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RESUMO

Apesar do enorme progresso nos Ultimos anos no desenvolvimento de novos farmacos,
a maioria deles apresentam efeitos laterais indesejaveis, pelo que, a descoberta de novos
agentes terapéuticos, mais eficazes e seguros continua a ser um importante campo de

estudo na quimica medicinal.

Os processos de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é dispendioso,
demorado e na maioria das vezes com baixa taxa de sucesso. Apesar do crescente
investimento econdémico por parte da industria farmacéutica, o nimero de novos
farmacos tem diminuido ao longo das ultimas décadas. Este desafio torna-se mais
aliciante no caso das doencas de natureza multifatorial, como o caso das doencas

neurodegenerativas.

Este trabalho consiste duma revisdo bibliografica que se centra na importancia das
cromonas no tratamento da Doenca de Parkinson. Inicia-se pela execucdo da
caraterizacdo quimica dos compostos derivados do nucleo de cromonas e pelas diversas
formas de executar a sua obtencdo. Segue-se uma breve resenha dedicada as principais
utilizacBGes das cromonas na terapia. Faz-se o resumo fundamental dos aspetos ligados
com as relagbes estrutura-atividade. Finalmente aborda-se brevemente os aspetos
etiologicos das doencas multifuncionais que suportam a terapia utilizada, e os avancos

promissores que 0s estudos com compostos derivados de cromonas podem impulsionar.



ABSTRACT

In spite of the tremendous progress that has been operated in the last years on the
development of new drugs, most of them have been rejected due to the side effects that
present. Thus, the search for new therapeutic agents, with higher efficiency and safety

stills an important milestone for the medicinal chemistry.

The search and development processes for new drugs is highly expensive, cumbersome
and with low successful ratio. In spite of the increased investment for research by
pharmaceutical industry the number of new active molecules that successfully pass
though clinical trials has been decreasing in the last decades. This challenge becomes

more attractive in the case of degenerative diseases.

This work is a short revision concerning about the importance of exploration of new
substances with pharmacological activities based on the cromone nucleus. It starts with
the chemical characterization of the cromones and by their main synthetic pathways
followed by a brief description of their actual uses in therapy. A condensed summary of
the main aspects concerning the structures activities relationships are addressed part 2 of
the second chapter. Finally the third chapter revises the etiology, actual treatment and

promising applications of cromones in the Parkinson disease
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CAPITULO |

1 AS CROMONAS

As cromonas constituem um grupo de compostos que ocorrem naturalmente,
especialmente nas plantas. A palavra cromona é derivada da palavra grega croma que
significa "Cor," na realidade estes compostos podem apresentar uma diversidade de

cores.

Em termos quimicos, as cromonas sdo compostos heterociclicos oxigenados, formados
por um anel pirona fundido com um anel benzénico, cuja estrutura geral é apresentada
na figura 1.1. Estes compostos sdo, na maioria, de origem natural e existem em grande
quantidade no reino vegetal como referido. Os mais frequentes sdo os derivados
substituidos nas posicOes 2 e 3, figura 1.1 (Alcaro et al., 2010). Quando a substituicdo
no carbono 3 é feita por uma fenilamida temos as fenil-cromonas-carboxamidas. A

figura 1.2 mostra algumas delas que foram objeto de investigacdo em quimica médica.

Figura 1.1 Estrutura e numeracdo da cromona segundo a IUPAC (Alcaro et al., 2010).



R=Ph

0
. R=4"-1-Ph
NH-R R=4"-OCHj3-Ph
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Figura 1.2 Estrutura de fenilcromonascarboxamidas (Alcaro et al., 2010).

O ndcleo base das cromonas é considerado como sendo um farmaco6foro associado a
inimeros efeitos bioldgicos, originando um grande nimero de moléculas bioativas, com
propriedades interessantes. Referem-se as atividades antialérgica, anti-inflamatdria, anti
tumoral (Shaw et al., 2009), antiagregante plaquetaria, antioxidante, antiviral e
antifungica (Bernstein, 1998). Estas atividades fundamentam-se no facto das cromonas
e seus derivados possuirem a capacidade de inibir a atividade de algumas enzimas,
nomeadamente oxidorredutases, cinases, tirosinases, lipoxigenases e cicloxigenases
(Alcaro et al., 2010, Hadjeri et al., 2003). Recentemente foi descrita a potencial
aplicacio de derivados das  fenil-cromonas-carboxamidas em  doengas
neurodegenerativas, nomeadamente na doenca de Parkinson, devido a sua capacidade de
atuarem como inibidores da monoamino-oxidase B, MAO-B humana e na doenca de
Alzheimer (Shaw et al., 2009).

1.1 METODOS DE SINTESE DAS CROMONAS

Existem vérios e diferentes métodos descritos na literatura para a sintese de cromonas,

que se apresentam de forma resumida e breve nesta sec¢éo.

Os principais métodos sdo o método de Kostanecki-Robinson, o de Baker-Vent
Katamaran e pela via do acido de Meldrum e pelo método de adi¢do intramolecular de
Michael.

1.1.1 Método de Kostanecki-Robinson

O método de Kostanecki-Robinson, figura 1.3, inicia-se por uma condensacdo de

Claisen entre uma 2-hidroxiacetofenona e um oxalato de etilo em meio alcalino



conduzindo a formagdo de um intermediario que sofre, posteriormente, a ciclizagdo em
meio &cido originando a cromona substituida em 2. A partir desta cromona, pode-se
alterar o grupo &cido carboxilico pelo grupo amida através dos diversos métodos de

amidacéo descritos na literatura (Trost et al., 1991).
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Figura 1.3 Método de Kostanecki-Robinson
(http://es.wikipedia.org/wiki/Acilaci%C3%B3n_de_Kostanecki).

1.1.2 Método de Baker-Vent Katamaran

O método de Baker-Vent Katamaran, figura 1.4, consiste na conversdo de uma 2-
hidroxiacetofenona num intermediario éster que sofre um rearranjo para originar uma

dicetona. Posteriormente ocorre uma ciclizacdo em meio acido forte dando origem a



cromona com o padrdo de substituicdo correspondente. Este método tem sido bastante

utilizado para a sintese de flavonas e de 3-acil cromonas (Ganguly, 2005).
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Figura 1.4 Método de Baker-Ventkatamaran para a sintese do anel de 3-cromona. (1- 2-
hidroxiacetofenona; 2- halogeneto de acilo; 3- éster; 4- dicetona; 5- cromona;, A-
POCIy/Piridina; B- KOH/Piridina ou NaH/DMSO; C- H,SO./4acido acético) (Adaptado de
Junior, 2001).

1.1.3 Método via acido de Meldrum

Este € 0 método mais recente e baseia-se na reacdo do acido de Meldrum, composto 3
da figura 1.5, com um fenol substituido na presenca de um catalisador, conduzindo a
formacdo da cromona com o padrdo de substituicdo pretendido, segundo a figura 1.5
(Fillion, 2006).
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Figura 1.5 Sintese via acido de Meldrum (1- fenol; 2- 4cido de Meldrum; 3- cromona; A-
Yb(OTf)s/CH3NO,) (http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-
40422007000400035&script=sci_arttext).



1.1.4 Método de adi¢do intramolecular de Michael

A obtencdo de cromonas pelo método da adicdo intramolecular de Michael envolve a
adicdo intramolecular de 2-hidroxifenil-inonas a 1,4-benzopironas, figura 1.6. O método

em regra apresenta bom rendimento (Ishiki, 1998).

~.__~OH
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Figura 1.6 Adicdo intramolecular de Michael (1- 2-hidroxifenil-inona; 2- 1,4-benzopirona; A-

MeOH ou acetona).



CAPITULO II

2 USO DAS CROMONAS NA TERAPIA

Desde os tempos antigos que Cromonas, nomeadamente a quelina ,uma furanocromona
extraida das sementes da planta Ammi visnaga, figura 2.1, tem sido utilizada em varias
terapias. A quelina e o seu derivado desmetoxilado na posicdo 9, visnagin, foram
utilizados como broncodilatadores, como espasmoliticos e no tratamento de pedra nos
rins (Svendsen, 1982). Contudo, os efeitos secundarios, nomeadamente, as nauseas e 0s

vomitos limitou o uso da quelina ao tratamento do vitiligo (Svendsen, 1982).

o o~ o o
YD GO
0 o © 0~ TCH,
O

Figura 2.1 Planta Ammi visnaga e estrutura quimica da quelina e do visnagin.

Fonte: http://higgledygarden.com/products-page/



A necessidade de encontrar um derivado da quelina com propriedades
broncodilatadoras, com melhor solubilidade em agua e sem efeitos secundarios, deu
origem ao &cido cromona-2-carboxilico, figura 2.2. Este derivado é uma cromona com
caracteristicas antiespasmodicas da arvore bronquica causadas por antigénios
(Svendsen, 1982). Apesar desta aplicabilidade o seu uso foi curto, sendo substituido
pelas bis-cromonas, como o cromoglicato dissédico, figura 2.2, que foi amplamente
utilizado no tratamento da asma leve ou moderada em adultos e especialmente em
criancas, evitando o uso de corticosterdides com os efeitos laterais a eles associados.
(Netzer, 2012).

O O @
O HO~ N0 oH O oH
HO =
0 o) 0 0
H% % I

Figura 2.2 Estrutura quimica do &cido cromona-2-carboxilico e o do acido cromoglicélico
(http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_cromogl%C3%ADcico).

Na figura 2.3 apresentam-se alguns exemplos de cromonas e suas aplicacdes
terapéuticas. Dada a diversidade dessas aplicacbes o nlcleo da cromona € privilegiado
para a descoberta de novos farmacos de sintese e desenvolver estudos das relacGes

estrutura-atividade conducentes a um determinado efeito farmacoldgico predominante.
2.1 Atividade anti-inflamatoria

Os processos inflamatorios sdo de extrema importancia, pois, para além dos processos
associados a sua etiologia, podem desempenhar um papel preponderante noutras
doencas, como as cardiovasculares, a aterosclerose, a diabetes, a doenca de Alzheimer,

a doenca de Parkinson e o cancro.

O tratamento das doencas inflamatdrias, como a artrite, a psoriase, a asma, e o sindrome

do intestino irritavel restringe-se ao uso de anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) e



glucocorticdides. Contudo, ambas as terapéuticas apresentam efeitos secundarios, sendo
alguns dos quais gravosos. Assim, e apesar do sucesso ja obtido nesta area, existe uma
grande necessidade de desenvolver terapias alternativas para o tratamento destas

doencas.

o) o/\f\o 8]
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Antiinflamatério Inibidor do citocromo P450

OH

C%U 0

0
Flavoxato
o ] Diosmin
Anticolinérgico com efeitos
antimuscarinicos Venotonico e vasculoprotetor

Figura 2.3 Estrutura de diferentes compostos derivados de cromonas e respetivas propriedades
farmacoldgicas (http://pt.wikipedia.org).

A maior parte dos farmacos com atividade anti-inflamatdria (AINEs e glucocorticoides)
atuam por inibicdo de enzimas, como as ciclooxigenases, COX 1 e COX 2 e dos
recetores dos leucotrienos, funcionando como antagonistas de mediadores endégenos do
processo da inflamacdo (prostaglandinas, leucotrienos e histamina), vide figura 2.4.
Estes farmacos apresentam, na maioria das vezes, pouca seletividade e,
consequentemente, elevados efeitos secundarios. Assim, hd uma pesquisa continuada no
sentido de melhorar a terapéutica, visando a descoberta de novas moléculas
complementares com acdo anti-inflamatoria, onde se inserem os derivados das

cromonas.
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Figura 2.4 Cascata do acido araquidénico (Gaspar, 2014).

Deste modo Gautam et al. sintetizaram varios derivados do stellatin, figura 2.5, uma
cromona natural isolada da dysophylla stellatais, descrita como um inibidor da ciclo-

oxigenase (Gautam et al, 2011).

0 OH O
e = “C0
~o o) Ry (o)
1) R,= OH; R,= OH

2) R,= OH; Ry= OCH,4
3) Ry= Ry= iso C4Hyg

Figura 2.5 Estrutura quimica do stellatin e seus derivados (Gaspar et al., 2014, Gautam et al,
2011).

A partir dos estudos da relacdo estrutura atividade verificou-se que os derivados do
stellatin apresentam uma maior atividade inibidora da COX 2 e 0s compostos 1 e 3 da
figura. 2.5, apresentam uma atividade anti-inflamatoria maior do que a indometacina
(Gautam et al., 2011).



O 6-fenoxi-7-metilsulfoxiaminocromona, figura 2.6, e seus analogos, sintetizados a

partir de um derivado do 3-formilamino apresentaram atividade antirreumatica.

1)R=H
2) R= NHCHO (T-614)

Figura 2.6 Estrutura quimica da 6-fenoxi-7-metilsulfoxiaminocromona e da sua 2-amida (T-
614) (Inaba, 2000).

Entre os anos 1980 e 1990, surgiu o farmaco Pranlukaste, figura 2.7, um inibidor do
recetor dos leucotrienos baseado no ndcleo cromona. Este medicamento foi lancado
inicialmente no mercado para o tratamento da asma e em 2000 a sua licenca foi

prorrogada para a rinite alérgica.

Figura 2.7 Estrutura quimica do Pranlukaste.

Fonte: http://www.manusaktteva.in/Details/1/188/View/Pranlukast.html

Outros estudos conduziram a descoberta de farmacos promissores, tais como 0sS
derivados piperidinilalcoxi, figura 2.8, que sdo apontados como estruturas para o
desenvolvimento de compostos anti-histaminicos com atividade antagonista adicional

para recetor D4 dos leucotrienos (Zhang, 1995).

Outros derivados de cromonas, foram descritos como potenciais compostos
antiasmaticos e antialérgicos pois previnem a libertacdo de substancias anafilaticas ou
blogueiam as respostas alérgicas desencadeadas pelos mastécitos (Brown et al., 1989;
Nohara et al., 1987).

10
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Figura 2.8 Estrutura quimica dos derivados piperidinilalcoxi (Milhazes, 2007).

2.2 A atividade antimicrobiana e antiviral

Nos Gltimos 70 anos a quimioterapia, tem sido utilizada com sucesso no tratamento de
pacientes com doencas infeciosas. N@o obstante, as resisténcia aos quimioterapicos
aumentava e surgiram assim novas estirpes resistentes pelo que a procura de novos

compostos nesta area continua atual.

Vérios derivados de cromonas, quer de origem natural quer sintética, tém apresentado

atividade antibacteriana e antifangica apreciavel (Prakash et al., 2008).

Segundo Chohan et al, varias sulfonamidas derivadas de cromonas, figura 2.9, exibiram
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexeneri e Salmonella typhi) e Gram-positivas
(Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) e atividade antifungica contra fungos de
diferentes géneros e espécies: Aspergillus flavus, Trichophyton longifusus, Candida
albicans, Candida glaberata, Fusarium solani, Microsporum canis (Chohan et al.,
2006).

R'=Br;R*=Br
R'=CH,CH: R =H

Figura 2.9 Estrutura quimica de sulfonamidas derivadas de cromonas.
Fonte: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096808961100318X
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Alguns derivados ditiaz6licos das cromonas, representados na figura 2.10, apresentam
atividade antimicrobiana e uma melhor atividade antifungica contra Geotrichum

candidum quando comparados com o fluconazol (Raj, 2009).

(@) Xy =H. X, =H,X;=H
(b) X; =H. X, =H, X; = CH,4

TN

0 g
Xa o = . P (€)X, =H, X; =CLX;=H
A v x.,_.'; ‘m._\_—,» o @)% =H X, =EX, =H
% _| H‘?{:;:- - . -2 + N N (e X; =H, X; =Br.X; =H

7 (X, =H.X,=H. X, =F
(@)X, =HX, =HX, =l
3aj (h) X, =H, X, = H, X, = Br

(1) X; =CLX; = H,X; =l

(X, =CLX, =H. X, =H

Figura 2.10 Estrutura quimica de derivados ditiazélicos.
Fonte: http://www.hindawi.com/journals/ijmc/2013/815453/schl/

Outras classes de derivados, as 2-estirilcromonas e as 5-hidroxicromonas demonstraram
atividade interessante para o desenvolvimento de drogas antivirais (Desideri et al.,
2000). Este farmacdforo foi também proposto para o desenvolvimento de derivados
contra o virus da imunodeficiéncia humana devido a sua capacidade para inibir a

enzima transcriptase reversa (Kaye et al., 2004).

2.3 Atividade anticancerigena

Na figura 2.11 mostram-se alguns derivados de cromonas com atividade citotdxica
significativa. Os derivados A e B apresentam atividade significativa para sarcomas, ja o
composto C apresenta atividade antineoplasica para a leucemia quer em monoterapia ou
em combinacdo com metotrexato (Raj et al., 2010; Khan et al., 2009; Budzisz et al.,
2002).
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Figura 2.11 Estrutura quimica de derivados de cromonas com potencial antineoplasico
(Milhazes, 2007).

Outros derivados cromonas parecem atuar como inibidores de enzimas associadas a fase
S do ciclo celular, nomeadamente, a enzima cinase, a tirosina fosfatase, a timidina
fosforilase, a topoisomerase e a aromatase parando o ciclo celular e o crescimento do
tumor como revelam os trabalhos de Forghieri e Recanatini (Forghieri et al., 2004;
Recanatini et al., 2011).

2.4 Doencas neurodegenerativas

A doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson sdo as doencas neurodegenerativas mais
comuns em todo o mundo com etiologias mal conhecidas. A doenca de Alzheimer é
caracterizada por uma perda de células colinérgicas basais do cérebro anterior, enquanto
que a caracteristica histopatolégica da doenca de Parkinson é a perda de neurdnios

dopaminérgicos e consequentemente o desequilibrio da relacdo acetilcolina/dopamina.
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Aumentar os niveis de acetilcolina tem sido considerada uma das terapias mais
promissoras para o tratamento sintomatico da doenga de Alzheimer e da doenca de
Parkinson (Weinreb, 2012). A enzima acetilcolinesterase, é a enzima responsavel pelo
metabolismo da acetilcolina, podendo desempenhar um papel importante na aceleracéo
da deposicdo das placas B-amildide, um fator importante observado em pacientes com
doenca de Alzheimer (Weinreb, 2012), figura 2.12. Além disso, pensa-se que esta
enzima esteja associada aos mecanismos de regulacdo da dopamina no corpo estriado, e
por essa razdo esse alvo é também considerado no tratamento sintomatico da doenga de

Parkinson.

Cholinergic neuron Adrenergic neuron

Tyrosine

COMT

DO"""“"T“EP“’"S Postsynaptic membrane

Figura 2.12 Metabolismo da acetilcolina e dopamina nos neurénios adregénicos. (Gaspar,
2014).

A descoberta e desenvolvimento de novos farmacos para as doencgas neurodegenerativas
€ um campo recente, no entanto, o trabalho realizado por Brihlmann demonstrou que
certos derivados das cromonas, figura 2.13, apresentam capacidades inibitorias para a

monoaminaoxidase e para a acetilcolinesterase (Brihlmann et. al, 2001).
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Figura 2.13 Estrutura quimica de um derivado de cromonas com capacidades inibitérias para a
monoaminaoxidase e para a acetilcolinesterase (Milhazes, 2007).

Estudos mais recentes demonstraram que os derivados benziloxicromonas substituidas
possuem maior atividade para a isoforma da monoamina-oxidase B e alguns destes
2012). Outro estudo revelou que as cromonas substituidas em C-2 melhoraram a
atividade e/ou seletividade para os agonistas para o recetor D, da Dopamina, segundo a
figura 2.14 (Erickson et al., 1992).

R=fenil (aumento da poténcia)

O__R
|
N’WSOIQ;‘J/ R=ciclopentil (aumento da seletividade)

o)
HO

Figura 2.14 Estrutura quimica de um derivado de cromona com capacidades agonistas para o
recetor D, da Dopamina (Milhazes, 2007).

15



2.5 Relag0es estrutura atividade das cromonas

Tal como referido anteriormente, as propriedades biolégicas das cromonas estdo
relacionadas com as diferentes caracteristicas quimicas destes compostos. Embora o
nacleo da cromona seja essencial para a maioria das atividades bioldgicas, outros
parametros estruturais, tais como a natureza, o nimero e a posicdo dos grupos de
substituintes (incluindo a sua orientacéo relativa) sdo fundamentais para a versatilidade
deste tipo de compostos (Lopez-Lazaro et al., 2002; Heim et al., 2002; Peixoto et al.,
2002; Gomes et al., 2009; Shaw et al., 2009). Para além disso, a capacidade desses
compostos para formar adutos com proteinas, enzimas e recetores biolégicos, depende
da estrutura tridimensional e da distribuicdo eletronica dentro da molécula. A figura
2.15 mostra 0s pontos de substituicdo no nicleo de cromona e as principais atividades a
eles associados. A substituicdo nas posicdes 7 e 8 com um grupo hidroxilo confere mais

eletronegatividade ao ndcleo nesta zona, figura 2.15 (Machado, 2010)

Ditiocabamato com 6-Cl
0o (atividade antitumoral)

heterociclicotioeter ou amina terciaria

-

{melhor efeito antitumoral)

Grupo henzoilo
{acdo antioxidante)

Substituintes 7,8-hidroxi —

(essenciais para a
atividade antioxidante)

Figura 2.15 Padr@es de substituicdo no nucleo cromona e correspondentes atividades bioldgicas
associadas.

O grande interesse pelos efeitos dos derivados das cromonas, levou ao desenvolvimento
de varios estudos com intuito de compreender melhor as relacdes entre as propriedades

estruturais/eletrénicas dos derivados das cromonas e a respetiva atividade bioldgica
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apresentada por esses compostos. Dos resultados obtidos nesses trabalhos poder-se-a
definir a seguinte relacéo estrutura atividade (REA), ver figura 2.16:

1) a atividade antioxidante depende essencialmente da presenca de grupos hidroxilo
ou metoxilo nas posigdes 7 e 8 da cromona (R3 e R4)

2) a substituicdo na posi¢do 2 é feita de modo a originar as 2-estirilcromonas ou 2-
(feniletil)cromonas, figura 2.16. Esta substituicdo confere-lhe atividades
antialérgica, anti tumoral, antiviral, antioxidante e anti-inflamatoria (Peixoto et
al., 2002; Gomes et al, 2010).

As 2-(feniletil)cromonas estéo a ser estudadas com o objetivo de avaliar as suas
propriedades antialérgicas e antineoplasicas, nomeadamente para a leucemia e
seletividade para os recetores de adenosina (Gomes et al., 2009; Shaw et al.,
2009).

2-ESTIRILCROMONAS
0 _ -

S,
R
R, 55;5 §

ﬂ R; = Ri‘-
R, o
R
Ry

Atividade mitocondrial

R, Ry, Ry= OCH, 2-(2-FENILETIL)CROMONAS
T,
R:,Ry.Rg=H
R5 -
Ree| AS—|
Antioxidante
Ri=ER,;=0H or OCH, Antialérgico R,
R¢;=Rs=0H or OCH, — ~
Ry, R, Ry =H Ry, Rz, Ry, RiRe Ry, Re=H Neuroprotetor
RZ! RJ! R-LR'E-! R?: RS =H
R, = OH R,= OH

Rl. R:, R.‘? R-LRE'RE: H RS = RG =0H or
R".= UCH“ Rﬁ = OCH_H al]d Rj= OH Ra RJ Rq R'.' RS =H

or Rg=R- =0CH; R,= R¢=OH
Ry, R, R, Rg=H R7 =0CH,
R_i_ = R-i- = R-. = OCHJ Rs = DCH3

Figura 2.16 Cromonas 2-substituidas e correspondentes atividades bioldgicas (Adaptado de
Machado, 2012).
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As fenilcromonas com vérios substituintes hidroxilo e metoxilo, exibem acéo ao
nivel do SNC (sistema nervoso central) como neuroprotetores contra a
neurotoxicidade induzida pelo glutamato (Yoon, 2005).

3) As cromonas sesquiterpeno, figura 2.17, encontradas nas raizes de Ferula
Fukanensis foram descritas como inibidoras da producdo de radicais pelo
mondxido de azoto (NO) que desempenha um papel central nas reacdes
inflamatdrias e imunoldgicas (Motai, 2005).

Figura 2.17 Exemplos da estrutura gquimica da estirilcromonas (Adaptado de Machado, 2012).

Apesar dos ensaios feitos até a data, ainda é necessario estudar um grande niimero de
derivados das cromonas para se obter uma relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade farmacoldgica que permita sintetizar e desenvolver novas moléculas com

aplicacdes terapéuticas.
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CAPITULO 111l

3 APLICACAO DAS CROMONAS NA DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é a doenca neurodegenerativa mais comum a seguir a
doenca de Alzheimer. A prevaléncia desta doenca é de aproximadamente 0,15% da
populacdo total mundial, crescendo para 0,5% em pessoas com mais de 50 anos de
idade (Stoessl, 1999).

Com o crescente envelhecimento da populagéo, acredita-se que o numero de pessoas
diagnosticadas com doenca de Parkinson deva aumentar rapidamente nos proximos 20
anos, pelo que o desenvolvimento de novas substancias com maior capacidade de inibir
a degeneracdo neuronal e com menores efeitos secundarios torna-se imperativo a curto
prazo caso se deseje obter uma terapéutica mais eficaz para responder as necessidades

de salde da populacéo.

3.1 Etiologia da doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson e seus sintomas foram enunciados pela primeira vez em 1871
pelo médico inglés James Parkinson (Stoessl, 1999) no seu estudo “Essay on the
shaking palsy” (Ensaio sobre a Paralisia Agitante). E caracterizada, desde ent&o, como
um disturbio do movimento sendo o seu diagndstico baseado na presenca de dois ou
mais sintomas motores, tais como, rigidez, bradicinesia, tremor ou perda do reflexo
postural. Contudo, uma limitacdo deste sistema de diagnostico relaciona-se com o facto
de que os pacientes parkinsonianos somente apresentam estes sintomas motores quando

aproximadamente 60-70% dos neurénios do SNC ja se encontrem degenerados e
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quando os niveis estriatais da dopamina estiverem reduzidos em 70-80% (Barrio et al.,
1997; Lindner et al., 1999; Meissner et al., 2004).

A doenca de Parkinson é um distarbio neurodegenerativo cuja principal caracteristica
neuropatoldgica é a lesdo dos neurdénios dopaminérgicos localizados na parte compacta
da substancia negra que enviam sinais para os ganglios da base, ocasionando uma
reducdo nos niveis de dopamina (DA) no estriado (Lindner et al., 1999; Blandini et al.,
2000). As inclusBes citoplasmaéticas eosinofilicas denominadas corpos de Lewy, figura
3.1, resultantes da acumulacdo de proteinas a-sinucleina e ubiquitina é outra das
caracteristicas da DP (Hagan et al., 1997; Blandini et al., 2000).

Figura 3.1 Aspeto citoquimico dos corpos de Lewy.

Fonte: http://neuroinformacao.blogspot.pt/2012_10 15 archive.html

Embora a etiologia do processo neurodegenerativo para a DP ndo esteja completamente
elucidada, diversos estudos sugerem que possa ser uma doenga multifatorial decorrente
da combinacdo de varios fatores, nomeadamente: i) um estado de desequilibrio
oxidativo desencadeado a nivel cerebral, ii) predisposicdo genética, iii) disfuncGes
mitocondriais, iv) producdo de radicais livres e toxinas ambientais (Fukae et al., 2007;
Henchcliffe, 2008; Zhou et al., 2008).

A analise de tecidos cerebrais post-mortem, sugerem o stresse oxidativo e nitrativo
como fatores essenciais no processo de neurodegeneracdo da SNC associada a DP
(Zhou et al., 2008). Por exemplo, a diminuicdo dos niveis de glutationa um antioxidante

ubiquo nos sistemas vivos no SNC parece ser uma das primeiras alteracdes bioquimicas
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observadas na doenca. Também é observado um aumento dos niveis de peroxidagao
lipidica, como resultado da diminuicdo dos niveis de &cidos gordos polinsaturados
(substratos para a peroxidacdo lipidica) e aumento dos niveis dos produtos da
peroxidacao lipidica (Hald et al., 2005; Zhou et al., 2008).

A aparente vulnerabilidade seletiva dos neurdnios dopaminérgicos ao processo
oxidativo pode ser em parte oriunda do metabolismo normal da dopamina o qual pode
contribuir para a formacao de espécies reativas de oxigénio, de acordo com a figura 3.2
(Giasson et al., 2002; Hald et al., 2005).

MORTE
CELULAR

DA + H20 + 02

MACI

DOPAIdeido + @205) + NH3|  LB(OH)DA

ﬂ;@ 1

tH202 —»{ OH-
24

AcetilCoA

¥ 2 GSH MADP

2

Co
2 X
MNADT o
NADH IO quinona G556 ADFH

Figura 3.2 Esquema para a formacdo de radicais livres a partir da dopamina (DA) e respetiva
morte celular. Radical superdxido (O7), superéxido dismutase (SOD), peréxido de hidrogénio
(H20,), glutationa redutase (GR), flavina-adenina dinucleétido (FAD), nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NAD), glutationa dissulfato (GSSG), glutationa (GSH), adenosina trifosfato
(ATP) (http://www.unifesp.br/dneuro/nexp/riboflavina/h.htm).

Em condicdes fisioldgicas, a dopamina é oxidada ndo-enzimaticamente pelo oxigenio

molecular a perdxido de hidrogénio (H.0-) e a dopamina-quinona. A dopamina também

21



é desaminada enzimaticamente pela enzima monoamina oxigenase-B (MAO-B) para
formar H,0O, e 3,4-desidroxifenilacetaldeido. Desta forma, tanto a auto-oxidacdo da
dopamina quanto o seu metabolismo mediado pela MAO-B envolvem a formagdo de
H20,, um composto que pode ser facilmente reduzido na presenca do ido ferro(ll) pela
reacdo de Fenton, formando o radical hidroxilo. Esta espécie altamente reativa parece
contribuir para o stresse oxidativo observado na DP, visto que os niveis de ferro no
SNC nos pacientes com a DP estdo aumentados em aproximadamente 35% (Dexter et
al., 1989). Assim sendo, a oxidacdo da dopamina pode levar a uma vulnerabilidade

seletiva dos neurdnios dopaminérgicos e a morte celular.

3.2 Tratamento farmacoldgico atual da doenga de Parkinson

A crescente expectativa de obter farmacos com mecanismos de acdo nao-
dopaminérgicos com éxito no tratamento da DP torna promissores 0 uso de compostos
antagonistas do recetor A2a da adenosina que sdo altamente seletivos e capazes de agir
em vias de sinalizacdes especificas (Williams et al., 1997; Linazasoro et al., 2008).

A diminuicdo da dopamina no estriado leva a um aumento no tonus glutaminérgico,
colinérgico e adenosinérgico originando mudancas na transmissdo GABAérgica,
opidide e canabindide na via estriato-palidal. Os efeitos da diminuicdo da dopamina €
dependente do tipo recetores da dopamina D1 ou D2 onde ocorreu a referida
diminuicdo. Este desequilibrio, figura 3.3, ndo é normalizado pela administracdo crénica
de levodopa o que resulta em novas alteragdes relacionadas com o desenvolvimento das

discinesias (Linazasoro et al., 2008).

Durante esta Ultima década, tém sido testados em pacientes com DP diferentes
compostos que atuam nos sistemas de neurotransmissdo  glutaminérgico,
adenosinérgico, noradrenérgico, serotoninérgico, GABAérgico, canabindide e opiodide
(Olson et al., 1997; Verhagen Metman et al., 1998; Henry et al., 1999; Bibbiani et al.,
2001; Sieradzan et al., 2001; Samadi et al., 2003). Contudo, os resultados obtidos em
humanos ndo sdo os esperados. A falta de eficacia preditiva dos modelos pré-clinicos e
os efeitos colaterais sdo 0s maiores responsaveis pelo insucesso (Linazasoro et al.,
2008). Os tratamentos atuais disponiveis para a doenca baseiam-se na terapia de
reposicdo da dopamina, com agonistas dopaminérgicos, com inibidores da enzima

monoamina oxidase e/ou com antagonistas de recetores colinérgicos destinados a repor
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0 equilibrio neuroquimico responsavel pela degeneracdo neuronal (Schapira et al.,
2006).

Dopamina

onBATinG Acetilcolina —_——
Dopamina ‘ Acetilcolina

Estado normal Doenca de Parkinson

Figura 3.3 Relagdo entre a dopamina e acetilcolina em individuos normais e com doencga de

Parkinson (Adaptado da internet).

Contudo a progressdo da doenca ndo € inibida pelas terapias disponiveis e, com o
avancar da doenca, sdo necessarias maiores dosagens dos farmacos devido a tolerancia
(Dunnet, 1999). Novas estratégias de neuroproteccdo sustentam a aplicacdo de
sequestradores de espécies reativas do oxigénio, quelantes de metais de transicdo (por
exemplo, ferro e cobre), anti-inflamatorios ndo esteroides, antioxidantes naturais (por
exemplo, polifendis) e drogas antiapoptoticas, em monoterapia ou como parte de uma
formulacdo de uma associacdo antioxidante (Mandel, 2004). Além disso, a etiologia
multifatorial da DP sugere o uso de drogas com multiplos alvos terapéuticos, tais como

0s antagonistas da monoaminaoxidase (MAQ) e do recetor A2 da adenosina.

3.3 Recetores da adenosina

A adenosina é um nucleosideo formado pela unido entre a base adenina e uma ribose.
Existe naturalmente no organismo humano, na forma ATP e ADP, ligada ao
metabolismo energético e na forma AMPc, onde atua nos mecanismos de sinalizacao

intracelular, figura 3.4.
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Figura 3.4 Férmula estrutural da adenosina.
(http://pt.wikipedia.org/wiki/ Adenosina#mediaviewer/File: Adenosin.svg)

A adenosina atua via 4 subtipos de recetores ja clonados: Al, A2a, A2b e A3, como

mostra a figura 3.5.

Qutside of cell

Adenosine
1

i — —
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G G G G, G,

- 7T K* J L “Adenylate -u

Inhibits “~ cyclase " Excites

Kinase .,/'_\
protein | ¢—————— Cyclic AMP ATP

inside of cell

Figura 3.5 Recetores de adenosina.
Fonte: http://thebrain.mcgill.ca/flash/a/a_11/a_11 m/a_11 m cyc/a_11 m_cyc.html

Estes recetores podem ser divididos em dois grupos: os recetores Al e A3 (a azul) que
inibem a enzima adenilciclase diminuindo os niveis intracelulares de AMPc, e o0s
recetores A2a e A2b (a laranja) que ativam positivamente a enzima adenilciclase
promovendo um aumento dos niveis intracelulares de AMPc (van Calker et al., 1979;
Zhou et al., 1992; Pierce et al., 1992). Os recetores Al podem-se acoplar a outros tipos
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de proteina G ativando outras vias de sinalizagdo (Biber et al., 1997; Abracchio et al.,
1995; Offermanns, 1995; Gao et al., 1999).

Os diferentes tipos de recetores da adenosina estdo distribuidos por todo o corpo
humano incluindo o sistema nervoso central (SNC), figura 3.6. Os recetores Al
localizam-se tanto em neurdnios quanto em astrocitos, microglia e oligodendrocitos
(Biber et al., 1997; Gebicke-Haerter et al., 1996; Othman et al., 2003) e nos terminais
pré-sindpticos e nos pos-sindpticos (Tetzlaff et al., 1987). A ativacdo do recetor Al
inibe a liberacdo de neurotransmissores por hiperpolarizar os terminais pré sinapticos
através da abertura de canais de K* e pelo fecho de canais de Ca”**. Assim sendo, a
ativacdo de recetores Al leva a um bloqueio da libertacdo de neurotransmissores, em
particular do glutamato, da serotonina, da acetilcolina e da dopamina, produzindo um
efeito anti convulsivante e neuroprotetor (Sakamoto et al., 2004).

Hipocampo

Talamo
Neocortex

Cerebelo

Amigdala ="
/

Neurdnios
gabaérgicos

Nucleo do trato
solitario

Substancia
negra

Medula espinhal

Figura 3.6 Distribuicdo dos recetores da adenosina nas diferentes regides do SNC (Ribeiro et
al., 2003).

Os recetores A2 foram encontrados nos neurdnios, em astrdcitos e microglia, nos

ganglios (predominantemente nas espinhas dendriticas) e nas regides pds sinapticas (Li
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et al., 2001; Hettinger et al., 2001; Rodrigues et al., 2005). Contudo, o0s recetores A2a
do hipocampo estdo mais localizados nas sinapses particularmente das regides pré-
sinapticas (Rebola et al., 2005). Ao contrério do recetor Al, o recetor A2a regula a
liberacdo de glutamato, acetilcolina, GABA e noradrenalina (Lopes et al., 2002; Rebola
et al., 2002; Cunha et al., 2000; Barraco et al., 1995). A ativacao dos recetores A2a, via
proteina G estimulatoria (Gs), ativa a adenil ciclase e aumenta as concentracfes
intracelulares de AMPc e consequentemente desencadeia a liberacdo de
neurotransmissores, que provavelmente decorre da ativacdo de canais de calcio e da
proteina cinase A (Xu et al., 2005). Mecanismos de transducdo de sinal independentes
de AMPc, como a ativacdo da fosfolipase C, parecem estar envolvidos na sinalizacéo de
neurdnios gabaérgicos e colinérgicos do estriado (Fredholm et al., 2007).

O recetor A3 é encontrado em neurdnios, astrocitos e microglia (Wittendorp et al.,
2004; Hammarberg et al., 2003)

Os recetores dopaminérgicos D1 e D2 séo os principais reguladores da funcdo estriatal e
0s recetores da adenosina Al e A2a sdo os principais moduladores dessa via de
sinalizagdo, figura 3.7. Existem dois tipos de interagdes entre recetores da adenosina e
0s recetores dopaminérgicos no ganglio basal: a interacdo antagdnica entre recetores
A1/D1 nos neurdnios gabaminérgicos da via estriatonigral-estriatoendopeduncular (via
direta) e a interacdo entre os recetores A2a/D2 nos neuronios gabaminéergicos da via
estriato-palidal (via indireta). A via direta promove ativacdo motora, enquanto a via

indireta promove inibicdo motora (Fuxe et al., 2007).

1]
i

Transportador

dopamin é'i

Figura 3.7 Interagdo adenosina-dopamina

(http://mww.hcnet.usp.br/ipg/revista/vol28/n3/artigos/art160.htm).
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Os estudos comportamentais em modelos da doenga de Parkinson utilizando
antagonistas ndo seletivos da adenosina, tais como a cafeina e a teofilina associados a L-
DOPA e agonistas dopaminérgicos, originaram um aumento da atividade motora
produzida pelas drogas dopaminérgicas o que pode ser explicado pelas interagdes
antagonicas entre recetores da adenosina e dopaminérgicos (Fuxe et al., 1974).

Os recetores A2a estdo estreitamente relacionados com os recetores dopaminérgicos D2.
A estimulacdo dos recetores A2a diminui a afinidade para os recetores D2 e diminui a
atividade da enzima adenilatociclase. Diminuindo os niveis de AMPc, ativa 0s canais de
K* e reduz a entrada de ides Ca®*, promovendo efeitos opostos aos da ativagdo dos

recetores D2, nomeadamente a coordenagdo motora.

Os antagonistas do recetor A2a apresentam propriedades anti-parkinsonianas,
melhorando a atividade motora(Lewitt et al., 2008).

Por outro lado, a ativacdo de recetores A2a pode aumentar a liberagdo do glutamato e,
nesse caso, pode contribuir para a excitotoxicidade neuronal (Li et al., 2001; Platt,
2007).

Diferentes estudos enfatizam que os antagonistas A2a como agentes neuroprotetores e

consequentemente promissores no tratamento da Doenca de Parkinson.

3.4 Estudos da acéo inibidora das cromonasfenilcarboxamidas para os recetores da

adenosina

Uma analise comparativa dos estudos da interacdo para algumas cromonas
carboxamidas com os recetores da adenosina revelou a existéncia das mesmas
tendéncias para as diferentes cromonas, nhomeadamente uma afinidade e seletividade
mais elevada para o subtipo A3 dos recetores da adenosina. A seletividade ¢ mais

evidente para as cromonas-2-carboxamidas.

Os resultados obtidos nestes estudos permitem concluir que as cromonas derivadas de
acidos carboxilicos ndo apresentam afinidade significativa para todos os recetores da
adenosina e que a introducdo de substituintes do tipo fenilcarboxamida resultam em
compostos com diferente seletividade e afinidade em relacdo aos recetores da adenosina
(Al, A2a e A3). Em geral, a introducdo do substituinte fenilcarboxamida na posicéao 2,

figura 3.8, com ou sem substituintes no anel aromatico resulta em compostos que ligam-
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se mais seletivamente ao recetor A3. Este é o caso, por exemplo, da 3'4'-
dimetoxifenilcarboxamida substituida na posi¢do 3. No entanto, pode-se salientar que,
quando o substituinte fenilcarboxamida esta localizado na posi¢do 3, 0s compostos que

apresentam alguma afinidade, sdo geralmente mais potentes.

Cromonas 2-fenil carboxamidas Cromonas 3-fenil carboxamidas

Figura 3.8 Estrutura da 2-fenilcromonascarboxamidas e da 3-fenilcromonascarboxamidas.

A presenca de grupos atractores de eletrdes provocam diminuicdo ou perda da afinidade
de ligacdo da cromona para com o recetor A3. No entanto, a presenca de cloro ou nitro
na posicdo para da cromona-3-fenilcarboxamidas aumenta a afinidade desta para os
recetores A2a e A3. A presenca de grupos dadores de eletrbes no anel aromatico das
cromonacarboxamidas produz efeitos divergentes. As cromona-2-fenilcarboxamidas
com grupos doadores de eletrbes aumentam a afinidade para o recetor A3, sendo maior
0 aumento da poténcia quando da introducdo de um grupo metoxi. Ja a introducdo do
grupo hidroxilo na posicdo para do anel aromatico, aumenta a afinidade da cromona

para o recetor A2, apesar da diminuicéo da seletividade relativa.

Em contraste, as cromonas-3-fenillcarboxamidas com grupos dadores, mostram uma
melhoria geral das suas poténcias de ligacdo e afinidade para todos os recetores, com a
excecao para a cromona-3-(4'-metoxifenil) carboxamida que apenas apresenta aumento

da afinidade de ligacdo para o recetor A3, figura 3.9 .
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Figura 3.9 Estruturas de 3-fenilcromonascarboxamidas com afinidade para o recetor A2a da
adenosina, Ki-constante de inibicdo, Sl-razo de inibicdo entre o recetor A2a e Al. (Milhazes,
2007).

Os resultados até entdo realizados, permitem concluir que este tipo de cromonas podem
funcionar como um ponto de partida valioso para o desenvolvimento de novos ligandos,

para os recetores da adenosina mais seletivos e especificos.

3.5 Enzimas MAO-A e MAO-B

As MAO A e B sdo enzimas localizadas na membrana mitocondrial externa com a
funcdo de catalisar a reacdo de desaminacdo das aminas biogénicas

(neurotransmissores) e xenobidticos, de acordo com a figura 3.10.

FAD + H,0+0, FAD + H,0,+ NH,

Figura 3.10 Desaminacéo das aminas biogénicas catalisada pela MAO (Milhazes, 2007).
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As MAO possuem na sua constituicdo um dinucleotideo de flavina e adenina (FAD)
ligado covalentemente a um residuo de cisteina por uma ligacdo 8a-(S-cisteinil)-
riboflavina, figura 3.11. A inibicdo das MAO aumenta o nivel de neurotransmissores no
sistema nervoso central (Cardozo, 2013). As MAO dividem-se em duas isoformas a
MAO-A e a MAO-B, cujas sequéncias de aminoécidos sdo até 70% idénticas, embora
cada uma tenha substratos Unicos e inibidores especificos (Cardozo, 2013). A MAO-A
humana localiza-se, preferencialmente, no figado e é distribuida de maneira dispersa no
cérebro, além de estar presente também na placenta. A MAO-B humana localiza-se
especialmente nas plaquetas, linfocitos, figado e também se concentra em algumas

regides especificas do cérebro (Cardozo, 2013).

Os principais neurotransmissores que atuam como substratos da MAO sdo a epinefrina
(adrenalina) que tem acdo sobre o coracdo e o musculo liso vascular, sendo um
poderoso estimulante cardiaco, a norepinefrina (noradrenalina) que age perifericamente
na constricdo dos vasos sanguineos, causando aumento da pressao arterial e no sistema
nervoso central onde regula as emocoes, relacionando-se com manifestagdes de
agressividade e depressdo. A dopamina é o precursor metabolico imediato da
norepinefrina e da epinefrina e, além disso, € um neurotransmissor central,
particularmente importante na regulagdo do movimento. A serotonina (5-HT) € um
regulador do mdsculo liso do sistema cardiovascular e do trato gastrointestinal que

regula a dor e o humor (Cardozo, 2013).

Os principais neurotransmissores que atuam como substratos da MAO sao a epinefrina
(adrenalina) que tem acdo sobre o coracdo e o musculo liso vascular, sendo um
poderoso estimulante cardiaco, a norepinefrina (noradrenalina) que age perifericamente
na constricdo dos vasos sanguineos, causando aumento da pressao arterial e no sistema
nervoso central onde regula as emocoes, relacionando-se com manifestacdes de
agressividade e depressdo. A dopamina é o precursor metabolico imediato da
norepinefrina e da epinefrina e, além disso, € um neurotransmissor central,
particularmente importante na regulacdo do movimento. A serotonina (5-HT) é um
regulador do mdsculo liso do sistema cardiovascular e do trato gastrointestinal que

regula a dor e o humor (Cardozo, 2013).
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Figura 3.11 Comparacéo das duas isoformas de MAO (Gaspar, 2011).

A MAO-A metaboliza principalmente a serotonina (5-HT), a epinefrina e a
norepinefrina, enquanto que a MAO-B tem como substratos preferenciais a
feniletilamina e a benzilamina. A MAO-B humana € a responsavel pelo metabolismo
oxidativo da dopamina, assim sendo, os inibidores da isoforma MAO-B, podem atuar

como neuroprotetores, aliviando os sintomas de pacientes com as doencgas de Parkinson
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ou de Alzheimer e os inibidores seletivos da MAO-A podem ser usados para 0
tratamento de depressdo relacionada com déficit de serotonina e como agentes
cardioprotetores, uma vez que a MAO-A esta associada com a degeneracdo de células
cardiacas.

Os inibidores inespecificos da MAO podem causar efeitos indesejaveis, porque
potencializam a acdo de outras monoaminas atraves da inibicdo do seu metabolismo

periférico (Cardozo, 2013).

A formacdo de subprodutos toxicos do metabolismo oxidativo, por exemplo o peréxido
de hidrogénio ou radicais de oxigénio, € um dos fatores que podem levar a degradacédo
neuronal, uma das possiveis causas de distirbios neurodegenerativos como as doencas
de Parkinson e de Alzheimer. Estes produtos do metabolismo oxidativo, se ndo forem
devidamente excretados, podem causar danos ao nivel do DNA e das membranas
celulares, com consequente a morte neuronal, também designada por stresse oxidativo
(Cardozo, 2013).

Os maiores desafios para estudos, decorrem da dificuldade de obtencdo de farmacos
seletivos para uma das isoformas reversiveis permitindo a cura das doencas

neurodegerativas e nao o alivio dos sintomas provocados por estas doengas.

3.6 Estudos da acédo inibidora da MAO-B pelas 3-fenilcromonascarboxamidas

A introducdo da L-deprenil em 1975 como um medicamento anti parkinsoniano inibidor
da MAO-B impulsionou os estudos da procura de moléculas inibidoras desta enzima
(IMAO). A L-deprenil, figura 3.9, € um inibidor seletivo e irreversivel da monoamina
oxidase tipo B (MAO-B), contudo, em doses elevadas perde a sua especificidade e inibe
concomitantemente a MAO-A. A inibicdo da MAO-B reduz a degradacdo da dopamina,
promove a acdo dos neurdnios dopaminérgicos e protege 0s neurdnios contra os radicais
livres e o stress oxidativo. Em 2006 foi aprovada outro inibidor da MAO-B a rasagilina,
figura 3.12, para monoterapia na doenca de Parkinson inicial ou como terapia adjuvante
nos casos mais avancados. Estes dois inibidores seletivos da MAO-B sdo atualmente
utilizados, em monoterapia ou em terapia de combinacdo com levodopa, no tratamento

sintomético da doenca de Parkinson.
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Apesar de ambas as drogas serem inibidores seletivos altamente potentes da MAO-B
sdo inibidores irreversiveis da desativagdo permanente da enzima MAO-B,
potencializando os efeitos secundarios, principalmente devido a interagdes com
farmacos simpaticomiméticos e com alimentos contendo tiramina, o que resulta em
reacOes hipertensivas severas, insonia, irritabilidade, agitacdo, hipomania, supressdo do
sono REM, bem como disfungbes cardiovasculares (hipotensdo ortostatica) ou
distarbios sexuais. Assim, o desenvolvimento de novos IMAO tem como desafio a
busca de inibidores mais potentes e com menos efeitos laterais (Follmer, 2013).

Figura 3.12 Estruturas da L-deprenil da rasagilina.
(http://sr.wikipedia.org/wiki/D-Deprenil#mediaviewer/File:D-Deprenyl.svg,
http://es.wikipedia.org/wiki/Rasagilina#mediaviewer/File:Rasagiline_skeletal.svg)

Para validar a estrutura cromonas como suporte para o desenvolvimento de novos
inibidores MAO-B, as estruturas cristalograficas da MAO-B e MAO-A séo ferramentas
essenciais para compreender e reconhecer 0s possiveis ligantes, para ambas as
isoformas (D”Amelio, 2009; Devine, 20011; Bajaj, 2010).

Para aléem das diferencas pontuais nas sequéncias de aminodcidos estas isoformas
apresentam diferencas estruturais no local ativo, nomeadamente a cavidade bipartida da
MAO-B versus a cavidade monopartida da MAO-A (Fiala, 2010). De facto,
demonstrou-se que o sitio ativo da MAO-B é formada por duas cavidades hidrofébicas,
a cavidade catalitica e a cavidade de entrada (D"Amelio, 2009). Estas duas bolsas sdo
separados por quatro residuos de aminoacidos, nomeadamente, a Tyr326, Ile199,
Phel68 e a Leul71, na MAO-A os aminoacidos 11e199 e Tyr326 sdo substituidas no
pela Phe208 e 11e335 respetivamente (D" Amelio, 2009; Devine, 20011; Fiala, 2010). Os
estudos preveem que as interacbes com 11e199 e Tyr326 sdo fundamentais para o
reconhecimento da MAO-B (Tianhong, 2003).
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Os estudos REA revelam a existéncia de diferentes interagdes entre as cromonas e 0

sitio ativo das isoformas da MAO, nomeadamente na ligacdo de hidrogénio que se

estabelece entre a cromona 3-carboxilico e a Tyr 326 da MAO-B, figura 3.13.

Gin206

Leul2s

Figura 3.13 Interacdo da cromona com a MAO-B (Alcaro, 2010).

Os estudos preliminares de REA permitem concluir que:

a troca do grupo funcional acido carboxilico por um éster ou uma funcéo alcool,
da origem a compostos inativos (Helguera, 2013).;

quando o &cido carboxilico é substituido por uma funcdo arilamida ou um
alquilo/cicloalquilo na posicdo 3 do anel de cromona, origina varios compostos
ativos com diferentes atividades inibidoras verificando-se que as
cromonascarboxamidas de alquilo sdo menos ativas do que as de arilo (Gaspar,
2011).

a presenca de um anel de fenilo localizado na cadeia lateral da 3-carboxamida
aumenta poténcia de inibicdo para a MAO-B (Gaspar, 2011).

quando a substituicdo é feita na da posicdo 3 do esqueleto cromona verifica-se
aumento da atividade inibidora destas cromonas para a MAO-B, enquanto que
as correspondentes isoméricas cromonas-2-carboxamidas sdo inativas para

ambas as isoformas da MAO.
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a funcdo amida das cromonacarboxamidas pode desempenhar um papel
fundamental na interacdo destas com o centro ativo da MAO por
estabelecimento de uma ligagao de hidrogénio com o local ativo da enzima.

e todos os derivados de cromona-3-carboxamida estudados apresentam uma maior
atividade e a seletividade de em relagdo a isoforma MAO-B (Gaspar, 2011).

e a poténcia e a seletividade da cromona-3-carboxamidas s&o modulados por
substituintes localizados na posicdo para do anel aromético exociclica, tabela
3.1

e as cromona-3-carboxamidas da tabela 3.1 comportam-se como inibidores da

MAO-B de um forma quase-reversivel (Gaspar, 2011).

Os estudos teoricos da interacdo deste tipo de cromona com a MAO-B demonstraram
que as cromonas com substituinte N-fenil, N-ciclo-propil e N-4'-clorofenil, tem
interacdes semelhantes (Gomes, 2010; Gaspar, A. 2011). O modelo proposto para a
interacéo inibitoria propde que a cadeia lateral da carboxamida se localize na dire¢do do
cofator FAD e a do anel B-pirona na bolsa de entrada da MAO-B, segundo a figura
3.14.

Os compostos apresentam uma interacdo da ligacdo de hidrogénio com residuo Tyr326
da MAO envolvendo o éter presente no [B-pirona e o oxigénio do carbonilo da
carboxamida. Também se observou correlagdo entre as cromonas com o residuo do
aminoacido Cys172 presente na fenda de entrada da MAO-B e interagdes do cadeia
lateral hidrofobica da cromona com a 11199, Pro102, Phel103, e Leul67. A interacdo da
cromona com os aminoacidos 11199, Tyr326 pode explicar a sua seletividade para
isoforma MAO-B, uma vez que estes aminoacidos ndo existem na MAO-A (Gaspar,
2011).
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Tabela 3.1 Férmula estrutural e atividade inibitoria para as isoformas da MAO para

cinco cromonas-3-carboxamidas.
1C5o MAO-A/

COMPOSTO ICso MAO-B(uM)  ICs0 MAO-B

0,068+0,003 >1471

0,064+0,0054 74

0,0674+0,0032 | 110

0,063+0,0042 1585

0,069+0,0042 1449
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Figura 3.14 Tipo de interacdo da N-(4-(clorofenil)-cromona-3-carboxamida com a MAO-B
(Gaspar, 2011).

Os estudos desenvolvidos permitem concluir que a cromona-3-carboxamida € uma
estrutura privilegiada para o desenvolvimento de novos inibidores da MAO-B mais
potentes, seletivos e reversiveis evitando desta forma os efeitos secundarios dos

inibidores da MAO-B usados atualmente na terapia da Doenca de Parkinson.
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CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta e o desenvolvimento de novas moléculas com potencial terapéutico é um

trabalho longo e arduo que se inicia com a descoberta de um farmacéforo.

As cromonas e seus derivados sdo compostos heterociclicos abrangentes apresentando
uma variedade de propriedades farmacoldgicas. A alteracdo da sua estrutura oferece um
elevado grau de diversidade, mostrando-se bastante Util na descoberta de novos agentes

terapéuticos.

As cromonas sdo um farmacoforo promissor no desenvolvimento de novos compostos
para varias doencas, nomeadamente, para a doenca de Parkinson funcionando como
inibidores da MAO-B e do recetor A2a da adenosina. A sua obtencdo € bastante facil e,
em especial as suas capacidades versateis de ligacdo aos recetores, fazem destas uma

estrutura privilegiada.

Futuramente, sera importante analisar as varias modificacdes moleculares a fim de
atingir a REA que permitam otimizar 0s compostos mencionados, estudar a
farmacocinéticas dos mesmos (por exemplo, solubilidade, permeabilidade, estabilidade
metabolica) permitindo, desta forma, aumentar a poténcia bem como a seletividade das

cromonas para os recetores da adenosina e para a MAO-B.

Os estudos mencionados neste trabalho abrem um novo caminho para a obtencdo de
inibidores altamente potentes e seletivos da MAO-B e do recetor da dopamina de modo
que no futuro, esta doenca tdo limitativa tenha cura, pois a terapia atualmente disponivel

somente retarda a progressao da mesma.
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