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Resumo

RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € a principal e mais comum causa de deméncia senil,
contribuindo com 50-75% dos casos diagnosticados. Nos paises desenvolvidos, a DA
€ quarta causa de morte, ficando atrds somente de doencgas cardiovasculares, cancer
e acidente vascular cerebral. A projecédo da Organizacao Mundial de Saude (OMS) é
que até 2050 o numero de idosos aumente 21% no mundo. A DA é uma doenca
neurodegenerativa progressiva, na qual os pacientes diagnosticados mostram uma
extensa perda de sinapses e neurdnios no hipocampo e nos cortex frontal e temporal,
comprometendo de forma gradual suas funcbes cognitivas, como a memoria,
capacidade de aprendizado, raciocinio, assim como 0 comprometimento da
comunicacdo e habilidade realizacdo de atividades diarias. Atualmente ndo ha
tratamento capaz de curar ou modificar de maneira eficaz a doenga, apenas
medicamentos (donepezila, rivastigmina, galantamina e memantina) que melhoram
alguns sintomas manifestados pelos pacientes. A reducdo do processo de
neuroinflamacdo e estresse oxidativo associados ao envelhecimento e aos
marcadores da DA, como a formacéo de placas senis e emaranhados neurofibrilares,
contribui na plasticidade sinaptica, cognicdo e memodria e atenuando os efeitos
associados a perda de neurbnios dos pacientes acometidos pela DA. Neste trabalho
foram planejados e obtidos oito compostos intermediarios e nove compostos finais
inéditos, planejados através da estratégia de hibridizacdo molecular do acido lipéico
ou acido ferulico com derivados ftalimidicos. Todos o0s compostos foram
caracterizados quimicamente por espectroscopia de RMN de 1H, RMN de 13C,
espectroscopia de infravermelho, e tiveram seus pontos de fusdo determinados. Para
0s compostos finais, também foi realizada a determinacéo teérica e experimental da
caracteristica fisico-quimica logP, sendo observado que a maior parte dos compostos
finais se apresentaram dentro da faixa adequada para conseguir atravessar barreiras
biolégicas. Quanto a atividade bioldgica, os compostos finais foram avaliados em
relacdo a sua capacidade antioxidante, pelo teste de DPPH, sendo que os compostos
Lapdesf FTD-AO 5, 6 e 7 apresentaram atividade sequestrante do radical em
concentracdes acima de 100uM. Também foi avaliado a citotoxicidade in vitro, onde
foi observado que todos os compostos apresentaram 75% de viabilidade em pelo
menos uma concentracdo avaliada. Além disso, os compostos finais Lapdesf FTD-AO
3, 5, 8 e 9 apresentaram atividade polimerizadora de tubulina. A partir dos resultados
obtidos, foi observado que os compostos Lapdesf FTD-AO 5 e 8 apresentam potencial
atividade neuroprotetora.

Palavras-chave: Doencga de Alzheimer, neuroprotecéo, ftalimida, &cido ferulico, acido
lipéico
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Abstract

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the main and most common cause of senile dementia,
accounting for 50-75% of diagnosed cases. In developed countries, AD is the fourth
leading cause of death, leading only to cardiovascular disease, cancer and stroke. The
projection of the World Health Organization (WHO) is that by 2050 the number of
elderly people increase by 21% in the world. AD is a progressive neurodegenerative
disease, in which the diagnosed patients show an extensive loss of synapses and
neurons in the hippocampus and in the frontal and temporal cortex, gradually impairing
their cognitive functions, such as memory, learning ability, reasoning, and
communication impairment and ability to perform daily activities. Currently there is no
treatment capable of curing or effectively modifying the disease, only medications
(tacrine, donepezil, rivastigmine, galantamine and memantine) that improve some of
the symptoms manifested by the patients. The reduction of neuroinflammation and
oxidative stress associated with aging and AD markers, such as the formation of senile
plaques and neurofibrillary tangles, contribute to synaptic plasticity, cognition and
memory and attenuate the effects associated with the loss of neurons in patients with
AD. In this work, eight intermediate compounds and nine unpublished final compounds
were obtained through the molecular hybridization strategy of lipoic acid or ferulic acid
with phthalimide derivatives. All compounds were chemically characterized by 1H
NMR, 13 C NMR spectroscopy, infrared spectroscopy, and had their melting points
determined. For the final compounds, the theoretical and experimental determination
of the physical-chemical property log P was also determined, and it was observed that
most of the final compounds were within the proper range to be able to cross biological
barriers. As regards biological activity, the final compounds were evaluated for their
antioxidant capacity by the DPPH test and the compounds Lapdesf FTD-AO 5, 6 and
7 presented radical sequestering activity at concentrations above 100uM. In vitro
cytotoxicity was also evaluated, where it was observed that all compounds showed
75% viability in at least one concentration evaluated. In addition, the Lapdesf FTD-AO
3, 5, 8 and 9 final compounds exhibited tubulin polymerization activity. From the results
obtained, it was observed that the compounds Lapdesf FTD-AO 5 and 8 present
potential neuroprotective activity.

Keywords: Alzheimer's disease, neuroprotection, phthalimide, ferulic acid, lipoic acid
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1 INTRODUCAO

As doencas degenerativas sdo um conjunto de mais de 600 doencas,
caracterizadas pela deterioracdo progressiva, permanente e seletiva dos
componentes anatdomicos e fisioldgicos do sistema nervoso central (SNC) e possuem
como principal fator de risco o envelhecimento (TRIPPIER et al., 2013). Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) demonstram que a expectativa de vida, e
também a diminuicdo da mortalidade, causou o aumento da média de idade da
populacdo mundial. Em 2015, cerca de 12,3% da populagcdo mundial era composta
por idosos e projecdes mostram que em 2050 aproximadamente 21% da populagéo
global tera mais que 60 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015; MAURICE,
2016)

Tais doengas possuem um marcador patolégico comum, que € a deposi¢ao
anormal de proteinas insollveis no tecido cerebral e a propagacédo dessas proteinas
com a evolucdo da doenca (BRETTSCHNEIDER et al.,, 2015). Entre as doencas
neurodegenerativas mais prevalentes estdo a Doenca de Alzheimer (DA), Doenca de
Parkinson, Doenca de Huntington e esclerose lateral amiotréfica. A DA é o tipo de
deméncia que possui maior incidéncia, cerca de 50 — 75% dos casos, afetando
principalmente a populacéo idosa, atingindo aproximadamente 40 milhdes de pessoas
no mundo (ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2009; TELPOUKHOVSKAIA;
ORVIG, 2013; TRIPPIER et al., 2013; MOTA; FERREIRA; REGO, 2014; PRINCE et
al., 2015).

Estimativas mostram que em 2010, a deméncia atingiu 35,6 milhdes de
pessoas no mundo, e projecfes indicam que esse numero pode dobrar até 2030,
chegando a aproximadamente 65,7 milhdes de pessoas. A incidéncia de novos casos
de deméncia no mundo é de 7,7 milhdes por ano (PRINCE et al., 2015). Considerando
o Brasil, esses dados sao bastante semelhantes, com taxa de incidéncia de 7,7 para
cada 1000 individuos ao ano, em pessoas com idade superior a 65 anos (LEMOS;
HAZIN; FALCAO, 2012).

Na fisiopatologia da DA é observado atrofia cerebral e gradual perda de fungéo
em diversas regides do cérebro, responsaveis pela memoria e cognicdo. A doenca €
caracterizada por dois principais marcadores: o primeiro é a deposigao de peptideo [3-

amiloide (BA), formando placas senis, e 0 segundo é a formacédo de emaranhados
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neurofibrilares (ENF), formados pela hiperfosforilacdo de proteina tau (DE LEON et
al., 2004; DEVANAND et al., 2007; WOLFE, 2012). O acumulo dessas proteinas no
cérebro resultam em inflamacdo (neuroinflamacéo) e estresse oxidativo, levam a
perda sinaptica e ao progresso da neurodegeneracdo (HAMPEL et al.,, 2010;
QUERFURTH; LAFERLA, 2010).

A neuroinflamacgéo aguda é um processo natural e que pode trazer beneficios
ao SNC, uma vez que auxilia no reparo tecidual e também atua na prevencéo de
maiores danos. No entanto, o processo cronico esta relacionado a deposicao de
proteinas insolliveis e também com a ativacdo da microglia e consequente
degeneracdo neuronal (VON BERNHARDI; EUGENIN, 2004; RYU; MCLARNON,
2008; FERRETTI; CUELLO, 2011; SHARMA, 2011).

Outro processo importante associado a fisiopatologia da DA é o estresse
oxidativo, sendo observado em cérebros de pacientes diagnosticados com DA
(BUTTERFIELD, 2002). O oxigénio presente no cérebro juntamente com a presenca
dos ions ferro leva a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que promovem
processos oxidativos, os quais séo balanceados pela presenca do sistema de defesa
antioxidante do organismo. Condicfes patoldgicas ou de estresse podem alterar esse
equilibrio, levando a um aumento nos niveis de EROs, que podem reagir com
macromoléculas do organismo, levando a danos celulares (VALKO et al., 2007;
AGOSTINHO; CUNHA; OLIVEIRA, 2010).

Assim, neste trabalho, foi proposto a sintese de novos derivados com
caracteristicas anti-inflamatéria e antioxidante, através da estratégia de hibridizacéo
molecular, através da ligacao da subunidade ftalimidica, conferindo propriedade anti-
inflamatéria, com &cidos orgéanicos (acido ferulico e acido lipbico), que apresentam
propriedade antioxidante.

Estudos de estrutura atividade da talidomida revelaram como potencial grupo
farmacoforico o anel ftalimidico, sendo responséavel pela atividade anti-TNF- a (fator
de necrose tumoral a), enquanto que o grupamento glutarimida é irrelevante para
atividade e estudos recentes tem demonstrado esse grupamento como responsavel
pela teratogenicidade, através de sua ligagdo e inibicdo com a proteina cereblon,
relacionado a alteracdes no desenvolvimento embrionario (VARGESSON, 2015).
Esses estudos possibilitam o desenvolvimento de novos analogos de talidomida com
maior eficacia terapéutica e com maior seguranca. O TNF- a esta envolvido em

diversos processos patolégicos na DA, sendo, portanto, um importante alvo para o
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tratamento da doenca (CHENG; SHEN; LI, 2014). Estudos de derivados ftalimidicos
no tratamento da DA demonstram a diminuicdo da neuroinflamacao, diminuicdo dos
marcadores da doenca e também na melhora dos déficits de memoria e aprendizagem
(RYU; MCLARNON, 2008; GABBITA et al., 2012; TWEEDIE et al., 2012).

O &cido lipoico (AL) € um conhecido cofator do metabolismo das mitocondrias
e ja foi bastante estudado quanto a sua atividade antioxidante e também anti-
inflamatoria. Além disso, O AL consegue atravessar facilmente as barreiras biologicas,
sendo entdo absorvido nos tecidos e células, inclusive no SNC. In vivo é bioconvertido
a acido diidrolipdico principalmente pela enzima lipoamida desidrogenase, que
também possui atividade antioxidante (PACKER; TRITSCHLER; WESSEL, 1997;
BOLOGNESI et al., 2014). O efeito neuroprotetor do AL foi observado em modelos in
vitro por toxicidade causada pelo BA e por peroxido de hidrogénio (ZHANG et al.,
2001) e também em modelos in vivo mostrando melhora no déficit cognitivo causado
pelo envelhecimento e em modelos da DA (QUINN et al., 2007; FARR et al., 2012).

O écido ferulico (AF) € um composto fenodlico de origem natural que possui
conhecida atividade antioxidante e anti-inflamatéria, ja bastante estudados na
literatura (ZHANG et al., 2018; YIN et al., 2019). Em estudos em modelos da DA, o AF
se mostrou eficaz, através de diferentes mecanismos. Além das propriedades
antioxidante e anti-inflamatdria, o derivado apresentou capacidade de inibir a enzima
acetilcolinesterase, tanto em modelos in vitro (SHAHWAR; REHMAN; RAZA, 2010)
como em modelos in vivo, no qual foi demonstrado a melhora cognitiva dos animais
tratados (TSAI et al., 2015). Também apresentou capacidade de impedir a formacgéao
de agregados de BA e também de desestabilizar agregados ja formados, in vitro
(ONO; HIROHATA; YAMADA, 2005).

Assim, a estratégia do desenvolvimento de novos derivados hibridos de
compostos ftalmidicos com acido ferdlico ou acido lipdico apresentam grande
potencial na atividade neuroprotetora e anti-inflamatéria, o que pode retardar o

processo evolutivo e patologico da Doenca de Alzheimer.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados pode-se concluir que as metodologias
sintéticas utilizadas foram adequadas para obtencdo dos derivados finais da série
LAPDESF FTD-AO, resultando em um total de 9 compostos finais inéditos, 0s quais
foram obtidos com rendimentos que variaram de 8 a 75%. Os intermediarios sintéticos,
7 no total, foram caracterizados por RMN de 'H, ja os compostos hibridos finais foram
caracterizados utilizando RMN de *H e 3C.

Com relag&o ao coeficiente de particdo (log Pow) obtido experimentalmente por
HPLC, é possivel observar que a maior parte dos compostos finais estdo dentro da
faixa descrita por Lipinski como ideal para a administracdo por via oral, apresentando
valores que variam de 3,26 a 6,63. Os compostos Lapdesf FTD-AO 8 e 9 apresentam
os valores mais altos.

Os compostos Lapdesf FTD-AO 5, 6 e 7 apresentaram significante reducao do
radical DPPH, demonstrando atividade antioxidante, nas concentracbes acima de
100 uM. No entanto, nenhum apresentou atividade similar ao controle utilizado no
teste, acido ascoérbico, em nenhuma concentracdo. Ja em comparacdo ao AF, na
concentracéo de 100 uM, os compostos FTD-AO 5 e 6 apresentaram atividade similar.
Os derivados de AL ndo apresentaram atividade em reduzir o radical DPPH no teste
realizado in vitro.

Quanto a avaliagédo da viabilidade celular, foi possivel observar que apenas os
compostos Lapdesf FTD-AO 6, 7 e 9 apresentaram alta citotoxicidade, apresentando
viabilidade celular acima de 75% apenas em concentragcdes inferiores a 3,13 uM,
enquanto que os demais compostos apresentaram viabilidade em concentracdes

superiores a 50 pM.
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As moléculas finais sintetizadas foram avaliadas para sua atividade sob a
polimerizacao de tubulina, sendo que quatro moléculas finais apresentaram atividade
polimerizadora (Lapdesf FTD-AO 3,5, 8 e 9).

Os compostos Lapdesf FTD-AO 5 e 8 foram escolhidos como os melhores da
série com potencial atividade neuroprotetora, uma vez que apresentam baixa

citotoxicidade e atividade polimerizadora de tubulina.
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