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RESUMO

LIMA, Lin Machado. Estudo da inibicdo da monoamina oxidase por novos compostos
sintéticos derivados de cumarina. 2019. 38p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Instituto
de Quimica, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

A monoamina oxidase [EC 1.4.3.4 (MAOQ)] é uma enzima localizada na membrana externa da
mitocondria que usa a flavina adenina dinucleotideo (FAD) como cofator enzimatico para
catalisar a conversdo oxidante de uma amina em seu aldeido correspondente, produzindo
também amoénia e peroxido de hidrogénio. A atividade das monoamina oxidases regula os
niveis de aminas biogénicas presentes nos tecidos, principalmente no cérebro. Monoamina
oxidases existem como duas proteinas: MAO-A e MAO-B. Estas isoformas foram definidas
primariamente pelas afinidades por substratos e sensibilidade aos inibidores. Assim, a MAO-
A oxida preferencialmente serotonina, melatonina, noradrenalina e adrenalina. A MAO-B
oxida preferencialmente a feniletilamina, um alcaloide do metabolismo da fenilalanina. A
ingestdo de feniletilamina promove a liberacdo de dopamina que atua no cérebro estimulando
euforia. Com relagéo aos inibidores, a MAO-A ¢ inibida preferencialmente por clorgilina.
MAO-B ¢ inibida por deprenil e por pargilina. Esses inibidores podem ser usados para o
tratamento das doencas degenerativas do cérebro. Desde que estudos tém mostrado que
moléculas derivadas de cumarinas obtiveram excelentes resultados como inibidoras destas
enzimas, muitas drogas novas derivadas da cumarina vém sendo sintetizadas, das quais
algumas sdo muito promissoras para o tratamento das doencgas de Alzheimer e Parkinson. O
alvo desse trabalho foi promover testes de inibigdo in vitro da MAO da fracdo mitocondrial de
cérebro de rato Wistar com novos produtos derivados da cumarina. Dentre 0s compostos
testados, dois deles se mostraram promissores como inibidores da MAO de fragdo
mitocondrial de cérebro de rato wistar, atingindo mais de 60% de inibi¢do da atividade da
monoamina oxidase.

Palavras-chave: Monoamina oxidase. Cumarina. Inibidores de enzimas.



ABSTRACT

LIMA, Lin Machado. Study of the inhibition of monoamine oxidase by new synthetic
compounds derived from coumarin. 2019. 38p. Dissertation (Master Science in Chemistry).
Instituto de Quimica, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Monoamine oxidase [EC 1.4.3.4 (MAOQ)] is an enzyme located in the outer membrane of the
mitochondria, which uses flavin adenine dinucleotide (FAD) as a cofactor to catalyze the
oxidant conversion of an amine in its corresponding aldehyde, also producing ammonia and
hydrogen peroxide. MAO activity regulates the levels of biogenic amines present in tissues,
especially in the brain. MAO exists as two proteins: MAO-A and MAO-B. These isoforms
were defined primarily by substrate affinities and inhibitor sensitivity. Accordingly, MAO-A
oxidizes, preferably, serotonin, melatonin, noradrenaline and adrenaline. MAO-B preferably
oxidizes phenylethylamine, an alkaloid from the metabolism of phenylalanine. The ingestion
of phenylethylamine promotes the release of dopamine that acts in the brain stimulating
euphoria. Concerning the inhibitors, MAO-A is preferentially inhibited by clorgiline. MAO-B
is inhibited by deprenyl and pargyline. These inhibitors can be used in the treatment of
degenerative brain diseases. Since studies have shown that molecules derived from coumarins
achieved excellent results as inhibitors of these enzymes, several new drugs derived from
coumarin have been synthesized, which a few are very promising in the treatment of
Alzheimer's and Parkinson's diseases. This study aimed to promote in vitro inhibition tests of
MAO with new substances derived from coumarin. Among the compounds tested, two of
them were shown to be promising as MAO inhibitors of mitochondrial fraction of wistar rat
brain, reaching more than 60% inhibition of monoamine oxidase activity.

Keywords: Monoamine oxidase; Coumarin; Enzymes Inhibitors
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1. INTRODUGAO
1.1 Doencas Neurodegenerativas

De acordo com o E.U. Joint Programme — Neurodegenerative Disease Research?, as+
doengas neurodegenerativas sdo condi¢bes debilitantes e incurdveis, que resultam na
degeneragdo progressiva e/ou na morte das células nervosas.

Os neurdnios sdo a unidade-base do sistema nervoso (cérebro e medula espinhal).
Normalmente os neurdnios ndo se reproduzem nem se substituem e, desta forma, quando
sofrem lesdes ou morrem ndo podem ser regenerados. A degradacdo dos neurdnios causa
problemas com o movimento, as ataxias, ou com o funcionamento cerebral, originando a
deméncia.

A deméncia é um declinio progressivo ou cronico da funcdo cognitiva, que afeta a
memoria, 0 pensamento, 0 comportamento, a linguagem, a capacidade de calculo, a
aprendizagem e a emogdo; ndo devendo nunca ser associada a um processo normal de
envelhecimento. Dentre as deméncias, podemos salientar a doenca de Alzheimer (DA), a
doencga de Parkinson (DP), a doenca de Pick, a deméncia vascular, a doenga de Creutzfeldt-
Jacob ou doenca de Huntington 2.

Segundo a Associagdo Brasileira de Alzheimer (Abraz) 4, cerca de 20 milhdes de
brasileiros tém mais de 60 anos de idade (IBGE, 2010) e 6% deles sofrem da doenga, o que a
torna a deméncia mais comum. Com o envelhecimento populacional, aumenta o ndmero de
casos em todo o mundo e estima-se que 44 milhdes de pessoas atualmente sdo portadores
dela. Em 2050, pode chegar a 106 milhdes, quando a faixa etaria de maior risco, apés 0s 65
anos, representard 22% da populagdo mundial 4. Nos Estados Unidos, é a quarta principal
causa de morte de idosos entre 75 e 80 anos — atras apenas do infarto, do derrame e do cancer
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Figura I- Estimativa do nimero de pessoas afetadas por deméncia entre os anos de 2010 e
2050 no mundo inteiro. [Fonte: Elaboracdo prdpria a partir dos dados disponiveis em
(World Health Organization, 2012) & (Alzheimer’s Disease International, 2009) &
(IBGE, 2010)].



1.2. A Neurodegeneracéo e a Doenca de Alzheimer

A neurodegeneragdo é um dos processos bioquimicos progressivos do sistema
nervoso. A desregulagdo desses processos leva a diferentes doencgas neurodegenerativas (ND).
Estas patologias influenciam severamente a qualidade de vida dos idosos. A doenca de
Alzheimer é uma doenca degenerativa progressiva, descrita em 1906 pelo psiquiatra e
neuropatologista alemao Dr. Alois Alzheimer (1864-1915) 5460, Esta doenca é responsavel
pela maioria dos casos de deméncia (60 a 80% dos casos) mundial 2.

No decurso da doenga de Alzheimer varias mudangas bioquimicas sdo observadas em
seres humanos com doenca de Alzheimer. Sua causa ndo € totalmente compreendida, mas
vérios fatores de risco sdo identificados, incluindo fatores ambientais, genéticos e a idade.
Existem varias hipoteses sobre a evolucdo desta doenca, incluindo diferentes mecanismos,
como estresse oxidante, inflamagao, disfuncdo mitocondrial e estresse proteolitico 52.

Os dados neuropatoldgicos mais relevantes em pacientes da DA séo a presenca de
atrofia cortical difusa, degeneracdo neurovascular, perdas neuronais e sinpticas envolvendo
varios sistemas de neurotransmissdo, presenca de placas senis extracelulares compostas de
agregados filamentosos da proteina Bf-amiloide (AP) e massas neurofibrilares intracelulares,
formadas principalmente pela proteina tau 72. Apesar de ser possivel a presenca destas
alteragdes no cérebro de idosos sadios, os sintomas ndo sdo observados conjuntamente e nem
com a mesma intensidade que em pacientes acometidos pela DA 73. O falecimento costuma
ocorrer entre 6 e 12 anos apds o inicio da doenca, normalmente por uma complicacdo da
imobilidade ou por embolia pulmonar e pneumonia %’.

As placas extracelulares e as massas intracelulares presentes no cérebro dos humanos
acometidos por DA estdo localizadas, sobretudo, nas amidalas cerebelosas, no hipocampo e
no cortex entorrinal do lébulo temporal, enquanto as porgOes parietais e frontais do cortex
associativo sdo menos afetadas 2. A Figura Il mostra um esquema das diferentes regides do
cérebro, com as areas mais afetadas pela DA em destaque.

Lébulo frontal

Lébulo parietal

Amidala cerebelosa
Hipocampo

Cértex entorrinal

Cortex visual

\‘Ccrcbclo

Ncleo Ponte = N

basal de
Meynert

"~ Medula

Figura Il--Diferentes regides do cérebro, com as areas mais afetadas pela DA destacadas em

vermelho.



12.2.1.1.2.1. Bases Moleculares da Doencga de Alzheimer

Diferentes hipoteses a respeito das bases moleculares da DA tém sido levantadas. A
teoria mais antiga é representada pela hipotese colinérgica, postulada no inicio da década de
80. J& na metade dessa década, ha o surgimento da hipétese glutamatérgica. A hipotese da
"cascata amiloide" foi primeiramente proposta em 1992. Outras conjecturas como as
hip6teses oligomérica e metalica, podem ser consideradas extensdes da hipdtese amiloide e
comegaram a tomar maiores importancia durante a década de 90. A hipdtese mais
recentemente postulada correlaciona a DA com o diabetes, originando o termo "diabetes de
tipo 3" 19,

12.2.2.1.2.2. A Hipdtese Colinérgica

A hipotese mais antiga sobre a DA foi introduzida no inicio da década de 80, e
descrita como a hipétese colinérgica na disfungdo amnésica do idoso %15, A importancia da
funcdo colinérgica nos processos de aprendizagem e meméria é conhecida desde o inicio da
década de 70 2%, e as pesquisas a respeito da importancia do sistema colinérgico na DA
demonstraram diversas caracteristicas, como a diminuicdo na concentracdo da colina
acetiltransferase (ChAT), enzima responsavel pela sintese da acetilcolina (ACh), no cortex e
no hipocampo, assim como uma reducdo variavel dos neurbnios colinérgicos localizados no
nlcleo basal de Meynert 1845, Uma observagdo pertinente foi a da associacdo positiva entre
essas duas deplecdes e o grau de severidade do déficit cognitivo do paciente em vida 4582,

Estudos subsequentes demonstraram que a administracdo de substancias
colinomiméticas reduzia as dificuldades mnemonicas apresentadas por pessoas acometidas
pela doenga 1024,

Estudos realizados também investigaram os efeitos dos inibidores irreversiveis da
acetilcolinesterase (AChE), a enzima responsavel por catalisar a hidrdlise da acetilcolina
restante no espago sinaptico sobre a aprendizagem, bem como a relagdo entre os niveis
cerebrais de AChE e o desempenho de cobaias em testes de reconhecimento espacial 1059,
Estas pesquisas apontaram a melhora da aprendizagem devido & ativagdo do sistema
colinérgico. A redugdo do desempenho de aprendizagem e da meméria em diferentes modelos
animais expostos a administragdo de antagonistas muscarinicos, a escopolamina, também
corrobora estes dados 1. Estudos farmacolégicos em seres humanos tém mostrado que este
tipo de substancia impede a formacgdo de novas memorias sem influenciar a reaquisicdo de
eventos do passado remoto “°. Pelo contrario, as substancias com agdo colinomimética
promovem a aquisi¢do de novos tracos de memoria, tanto em seres humanos quanto em
modelos animais. Isto demonstra a importancia da ativagdo dos receptores colinérgicos no
processo de fixacdo da memoria. Recentemente, tem sido demonstrado que o antagonismo
dos receptores nicotinicos e muscarinicos causam deteriorag¢do cognitiva, indicando que este
processo pode ser governado pelo funcionamento de ambos os receptores, 0s quais seriam
ativados na modulagdo dos processos amnésicos, interagindo reciprocamente 30,

12.2.3:1.2.3. A Hip6tese da Disfun¢éo Glutamatérgica

A hipétese glutamatérgica, conhecida também como "excito-toxica", da DA também
emergiu na década de 80 3L. O glutamato, o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central, tem sua atividade mediada por receptores de trés tipos: os de N-metil-d-
aspartato (NMDA), os de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA) e



os de cianato. A hip6tese glutamatérgica prevé que, em condigdes especificas, tais como, a
alteracdo do metabolismo energético celular, ocorre uma excessiva ativacdo de receptores de
NMDA, podendo alterar a homeostase de célcio, levando a um aumento das concentragfes
intracelulares deste metal, o que é capaz de iniciar o processo de apoptose (degeneragdo e
morte) neuronal 1764, Os receptores de NMDA apresentam uma estrutura complexa, com
diferentes sitios de ligacdo para o glutamato e diversos moduladores. A ativagdo fisioldgica
destes receptores gera, em nivel neuronal, um fluxo de ions Ca2*. Acredita-se que o glutamato
liberado ative inicialmente os receptores de AMPA e de cianato, que, apesar da baixa
afinidade, promoveriam a rapida despolarizacdo da célula por meio da entrada de ions Na* e
Ca?*, A entrada desses fons provocaria uma despolarizagdo parcial da membrana plasmatica,
removendo o bloqueio exercido pelos fons Mg2* dentro do canal do receptor de NMDA.
Assim, o glutamato poderia ligar-se a uma subunidade deste receptor promovendo, em
associacdo com a glicina ligada a outra subunidade, a entrada de mais Ca2?* e Na* no neurdnio,
contribuindo para a sua excitabilidade 2277. Postula-se, portanto, que essa "excito-toxicidade™
glutamato-dependente possa constituir um dos mecanismos patogénicos necessarios para que
0 processo neurodegenerativo seja mantido e amplificado 32.

12.2.4.1.2.4. A Hipoétese da Cascata Amiloide

Desde a descoberta da DA, é reconhecido que os sintomas da doenga podem ser
associados ao desenvolvimento de indmeras lesdes filamentosas intraneuronais e
extracelulares no coértex limbico, assim como no cortex cerebral. Agregados anormais de
fibras citoplasmaticas ocorrem tanto nos corpos celulares neuronais, envolvendo os
emaranhados neurofibrilares, quanto nos axdnios e dendritos. Estes sintomas sdo chamados
coletivamente de neurites distréficas. Juntamente com a presenca das neurites distroficas, ha
também outro importante sinal histopatolégico na DA: a difundida presenca de placas e
agregados, formados principalmente pelo peptideo AP, na porgdo extracelular do tecido
cerebral 6171, A Figura Ill apresenta, esquematicamente, as diferencas entre um neurénio
saudavel e um neurdnio caracteristico de um paciente com DA.

Placas amiléides
(peptideo Af)

Emaranhados
neurofibrilares

A B (proteina tau)
Figura 111 - Diferencas entre um neur6nio saudavel (A) e um neurdnio de um paciente com
DA (B).

Embora deposi¢des de origem amiloide (peptideo AP) possam ser também detectadas
em pequenas quantidades em cérebros de idosos sadios, a producéo deste tipo de peptideo é



considerada central na patologia da DA. O trabalho que pela primeira vez prop6s a sequéncia
de eventos denominada "hipdtese da cascata amiloide™ foi publicado no inicio da década de
90 e postula que o peptideo AP e/ou os produtos de clivagem da sua proteina precursora, uma
glicoproteina integral denominada proteina precursora amiloide (APP), sdo neurotdxicos e
podem levar a formagdo das placas senis, resultando em morte celular 3. Neste contexto, tem
se associado o fato de que pacientes com trissomia do cromossomo 21 (sindrome de Down)
apresentam depdsitos do peptideo AP no final da infancia ou no inicio da idade adulta e,
posteriormente, desenvolvem as caracteristicas neuropatolégicas classicas da DA, quando
atingem por volta de quarenta anos, devido a localizagdo do gene que codifica a APP,
justamente no cromossomo 21 2844, Esta constatacdo conduziu a uma procura especifica por
familias com autossomia dominante de DA que tivessem ligacdo genética com o cromossomo
21, resultando assim na identificacdo de seis diferentes mutagdes, sendo cinco associadas a
FAD 13294258 e yma associada a sindrome da hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose
do tipo holandés 0.

A formagdo do peptideo AP, composto de 39-42 aminoacidos, € o resultado da
digestdo da APP, que aparenta ter fungdo fisiologica fundamental com relagdo aos fendmenos
de neuroplasticidade 3953, Observou-se que diversos fragmentos com funcdes fisioldgicas e
fisiopatoldgicas sdo gerados a partir dessa proteina precursora 45371 Duas secretases, a y-
secretase e a (-secretase, clivam a APP em diferentes lugares, originando fragmentos de AB
de diferentes tamanhos, com 40 e 42 residuos, respectivamente, ABi-40 e AP1-42. Apesar de 0
primeiro fragmento ser o mais comum, atualmente considera-se que o segundo, mais
hidrofébico, possui um maior potencial amiloidogénico, embora ambos sejam capazes de se
agregar e originar protofibrilas, fibrilas e, por fim, placas insoltveis 7>.

Diferentes estudos tém apontado para a correlagio entre mutagdes de APP ¢ y-
secretase e algumas formas raras de DA familiar. 131425293442 Diversos modelos animais da
doenca corroboram este achado, pois apresenta uma superexpressido de B-APP e presenilina,
proteina enzimatica de membrana responsavel pela regulagdo das y-secretases 76.

Diferentes formas do peptideo AP foram identificadas, com funcdes e propriedades
especificas 4167, AB soluvel, por exemplo, foi identificado na metade da década de 90 a partir
de fragBes sollveis retiradas do cdrtex cerebral de pacientes com DA, aparentando ser a
primeira forma de acimulo do peptideo’. O peptideo AP pode ser encontrado na forma de
mondmeros e em estruturas compostas por dimeros e trimeros, formando as denominadas
arquiteturas "monoméricas" ou "oligoméricas", enquanto as “protofibrilas" representam as
estruturas de ordem intermedidria entre os agregados mencionados e as fibrilas presentes nas
placas senis 2. O termo oligdmero caracteriza um amplo grupo de agregados ndo fibrilares.
Entre as espécies identificadas como oligdmeros incluem-se, como mostrado
esquematicamente na Figura 1V, agregados desordenados, micelas, protofibrilas, agregados
pré-fibrilares, oligdbmeros fibrilares toxicos de Ap TABFOs - do inglés, Toxic Amyloid-Beta
Fibrillar Oligomers, ligantes amiloides difusiveis, oligdmeros pré-fibrilares PFOs - do inglés,
Prefibrillar Oligomers, globulémeros e protofibrilas anulares APFs - do inglés, Annular
Protofibrils, que agem como canais de fons Ca?*, afetando a homeostase celular e
proporcionando uma explicacdo biofisica direta para 0 mecanismo subjacente a certos
sintomas da DA 3.
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Figura IV - -Possiveis conformagdes dos mondmeros de AP e suas diferentes formas de
agregagcéo.

Verificou-se recentemente que a estrutura em grampo do AP pode rearranjar-se em
diferentes conformagdes, o que explicaria a variedade de espécies oligoméricas observadas 33.

As estruturas dos oligbmeros e a formacdo das fibrilas sdo consideravelmente
dependentes do ambiente celular. Por exemplo, protofibrilas sdo instaveis em solugdo, mas
podem ser estahbilizadas por superficies. Superficies hidrofébicas promovem a agregacéo de
estruturas amorfas, e superficies carregadas promovem a formacéo fibrilar 6. A agregacédo de
monomeros de AP é passivel de ocorrer por meio de diferentes caminhos. Inicialmente, pode
haver a dimerizacdo do peptideo formando oligdmeros fibrilares que, em seguida,
polimerizam-se para formar fibrilas amiloides maduras 353. O mesmo dimero pode formar
oligbmeros pré-fibrilares, gerando em seguida protofibrilas que podem sofrer uma mudanca
conformacional em bloco para formar fibrilas amiloides 4962, Biometais, como o cobre,
podem mediar a dimerizagdo dos mondmeros de AP, formando pequenos oligdmeros de AB-
Cu e, eventualmente, levando a formagéo de agregados maiores 3536,



Os oligbmeros e as protofibrilas aparentam ser os estados de aglomeragdo de maior
toxicidade 4647, Estudos in vitro demonstraram que os oligdmeros de A exercem uma forte
acdo inibitdria sobre a potenciacdo de longa duracdo, um fendmeno de melhoria duradoura na
transmisséo do sinal entre dois neurénios, que contribui para a plasticidade sinaptica 66-68:70-80,

12.2.5.1.2.5. O Papel da Proteina Tau: Possivelmente uma Consequéncia

Andlises imunocitoquimicas e bioquimicas dos emaranhados neurofibrilares
intraneuronais levaram & conclusdo de que outra proteina, denominada proteina “tau”,
associada aos microtubulos, é a principal ou, mais provavelmente, a Gnica subunidade dos
filamentos helicoidais emparelhados encontrados nesses emaranhados, assim como em muitas
das neurites distroficas observadas no cértex de pacientes com DA 8. Diversos estudos
demonstraram que esta proteina, normalmente sollvel, encontra-se hiperfosforilada em
quadros de DA. Isto acaba tornando-a um polimero insoltvel filamentoso, o que parece
desregular a cascata citoplasmatica de fosforilagoes e desfosforilagdes 771, Diversos estudos
indicam que o acamulo de AP pode ser o evento ativador da hiperfosforilagdo da proteina tau,
porém os fatores que desencadeiam este desequilibrio ainda nédo sdo bem entendidos 37187,

Emaranhados neurofibrilares que contém proteinas tau hiperfosforiladas sdo
encontrados também em outras doencas neurolégicas, sugerindo fortemente que estas
alteracBes do citoesqueleto possam ser uma resposta secundaria, embora de vital importancia,
para diversas lesdes cerebrais 5781,

12.2:6:1.2.6. A Hipotese Metalica

Nos ultimos anos, com a ampla discusséo a respeito da hipdtese da cascata amiloide,
um numero crescente de evidéncias passou a sugerir que os fons metalicos endégenos,
particularmente os que possuem atividade redox, tais como cobre (11) e ferro (111), além de
certos fons ndo redox-ativos, como o zinco (I1), podem contribuir para a evolucdo de doencas
neurodegenerativas, favorecendo a agregacdo de AP e aumentando a sua toxicidade
5,16,20,35,36,43,79.

Por exemplo, tanto o cobre quanto o zinco aumentam a velocidade de agregagdo do
peptideo AP sintético em meio aquoso 5>12, provavelmente por ligagdo aos residuos de
histidina do mesmo 4384 e estdo anormalmente distribuidos em pacientes com DA, 7374
particularmente presentes no hipocampo e nas amidalas, no interior do nucleo e nas areas
periféricas das placas senis 17:20.51.68,

Estes biometais induzem o aumento do estresse oxidativo no cérebro, devido a sua
capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio (ERO), como radicais hidroxila e
perdxido de hidrogénio, além de espécies reativas de nitrogénio (ERN), como o 6xido nitrico,
via reacBes de Haber-Weiss e de Fenton (Figura V). Os danos celulares causados pelas ERO e
ERN sdo extensos. Por exemplo, a oxidagdo do ferro por meio da reacdo de Fenton gera
anormalidades no RNA, que, na DA, é particularmente afetado, causando grande reducéo na
sintese proteica 8, enquanto o radical hidroxila provoca diversos danos as biomoléculas
atacando as bases nitrogenadas e a desoxirribose do DNA, reagindo com as cadeias laterais de
aminoacidos e proteinas (podendo gerar fragmentos proteicos ndo funcionais) e também com
lipideos de membrana, convertendo sitios lipidicos especificos em novos centros de formagédo
de radicais livres 878,



Reacao de Haber-Weiss:

.0, +H,0, — -OH + OH+ O,

Reacao de Fenton:

Ee?* ) Cutr+H,0; » Re?P [ Cy?*+--0H +OH"

Figura V - -Reaces de Haber-Weiss e de Fenton

A hip6tese mais explorada para a origem da DA é aquela relacionada a cascata
amiloide. Mas, prevenir os efeitos neurotoxicos de espécies reativas de oxigénio (ROS) com
sequestradores de radicais e / ou inibir sua formagdo com inibidores da monoamina oxidase
(MAO), que blogueiam a geracdo catalitica pela MAO do perdxido de hidrogénio, um
precursor de ROS, é uma importante estratégia para lidar com a DA 2.

13.2. MONOAMINA OXIDASE COMO ALVO TERAPEUTICO

Monoamina oxidase [EC 1.4.3.4 (MAO)] sdo enzimas contendo flavina como uma
proteina integral localizadas na membrana externa da mitocondria. MAO sdo proteinas que
catalisam a desaminacéo oxidativa de monoaminas endégenas ou exdgenas (reagédo 1) 6.

RCH:NH2z + H20 + O2 RCHO + NHs+ H202 (Reagéo 1)
—>

Ela-A MAQO existe nas regifes neuronais e ndo neurais do cérebro, bem como nos
orgdos periféricos. A principal fungdo da MAO é regular os niveis de aminas biogénicas
presentes nos tecidos, especialmente no cérebro (Figura VI1).
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Figura VI -_—Estrutura cristalina da MAO-B humana (Moussa B. H. Youdim, Dale

Edmondson & Keith F. Tipton. 2006. The therapeutic potential of monoamine oxidase
inhibitors. Nature Reviews Neuroscience volume 7, pages 295-309).

Existem duas formas de MAO: MAO-A e MAO-B. Essas isoformas foram definidas
principalmente por afinidades de substrato e sensibilidades de inibidores. Entre os principais
substratos fisiolgicos da MAQO encontram-se neurotransmissores (dopamina, serotonina,
norepinefrina, tiramina e triptamina) e aminas exégenas, como a neurotoxina 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP) 63,

Assim, MAO-A degrada, de preferéncia, 5-hidroxitriptamina (serotonina), melatonina,
noradrenalina e adrenalina. A MAO-B de preferéncia degrada a feniletilamina, um alcaléide
resultante do metabolismo da fenilalanina. A ingestdo de feniletilamina promove a liberagéo
de dopamina que atua no cérebro, promovendo a euforia (Figura VII). Quanto aos inibidores,
a MAO-A é preferencialmente inibida por clorgilina e, MAO-B por deprenil e ambas sdo
inibidas por pargilina 62,
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Figura VII - Sintese da dopamina e metabolismo pela MAO-A e MAO-B (Moussa et al.

2006.)

Uma atividade anormal da isoforma MAO-B esta relacionada a vérias desordens
neurolégicas, como DP e DA, enquanto que a isoforma MAO-A parece estar associada com
condigdes psiquiatricas como depressdo e ansiedade 8. Assim, diversos IMAO tém sido
desenvolvidos visando tanto o tratamento de distirbios de depresséo (inibicdo da MAO-A),
como as terapias sintomaticas da DP e da DA 8586 (Figura VIII). Uma redugéo dos niveis de
atividade de MAO resultaria entdo num aumento nas concentragdes de certos
neurotransmissores no cérebro, cujo declinio estd intimamente ligado ao processo de
envelhecimento, além de uma diminuicdo na produgdo de per6xido de hidrogénio, subproduto

da reagdo catalisada por MAO 26,
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Figura VIII - Estrutura de alguns inibidores da MAO. Selergina, pargilina, rasargilina,
ladostigil e isatina (inibidores da MAO-B); clorgilina, moclobemida e harmina (inibidores da
MAO-A); TMN (inibidor ndo seletivo).

Estad bem estabelecido que a atividade de MAO-B pode aumentar até trés vezes no
cortex temporal, parietal e frontal dos pacientes com DA, em compara¢do com pacientes
saudaveis. Esse aumento na atividade da MAO-B produz altos niveis de H2O e radicais livres
oxidantes, que estdo relacionados ao desenvolvimento do estresse oxidante 43.

Estudos preliminares mostraram o dominio dos compostos de cumarina no tratamento
de DA e DP para melhorar a qualidade de vida dos idosos. As cumarinas representam um
grupo importante de heterociclicos naturais e / ou sintéticos que contém oxigénio, possuindo
uma estrutura benzopirdnica tipica (Figura IX). A simplicidade e a versatilidade da estrutura
de cumarina tornam-na um ponto de partida interessante para uma ampla gama de aplica¢Ges
bioldgicas 2.
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Figura IX - Estrutura da cumarina (2H-chromen-2-one). (llkay Erdogan Orhan, Ozan
Gulcan. 2015. Current Topics in Medicinal Chemistry, 15, 1673-1682).

Inibidores da MAO séo usados para o tratamento de vérios distlrbios psiquiatricos e
neurolégicos. De fato, os inibidores da MAO-A sdo particularmente (teis para o tratamento da
depressdo e da ansiedade, enquanto os inibidores da MAO-B séo particularmente empregados
no tratamento da DP e da DA. Mesmo que varios compostos naturais que contém a cumarina
tenham sido isolados e descobertos como potenciais inibidores da MAO, a geracgdo da relagdo
estrutura-atividade atual em cumarinas pelo seu potencial para inibir as enzimas MAO é
atribuida principalmente as abordagens sintéticas ap6s os estudos de projeto que mostram as
modificacBes e substituicbes no sistema 2H-cromen-2-ona. A molécula de cumarina foi
extensamente modificada através de vérias substituicGes nas posi¢des C3,4,6,7 e 8 para obter
inibidores potentes da MAO-A e MAO-B 8 (Figura X).

Figura X - Alguns derivados de cumarina com atividade inibitéria contra MAO-B (llkay
Erdogan Orhan, Ozan Gulcan. 2015. Current Topics in Medicinal Chemistry, 15, 1673-1682).
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3. Justificativa

Com o aumento da expectativa de vida dos seres humanos, ocorre uma elevagéo no nimero
de casos de pacientes com neuropatias degenerativas, como a Doenca de Alzheimer e a Doenga de
Parkinson. Estas patologias ainda ndo possuem formas de diagndstico e tratamento satisfatorias.
Assim, esta pesquisa pode colaborar para um avango na busca de tratamentos mais eficazes e
seguros, e avangos no uso de biomarcadores para diagnéstico mais preciso destas doencas.

A monoamina oxidase (MAO) foi escolhida como alvo deste estudo visto que existem
numerosas publicacBes descrevendo essa enzima como um alvo promissor para o tratamento da
doenca de Alzheimer. Além disso, por estar presente também no sangue, existe a possibilidade da
MAQO poder servir -para o diagnostico prévio de neurodegeneracéo.



4.1.

4.2.

14

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o efeito inibitorio de derivados cumarinicos sobre a monoamina oxidase em fracdo
mitocondrial de cérebros de ratos Wistar.

Objetivos Especificos

Verificar quais derivados cumarinicos apresentam maior peder-efeito de inibicdo da MAO.
Calcular a concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade de MAO (ICsg) em fracdo
mitocondrial de cérebros de ratos Wistar.



5. MATERIAL E METODOS

5.1.  Obtencdo dos Compostos Sintéticos

15

Os compostos sintéticos foram obtidos em colaboragdo com o professor Arthur Eugen

Kummerle, professor do programa de P6s-Graduagdo em Quimica (IQ/UFRRJ). Na Ffigura

10-X| seguem as estruturas dos compostos usados nesse estudo.

S
| H
HO™ o

Farmula guimica CaHigM:0
Massa molecular 406,39
Cad.: OHBl

O’K__N>_>

vL/(I
HO~ o]

Formula quimica: C.gH,N.Cy
Massa molecular: 350,32

Céd.: IMOH
8} Q
SHase
HO 18} O | =
-

Formula guimica: CaaH45305
Massa molecular: 362,38
Coéd.: INTEROH

Beaants

Formula guimica: Cs HeNaOg
Massa molecular: 409 39
Cadigo: TriaTri

NH
e \:l

Formula guimica: ¢, H, ;M0
Massa molecular: 45151
Cod.: NBl

4
. Q/

Formula quimica: CaaHagNaOy
Massa molecular: 40545
Céd.: IMN

N=N —_
N\,
jsoatia
o o

Farmula guimica: CgH,2CIN;O,
Massa molecular: 35376
Cadigo: TriaCl

Jiflf

Formula quimica: C,,H,sN504
Massa molecular: 369,37
Cadigo: TriaNaft

o,

\_ Ve

Figura X1 - Compostos sintéticos para estudos de inibicdo da MAO.
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Figura XI — Continuacg&o.

5.2.  Animais Utilizados no Estudo

Ratos Wistar foram obtidos no Departamento de Farmacologia do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes (CEUA IBRAG PROTOCOLOS 010/2018 e 011/2018),
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os ratos foram mantidos em biotério adequado
até o dia de serem eutanasiados. A eutanasia ocorreu com 0s animais anestesiados, tendo a
coluna cervical sido deslocada. Os cérebros foram removidos e lavados em solucédo de salina
fisioldgica, e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em biofreezer a
-80 °C.

5.3.  Preparo da Fragdo Mitocondrial Cerebral

Os cérebros foram descongelados sobre gelo, pesados e homogeneizados a 4 °C em
quatro volumes de solugdo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol.L2, pH 7,0 contendo 0,25 mol.L!
de sacarose (solucdo tampdo de homogeneizagdo). Foram realizadas centrifugacfes
diferenciadas com o homogeneizado. A primeira centrifugacdo ocorreu a 700 x g por 10
minutos, o dep6sito foi descartado e uma segunda centrifugagdo a 20.000 x g por 20 minutos.
Todas as etapas foram realizadas a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido com 1 mL de solugdo tampédo de homogeneizagdo para cada grama de tecido
homogeneizado (fragdo mitocondrial). O volume total da fragdo mitocondrial foi aliquotado e
armazenado em criotubos e estocado em biofreezer Thermo Scientific a -80 °C.
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5.4.  Determinagdo de Proteinas

Para a determinagdo da concentragdo de proteinas da fragdo mitocondrial, foi utilizado
0 método de Peterson . A albumina bovina sérica foi usada como padréo de proteinas.

5.5. Padronizacéo do Ensaio da Atividade da MAO

A atividade de MAO foi determinada por ensaio de fluorescéncia usando a
quinuramina como substrato “8. O produto da reacao, a 4-hidroxiquinolina é determinada em
um comprimento de onda de excitagdo de 315 nm e 398 nm de emisséo.

O meio reacional continha quinuramina 50 uM, fracdo das mitocdndrias com 50 pg de
proteinas em;em solucdo tampao fosfato de sédio 0,1M pH 7,6 (quantidade suficiente para 2
mL de volume final).

Para determinacéo da atividade da MAO contendo inibidor, foi adicionado DMSO em
quantidades iguais para todos os ensaios e brancos. A quantidade de proteinas presente na
fracdo mitocondrial foi padronizada para que a enzima trabalhasse na sua velocidade maxima
saturada pelo substrato. A concentragdo de substrato foi de 50uM. A reacédo ocorreu a 37 °C.

Para se calcular a atividade da MAO foi preciso quantificar primeiro a
4-hidroxiquinolina (4-HQ). Para isso, foi feita uma curva padrdo com quantidades conhecidas
de 4-HQ que variaram entre 0,05 e 3 nmol. Foi obtida uma curva linear com R2 = 0,9998, ou
seja, 0 aumento da intensidade de fluorescéncia ocorre proporcionalmente com a quantidade
de 4-HQ. A essa curva correspondeu uma equacgdo (de uma reta) para ser usada no célculo da
concentragdo de produto formado durante os ensaios de MAO.

[4-HQ] (nmols) = (IF — 8,8529)/423,51
Em que IF é a intensidade de fluorescéncia do 4-HQ.

A fim de ensaiar as atividades de MAO com méxima eficiéncia catalitica (velocidades
iniciais maximas), buscamos conhecer suas condigdes 6timas para 0 ensaio da reagdo de
desaminacdo da quinuramina. Para isso, fizemos ensaios enziméticos variando as
concentragdes de proteinas (5 a 100 pg de proteina para cada mL de meio reacional). A fragao
mitocondrial foi encubado com a quinuramina por 10 minutos em tampéo fosfato de sédio 0,1
M, pH 7,6. Passados os 10 min a reagdo foi interrompida colocando os tubos de ensaio em
agua fervente durante 3 min. Os tubos sem a amostra de cérebro (branco) foram submetidos
ao mesmo tratamento, mas a solugdo de quinuramina foi pipetada dentro deles apenas ap6s a
transferéncia para o banho de agua fervente a fim de se medir desaminacgdo ndo enzimatica do
substrato. Apés o banho fervente, os tubos de ensaio foram centrifugados em centrifuga
clinica a 3500 rpm durante 15 min e a uma aliquota de 500 pL do sobrenadante adicionou-se
1 mL de uma solugdo 1 M de NaOH para revelar a fluorescéncia do produto da reacdo, a 4-
hidroxiquinolina (4-HQ), que foi registrada num comprimento de onda de excitacdo de 315
nm e de emissdo de 398 nm no espectrofotdmetro de fluorescéncia Hitachi F-3010.
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A reacdo catalisada pela MAO é mostrada a seguir (Figura XI1):

NH, MAO o
N
NH, NH,

Kynuramine

¢ NHs + H.02

OH
=

= Aex=315nm
N

4-hydroxyquinaling Aem=398nm

Figura XII - Ensaio da atividade da monoamina oxidase usando quinuramina como substrato.

5.6.  Graficos e Andlise Estatistica

A comparacao das médias dos grupos foi feita usando o teste One-way ANOVA e pds-
teste de comparagdo multiplas de Tuckey- Kramer com o software GraphPad InStat versao
3.10 para Windows. Os gréficos foram feitos no software GraphPad Prism verséo 5.01 para
Windows. Os dois programas pertencem a GraphPad Software-, San Diego California USA.
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6. RESULTADOS

A Figura XIII ilustra a curva padréo de 4-HQ, produto da rea¢do catalisada pela MAO
quando o substrato é a quinuramina. Esse grafico foi usado para os calculos da quantidade do
produto formado, a 4-hidroxiquinolina, na reagdo catalisada pela MAO.

S 1500-
c
®
8
S
= Y=423,51X + 8,8529
3
e 2_
g R“=0,9998
ke
[%2]
5
E 0 T T T 1
0 1 2 3 4

nmol de 4-HQ

Figura XIII - Curva padréo de 4-hidroxiquinolina (4-HQ).

Pode-se observar pela Ffigura 12XI11, que o0 método de ensaio da MAO através da
quantificagdo fluorimétrica do seu produto, a 4-hidroxiquinolina € linear até 3 nmol de
produto. Além disso, pode-se observar que as concentragdes de 0,05 a 3 nmol sdo mensuradas
através desse método.

Na Figura X1V observa-se o efeito da concentracéo de proteinas mitocondriais sobre a
atividade de MAO. Pode-se observar que a atividade de MAO apresentou crescimento linear
no meio reacional até a concentragdo de 100 pg de proteinas no tubo. A linearidade foi de
0,9998.
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Figura X1V — Atividade da MAO com diferentes quantidades de proteina.
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O efeito da concentragdo dos dois inibidores especificos de MAO, clorgilina (MAO-
A) (Figura XV) e deprenil (MAO-B) (Figura XVI) sobre a atividade da MAO cerebral de rato
Wistar foi ensaiado para comparagdo com demais compostos candidatos a possiveis
inibidores. Pdde-se calcular o 1Cso para clorgilina sobre MAO cerebral de rato em 5 pumol.L™.

©c o o r
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Atividade
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o
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10° 10® 107 10% 10° 10* 10°%

[clorgilina] mol.L?

Figura XV — Atividade da MAO com a presenca do inibidor clorgilina nas concentracGes de
1082 10“mol.L1L.

J& para o deprenil_(Figura XVI), pdde-se observar que a enzima cerebral de rato é

chegando a uma diferenca de ICso de cerca de 600 vezes. Este resultado pode indicar a maior
presenca de MAO-A no cérebro de rato Wistar.
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Figura XVI - Atividade da MAO com a presenca do inibidor deprenil nas concentracdes de
10°a 10 mol.L1.
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Foi realizado uma triagem (“screening”) com os possiveis inibidores da MAO, todos
na concentracdo final de 10-5 mol.L™, para avaliarmos aqueles que apresentassem o maior
percentual de inibicdo sobre a atividade da enzima cerebral de rato. A Figura XVII - A mostra
0 resultado dessa— triagem. De uma série de dez compostos sintetizados derivados de
cumarina, dois deles apresentaram um percentual inibidor da MAO acima de 60% da
atividade controle (Figura XVII - B). Estes dois compostos, G-2C3 e G-3C3, foram estudados
para determinarmos os valores de ICso frente a MAO da fragdo mitocondrial do cérebro de
rato Wistar.
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Figura XVII — “Screening” de possiveis inibidores da MAO. (A) Atividade da MAO. Todos
os inibidores foram utilizados na concentragdo de 10> mol.L-1. (B) A média de inibigdo entre
os inibidores (exceto G3C3 e G2C3) foi de 26,2%.
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Pode-se observar que todas as moléculas testadas causaram efeitos estatisticamente
diferentes do controle. A tabela-Tabela | mostra as percentagens de inibi¢do de cada composto
testado nesse trabalho.

Tabela | - % de inibigdo

Molécula  Atividade de MAO %
(nmol . min, mg ptnt)
inibicao

Controle 0,793 £ 0,0023 -

OHB1 0,712 £ 0,029 10,14
NB1 0,571+ 0,133 27,96
IMOH 0,565 + 0,0534 28,73
IMN 0,589 + 0,053 25,69
InterOH 0,583 + 0,016 26,50
Van 6C 0,484 £ 0,032 28,44
Tria Benz 0,606 + 0,0023 23,59
G3C4 0,483 + 0,036 39,06
G3C3 0,302 + 0,023 61,88
G2C3 0,255 + 0,033 67,83

Para a determinacéo da ICso, foram realizadas curvas com concentragdes de inibidores
que variaram de 10-° mol.L! a 10 mol.L%. Pode-se observar que para os dois compostos
testados ndo houve uma diferenca muito pronunciada em relacdo aos valores de 1Cso. Para 0
composto G-2C3, o valor de ICs foi de 1,058 umol.L-! enquanto que para o composto G-3C3
foi de 2,089 pmol.L-t (Figura XVIII).
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Figura XVII1 — Determinagao do I1Cso para os compostos G-2C3 (A) e G-3C3 (B).

Foi feita a comparacdo entre os valores de ICso dos derivados cumarinicos e o0s
inibidores classicos da MAO e pdde-se observar que eles foram cerca de 3 vezes (G-2C3) e 6
vezes (G-3C3) mais eficientes quando comparados com a clorgilina, mas muito menos

eficientes que o deprenil (Tabela I1).
Tabela Il — ICso de inibidores de MAO cerebral de rato

Composto  1Cso umol.Lt

Clorgilina 5,97
Deprenil 0,0095
G-2C3 2,09

G-3C3 1,06
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7. DISCUSSAO

A cumarina é uma substancia fenolica amarela encontrada em rizomas de Clrcuma
longa L. (Zingiberaceae), que mostrou diminuicdo da atividade da MAO-A em experimentos
in vivo, de maneira dose-dependente, enquanto que nao afetou a atividade enzimatica da
MAO-B 63,

Uma série de estudos tem definido o potente efeito inibitério da MAO causado por
derivados cumarinicos, conforme destacado em algumas revisdes recentes. Por exemplo; o0s
compostos furocumarinicos, psoraleno e isopsoraleno, isolados de Psoralea corylifolia L.
(Fabaceae), foram descritos por mostrarem uma inibicdo reversivel e dose-dependente das
enzimas MAO-A e MAO-B. O isopsoraleno (ICso = 12,8 + 0,5u1 M) foi mais eficaz contra
MAO-A do que o psoraleno (ICsp = 15,2 £ 0,5 pM). Uma inibi¢&o mais fraca contra MAO-B
foi causada por estes dois compostos 62,

Outro composto derivado de cumarina, a lacinartina, encontrado no tronco de
Zanthoxylum schinifolium Siebold & Zucc. (Rutaceae) inibiu tanto a MAO-A (ICso = 5,7 uM)
quanto a MAO-B (ICso = 28,6 uM) de maneira ndo competitiva. A lacinartina foi mais eficaz
contra a MAO-A. Um derivado da diidrocumarina [2 -metoxi-3- (1,1 "-dimetilalil)-6a, 10adi-
hidro-benzo (1,2 c-croman-6-ona) isolado de Gentiana lutea mostrou uma atividade inibitéria
forte sobre a MAO-B (ICso = 2,9 uM) e fraca da MAO-A (ICso = 100 pM) 63,

E importante ressaltar que todos estes derivados de cumarina nos estudos
mencionados acima apresentaram uma capacidade inibitéria das MAO menores que 0 G-2C3
e 0 G-3C3 sintetizados no LaD-Mol-QM, demostrando a relevancia de nosso trabalho para a
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos e a importancia de prosseguir com as
pesquisas desses dois compostos para que possam futuramente ser (teis no tratamento das
doencas neurodegenerativas e da depressao.

Vérias pesquisas ja exploraram uma série de compostos derivados de cumarina como
inibidores da MAO. Secci e colaboradores, por exemplo, usaram um grande nimero de
derivados de cumarina sintéticos tendo uma metilcetona, etil éster, acido carboxilico, ou
grupo carbohidrazido na posi¢do 3 e uma variedade de substituintes nas posi¢des 5, 6, 7 € 8
dos nucleos de cumarina .

Os compostos que apresentaram uma inibicéo significativa, sintetizados pelo professor
Arthur Kummerle, apresentam substituicdo na posi¢do 7 por grupamento alcoxiamino, e
halogénio (bromo) na posicéo 3.

Os estudos com os produtos sintetizados pelo professor Arthur Kummerle deveréo ser
continuados com a realizacdo de experimentos usando a MAO purificado de seres humanos
(hMAO).

O proposito desse trabalho foi investigar novas substancias com estruturas derivadas
de cumarinas capazes de auxiliar no tratamento de doencas neuroldgicas como a doenca de
Alzheimer.
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8. CONCLUSAO

@ Os compostos G-2C3 e G-3C3 mostraram que podem inibir a MAO de fragdo
mitocondrial de cérebro de rato Wistar em concentracdo trés vezes menor, quando 0 composto
é 0 G-2C3 e, seis vezes menor quando o composto é 0 G-3C3 em relagdo a clorgilina um
inibidor especifico da MAO-A.

@ Em relagdo ao composto referéncia deprenil, inibidor especifico da MAO-B, os
compostos estudados foram muito pouco eficientes.

%@%—sebre—MA@—kwmanarO valor da concentracao de mlbldor G- 203 para |n|b|r 50% da

atividade de MAO (ICso) foi de 2,09 umol.L* e, para o inibidor G3-C3 foi de 1,06 pmol.L1.
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