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MULTIFUNCTIONAL DRUGS: MONOAMINE OXIDASE AND a-SYNUCLEIN AS TARGETS FOR THE TREATMENT
OF PARKINSON’S DISEASE. Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder associated to selective degeneration of
dopaminergic neurons caused by an intricate relationship among dopamine metabolism, oxidative stress and o-synuclein fibrillation.
Most therapies for PD have focused on dopamine replacement through the use of both monoamine oxidase inhibitors (MAOIs) and
dopamine precursor L-dopa. Interestingly, certain MAOIs have a broad spectrum of action including anti-fibrillogenic properties in
a-synuclein aggregation. Herein we revisit the chemical properties of MAOIs and their action on important targets associated with

PD, notably a-synuclein fibrillation and dopamine metabolism, discussing the strategies associated with the development of multi-

target drugs for neurodegenerative diseases.
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INTRODUCAO

A doenga de Parkinson (DP) afeta de 1-2% da populagdo adulta
acima de 65 anos de idade, sendo caracterizada pela degeneracio
seletiva de neurdnios dopaminérgicos na regidio da substancia nigra
pars compacta e pela deficiéncia de dopamina no striatum, sendo a
desordem neuroldgica, associada ao envelhecimento, mais comum
ap6s a doenga de Alzheimer.!

O tratamento farmacoldgico para DP consiste basicamente no
controle sintomdtico via restitui¢do de dopamina (DA) [4-(2-ami-
noetil)benzeno-1,2-diol], principalmente através da administracao
de seu precursor L-DOPA [4cido (S)-2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil
propanoico)] ou através do uso de inibidores da enzima monoamina
oxidase (IMAO).>?

Muitos dos IMAO utilizados na clinica sdo irreversiveis, ligando-
-se covalentemente a enzima e inativando-a, o que resulta em im-
portantes efeitos colaterais, principalmente devido a interagdes com
farmacos simpatomiméticos e com alimentos contendo tiramina, o
que resulta em reagdes hipertensivas severas.* Além disso, IMAO
irreversiveis podem apresentar uma série de outros efeitos colaterais
indesejdveis no sistema nervoso central (insonia, irritabilidade, agita-
¢do, hipomania, supressio do sono REM), bem como disfun¢des car-
diovasculares (hipotensdo ortostética) ou disttirbios sexuais.’ Assim,
o desenvolvimento de novos IMAO tem como desafio a busca por
inibidores potentes e com efeitos colaterais reduzidos ou inexistentes.

Outro mecanismo importante associado a DP € o mau enovela-
mento proteico, levando a formacdo de inclusdes fibrilares intrace-
lulares, constituidas principalmente pela proteina o-sinucleina. A
a-sinucleina € uma proteina de fungdo ainda nao totalmente elucidada,
que apresenta diversos estados de agregacao in vitro, incluindo desde
oligdbmeros pré-fibrilares (protofibras) - capazes de formar poros
em membranas fosfolipidicas - até estruturas fibrilares estdveis do
tipo amiloide.® Mutagdes na proteina, principalmente Ala30Pro e
AlaS3Thr, estdo ligadas a casos de DP em grupos de individuos
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mais jovens.”® Além da DP, a formagdo de agregados proteicos é
observada numa série de doengas neurodegenerativas como a doenga
de Alzheimer (agregacdo do peptideo B-amiloide e da proteina tau),
encefalopatias espongiformes (agregados da proteina do prion) e
doencga de Huntignton (agregagdo da huntingtina).’

Estudos recentes mostram que alguns IMAO, como a selegilina,
apresentam outros alvos moleculares importantes além da inibicao
enzimdtica, como atividades antioxidante e antifibrilogénica - esta
ultima associada a inibi¢do da formagdo de fibras de o-sinucleina.
Nesta revisdo, as bases moleculares do desenvolvimento de farmacos
multialvos para a DP sao exploradas, visando entender os aspectos
quimicos da atividade inibitéria sobre MAO combinada com proprie-
dades antioxidantes e antifibrilogénicas exibidas por estes compostos.

A doenca de Parkinson, dopamina e estresse oxidativo

Um dos fatores associados a neuropatogénese da DP € o estresse
oxidativo decorrente da excessiva geracio de espécies reativas do
oxigénio (ROS).!” Apesar de concentracdes baixas de ROS estimu-
larem vdrios processos celulares e regularem algumas importantes
fungdes fisioldgicas, estas espécies podem causar um aumento na
peroxidacdo lipidica e modificagdes quimicas em proteinas e dcidos
nucleicos e, com isso, resultar em neurodegeneracdo.'" Uma vez
formadas, as ROS podem abstrair hidrogénio do DNA formando
DNA radicalar, que leva a uma fragmentagdo do DNA, deplecio
de NADH e ATP e, por fim, apoptose.!> Neste contexto, o estresse
oxidativo associado ao metabolismo de DA tem sido sugerido como
um dos principais mecanismos envolvidos na produgdo de ROS e
metabdlitos téxicos nos neurénios dopaminérgicos. Assim, DA fun-
cionaria como uma neurotoxina endégena, aumentando a exposi¢ao
dos neurdnios dopaminérgicos a danos oxidativos - um dos principais
fatores fisiopatoldgicos envolvidos na DP."?

Na oxida¢@o ndo enzimdtica, DA sofre a perda de um elétron
formando radical dopamina semiquinona capaz de oxidar prote-
inas e modificar DNA. A subsequente perda de mais um elétron
leva a formagdo de dopamina orto-quinona, capaz de reagir com
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importantes nucledfilos celulares como tidis e proteinas. Esta reacio
¢é fortemente favorecida por pH alcalino; a DA orto-quinona sofre
ciclizagdo via reacdio de Michael, a qual € favorecida por pH acido,
levando a formac@o de leucodopaminocromo (1H-indol-5,6-diol)."*O
resultado destas reagdes € a formagao espontanea de semiquinonas e
quinonas potencialmente toxicas para as células, as quais sdo capazes
de polimerizar gerando neuromelamina, além de ROS (Figura 1A).'
Além disso, a presenca de metais e/ou oxigénio molecular favorece
a formagao de ROS. J4 na oxidag@o enzimdtica da DA por acdo das
enzimas MAO-A ou MAO-B, além da formagdo do aldeido corres-
pondente, DOPAL (3,4-di-hidroxifenilacetaldeido) (Figura 1B), ha
a geracdo de peréxido de hidrogénio que, em presenca de Fe*?, pode
gerar radicais hidroxilas altamente reativos e citotoxicos via reagiao
de Fenton (Reacdo 1):
Fe* + H,0, — Fe** + OH + ‘'OH (Reacdo 1)
DOPAL ¢ um aldeido altamente reativo, capaz de reagir com
proteinas via formagdo de base de Schiff, apresentando toxicidade in
vivo e in vitro de 100-1000 vezes maior que a observada para DA.'®
A formacdo de ROS na oxidacdo do DOPAL pode explicar em parte
sua grande toxicidade e seu envolvimento na DP. A Figura 1B mos-
tra que superoxido € produzido durante a oxidagdo do DOPAL via
redugdo sequencial de oxigénio molecular pelo ganho de um elétron.

MONOAMINA OXIDASE COMO ALVO TERAPEUTICO

Monoamina oxidase (MAO) [amina: oxigénio oxirredutase;
(EC 1.4.3.4)] € uma enzima contendo o cofator flavina-adenosina-
-dinucleotideo (FAD) localizado na membrana mitocondrial externa,
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que catalisa a desaminaco oxidativa de monoaminas enddgenas ou
exogenas (Reacdo 2):
RCH,NH, + H,0 + O, - RCHO + NH, + H,0, (Reacao 2)
Entre os substratos da MAO encontram-se neurotransmissores
(dopamina, serotonina, norepinefrina, tiramina e triptamina) e aminas
exdgenas, como a neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridi-
na (MPTP)."-"* Duas isoformas de MAO foram identificadas, MAO-A
e MAO-B, as quais apresentam uma identidade de sequéncia de 72%
e se distinguem quanto a especificidade ao substrato e & inibi¢do.
Uma atividade anormal da isoforma MAO-B esta relacionada a
vérias desordens neuroldgicas, como DP e doenca de Alzheimer, en-
quanto que a isoforma MAO-A parece estar associada com condicdes
psiquidtricas como depresséo e ansiedade.?’ Assim, diversos IMAO
tém sido desenvolvidos visando tanto o tratamento de distirbios de
depressdo (inibicdo da MAO-A), como as terapias sintomdticas da DP
e da doenga de Alzheimer.?"** Uma redugao dos niveis de atividade de
MAQO resultaria entdo num aumento nas concentragdes de certos neu-
rotransmissores no cérebro, cujo declinio estd intimamente ligado ao
processo de envelhecimento, além de uma diminui¢do na produgdo de
peréxido de hidrogénio, subproduto da reacdo catalisada por MAO. A
Tabela 1 apresenta alguns IMAO utilizados na clinica para tratamento
de depressdo ou DP, cujas estruturas sdo apresentadas na Figura 2.
Os IMAO apresentam uma série de atividades além do aumento
nos niveis de certos neurotransmissores, como atividade antioxidante
e antiapoptdtica.>? Visto que MAO-B estd envolvida na conversdo do
MPTP em sua forma téxica MPP* (1-metil-4-fenilpiridina), entre os
efeitos esperados para os IMAO estariam a inibi¢dio da conversao de
toxinas do tipo MPTP em seus metabdlitos toxicos, acompanhada de
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Figura 1. Vias de oxidag¢do da dopamina. (A) Dopamina é oxidada por uma via ndo enzimdtica, levando a formagdo de quinonas e semiquinonas, potencial-

mente toxicas para as células, além de ROS; (B) dopamina é metabolizada pela enzima MAO, gerando o aldeido DOPAL, o qual pode sofrer oxidag¢do com

liberagdo de superoxido
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Tabela 1. Propriedades de alguns inibidores de MAO utilizados na clinica

Quim. Nova

Inibidor Seletividade Modo de agdo Caracteristicas

Clorgilina MAO-A Irreversivel Atividade antidepressiva; aumento dos niveis de noradrenalina e serotonina; efeito colateral:
hipertensao.

Moclobemida MAO-A Reversivel Atividade antidepressiva; ndo causa hipertensio; efeitos antissintomaticos suaves em DP.

Selegilina MAO-B Irreversivel Utilizada na terapia de PD; inibicdo de MAO-A e atividade antidepressiva em altas doses; nao
causa hipertensao; neuroprote¢do frente ao MPTP; efeitos simpatomiméticos relacionados a
metabdlitos de metanfetamina.

Rasagilina MAO-B Trreversivel Utilizada na terapia de DP; IMAO-B mais potente que selegilina; ndo apresenta efeitos

simpatomiméticos.
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Figura 2. Estruturas de alguns inibidores de MAO. Selegilina (inibidor irre-
versivel de MAO-B); pargilina (inibidor irreversivel de MAO-B); rasagilina
(inibidor irreversivel de MAO-B); clorgilina (inibidor irreversivel de MAO-A);
moclobemida (inibidor reversivel de MAO-A); ladostigil (inibidor irreversi-
vel de MAO-B); isatina (inibidor reversivel de MAO-B), harmina (inibidor
reversivel de MAO-A); TMN (inibidor reversivel e ndo seletivo de MAO)

uma redug¢do na geracdo de ROS a partir de peréxido de hidrogénio.

No tratamento sintomético para DP, os IMAO sao empregados
visando o aumento da DA neuronal. DA é metabolizada pela isoforma
MAO-A e pela MAO-A/MAO-B em células gliais e astrdcitos.?
Portanto, a inibi¢do seletiva de MAO-A ou MAO-B nio necessaria-
mente resulta em um aumento nos niveis de DA na regidio do striatum
afetada pela degeneracdo na DP, visto que a diminui¢do da atividade
de uma isoforma especifica pode ser compensada por um aumento
da atividade da outra isoforma. Por exemplo, estudos em ratos mos-
traram que a administragdo dos inibidores irreversiveis selegilina
(MAO-B) ou clorgilina (MAO-A) nado produziu um aumento de DA
na mesma propor¢ao do que o observado para os neurotransmissores
feniletilamina, noradrenalina ou serotonina.?’” Assim, o aumento de
DA observado quando um inibidor seletivo de MAO € administrado
provavelmente esteja associado a uma modulacdo dos receptores
de DA.*! Por outro lado, a administragdo de IMAO nio seletivos
como ladostigil ou isocarboxadil resultou em um aumento bastante
pronunciado nos niveis de DA. Além disso, inibidores ndo seletivos

podem aumentar os niveis tanto de DA como de serotonina — um
resultado importante visto que muitos pacientes com DP apresentam
um quadro de depresséo associado a doenga.?!

A inibicdo irreversivel de MAO-A estd associada a potenciali-
zacdo da atividade cardiovascular simpdtica, devido a um aumento
na liberagdo de noradrenalina.* Este efeito colateral ocorre quando
tiramina, que € efetivamente metabolizada pela MAO-A intestinal,
entra na circulag@o sanguinea, o que resulta na liberagao de noradre-
nalina nos terminais nervosos simpdticos e de adrenalina na glandula
adrenal. Este efeito colateral de inibidores irreversiveis de MAO-A
¢é conhecido como “reagdo a queijo”, visto que tiramina e outras
aminas simpatomiméticas estdo presentes em alimentos e bebidas
fermentadas como queijo e cerveja. Portanto, crises hipertensivas
podem ser evitadas utilizando-se IMAO-A reversiveis ao invés de
irreversiveis. Devido a baixa quantidade de MAO-B presente no
intestino, IMAO-B, especialmente aqueles seletivos, ndo promovem
a “reacdo a queijo” — a ndo ser quando administrados em doses altas
o suficiente para inibir MAO-A.

Os efeitos colaterais associados a inibicdo irreversivel da MAO-A
intestinal podem ser evitados utilizando-se inibidores tecido-espe-
cificos como o ladostigil (Figura 2), um inibidor seletivo que atua
especificamente sobre a MAO-A presente no cérebro. No entanto, as
bases moleculares da inibigdo de MAO tecido-especifica ainda ndo
sdo bem entendidas. Neste contexto, diversas pesquisas tém buscado
o desenvolvimento de novos IMAO reversiveis e ndo seletivos.

ASPECTOS ESTRUTURAIS DA SELETIVIDADE DAS
ISOFORMAS DE MAO

Virios estudos tém contribuido para uma melhor compreensao
dos fatores responsdveis pela atividade inibitéria sobre MAO e a
seletividade MAO-A/B.?® As estruturas das isoformas MAO-A e
MAO-B humanas, determinadas pela técnica de cristalografia de
raios-X, sdo apresentadas na Figura 1S, material suplementar.?%
Apenas as cadeias A das enzimas foram representadas para melhor
visualizag@o. Pode-se observar que as duas isoformas apresentam
estruturas tercidrias bastante semelhantes. As regides correspondentes
aos residuos da por¢do C-terminal da proteina, 463-506 em MAO-A
e 457-501 em MAO-B (destacadas em verde), estdo envolvidas no
ancoramento da enzima na membrana externa da mitocondria. Apesar
desta regido nao alterar a especificidade ao inibidor, é fundamental
para a atividade catalitica da enzima. Pode-se também observar que o
cofator FAD e as duas tirosinas que constituem a “gaiola aromdtica”,
Tyrd07/Tyr444 em MAO-A e Tyr398/Tyr435 em MAO-B, apresentam
estruturas idénticas (Figura 1S, material suplementar).*

Apesar desta convergéncia estrutural das isoformas de MAO,
existem particularidades em seus sitios ativos que sdo responsaveis
pela diferenca na suscetibilidade a inibi¢do. As maiores diferengas
existem na drea do sitio ativo na regido oposta ao grupamento flavina,
envolvida no reconhecimento do substrato. Analisando-se a cavidade
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na enzima envolvida na ligagdo ao substrato/inibidor, observa-se que
dos 16 residuos presentes nesta regido, 6 sdo diferentes entre MAO-A
e MAO-B. A seletividade de inibidores reversiveis estd intimamente
relacionada com as diferengas no tamanho e forma desta cavidade.
MAO-A humana apresenta uma tinica cavidade para o substrato com
550 A3, a qual é menor em comprimento e largura do que a cavidade
em MAO-B com 700 A2, mais longa e estreita.*! Outro fator importan-
te ¢ a conformacdo da al¢a da regidio 210-216 da cadeia polipeptidica
da MAO-A e 201-206 em MAO-B (Figura 1S, em amarelo no mate-
rial suplementar). Esta alca, posicionada na entrada da cavidade do
sitio ativo, apresenta uma conformagio mais estendida e com maior
amplitude de movimento na isoforma MAO-A do que em MAO-B.
Assim, o sitio de ligagdo ao inibidor em MAO-A € formado por uma
unica cavidade que se estende do anel da flavina até a alca 210-216
e, assim como na MAO-B, esta cavidade apresenta um cardter hi-
drofébico.? Portanto, a forma e o tamanho das cavidades dos sitios
ativos sdo diferentes entre as isoformas, em decorréncia tanto das
substitui¢des dos aminodcidos como de alteragdes conformacionais.

Certos residuos presentes no sitio de intera¢do da enzima com
inibidor/substrato, como Phe208 em MAO-A ou Tyr326 em MAO-B,
t&m um grande impacto sobre a seletividade da enzima.? Por exem-
plo, comparando-se os inibidores competitivos e reversiveis harmina
(MAO-A) e isatina (MAO-B), cujas estruturas s@o mostradas na
Figura 2S do material suplementar, pode-se verificar que a posicdo
dos anéis aromadticos destes inibidores € altamente conservada. As
estruturas coplanares dos anéis arométicos dos inibidores harmina e
isatina estdo envolvidas em interacdes do tipo -1 com o grupo amida
da GIn215 na MAO-A e GIn206 na MAO-B, respectivamente. No
lado oposto da GIn215/206, os anéis aromadticos destes inibidores
interagem com Phe352 e Tyr407 em MAO-A e Phe343 e Tyr398
em MAO-B. Neste caso, a presenca da Tyr326 no sitio da MAO-B
desfavorece a interagdo com a harmina por impedimento estéreo.”
Estas caracteristicas estruturais também explicam a diferenca de sus-
ceptibilidade destas enzimas a certos inibidores irreversiveis, como a
clorgilina (MAO-A) ou selegilina (MAO-B), da classe das propargila-
minas (Figura 2S). Neste caso, a ligacdo da selegilina é desfavorecida
pelo posicionamento da Phe208 no sitio ativo da MAO-A, enquanto
que a ligag@o da clorgilina no sitio ativo da MAO-B ¢ desfavorecida
pela posic¢ao da Tyr326.3!

Alguns outros fatores estruturais sdo igualmente importantes no
desenvolvimento de IMAO e devem ser considerados no desenho
destas moléculas: i) lipofilicidade do inibidor, a qual ¢ fundamental
para atravessar a barreira hematoencetfilica e, assim, inibir a enzima
no cérebro; ii) a presencga de ligagdes de hidrogénio entre grupos pola-
res do inibidor e a enzima, principalmente envolvendo o grupamento
flavina do cofator FAD ou os residuos Tyr, Gln, Asn ou Glu presentes
no sitio catalitico, estabilizando o complexo inibidor-enzima; iii) a
presencga de uma estrutura planar do inibidor, que possa melhor se
adaptar a fenda catalitica.*

Diversos estudos tém buscado isolar e caracterizar IMAO
presentes em plantas. Um destes compostos € a 2,3,6-trimetil-1,4-
-naftoquinona (TMN, Figura 2), um inibidor reversivel e competitivo
de MAO isolado de folhas de tabaco.** Dados de modelagem mole-
cular sugerem que a TMN interage com a por¢ao flavina do FAD da
enzima através de uma ligacdo de hidrogénio,* como mostrado na
Figura 3S, material suplementar. Além disso, os anéis aromaticos da
cadeia lateral da Tyr407 e Tyr444 da MAO-A e Tyr398 e Tyr435 da
MAO-B desempenham uma importante funcdo na estabilizacdo da
estrutura do anel 1,4-naftoquinona, dentro do sitio catalitico, através
de interagdes do tipo London. Estes residuos de tirosina sdo conserva-
dos tanto em MAO-A como MAO-B de diferentes espécies.’> Nesta
conformagdo, o ligante encontra-se localizado entre os dois residuos
de tirosina da enzima, perpendicularmente a face re da por¢éo flavina,
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permitindo que as cadeias laterais fenélicas formem um “sanduiche
aromadtico”. Dados de cristalografia sugerem que tanto os inibidores
como os substratos de MAO devem adentrar pela regifio formada por
estas duas tirosinas para interagir com o grupo flavina.*® No caso da
rasagilina, um inibidor irreversivel de MAO-B, a por¢ao aromética
do inibidor interage com as cadeias laterais dos residuos da Tyr398
e Tyr435 na estrutura da MAO-B, enquanto que os residuos da Tyr60
e Phe343 estariam envolvidos na estabiliza¢do do complexo, simi-
larmente ao observado com TMN e MAO-B.

Os estudos com TMN tém sugerido que o grupo 1,4-naftoquinona
pode representar um importante farmacéforo para o desenvolvi-
mento de IMAO ndo seletivos ou pouco seletivos e, principalmente,
reversiveis.** O grupo 1,4-naftoquinona € encontrado em diversas
moléculas bioativas, como alguns compostos antitumorais e em
vitaminas K.*® Menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona), uma forma
sintética de vitamina K (vitamina K3), comporta-se como um inibi-
dor reversivel de MAO-B, com uma seletividade de 60 vezes para
MAO-B humana em compara¢do com MAO-A (KiMAO-A/KjMAO-B
= 60).3* A seletividade observada para menadiona estd na mesma
ordem daquela observada para rasagilina, um inibidor irreversivel
de MAO-B cuja seletividade € de 50-vezes e 93-vezes para MAO-B
humana e de rato, respectivamente. No entanto, a seletividade obser-
vada para menadiona € significantemente menor que a da selegilina
(seletividade de 250 vezes para MAO-B humana ou de rato) — um
inibidor irreversivel utilizando na clinica para o tratamento de DP.*’

A menadiona interage com a porg¢ao flavina do FAD da MAO-B
através de ligagdes de hidrogénio (Figura 3S, material suplementar)
e ocupa uma posi¢@o similar & observada para a isatina (indol-2,3-
-diona), um inibidor endégeno de MAO-B.* Na isatina, o anel indol
encontra-se entre os residuos Tyr435 e Tyr398 em uma “gaiola
hidrofébica” e em uma conformagdo perpendicular ao anel flavina
do cofator FAD, similar ao observado para menadiona e MAO-B
(Figura 3S, material suplementar).

Selegilina

As propargilaminas mostram-se tteis tanto na inibi¢do da oxi-
dagdo enzimdtica de DA como no processo nio enzimdtico. Neste
sentido, clorgilina, selegilina e pargilina (Figura 2) sdo capazes
de inibir a oxidacdo ndo enzimadtica de DA in vitro e apresentam
propriedades antioxidantes frente aos radicais hidroxilas.*> Dentre
as propargilaminas, a selegilina tem sido um dos IMAO mais estu-
dados, principalmente devido ao seu vasto espectro de atividades
neuroprotetoras e neurorrestauradoras.*' Selegilina (L-Deprenyl®;
Eldery®) [(R)-N-metil-N-(1-fenilpropal-2-il)prop-1-in-3-amina]
¢ um inibidor ndo competitivo e irreversivel de MAO-B, que foi
desenvolvido inicialmente como um antidepressivo e logo se tornou
um sucesso no tratamento da DP.*! Na DP, selegilina inibe irreversi-
velmente MAO-B através da reacdo entre a unidade flavina da enzima
e a unidade acetilénica do farmaco.*' Devido as suas propriedades
neuroprotetoras, selegilina tem sido também utilizada no tratamento
da doenga de Alzheimer, na qual apresenta efeito benéfico sobre o
desempenho cognitivo.*

A atividade neuroprotetora da selegilina pode ser evidenciada por
sua capacidade em bloquear o efeito do MPTP e proteger neuroblas-
tomas de danos ao DNA induzidos por 6xido nitrico e perdxinitrito,
este ultimo sugerindo que selegilina pode ser neuroprotetora aos
neurdnios dopaminérgicos através de sua atividade antiapoptGtica. >+
Como IMADO, selegilina previne o estresse oxidativo decorrente do
processo de oxidagdo da DA, resultando na redug@o na produgao de
perdxido de hidrogénio durante essa rea¢do.*

A selegilina possui uma ligagio acetilénica capaz de reagir com
radicais peroxila, seja pela abstracdo de hidrogénio ou por adi¢do, o
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que resulta no término da reacéo radicalar em cadeia.*® Além disso, a
unidade acetilénica permanece como principal regifio responsével pela
atividade antioxidante da molécula. Estudos tedricos utilizando-se
N,N-dimetilpropargilamina como modelo indicaram uma significante
atividade radical scavenger da selegilina.*’ A regidao da molécula
reconhecida como aceptora de radicais foi identificada como sendo
a unidade acetilénica, capaz de sequestrar tanto radicais ‘OH quanto
radicais *OOH, enquanto o anel aromdtico presente no formaco parece
contribuir para a sua biodisponibilidade e farmacocinética.?’

Outro fator importante que tem sido negligenciado no estudo
do efeito da selegilina sobre a oxida¢do ndo enzimdtica da DA € a
grande reatividade apresentada entre quinonas, geradas na oxidacio
da DA, e aminas tercidrias (selegilina), o que poderia, em parte,
explicar o mecanismo antioxidante da selegilina. Aminas tercidrias
sdo oxidadas por quinonas a temperatura ambiente, sendo esta reaciio
fortemente influenciada por fatores estruturais tanto da amina quanto
da quinona.* Tem-se proposto que a susceptibilidade a oxidagéo de
aminas por quinonas estd relacionada com os potenciais redox das
quinonas e com a propensio de quinonas em formar complexos
de transferéncia de carga com a amina. Para a oxidacio de aminas
tercidrias por quinonas, a formacdo do complexo de transferéncia de
carga parece preceder a etapa de oxidagdo, sendo ambas as etapas
dependentes de um alto potencial redox da quinona.* Estes dados
mostram que a interaciio de aminas tercidrias com quinonas, formando
complexos de transferéncia de carga, € promovida pela presenga de
anéis aromadticos ligados diretamente ao nitrogénio da amina e pela
acessibilidade estérica ao d&tomo de nitrogénio da amina, sendo que a
oxidacdo da amina ocorrerd caso os reagentes apresentem potenciais
redox apropriados.**#’ No conjunto, estes dados podem ser utilizados
no planejamento racional de novos compostos, derivados da selegili-
na, com ag¢do antioxidante e com atividade inibitdria sobre MAO-B.

A DOENCA DE PARKINSON E o-SINUCLEINA

A hipétese termodinamica para o enovelamento proteico baseia-se
no fato de que, durante o enovelamento, ocorre uma diminuicio da
energia livre até que seja alcancada uma estrutura correspondente ao
minimo de energia livre global, a despeito da existéncia de minimos
locais de energia (estados metaestdveis) — que correspondem a estrutu-
ras cineticamente estdveis (Figura 3). Entre os fatores que contribuem
para o enovelamento proteico estdo o efeito hidrofébico (EH),*
relacionado com o aumento de entropia que ocorre quando residuos
hidrofébicos sdo removidos do contato com a dgua, e a formagao
de ligagdes de hidrogénios (LH) intramoleculares envolvendo tanto
grupos polares da cadeia principal como das cadeias laterais, quando
estes ndo se encontram expostos a dgua.’! Estes dois fatores, EH e LH,
em maior ou menor extensdo, contrabalancam a perda de entropia
conformacional (EC) associada aos graus de liberdade da molécula
que sdo drasticamente reduzidos durante o enovelamento. Assim, a
estrutura nativa da proteina €, em geral, apenas marginalmente mais
estdvel que as estruturas desenoveladas, o que pode ser verificado
pelo baixo valor do AG de desenovelamento (AGu) apresentado pela
maioria das proteinas (Figura 3, a esquerda).

Sob certas condigdes (mutagdes, aumento da concentragdo da
proteina ou presenga de ligantes especificos), uma via alternativa
para o enovelamento proteico pode ser favorecida, onde predominam
intera¢des intermoleculares ao invés de intramoleculares, levando
a associac¢do proteina-proteina e agregacdo (Figura 3, a direita).”
O mau enovelamento proteico ocorre predominantemente quando
estados cineticamente estdveis (metaestdveis), que correspondem
a intermedidrios do enovelamento, sdo favorecidos. Estes estados
apresentam um alto contetido de residuos hidrofébicos expostos a
dgua e, neste caso, a interacdo proteina-proteina ¢ acompanhada de
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fatores que contribuem para o enovelamento de proteinas estdo o efeito hidro-
fobico (EH)e a formagao de ligagoes de hidrogénio (LH) intramoleculares, os
quais contrabalan¢am a perda de entropia conformacional (EC). A estrutura
nativa da proteina é apenas marginalmente mais estdvel que as estruturas
desenoveladas [AG de desenovelamento (AGu)]. A direita é mostrada uma
via alternativa para o enovelamento proteico onde predominam interagoes
intermoleculares, levando a associagdo proteina-proteina, que resulta na
formagao de agregados proteicos

um aumento de entropia (efeito hidrofébico). O produto final deste
processo €, muitas vezes, a formagdo de agregados insoliveis, sejam
estes amorfos ou estruturados (fibras) — estes tltimos caracterizados
por uma alta estabilidade termodinimica. Portanto, ao contrdrio do
processo de enovelamento (reversivel), a agregacdo de proteinas €
um processo irreversivel.

O mau enovelamento de proteinas, levando a formacado de agre-
gados proteicos potencialmente toxicos para as células, parece ser um
mecanismo comum em vérias doengas neurodegenerativas.’ Alguns
exemplos de doencas onde a formacdo de agregados proteicos se
constitui num fator chave na origem e/ou progressao da doenca sio: a
doenca de Alzheimer (agregagio do peptideo b-amiloide e da proteina
tau), encefalopatias espongiformes (agregagao da proteina do prion),
doenca de Huntington (agregacio da proteina huntingtina), ataxia
espinocerebelar tipo-3 ou doenga de Machado-Joseph (agregagdo
da proteina ataxina-3).

No caso da DP, a perda dos neurdnios dopaminérgicos €
acompanhada pelo desenvolvimento de inclusdes intracelulares,
chamadas de Corpos de Lewy, compostas principalmente por
agregados fibrilares da proteina o-sinucleina.’® Nestas inclusdes, a
a-sinucleina encontram-se ubiquitinada e fosforilada. O processo de
ubiquitinacdo ocorre durante a via de degradac@o de proteinas (via
proteossomal), principalmente aquelas incorretamente enoveladas.
Além da DP, o-sinucleina € o componente majoritario das lesdes
associadas a vdrias outras doengas neurolégicas incluindo atrofia
multipla, a doenca de Hallervorden-Spatz, variante da doenca de
Alzheimer com Corpos de Lewy e Deméncia com Corpos de Lewy.
Estas doencas sdo caracterizadas por inclusdes celulares de agregados
de a-sinucleina, formando Corpos de Lewy na DP, placas amil6i-
dicas na doenga de Alzheimer, inclusdes glial-citoplasmadticas nos
terminais pré-sindpticos em Atrofia Multipla e em Esclerose Lateral
Amiotréfica.’*

Fisiologicamente, demonstrou-se que a o-sinucleina pode ser
encontrada como um tetrimero com estrutura em hélices ou na forma
de um mondmero desenovelado, o qual parece estar envolvido no
processo de mau enovelamento e agregacdo.>>¢ Na DP, o envolvi-
mento da o-sinucleina € evidenciado, principalmente, devido ao fato
de duas mutagdes, Ala30Pro e Ala53Thr, estarem ligadas a casos da
doenga em grupos de individuos mais jovens.?
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Embora o-sinucleina com estrutura fibrilar seja o maior compo-
nente dos Corpos de Lewy,”” alguns dados sugerem que estas estru-
turas podem ser inertes ou até mesmo protetoras na DP. Primeiro,
no modelo dos camundongos transgénicos superexpressando
o-sinucleina, observa-se que os sintomas caracteristicos de DP
sdo acompanhados pela formagio de inclusdes citoplasmaticas nao
fibrilares de o.-sinucleina.’® Segundo, demonstrou-se que estruturas
intermedidrias (protofibras) da agregacdo da a-sinucleina sio capa-
zes de promover permeabilizacdo de vesiculas e esta propriedade ¢
sensivel as mutagdes da protefna ligadas 2 DP>° Além disso, mutagdes
na o-sinucleina associadas a DP aumentam a formagao de protofibras
in vitro quando comparadas a proteina selvagem.”’

Evidéncias recentes sugerem que a ¢t-sinucleina atue nos termi-
nais pré-sindpticos como uma cochaperona na formagao do complexo
envolvendo a proteina receptora do fator de acoplamento sensivel a
etilmaleimida (SNARE - soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor), a qual desempenha um papel funda-
mental na mediagdo do trifego de vesiculas nas células, principal-
mente na catdlise do processo de fusdo vesicular.®” Neste processo, a
a-sinucleina se ligaria diretamente a proteina SNARE sinaptobrevi-
na-2/VAMP2 (vesicle-associated membrane protein 2), promovendo
aformacdo do complexo. Portanto, a perda da a-sinucleina funcional,
que ocorreria devido ao processo de agregacdo, poderia representar
um evento critico na neuropatogénese da DP sob o ponto de visto do
mau enovelamento da proteina. Neste contexto, a prevengao do mau
enovelamento/agrega¢do da o-sinucleina seria o objetivo principal
da intervengao farmacoldgica.

Por outro lado, tem sido demonstrado que o-sinucleina na
forma fibrilar ou protofibrilar € capaz de recrutar a o-sinucleina
soldvel e causar prejuizos a fungdo sinaptica dos neurdnios, com
consequente neurodegeneragdo.®! Assim, moléculas capazes de se
ligarem a o-sinucleina, estabilizando a espécie funcional (mondmero
desenovelado ou tetramero), prevenindo o processo de mau
enovelamento e formacao de fibras, poderiam representar potenciais
farmacos antiparkinsonianos.

Demonstrou-se que produtos da oxidagdo de catecolaminas,
como o dopaminocromo (Figura 1), séio capazes de inibir a fibrila-
¢do da o-sinucleina, bem como promover a desagregacdo das fibras
pré-existentes, levando a formagdo de estruturas agregadas (proto-
fibras) - potencialmente mais txicas que as fibras.> Se o processo
de fibrilagdo resulta na formacao de espécies com menor toxicidade,
quando comparadas com as protofibras, compostos capazes de esta-
bilizar esses intermedidrios pré-fibrilares podem representar fatores
chaves na etiologia da DP. Assim, podem-se definir compostos com
atividade antiamiloidogénica como aqueles que inibem a agregacdo
da o-sinucleina, impedindo a formacdo de espécies tdxicas, sejam
elas protofibras ou fibras.

Com o objetivo de identificar moléculas capazes de inibir a
formacdo de fibras amiloides de o-sinucleina, uma biblioteca de
compostos comercialmente disponiveis foi triada pelo grupo do Dr.
P. T. Lansbury, Jr..®? A grande maioria destes compostos eram catecdis
e hidroquinonas, incluindo DA, L-dopa, noradrenalina e adrenalina.
Nestes estudos, a atividade inibitdria da fibrilizagdo de a-sinucleina
por DA e L-dopa foi revertida pela adi¢do de antioxidantes (meta-
bissulfito de s6dio), sugerindo que a forma oxidada destas moléculas
era a responsdvel pelo efeito inibitério. Além de catecdis, muitos
flavonoides inibem a formacgdo de fibras de o-sinucleina.®® DA e
polifendis sao facilmente oxidados as suas formas quinonas quando
expostos ao oxigénio atmosférico.**

Follmer e colaboradores mostraram que DA interage com
o-sinucleina e modula diferentemente a estabilidade de agregados
gerados a partir das formas selvagem ou mutantes da proteina.® Na
auséncia de DA, protofibras de o-sinucleina exibem estabilidades
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semelhantes quando submetidas a dissociacio por pressdao hidros-
tatica. Entretanto, protofibras geradas a partir das variantes da
a-sinucleina (Ala30Pro ou Ala53Thr), quando em presenca de DA,
apresentaram uma maior estabilidade quando comparadas as proto-
fibras geradas a partir da forma selvagem da proteina. Assim, DA
apresentaria um efeito estabilizador sobre as espécies intermedidrias
da agregac@o da o-sinucleina, supostamente mais téxicas, apenas
quando estas sdo formadas pelas mutantes da proteina. Estes dados
sugerem uma ligac@o entre as mutagdes na o-sinucleina, relacionadas
com DP em individuos mais jovens, DA e a formagao de protofibras.

Muitos agentes antiparkinsonianos inibem ou retardam a forma-
¢do de fibras tanto da o-sinucleina como do peptideo B-amiloide,
este ltimo envolvido na doenga de Alzheimer.**’ Além disso, estes
compostos sio capazes de desestabilizar fibras pré-existentes. Assim,
demonstrou-se que estas moléculas apresentam a seguinte ordem de
atividade antiamiloidogénica: DA > selegilina > L-dopa > pergolida >
bromocriptina. Embora o mecanismo da atividade antiamiloidogénica
seja desconhecido, acredita-se que estes compostos e outros estrutu-
ralmente relacionados sejam moléculas-chave no desenvolvimento
de terapias tanto para DP como para outras doencas amiloidogéni-
cas. No caso do peptideo B-amiloide, especula-se que a atividade
antiamiloidogénica destes compostos esteja relacionada a unidade
3,4-di-hidroxifenil, que se ligaria de forma especifica ao peptideo e,
subsequentemente, inibiria a sua polimerizac¢ao ou, no caso de fibras
ja formadas, desestabilizaria a conformagdo em folhas B presentes
nas fibras maduras.*

Visto que selegilina previne (ou retarda) o processo de oxidacdo
da DA, uma importante questdo € de que forma este formaco influen-
ciaria no sistema o-sinucleina-DA, quando estes dois farmacos sdo
combinados na terapia da DP. Diante dos dados mostrando o efeito
da DA sobre a agregacao da a-sinucleina previamente discutidos,
uma abordagem de tratamento racional para DP deverd considerar a
acdo combinada destes fdrmacos na doenga.

O processo de fibrilagdo da at-sinucleina ocorre segundo uma ci-
nética sigmoidal: uma fase lenta (fase “lag”), onde ocorre a formagao
do nicleo que dara origem a fibra, seguida de uma fase exponencial
(fase “log”), relacionada com o crescimento da fibra. Demonstrou-se
que selegilina interage com a o-sinucleina e retarda a formacéo de
fibras, aumentando o periodo da “fase lag” da cinética de agregacao,
gerando principalmente agregados amorfos que se mostraram inertes
em culturas de neurdnios dopaminérgicos.®® Selegilina estaria assim
interferindo com a formacio do ntcleo envolvido na fase lenta da
cinética de fibrilagdo. Quando combinada com DA, que promove
a formagdo de protofibras toxicas,*” selegilina previne a formagio
dos agregados téxicos, o que pode representar um importante efeito
quando o IMAO e L-dopa (que serd convertida em DA) sdo coad-
ministradas. No conjunto, estes dados sugerem que selegilina possa
ser um farmaco multifuncional sob o ponto de vista da inibi¢do da
MAO e dainibigdo da formagdo de agregados txicos de o-sinucleina.

Outros IMAO parecem apresentar efeito modulador sobre a
fibrilagdo da o-sinucleina, como € o caso de algumas 1,4-nafto-
quinonas. Menadiona (vitamina K3) e 1,4-naftoquinona, inibidores
reversiveis de MAO-A e MAO-B, modulam a cinética de agregacio
da o-sinucleina, inibindo a formagdo de fibras, o que resulta em
agregados amorfos e pequenas fibras.* Resultados semelhantes foram
observados para as vitaminas K filoquinona (vitamina K1) e menaqui-
nona (vitamina K2), embora estas moléculas ndo apresentem atividade
sobre MAO. Menadiona e 1,4-naftoquinona também apresentam
efeito desagregante, gerando principalmente fibras fragmentadas.
No conjunto, estes dados sugerem que 1,4-naftoquinona parece se
constituir numa importante molécula lider para o desenvolvimento
de farmacos que visem interferir tanto na formagao/desagregacao de
fibras de o-sinucleina como na inibicdo reversivel de MAO.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de farmacos com atividade neuroprotetora, vi-
sando novas estratégias terapéuticas para doencas neurodegenerativas,
permanece como um dos grandes desafios da industria farmacéutica.
No caso da DP, o desenvolvimento de firmacos multialvos ou mul-
tifuncionais deve considerar, principalmente, os aspectos quimicos
relacionados as atividades antioxidantes (protecdo frente ao estresse
oxidativo associado ao metabolismo de DA), inibitdrias sobre MAO
(visando um aumento nos niveis de certos neurotransmissores, prin-
cipalmente DA e diminui¢do da producio de per6xido de hidrogénio)
e antiamiloidogénicas (inibi¢do da formagdo de agregados proteicos
toxicos) das moléculas em estudo. O entendimento dos mecanismos
envolvidos nestas diferentes atividades € crucial para o planejamento
racional de novos farmacos e, neste contexto, os grandes desafios
residem, principalmente, na elucidagio das relacdes entre os intrin-
cados eventos que ocorrem durante o processo de neurodegeneracao.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 185, 28 e 3S estdo disponiveis em http://quimicanova.
sbq.org.br, em arquivo pdf, com acesso livre.
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Figura 1S. Estruturas das enzimas MAO-A e MAO-B. A subunidade monomérica (cadeia A) da MAO-A (PDB: 2Z5Y) e MAO-B (PDB: 2BYB) sao mostradas
em A e B, respectivamente. O grupo FAD [representado no modo CPK (Corey-Pauling-Koltun)], a regido envolvida no ancoramento a membrana mitocondrial
externa (em verde) e a alga 210-216 (em MAO-A) e 201-206 (em MAO-B), envolvida na seletividade da enzima, foram destacadas. Em C e D sdo mostrados o
cofator FAD e as duas tirosinas (em azul) que constituem a “gaiola aromdtica”, Tyr407/Tyr444 em MAO-A e Tyr398/Tyr435 em MAO-B, respectivamente. As
imagens foram construidas utilizando-se o programa SwissPDB Viewer
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Figura 2S. Estrutura da MAO-A e MAO-B em presenga de inibidores reversiveis e irreversiveis. (A) Interagdo dos inibidores reversiveis harmina (em magen-
ta) no sitio catalitico da MAO-A (PDB: 2Z5X), (B) Isatina (em amarelo) na MAO-B (PDB: 10JA); (C) MAO-A ligada ao inibidor irreversivel clorgilina (em
verde) (PDB: 2BXR); (D) MAO-B ligada ao inibidor irreversivel selegilina (em azul) (PDB: 2BYB). As imagens foram construidas utilizando-se o programa
SwissPDB Viewer
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Figura 3S. Inibicdo da MAO pelas 1,4-naftoquinonas: TMN e menadiona. O inibidor reversivel e ndo seletivo TMN interage com a por¢do flavina do FAD da
MAO-A (A) e MAO-B (B). Em (C), menadiona interage com residuos do sitio catalitico da MAO-B, com destaque para a formagdo de uma ligagdo de hidrogénio
com o grupamento flavina do FAD. As cadeias laterais dos residuos Tyr398 e Tyr435 da MAO-B estdo envolvidas na estabiliza¢do do anel 1,4-naftoquinona

da menadiona no sitio catalitico, similarmente ao observado com o inibidor reversivel isatina (D). As imagens foram construidas utilizando-se o programa

SwissPDB Viewer



