oximida (55a) e fumaramidas (55b-c) inibidores seletivos de BuChE

C% et

Clgg quuChE =6,31 pM

Clgg quuChE =2,27 uM

%ﬁri

o quuChE = 4,75 uM

Figura 37. Derivados vinil-cromonas (56a-c) inibidores seletivos de BuChE
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Clgg quuChE =17,9 uM

Va

= CO0

Clgg quuChE =0,83 uM

Figura 38. Inibidores seletivos de BuChE derivados de dihidroisoquinolinas (57 e 58)

Na pesquisa por compostos multialvos uteis
no tratamento da DA, Wichur e colabradores
descreveram a sintese e avaliacdo biolégica de
diversos derivados da 3-amino-1-benzilpirrolidina,
classe cujo potencial terapéutico ja tinha
sido abordado em trabalhos anteriores.?”® Os
melhores compostos identificados foram os
inibidores seletivos para BuCht 59a-d (59a: Cl
eqBuChE = 0,62 uM; 59b: CI_ eqBuChE = 2,39 uM;
59c: IC,, eqBuChE = 1,94 uM; 59d: IC_, eqBuChE
= 3,26 uM), os quais também foram avaliados
guanto a capacidade inibitéria da agregacdo AB
e tau. Os resultados indicaram que o padrdo de
substituicdo 1,4 no anel da piperidina é mais
favordvel a inibicdo. Além disso, os derivados
também se mostraram seletivos para complexacao
de ions Cu*?, metal com funcdo importante na DA.
As propriedades multialvo apresentadas por essa
classe, além de suas caracteristicas fisico-quimicas
favordveis, demonstram o potencial terapéutico
desta classe para o tratamento da DA.

OO

59a
Clgy eqBuChE = 0,62 uM

N
N\/\N/C

H

59c¢
Clsp eqBuChE = 1,94 uM

Baseando-se no potente e seletivo inibidor de
BuChE descrito por Brus (31, Cl, hBuChE=2,7nM),**
Kosak e colaboradores propuseram uma série de
modificacdesmoleculares,comoatrocabioisostérica
da subunidade amida pelo grupo sulfonamida e a
troca do nucleo di-idroindeno pelo grupo benzila.*
As modificacbes propostas levaram a uma nova
série de derivados sulfonamidicos que culminou
na identificacdo de um novo inibidor reversivel
e seletivo de hBuChE: a sulfonamida 60 com 4,9
nM de Cl,, para hBuChe. Os mesmos autores
conseguiram otimizar ainda mais o protdtipo 31,
através de modificacGes estruturais guiadas pela
estrutura deste inibidor co-cristalizado com a
hBuCheE, levando a identificacdo da amida 61 como
um inibidor na faixa de picomolar (Cl, = 0,04 nM).*??
A sulfonamida 60 e a amida 61 também foram
capazes de inibir a BUChE em cérebros de rato.
Os estudos in vivo demonstraram a capacidade
destes inibidores em melhorar a meméria, as
funcdes cognitivas e habilidades de aprendizado

N
N\/\NE

H

59b
Clg, eqBUChE = 2,39 uM

59d
Clg, eqBUChE = 3,26 uM

Figura 39. Derivados 3-amino-1-benzil-pirrolidinas inibidores seletivos de BUChE, candidatos a farmacos
multifuncionais para o tratamento da DA (59a-d)
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em modelos que simulam os sintomas do déficit
colinérgico na DA em ratos, sem produzir efeitos
colaterais colinérgicos agudos. Adicionalmente, os
compostos também tém a capacidade de cruzar
a BHE, tém propriedades neuroprotetoras e nao
foram citotdxicos. Os resultados in vivo obtidos
para a sulfonamida 60 e amida 61 representam um
importante avango nas pesquisas com inibidores
seletivos de BuChE para o tratamento da DA,
pois estes representam os primeiros exemplos de
inibidores seletivos de BuChE com atividade in vivo
em modelo da doenca.

4.9. Produtos Naturais Inibidores de BUChE

Kim e colaboradores isolaram nove
flavonoides a partir do extrato metanoico de

Goulart, P. N. et al.

raizes de Morus ilhou cultivada na Coreia, os
compostos foram devidamente caracterizados
por técnicas espectroscopicas e avaliados frentes
as colinesterases.’?® Embora baixa, todos os
compostos apresentaram seletividade para BuChE
em relagdo a AChE e os compostos mais potentes
foram a nova flavona identificada 62a (R = OCH,) e
o flavonoide 62b (R = H) com CI_  AChE = 10,95 uM
e Cl_, BuUChk = 3,43 uM para 62a e, Cl_, AChE =
16,21 uM e Cl,  BUChE = 7,93 uM para 62b. Ambos
apresentaram inibi¢cdo do tipo mista.

Alcaloides bisinddlicos isolados das folhas
de Voacanga globosa da regido das Filipinas,*?*
foram avaliados quanto sua capacidade de impedir
a replicagdo de Mycobacterium tuberculosis
H_Rv e inibicdo das colinesterases. O alcaloide
63a (R, = OH, R, = H e X = O) obteve resultados

Clso hBUChE = 0,04 nM

Figura 40. Inibidores potentes e seletivos de BUChE com atividade in vivo (60 e 61)

62a
Clsg BUChE = 3,43 uM

62b
Clsy BUChE =7,93 uM

Figura 41. Flavonoides (62a-b) inibidores seletivos de BuChE

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |0000-0000]|



Goulart, P. N. et al.

promissores nos ensaios antituberculose e
16,4 uM de Cl, parainibi¢do da BuChE. Nenhumdos
compostos inibiu significativamente a AChE a ponto
de ter seu Cl,, mensurado, por outro lado, todos
apresentaram boa capacidade inibitéria frente a
BuChg, com Cl, variando de 6,2 uM a 20,2 uM,
sendo o alcaloide 63b (RL=H,R,=He X=H,) o
mais potente (Cl_, BUChE = 6,2 uM).

Diversostriterpenosisoladosa partirda Garcinia
hombroniana tiveram sua atividade inibitéria
contra AChE e BUuChE mensurada. O composto
64a (garcihombronane ) foi o mais seletivo para
BuChE (Cl,, eeAChE = 212,3 uM e Cl_, eqBuChE =
71,7 uM) e o composto 64b (garcihobranane N) se
mostrou o mais potente pra BUChE (IC,, eqBuChE
= 10,4 uM). Também foram realizados estudos de
modelagem molecular que indicaram o perfil de
interacdo entre o composto 64b e a BuChk, tendo
como interagdes mais importantes as ligacdes de
hidrogénio entre o acido carboxilico de os residuos
de His438 e Ser198.'»

Va

A partir dos frutos de Paulownia tomentosa
obtidasnaCoreia, Choecolaboradoresisolaram, da
fracdo metanoica, nove flavonoides com atividade
anticolinesterase.'?® Todos os compostos isolados
foram mais potentes contra BUChE em relagdo a
AChE e apresentaram inibicao do tipo mista. A
flavanona 65 (R, = H, R, =H, R, = OH e R, = OH) foi
a mais potente e seletiva para BUuChE dentre todos
os flavonoides isolados, com Cl., hAChE = 7,2 uM
e Cl., eqBuChE = 1,4 pM. Os autores concluiram
que a presenca do substituinte na posicdo C6 é
muito favoravel para inibicdo da BuChE, visto
gue o composto 65 é um inibidor 800 vezes mais
potente que seu analogo ndo substituido em C6
(eriodictiol: Cl_, eqBuChE = 1124,4 uM).

Quatro derivados de 2-aril-benzofurano
foram isolados em extratos metanoicos de raizes
de Morus alba,* os compostos 66a-d foram
avaliados quanto suas capacidades inibitdrias
frente as enzimas importantes na DA: AChE,
BUChE e beta-secretase 1 (BACE1). Os compostos

63a; R, = OH, R, = H e X = 0; Clg, BuChE = 16,4 uM
63b; R, = H, R, = He X = H,; Cls; BUChE = 6,2 uM

Figura 42. Alcaloides bisinddlicos (63a-b) inibidores seletivos de BUChE

64a
Clgg eqBuChE =71,7 uM

64b
Cl;o eqBuChE = 10,4 uM

Figura 43. Triterpenos (64a-b) inibidores seletivos de BuChE

Rev. Virtual Quim. |Vol 13| |No. 1| |0000-0000|



Va

Goulart, P. N. et al.

Clgy eqBuChE =

1,4 uM OH

Figura 44. Flavonol (65) inibidor seletivo de BuChE
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Figura 45. Compostos naturais derivados de 2-aril-benzofurano inibidores seletivos de BuChE

(moracin M, P, O e S) apresentaram moderada
capacidade de inibir a enzima AChE, com valores
de Cl, eeAChE variando de 21,63 - 52,59 puM.
Por outro lado, o moracin S apresentou uma boa
poténcia de inibi¢do da BuChE (Cl, eqBuChE = 7,22
uM), sendo mais potente que o padrdo utilizado
(berberina, Cl, eqBChE = 22,96 uM). Quanto a
inibicdo da BACE1, moracin M, P e O apresentaram
valores de Cl, que variaram de 18,15 - 36,08 uM
e, nhovamente, moracin S se destacou sendo mais
ativo que o padrdo (quercitina), com Cl_ BACE1 =
3,08 uM e Cl,, BACE1 = 7,91 uM, respectivamente.
Os compostos isolados também apresentaram
atividade antioxidante e inibi¢do de agregacao Ab.

5. Consideragoes Finais

A DA é uma das principais causas de deméncia
senil e até hoje ndo possui um tratamento que
reverta a doenga. Como uma caracteristica da DA é
a perda de acetilcolina nos neurénios colinérgicos e

nao-colinérgicos, a principal estratégia terapéutica
atual sdo os inibidores de AChE. Entretanto esse
tratamento possui alguma eficacia somente em
estdgios iniciais da doenga, enquanto nos estagios
avancados a BuChE parece ser crucial com o
declineo nos niveis de AChE. Esta revisao teve como
objetivo trazer essa discussdo a tona, ja que grande
parte das vezes os pesquisadores buscam apenas
os inibidores de AChE, enquanto os inibidores de
BUChE ficam a margem da discussao. Procuramos
destacar aqui inibidores seletivos de BuCheE,
sintéticos e naturais, descritos como candidatos a
protétipos de fadrmacos para a DA e esperamos que
esse compedium possa ser util no desenvolvimento
de novos ligantes seletivos para essa enzima.
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