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Resumo

Os 6leos essenciais tém vindo a ser utilizados em terapéutica com uma
extensa lista de possiveis aplicagdes clinicas. Estes produtos de origem vegetal,
obtidos quase exclusivamente por destilacdo, sao constituidos por dezenas de
compostos de baixa massa molecular e elevada hidrofobicidade, sendo, por isso,
importantes fontes de compostos naturais capazes de ultrapassar barreiras
fisioloégicas e de permear membranas, com potencial intrinseco para interagir e
modular alvos intracelulares e exercer efeitos bioldgicos.

Nos Gltimos anos, as proteases asparticas mereceram atencao reforcada
da comunidade cientifica por integrarem os mecanismos moleculares de diversas
patologias graves e de elevada prevaléncia, tais como a sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida, a malaria, a doenca de Alzheimer, algumas
infecgdes flungicas, etc. A identificacao e caracterizagao de inibidores dessas
proteases asparticas e as suas potencialidades como agentes
quimioterapéuticos assumiram, entao, grande relevancia. E o caso da BACE-1,
protease aspartica reconhecida como enzima chave no processo
neurodegenerativo da doenca de Alzheimer, e dos seus potenciais inibidores que,
tendo fins terapéuticos, devem demonstrar, ndo so, selectividade, mas também
caracteristicas favoraveis para passarem a barreira hemato-encefalica e
permearem membranas celulares.

Neste contexto, descrevemos nos préoximos capitulos a investigacao que
desenvolvemos com vista a identificacdo de inibidores da BACE-1, hidr6fobos e
de baixa massa molecular, aptos para permearem membranas celulares.

A primeira fase deste trabalho correspondeu a um rastreio, sobre varias
dezenas de o6leos essenciais, tendo em vista evidenciar os 6leos que
demonstravam efeitos inibitérios sobre a proBACE-1 recombinante. Todos os

Oleos ensaiados foram caracterizados por elucidacao da sua composicao. Entre
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0s que revelaram capacidade inibitéria, o 6leo essencial de Lavandula luisieri foi
distinguido como o mais promissor, tendo em conta a poténcia da inibicao e a
sua composicao singular que inclui raros monoterpenos irregulares de ndcleo
ciclopentano penta-substituido, usualmente designados como monoterpenos
derivados do necrodano.

O oOleo de L. luisieri inibiu a BACE-1 de forma dependente da
concentracao, tanto em ensaios bioquimicos de inibicao in vitro (ICso de
121,5pg.ml1), como em ensaios de avaliagao da reducao da produgao de A em
linhas celulares (ECso de 86,2ug.mIt) que, simultaneamente, comprovaram a
capacidade dos componentes do 6leo para permear membranas celulares.

Na sequéncia de fraccionamentos bioguiados, que permitiram a obtencgao
de fraccdes com composicdes menos complexas, aprofundou-se o conhecimento
sobre a composicao do 6leo essencial de Lavandula luisieri, até a data,
insuficientemente caracterizado. Foram, entdo, identificados cerca de uma
centena de componentes que representam mais de 85% da composicao total.

A actividade inibitéria das fraccoes foi avaliada, quer sobre a forma pré-,
quer sobre a forma activa da enzima recombinante, caracterizando-se a fraccao
mais activa (#3.1), maioritariamente constituida por linalol e por um composto de
nlcleo necrodano, a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona, por valores
de ICso de 282,6ug.ml1 para a inibicao enzimatica, e de ECso de 94,5ug.ml1 para
a diminui¢ao da producao de AB na linha celular CHO-APPwt.

O linalol e a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona, isolados a
partir do 6leo essencial e de origem sintética, foram avaliados isoladamente
revelando que a actividade inibitéria da fraccao se devia a 2,3,4,4-tetrametil-5-
metileno-ciclopent-2-enona. O linalol nao produziu efeito algum nas
concentracoes testadas.

Pelos ensaios de inibicao da enzima recombinante com a 2,3,4,4-

tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona nao se evidenciaram diferencas na
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inibicdo da forma pr6- e da forma activa. De igual modo, quer em termos de
poténcia, quer em termos de modo de inibicdo nao se assinalaram diferencas
significativas entre a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona isolada a
partir do 6leo de L. luisieri e a de origem sintética. Foi determinado um Kiapp de
415,8uM, ajustando-se os dados a um modelo de inibicao competitivo.

A 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona demonstrou capacidade
de inibir a produgcdo de AB em duas linhas celulares, CHO-APPwt e SHSY5Y-
APPwt, com ECso de 72,8uM e 217,4uM, respectivamente, e sem alteracoes
significativas da viabilidade celular nas concentracoes inibitérias. A inibicao da
BACE-1 intracelular foi ainda comprovada pela diminui¢cao da producao de sAPPf,
0 produto directo da clivagem do APP por aquela enzima. A principal diferenca
encontrada nos resultados dos ensaios sobre linhas celulares, relativamente aos
ensaios enzimaticos, foi o facto de a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-
enona isolada a partir do 6leo de L. luisieri e a sintética nao inibirem a produgao
de AP exactamente com a mesma poténcia, sendo esta muito superior no
primeiro caso. O linalol, contaminante residual da 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-
ciclopent-2-enona isolada, parece desempenhar um papel no efeito celular, ja
que ao ser adicionado a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona sintética
aumenta ligeiramente a inibicao.

Na ultima fase deste trabalho avalidmos a capacidade dos compostos
activos, 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona e linalol, diminuirem a
producao de AB in vivo, utilizando um modelo animal da doenca de Alzheimer, o
ratinho transgénico 3xTg-AD. Da mesma forma que o observado nas linhas
celulares, o 6Oleo total, a fraccao e a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-
enona reduziram de forma significativa os niveis de AP cerebral
(aproximadamente 25% para as concentracoes estudadas), sem sinais visiveis
de toxicidade, apdés administracao intranasal. Estes resultados permitiram
demonstrar que o 6leo estudado e alguns dos seus constituintes tém capacidade
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para inibir a BACE-1 ndo s6 in vitro, mas também in vivo, caracteristica essencial
para um inibidor com utilidade clinica.

Nao obstante a falta de selectividade e a poténcia moderada, o 6leo
essencial de L. luisieri e alguns dos seus componentes apresentam potencial
aplicabilidade como inibidores da BACE-1, quer para fins de investigacao, quer
como protétipos para desenvolvimento de inibidores mais potentes e selectivos

com fins preventivos na doencga de Alzheimer.
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Abstract

Natural products from plants have been widely used in medicine, with
several applications in an enormous variety of disorders. Among those natural
products, volatile essential oils are potential candidates to enzymatic inhibition,
since they have hundreds of low molecular weight and high hydrofobicity active
compounds with the ability to pass trough cell membranes.

In the last years, aspartic proteases are receiving considerable attention as
potential drug targets since they are implicated in several serious diseases, like
AIDS, Alzheimer’s disease, malaria, hypertension and some fungal infections. The
dramatic raising in Alzheimer's disease prevalence and recent findings
suggesting that BACE-1 is a key enzyme for the neurodegenerative process has
stimulated several groups to search for efficient inhibitors. In order to achieve this
goal, the active compounds should not only be selective, but also had the ability
to cross cell membranes and the blood brain barrier, what has been a difficult
task.

In this work, we analyzed and characterized almost fifty essential oils and
started with a preliminary screening assay on recombinant proBACE-1. The
results revealed some potential inhibitors, being the most promising one from
Lavandula luisieri, an atypical essential oil, composed by irregular
monoterpenoids with a cyclopentanic skeleton, usually called necrodane
skeleton. This oil revealed an ICso of 121,5ul.mI'1 and this inhibition, as well the
ability to cross over the cellular membranes, were confirmed in a cell line, giving a
ECso of 86,2ug.ml.

To elucidate which compounds are responsible for the inhibitory effect, the
essential oil was analyzed in detail and fractionated. Each fraction was tested on
recombinant proBACE-1 and also in BACE-1 activated by the cleavage of pro-
domain with clostripain, yielding similar results, with an ICso of 282,6ug.ml1 for
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the most potent fraction, named #3.1. Like the essential oil, this fraction was
able to reduce, in a dose-dependent way, the production of intracellular AR by
CHO-APPwt cells, showing an ECso of 94,5ug.mlL.

The #3.1 fraction was mainly composed by linalool and a cyclopentanic
ketone, the 2,3,4,4-tetramethyl-5-methylene-cyclopent-2-enone. Once these two
compounds were obtained by organic synthesis, as well as isolated from their
original fraction, the enzymatic assays revealed that 2,3,4,4-tetramethyl-5-
methylene-cyclopent-2-enone was the major responsible for the inhibitory activity,
while linalool had no effect at tested concentrations. At this stage any difference
in potency or inhibition model between the two enzymatic forms and the purified
or synthetic tetramethyl-5-methylene-cyclopent-2-enone was observed. The
kinetic studies revealed a Kiapp Of 415,8uM, fitting the data to a competitive
inhibition model. This necrodanic ketone also showed the ability to reduce the Ap
production in two cell lines, CHO-APPwt and SHSY5Y-APPwt, the ECso being
72,8uM and 217,4uM, respectively, without apparent toxicity. A reduction in
SAPPf levels, a fragment that directly results from BACE-1 cleavage was also
observed, confirming this enzyme as one of the intracellular targets of the
inhibitory compounds. Despite the enzymatic assays presented no differences
between isolated and synthetic 2,3,4,4-tetramethyl-5-methylene-cyclopent-2-
enone, the same was not true for cell experiments, the former being much more
potent than the later. Linalool alone had no effect on cells, but trace amounts
presented in the isolated ketone sample may play an important role on cellular
effect as the inhibition of the synthetic ketone was modestly improved by the
mixture of small amounts of linalool.

In the last stage of this work we evaluated the ability of the putative
inhibitors to cross the blood brain barrier and reducing AB levels in vivo, in a
Alzheimer’s animal model. The whole oil, its most active fraction and the
tetramethyl-5-methylene-cyclopent-2-enone were tested and the results showed
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that all produced a perceptible lowering in brain AB levels (approximately 25% for
the concentrations tested), without apparent toxicity, after intranasal
administration.

The results presented here described new BACE-1 inhibitors, not expensive
and easy to obtain, effective in cell lines and in vivo, despite its moderate
specificity and potency. Therefore, they present a potential applicability on
research, as well as a source of lead compounds, which inhibitory potency and
selectivity could be improved by drug design. Probably, they could also be used

in aromatherapy, with a preventive effect for Alzheimer’s disease.
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1.1. Oleos Essenciais: Fonte de

Compostos Bioactivos

1.1.1. Produtos naturais e o desenvolvimento de novos farmacos

A utilizacao de produtos naturais, particularmente de plantas, na
terapéutica remonta as civilizacoes primitivas, mas s6 no século XIX se
comecaram a caracterizar e aplicar os compostos isolados
Os avancos na Ciéncia permitiram também reconhecer a enorme diversidade
guimica encontrada na natureza, desenvolvida e aperfeicoada por milhdes de
anos de evolugao, como uma fonte importante de potenciais compostos activos.
De facto, estima-se que existam cerca de 250 000 espécies de plantas, cuja
interaccao, entre elas ou com outros organismos vivos, é apenas possivel pela
producao de grande variedade de compostos quimicos

Esta diversidade é resultante do metabolismo secundario que, nao
estando directamente envolvido no crescimento e desenvolvimento (funcdes
desempenhadas pelo metabolismo primario), parece ser indispensavel a
sobrevivéncia e adaptacao das espécies vegetais. Os metabolitos secundarios
exercem funcbes importantes na defesa contra predadores ou agentes
patogénicos, na regulacao do crescimento de espécies competidoras

, ha polinizacao, entre muitas outras.

Apesar da bem-sucedida utilizacao de plantas e extractos naturais no
contexto da histéria e da evolugao dos recursos terapéuticos, o desenvolvimento
da sintese quimica e de novos métodos de rastreio em larga escala, orientados

para alvos moleculares definidos, ao trazer novas alternativas a investigacao,
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relegou para plano secundario a pesquisa sobre produtos naturais, de dificil
acesso e com composicoes complexas que comprometiam a respectiva
caracterizacao, nao sendo, por isso, competitivas com as bibliotecas de
compostos sintéticos
Porém, o que actualmente se verifica € que a quimica combinatorial ndo
consegue fornecer estruturas tao variadas e em tao grande nimero como as que
a natureza disponibiliza e pode continuar a disponibilizar. Além disso, ao
contrario do que acontece com a maioria dos compostos sintéticos, os produtos
do metabolismo secundario das plantas (e de outros organismos) sao
mediadores de funcbes biolégicas com caracteristicas fisico-quimicas que
viabilizam a sua interaccao com sistemas biolégicos, elevando as expectativas
sobre a sua adequabilidade farmacocinética. Por outro lado, o potencial de
utilizacao dos metabolitos secundarios vegetais € variado, nao s6 enquanto fonte
de farmacos de sintese dificil ou de comercializagdo inviavel, como também
enquanto fonte de modelos ou de bases para a sintese parcial. O mesmo se
aplica a muitas moléculas naturais, mesmo que nao dotadas de actividade
. Uma prova inequivoca da importancia destes compostos é o
facto de que cerca de metade dos agentes farmacol6gicos mais consumidos a

nivel mundial derivarem de produtos naturais

Resumindo, a Natureza continua a disponibilizar maior diversidade de
estruturas quimicas do que a quimica combinatorial e, por isso, continua a
assumir um papel relevante na investigacao farmacéutica e na descoberta de
estruturas moduladoras de alvos terapéuticos. Apesar do grande nimero de
moléculas e fontes naturais ja estudadas, cerca de 90% da biodiversidade

mundial esta por estudar e os seus metabolitos por testar, o que leva a encarar
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com grande optimismo a descoberta de muitas mais estruturas com actividade

biologica e potencial terapéutico, a partir de fontes naturais

1.1.2. Estratégia para a obtencao de moléculas activas

A ideia de que a utilizacao de um extracto vegetal tem vantagens em
relacdo ao uso dos constituintes isolados ndo € recente, mas s6 ultimamente
comecgou a ser investigada de forma racional e sistematica. Assim, o principal
factor que contribui para esta opiniao € o efeito sinergistico que muitas vezes se
observa nestes extractos, provavelmente devido a existéncia de diferentes alvos
farmacolégicos para os diferentes componentes da mistura. Este efeito explica
também o porqué de muitas vezes o extracto apresentar um melhor efeito
terapéutico do que os seus componentes isolados

No entanto, mesmo que a administracao da mistura apresente vantagens,
deve ser sempre feita de forma racional, o que sbé serd possivel com o
conhecimento detalhado da composicao, avaliando as eventuais propriedades
benéficas ou toxicas, assim como a estrutura de cada um dos constituintes. Por
este motivo, independentemente da utilizacdo do extracto inteiro ou algum dos
seus componentes isolados, a estratégia de estudo e desenvolvimento deve
seguir os mesmos critérios para garantia de seguranca e eficacia.

O primeiro passo envolve a obtencao de extractos brutos, sendo que a
utilizacao de diferentes solventes e procedimentos extractivos pode condicionar
o tipo e a quantidade de compostos extraidos. Alguns métodos de extraccao sao
selectivos para determinado grupo de compostos , 0 que se
traduz na vantagem de fornecerem extractos de menor complexidade, limitando
a ocorréncia de substancias indesejaveis e simplificando e favorecendo as

etapas de investigacao subsequentes.
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Tais extractos podem depois ser sujeitos a técnicas modernas de rastreio
em larga escala, com a vantagem de, enquanto misturas complexas,
multiplicarem o ndmero de compostos em avaliacao num Unico ensaio.

No caso de haver alguma actividade de interesse, a investigacao é
normalmente orientada para o isolamento do ou dos compostos responsaveis
por essa accao. Habitualmente, este isolamento é quase sempre precedido por
um fraccionamento cromatografico, que pode ser mais ou menos complexo,
possibilitando a obtencao de fraccoes com nimero mais reduzido de compostos
ou mesmo componentes pré-purificados, contribuindo decisivamente para a
simplificacao dos processos analiticos e de determinacgao estrutural

. Nesta fase surge também a possibilidade de
avaliar e quantificar os efeitos de componentes da mistura, sinalizando as

eventuais moléculas activas.

1.1.3. Plantas aromaticas e oleos essenciais

Oleo essencial (OE) é a designacao de um tipo de isolado, de origem
vegetal, preparado por destilacao, raramente por expressao. Os 6leos essenciais
sao misturas complexas de compostos hidrofobos de baixa massa molecular
(<300Da), volateis, com origem no metabolismo secundario das plantas. Aos
Oleos e aos seus constituintes sao atribuidas inimeras funcoes ecofisiologicas,
desde a proteccao contra infeccoes e parasitas, a atraccao de zoopolinizadores e
zoodispersores, até a intervencao na regulacao do equilibrio hidrico e térmico da
planta, evitando a desidratacao . Os constituintes volateis por, em
geral, serem dotados de aroma, designam-se por compostos aromaticos,
estendendo-se esse qualificativo as plantas que os produzem e acumulam, deste

modo designadas plantas aromaticas
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Os 6leos podem existir em todos os 6rgaos vegetais e a sua acumulacao
pode depender do estadio de desenvolvimento da planta e/ou de factores
extrinsecos. A sintese dos seus constituintes e a acumulagcédo do 6leo estao, na
maioria das plantas aromaticas, associadas a estruturas secretoras
especializadas internas, como ductos e bolsas, ou externas, como os osmoéforos
e tricomas glandulares. Para além do facto de individuos de uma espécie
poderem produzir 6leos essenciais de composicao distinta na sequéncia de
diferencas gendémicas e da respectiva expressao, existe também um elevado
nivel de relagcao entre a biossintese e acumulagao de OE e a fisiologia das
plantas aromaticas. A producdao daqueles metabolitos depende do estado
metabdlico e de diferenciagao da planta, assim como do impacto de factores
externos como condicoes edaficas, temperatura, humidade, intensidade

luminosa, etc

Além da volatilidade (que os distingue dos 6leos fixos) e do aroma forte,
0s 6leos essenciais sao, em geral, misturas liquidas a temperatura ambiente,
menos densas do que a agua, com indice de refraccao elevado e quase sempre
dotadas de poder de rotacdo da luz polarizada. Sao sollveis em alcoois e em
solventes organicos comuns e arrastaveis pelo vapor de agua A
elevada lipofilicidade dos seus componentes permite-lhes que sejam
rapidamente absorvidos pelos tecidos e corrente sanguinea, sendo consideravel

a capacidade de atravessar barreiras fisioldégicas

Os 6leos essenciais sao constituidos maioritariamente por terpendides,
alguns fenilpropandides, compostos alifaticos e os respectivos derivados
funcionalizados, alcoois, cetonas, ésteres, aldeidos, entre outros

. Apesar da importancia dos fenilpropanédides para a actividade bioldgica

de alguns Oleos essenciais, eles sdao pouco abundantes, restringindo-se a sua
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ocorréncia a algumas familias de plantas aromaticas, e apresentam uma
diversidade estrutural muito inferior a observada nos terpendides.

A designacao terpendide ou isoprendide engloba todos os compostos
resultantes da condensacao de duas unidades de pirofosfato de isopentenilo
(PPl) ou do seu isémero, pirofosfato de dimetilaliio (PPDMA), derivados da
unidade pentacarbonada isopreno (2-metil-1,3-butadieno). Os dimeros dessas
unidades, com 10 atomos de carbono - monoterpenos, os trimeros, com 15
atomos de carbono - sesquiterpenos, e os tetrameros - diterpenos, sdo os
terpendides volateis componentes dos OE. A sua biossintese (Figura 1) envolve

os dois precursores PPl e PPDMA, produtos da via metabdlica acetato-

mevalonato.
PP
S,
| < —opp
Firofosfato Firafosfato
e dimetilalilo de isopentlo
e
oPP =
| >_\— opp =
. S
QPP
Pirofostato de geranio Pirofosfato de farnesilo
Monoterpendides Sesquiterpendices

Figura 1. Biossintese de terpendides a partir dos precursores PPDMA e PPl. A primeira
condensacao origina um intermediario com 10 carbonos e a posterior adicao de PPI origina o

intermediario de 15 (adaptado de ).
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A condensacao dos dois origina o precursor imediato dos monoterpenos,
o pirofosfato de geranilo, com 10 carbonos. A condensacao deste Ultimo com
uma nova unidade origina, por sua vez, 0 precursor dos sesquiterpenos,
pirofosfato de farnesilo € com mais uma, o pirofosfato
de geranilgeranilo, precursor dos diterpenos. Posteriores condensacdes podem
originar precursores com 25, 30 ou mais atomos de carbono, raros ou

inexistentes nos 6leos essenciais.

1.1.4. Classificacao e diversidade quimica dos terpenéides

Os monoterpenos podem apresentar estrutura linear ou ciclica e, neste
caso, mono ou policiclica. Além dos monoterpenos de estrutura regular,
resultantes da ligacao “cabeca - cauda” das duas unidades pentacarbonadas,
podem ainda ocorrer monoterpenos irregulares . Na Figura 2

apresentam-se exemplos de monoterpenos ilustrativos de cada categoria.

Aciclicos Honociclicos Biciclicos Triciclicos Imegulares
Hidrocarbonetos H @i %LL
I
P T
Mirceno Lirnoneno {3~ Fineno Tricicleno Santolinatrieno
OH
Oxigenados | OH =
0 OH
Py e
Liralol Timal 1,%-Cirenl Lawandulol

Figura 2. Exemplos de monoterpenos.
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Os sesquiterpenos, com mais 5 carbonos que 0s monoterpenos,
apresentam ainda maior diversidade. Aos diferentes esqueletos carbonados de
estruturas linear, ciclica ou policiclica, acrescem diversas possibilidades de
funcionalizacao, quer quanto ao tipo e nimero de grupos funcionais, quer quanto
as suas posicoes, ocorrendo também isomeria. Encontram-se descritos varios
milhares de compostos sesquiterpendides . Na Figura 3 apresentam-

se exemplos de sesquiterpenos com diferentes estruturas.

Aciclicos Honociclicos Biciclicos Triciclicos Imequlares
. - s
. SN “ 4
Hidrocarbonetos s, b
| T
T
j5- Farneseno Germacrena D ¥ — Cadineno Aromadendreno [3—Caricfleno
HO, HOu % A
yigenados F
g e CH . ,;H,-' Ry
| | P
Meralidol o — Bisaholal o —Cadinal iriclifioral Artemona

Figura 3. Exemplos de sesquiterpenos.

1.1.5. Actividade biolégica dos oleos essenciais

A diversidade estrutural dos constituintes dos OE reflecte-se na
multiplicidade das actividades biolégicas que Ihes sao imputadas.

A actividade antimicrobiana foi a primeira a ser documentada

cientificamente e &, ainda hoje, a melhor caracterizada, o que se justifica pelo

facto de ser uma das actividades que estes compostos desempenham nas
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plantas que os produzem. Sao numerosos os relatos acerca desta actividade em
bactérias, fungos e parasitas, € 0 seu interesse tem aumentado cada vez mais
com o aparecimento de resisténcias aos agentes tradicionais e a necessidade de
investigar novas alternativas terapéuticas, tao eficazes quanto seguras
. O efeito antimicrobiano esta geralmente associado aos compostos
oxigenados, revestindo-se de grande importancia a associacao entre o caracter
lipofilico do esqueleto hidrocarbonado e o caracter hidrofilico do grupo funcional
. Os mecanismos de accao habituais envolvem a alteracao da
permeabilidade membranar e a inibicao das enzimas da cadeia respiratoria,
alterando o balanco energético do microrganismo
Alguns exemplos de terpendides com actividade antimicrobiana reconhecida
incluem os fendis terpénicos, timol e carvacrol , O
aldeido cinamico, o 1,8-cineol e o linalol , activos contra
diferentes estirpes de bactérias, de Gram-positivo e de Gram-negativo, contra
varios fungos incluindo leveduras oportunistas patogénicas do género Candida
, contra parasitas protozoarios ,
Trypanossoma sp, Giardia lamblia , Leishmania sp.

e até helmintas

A actividade antiviral tem sido particularmente descrita e testada para os
virus do Herpes simplex, tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2)
. Embora menos numerosos,

existem também relatos da aplicacao destes agentes ao controlo de outros virus,

como é o caso do poliovirus-1 , do Molluscum
contagiosum , de varios adenovirus , de
influenza , do citomegalovirus e do
HIV-1 . Entre os varios mecanismos de

accao possiveis parecem estar a inibicao do ciclo de vida e da replicacdo viral,

— ——— 11
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assim como da penetracao e transmissao celular. Muitos dos 6leos e terpendides
descritos com actividade virucida apresentam ainda a vantagem de serem

menos toxicos que os antivirais sintéticos em uso. Alguns exemplos destes

compostos incluem o isoborneol , 0 linalol, o citral (mistura
de isbmeros cis- e trans-) e o citronelal , 0 1,8-cineol e
o terpineno-4-ol , entre outros.

O efeito pernicioso dos processos oxidativos e o facto de estes estarem
associados a um grande nimero de doencas humanas, sendo responsaveis por
muitas das alteracdoes moleculares associadas a cada uma, tem aumentado o
interesse na procura e utilizacao de agentes com actividade antioxidante. Os OE
surgiram naturalmente como candidatos devido a presenca de compostos
fendlicos, cujo papel antioxidante é ja bem conhecido . No
entanto, a capacidade antioxidante de alguns 6leos essenciais nao se limita
apenas aos compostos fendlicos, ja que alguns hidrocarbonetos, alcoois,
cetonas, aldeidos e éteres monoterpénicos também contribuem para a
actividade total dos 6leos . Todos estes constituintes podem actuar
como agentes redutores, dadores de hidrogénio ou como scavengers e
guenchers de radicais livres, exercendo efeitos a varios niveis da cadeia
oxidativa. Compostos como o terpineno, o terpinoleno, o geraniol, o neral e o
geranial , além dos fendis, timol e carvacrol

, sS40 apenas um pequeno exemplo da variedade de terpendides com

caracteristicas antioxidantes.

0 uso de muitos agentes naturais como agentes terapéuticos com

actividade anticancerigena tem modificado a evolucao de muitos tipos de cancro

humanos . Nos Ultimos anos varios estudos indicaram que

muitos compostos da dieta, incluindo terpendides, podem desempenhar um
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papel importante na prevencao do cancro

Este facto, juntamente com o conhecimento do diverso potencial
terapéutico dos 6leos essenciais, tem conduzido os investigadores no sentido de
testar estas substancias em diferentes tipos de cancro, aproveitando também as
vantagens dos mecanismos de accao serem diferentes dos antineoplasicos
classicos e poderem apresentar menor toxicidade. Na realidade, além da
actividade citostatica aplicada ao tratamento, estes compostos acumulam uma
accao preventiva que ocorre maioritariamente pela indu¢gao dos mecanismos
destoxificantes. Na quimioterapia apresentam efeitos na inducao da apoptose e
na inibicdo do crescimento e metabolismo celular, podendo também potenciar o
efeito de alguns anti-cancerigenos tradicionais . Terpendides como o
limoneno, o acido ou o alcool perilico, o geraniol, o a-bisabolol, o cadaleno ou o
mentol, sdo exemplos de compostos ja estudados para o tratamento de cancros
e metastases tao variados como o mamario, gastrico, pulmonar, pancreatico,

leucemias e melanomas

Desde tempos antigos que a actividade analgésica e anti-inflamatéria dos

OE tem sido aproveitada, ainda que de forma empirica . Hoje
em dia existem medicamentos aprovados contendo alguns destes compostos
naturais, como é o caso do mentol, descrito como analgésico topico

. Muitos outros estudos envolvendo diferentes 6leos tém demonstrado esta
actividade em modelos animais, submetidos a estimulos nociceptivos

ou a reaccoes inflamatérias como a formacdo de edemas

A nivel digestivo, alguns 6leos volateis sao dotados de propriedades
estimulantes das secrecoes gastricas e biliares, o que facilita a digestao e tem

um efeito hepatoprotector, razdes pelas quais sao mais utilizados
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Podem também exercer efeito inibidor da musculatura lisa do intestino, o que
tem justificado o seu uso como anti-espasmaédicos, anti-diarreicos e carminativos

. Por altimo, outra actividade
importante que tem sido investigada é a capacidade de prevenir a formacao de

Ulceras, classificando-se alguns OE como gastroprotectores e anti-ulcerosos

Outras actividades descritas envolvem por exemplo a inibicao da
reabsorcao 0ssea e a inibicao da acetilcolinesterase
com potencial utilizagcao na osteoporose e

doenca de Alzheimer, respectivamente. Apesar de nao ser uma actividade
farmacolégica propriamente dita, o facto de alguns terpendides e OE
aumentarem a permeabilidade celular, permitindo por exemplo, a aplicacao
transdérmica de outros farmacos, pode constituir uma novidade importante na
terapéutica, particularmente na de moléculas activas com vias de administracao
pouco favoraveis . Muitos outros efeitos estao ainda por explorar ou
comecgam agora a ser explorados, o que podera levar, no futuro, a um aumento

significativo da lista atras descrita.
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1.2. Proteases Asparticas: Funcao Biologica e

Patologias Associadas

1.2.1. Definicao e classificacao

As proteases constituem uma das maiores e mais diversas familias de
proteinas envolvidas em funcoes essenciais em todos os organismos vivos e a
sua desregulagao pode ser destrutiva e ocasionar diversas patologias. No caso
dos humanos participam na regulacao de processos variados como o
catabolismo proteico, coagulagao sanguinea, crescimento e migracao celular,
diferenciacao tecidular, desenvolvimento embrionario, inflamacdo, apoptose,
activacao de zimogénios, libertacdo de hormonas e peptideos activos, entre
muitos outros

De acordo com o mecanismo de catalise e com os constituintes do local
activo, as proteases sao hoje classificadas em 7 grupos (MEROPS)

, sendo os primeiros a ser descritos os das
serinicas, cisteinicas, asparticas e metaloproteases. Cada uma das classes
divide-se ainda em familias com base nas semelhancas na sequéncia de
aminoacidos e em clas, de acordo com as relagdes evolutivas e estruturas

terciarias.

As proteases asparticas (EC 3.4.23) tém sido estudadas e caracterizadas
de forma exaustiva e encontram-se largamente distribuidas na natureza,
podendo ocorrer em animais, plantas, fungos, virus, parasitas e bactérias. O seu

elevado numero e variedade origina 14 familias e 7 clas
— ——— 15
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Nesta introducao serd dado maior destaque as familias Al (familia pepsina) e A2
(familia retropepsina), dado o grande interesse que tém despertado pelo
envolvimento dos seus membros em muitas patologias humanas. Na familia A1
podem referir-se os casos da BACE na doenca de Alzheimer, da renina na
hipertensdo, da catepsina D nas metastases do cancro da mama, das
plasmepsinas na malaria e das proteases asparticas secretadas (Sap) nas
infeccoes por Candida . A protease do HIV-1, envolvida na
sindrome de imunodeficiéncia humana (SIDA), representa o exemplo mais

caracteristico da familia A2.

1.2.2. Caracteristicas gerais

As caracteristicas tipicas das proteases asparticas incluem um pH éptimo
acidico que limita a sua localizacdo celular, a inibicdo pela pepstatina (um
hexapeptideo isolado de Streptomyces) e uma preferéncia geral para clivar
ligacoes peptidicas entre residuos hidrofébicos. A sua classificacao deriva da
presenca de dois residuos aspartato no local activo, localizados em duas triades
conservadas . Estudos cristalograficos revelaram uma estrutura
terciaria bilobular, com a fenda catalitica situada no meio dos dois I6bulos, cada
um deles contribuindo com um residuo aspartato catalitico

. A homologija estrutural entre ambos os I6bulos das proteases eucaridticas
e a excepcao das virais que possuem uma Unica triade catalitica e s6 sao activas
como homodimeros, sugere um mecanismo evolutivo decorrente da duplicacao
do gene ancestral

As proteases nao virais sao sintetizadas sob a forma de precursores
inactivos com dois dominios na regiao N-terminal, uma sequéncia sinal que é

removida quando da entrada no reticulo endoplasmatico, e um dominio prd, que
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protege as células produtoras da degradacao. Esta regiao parece ainda
desempenhar fungdes importantes na aquisicao e estabilizacao de uma
estrutura terciaria correcta, no controlo do processo de maturacao e no
enderecamento intracelular . A activagao do zimogénio
ocorre geralmente por remocao do peptideo pré e pode ser mediada por outra
protease ou ocorrer por auto-catalise, desencadeada por uma descida de pH.

Habitualmente estas enzimas possuem um segmento movel por cima do
local activo, designado flap, que, quando fechado, pode ajudar a manter o
substrato ligado . A catélise pelas proteases asparticas envolve
um mecanismo geral acido-base, sem formacao de intermediarios covalentes. A
hidrélise do substrato ocorre por activacao de uma molécula de agua por um dos
aspartatos do local activo e o posterior ataque desta ao grupo carbonilo da amida
presente no local de clivagem. O ataque pelo azoto da respectiva amida ao outro
aspartato origina um intermediario tetraédrico nao covalente que é depois
convertido nos produtos da reaccao

Apesar das semelhancas gerais, as proteases desta familia apresentam
diferencas substanciais no que respeita a localizagao celular e propriedades
cataliticas e consequentemente nas suas funcdes biolégicas , O

que pode ser explorado para a modulacao selectiva das suas actividades.

1.2.3. Fisiopatologia humana

A representante da familia A1, pepsina, foi uma das primeiras proteases a
ser identificada e cristalizada. E produzida pelas células da mucosa gastrica na
forma do seu precursor inactivo, o pepsinogénio, sendo a primeira de uma série

de enzimas que digere as proteinas ingeridas. A conversao do precursor na forma
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activa é autocatalitica e ocorre devido a diminuicdo do pH resultante da
libertagao simultanea do suco gastrico

Apesar de nao ser um alvo terapéutico preferencial de nenhuma
patologia, o seu estudo é importante para o desenvolvimento de inibidores
selectivos de outras proteases asparticas, devido nao sé a funcao fisiologica da
pepsina que nao deve ser inibida, mas também ao facto de uma ligacao a esta

proteina diminuir a biodisponibilidade para o alvo real

A renina esta envolvida no passo limitante de uma cascata de eventos
cuja principal funcao € a regulacao do equilibrio hidroelectrolitico e da pressao
arterial. A clivagem do seu substrato, angiotensinogénio, leva a formacao da
angiotensina | que, por sua vez, € convertida por uma outra enzima na molécula
biologicamente activa angiotensina Il

A sua producao ocorre nas células justagomerulares do rim sob a forma
do precursor pré-renina, a semelhanga do que se passa com as outras proteases
asparticas descritas. No entanto, este precursor apresenta como particularidade
o facto de possuir dois tipos de activagao: uma catalitica e irreversivel e outra
reversivel, ndo catalitica. No primeiro caso a activacdo ocorre nas proprias
células renais, por clivagem do peptideo pré por uma outra protease. O segundo
tipo de activacao pode ocorrer em condicoes favoraveis de temperatura e pH, ou
por ligagcao ao receptor da renina, envolvendo uma alteragcao na conformacao,
que desloca o segmento pré da fenda catalitica . Este
receptor tem a capacidade de ligar quer a forma precursora quer a forma
madura, ambas cataliticamente activas e capazes de desencadear a mesma
resposta biologica . Além do envolvimento na hipertensao
arterial e patologias associadas, via producado de angiotensina, a activacao do
receptor pela proé-renina parece ter efeitos independentes, como a activacao de

vias de sinalizacao intracelulares, que podem estar implicadas por exemplo na
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nefropatia e retinopatia diabética . Assim, a inibicao da
renina (e proé-renina) pode apresentar, relativamente aos inibidores das outras
enzimas envolvidas na cascata de formacao da angiotensina Il, a vantagem de
controlar outras patologias para além da hipertensao arterial. O desenvolvimento
desta estratégia tem passado por algumas dificuldades, em parte devido ao
caracter peptidico dos inibidores disponiveis, com fracas caracteristicas
farmacocinéticas, mas também devido a custos de producao muito superiores
aos dos medicamentos tradicionalmente usados para controlar a hipertensao,
como é o caso dos inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA)

No entanto, existem j& estudos bem sucedidos com

inibidores nao peptidicos, como é o caso do aliskiren

A catepsina D humana €& uma protease intracelular encontrada
principalmente nos lisossomas, estando presente em quase todas as células,
tecidos e oOrgaos. Ela é sintetizada no reticulo endoplasmatico sob a forma de
pré-pro-catepsina D, e apds a clivagem da regiao pré, € entdao encaminhada para
o complexo de Golgi e lisossomas. No pH acidico destas vesiculas ocorre entao a

libertacao auto-catalitica do dominio pr6, com formacao da proteina activa

Esta enzima desempenha diversas funcbdes relacionadas com a
manutencao e organizacao celular, incluindo a formacao de lisossomas,
enderecamento celular de proteinas, processamento e apresentacao de
antigénios, apoptose e activacao de pré-enzimas . Existem
também evidéncias do seu envolvimento em muitos processos patolégicos
relacionados com estados inflamatérios e neurodegenerativos, doencas
reumaticas, distrofia muscular e cancro ,

particularmente no desenvolvimento de metastases.
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As plasmepsinas sao um grupo de proteases de parasitas que se podem
encontrar num dos mais letais agentes etioldégicos da malaria, o Plasmodium
falciparum . Uma analise exaustiva do genoma do parasita
revelou a existéncia de, pelo menos, 10 genes que codificam proteinas
homoélogas das proteases asparticas do tipo pepsina, encontrando-se trés delas
(PMI, PMII e PMIV) no seu vacuolo alimentar. Ai, elas participam na degradacao
da hemoglobina humana que é a principal fonte de alimento do parasita, sendo
por isso indispensaveis para o seu crescimento e desenvolvimento

De facto, estudos in vitro demonstraram a incapacidade de
proliferacdo dos parasitas nos eritrocitos humanos, quando na presenca de

inibidores de proteases asparticas

As proteases asparticas secretadas por espécies de Candida, designadas
por SAP, desempenham um papel determinante na viruléncia, uma vez que a sua
inibicao ou auséncia resulta na incapacidade de infeccao ou na diminuigao da
sua intensidade. Elas estao envolvidas na nutricao, aderéncia, invasao e
disseminacao no organismo, através da clivagem de varios substratos como a
albumina, queratina, colagénio, hemoglobina e imunoglobulinas

. Hoje conhecem-se 10 enzimas pertencentes a esta familia (Sap 1-10),
com caracteristicas ligeiramente diferentes, o que pode estar relacionado com o
desempenho de diferentes funcbes e/ou conferir vantagem na infeccao de meios
com condigdes tao dispares como as mucosas, pele ou érgaos internos

. De todas elas a mais estudada e bem caracterizada é a Sap-2, tida
como a isoenzima dominante nas infeccoes sistémicas, embora no geral todas
elas parecam estar envolvidas, ainda que em diferentes estagios ou tipos de

infeccao
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A BACE-1 é uma protease aspartica transmembranar e apesar de ser
expressa na grande maioria dos tecidos humanos, a sua funcao fisiologica esta
ainda pouco caracterizada. De facto, na maioria das experiéncias com ratos
transgénicos sem expressao de BACE-1, o fenétipo parece ser normal, a nao ser
pela auséncia de producado de peptideo B-amildide, o principal responsavel por
uma cascata de eventos envolvida na fisiopatologia da doenca de Alzheimer

. Mais recentemente tem sido sugerido um papel potencial desta
enzima na regulacao da mielinizacao dos nervos periféricos que,
no entanto, podera nao comprometer a sua inibicdo enquanto estratégia
terapéutica, uma vez que esta actividade parece ser mais acentuada no periodo
pbés-natal e uma inibicao parcial podera ser suficiente para atrasar a progressao

ou o inicio da doenca de Alzheimer, diminuindo assim a sua incidéncia.

A protease do HIV-1, ao contrario das anteriores, pertence a familia A2 e

apresenta como principal diferenca o facto de apenas ser activa na forma de
dimero, onde cada um dos mondmeros contribui com um aspartato catalitico

. Esta protease € essencial a replicacdo e maturagao do virus
HIV-1, participando na clivagem de precursores proteicos que vao originar
diversas enzimas e proteinas estruturais da matriz e capside A
importancia da funcao que desempenha e, consequentemente, a base da
utilizacao de inibidores na terapéutica, € apoiada por muitos estudos realizados
ao longo dos Ultimos 20 anos, que tém permitido que, nos paises desenvolvidos,

a SIDA comece a ser encarada como uma doenca cronica.
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1.2.4. Potencial terapéutico dos inibidores de proteases

A importancia da descoberta de inibidores para as proteases asparticas
nao se resume apenas as que nao tém outros inibidores ou tratamentos
disponiveis para as patologias associadas. Por exemplo, os inibidores da
protease do HIV-1 sdo por enquanto os (nicos que alcancaram algum sucesso,
mas todos os dias o virus sofre novas mutacoes, originando novas resisténcias,
que tornam a descoberta de diferentes inibidores com diferentes perfis de
resisténcia uma necessidade real . De forma semelhante, o
nimero de casos de resisténcia documentados para o parasita da malaria
comeca a atingir proporcoées preocupantes, tornando essencial a obtencao de
novos agentes antimalaricos com diferentes mecanismos de accao. Devido ao
papel essencial das proteases para a sobrevivéncia do parasita, estas podem ser

alvos (teis para o desenvolvimento de novos farmacos . E

previsivel que o0 mesmo comece a ocorrer com os fungos do género Candida.

Para serem eficientes como ferramentas biolégicas, os inibidores de
proteases nao sO6 devem ser potentes, como apresentar uma elevada
selectividade para uma enzima em particular. Como potenciais farmacos devem
possuir também caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas
apropriadas . Além do potencial terapéutico, inibidores
especificos e potentes destas proteases podem ser (teis no esclarecimento de
possiveis funcoes fisioldgicas ou fisiopatolégicas ainda desconhecidas.

A maior parte dos inibidores de proteases asparticas descritos na
literatura sao de natureza peptidica, geralmente analogos nao clivaveis do
substrato, obtidos tradicionalmente por screening de produtos naturais e
posterior optimizagao estrutural, ou por design racional baseado nas estruturas

conhecidas da enzima e respectivo substrato . Ao contrario do
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que acontece com os inibidores proteicos de outras classes de proteases, 0s
desta familia sao relativamente raros na natureza, encontrando-se apenas
alguns exemplos no reino animal e vegetal

, € em alguns microrganismos . Apesar da
sua elevada poténcia in vitro, o caracter peptidico destes inibidores e o seu
elevado peso molecular dificultam a sua utilizacao como farmacos, uma vez que
apresentam elevada instabilidade e biodisponibilidade reduzida. Devido a isso, a
procura por inibidores selectivos, lipofilicos, de natureza nao peptidica e baixo
peso molecular continua a ser uma necessidade e nos U(ltimos anos tém
comecado a surgir candidatos como os metabolitos secundarios de plantas e

microrganismos e seus analogos sintéticos
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1.3. BACE-1 e a Fisiopatologia da

Doenca de Alzheimer

1.3.1. Caracteristicas e definicao clinica da doenca de Alzheimer

Ha pouco mais de um século atrds, o médico alemao Alois Alzheimer
apresentava aos seus colegas o caso de uma mulher de 56 anos que sofria de
um quadro grave de distlrbios cognitivos, perda de memoria e alucinacoes,
acompanhado de alteragdbes morfolégicas cerebrais apenas reveladas por
autopsia . Foi o primeiro caso diagnosticado da doenca que
mais tarde viria a ser designada, em sua homenagem, de doenca de Alzheimer
(DA) . Hoje em dia, a DA é a mais prevalente das doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento e a principal causa de deméncia,
sendo responsavel por 50-70% dos casos em maiores de 65 anos

. Dado 0 aumento progressivo da esperanga média de vida, o impacto e
magnitude desta patologia sao cada vez maiores, tornando-a uma prioridade em
termos de investigacao, reunindo o interesse e recursos de muitas organizacoes
e grupos cientificos

Clinicamente pode definirse como um distlrbio neurolégico de
progressao lenta e inexoravel, cujo primeiro sintoma consiste geralmente na
dificuldade em recordar acontecimentos recentes, estendendo-se depois aos
nomes de pessoas e objectos. Com o avancar do tempo a situacao agrava-se
para um declinio cognitivo global, em que é frequente a perda de orientacao,
alteracdes de personalidade, confusdo e incapacidade de avaliar situacoes e

tomar decisdes. Os doentes evoluem para um mutismo quase absoluto,
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dependendo de terceiros para as tarefas mais bdasicas do dia-a-dia como a
higiene e a alimentacao, e geralmente acabam por morrer 5 a 12 anos apés o
diagnostico, muitas vezes devido a infeccoes ou acidentes potenciados pelo
estado de debilidade em que se encontram

O diagnostico definitivo € apenas possivel por observacao das lesoes
histopatologicas caracteristicas no cérebro dos individuos afectados, apés
autopsia. O diagnéstico provavel é realizado com a obtencao de uma histéria
clinica rigorosa e com recurso a neuroimagiologia e analises bioquimicas para
excluir outras possiveis causas de deméncia . Nos dUltimos anos
intensificou-se a procura de biomarcadores que possibilitem um diagnéstico
precoce, sendo ja utilizado na clinica a detec¢ao e quantificagao dos niveis de

beta amiléide e proteina tau fosforilada no liquido cefalorraquidiano

De uma forma geral, a classificacao da doenca é feita de acordo com a
idade em que surge, sendo classificada de precoce se for antes dos 65 anos ou
tardia, se for depois. Apesar dos fenétipos clinicos serem praticamente
indistinguiveis, € também possivel uma classificacao de acordo com a
heterogeneidade genética, em casos familiares e esporadicos, habitualmente
relacionados com o0 aparecimento precoce e tardio, respectivamente

Cerca de 1% dos casos totais pertencem a forma familiar,
frequentemente relacionada com mutacoes autossémicas dominantes,
nomeadamente nos genes que codificam a proteina precursora do amiléide (APP)
e as Presenilinas | e Il. No entanto, a grande maioria dos pacientes sofre da
forma esporadica, cujas causas e mecanismos subjacentes parecem ser bem
mais complexos e dificeis de caracterizar . Neste caso,
uma das relacoes mais estudadas prende-se com a presenca do alelo €4 do gene

que codifica a apolipoproteina E (ApoE) que, apesar de muito frequente em

26 - =]




Introducao —— o

doentes com a forma esporadica da doenca, ndo € uma condi¢do invariavel no
seu aparecimento

Assim, € mais comum falar em factores de risco ou de susceptibilidade e
nao em causas. Além dos mais 6bvios como a idade e a presenca do alelo €4,
outros factores de risco estudados sao a historia familiar de deméncia, baixo
nivel educacional, actividade fisica e mental reduzida, trauma ou lesdo cerebral,
histéria prévia de depressao, condigcdbes associadas com doenca vascular

(hipertensao, hipercolesterolémia, diabetes, obesidade) e tabagismo

1.3.2. Marcadores patologicos: placas senis e trancas

neurofibrilares

Macroscopicamente, o cérebro dos pacientes com Alzheimer apresenta
uma atrofia acentuada das matérias branca e cinzenta, com degeneracao de
neurénios e sinapses, que & acompanhada pela dilatagcdo dos ventriculos e
sulcos cerebrais, especialmente nas areas frontotemporais e do hipocampo. E
também aqui que se podem observar as duas lesées microscopicas mais
abundantes e caracteristicas, que funcionam como marcadores neuropatologicos
da doenca, confirmando o diagnéstico. Estas estruturas andémalas sao

designadas por placas senis ou neuriticas e trangas ou novelos neurofibrilares.

As placas neuriticas sao depdsitos esféricos, densos e praticamente

insolUveis de proteina e material celular, que se encontram no exterior das
células nervosas (Figura 4a). Consistem num nulcleo central de peptideo B-
amildide (AB) fibrilar, em redor do qual existe uma coroa formada por axénios e

dendrites distréficas, células da microglia e astrocitos reactivos, testemunhos da
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reaccdo inflamatéria que acompanha estas lesdes. E também frequente a
presenca de placas difusas constituidas apenas por depdsitos amorfos de AP
ainda nao rodeados de outro material celular (LaFerla et al, 2005) e a

acumulacao do mesmo peptideo nos vasos sanguineos das meninges e cortex.

As trancas neurdfibrilares surgem no interior dos neurdnios e sao

fundamentalmente constituidas por proteina tau hiperfosforilada, agregada em
fibras insollveis dispostas em hélice (Figura 4b). Esta proteina desempenha um
papel fundamental na modulacdao da formacao de microtlibulos, mantendo-os
estaveis. A sua hiperfosforilacao leva a destabilizacdao do sistema microtubular,
com a desintegracao do transporte intracelular e das sinapses e a consequente
falha na comunicacao entre neurénios. Estas profundas alteracées na geometria
e fisiologia celular afectam a viabilidade, levando eventualmente a morte

neuronal e deplecdo de neurotransmissores (Pastorino et al., 2006).

(]

TRERTES o bl ey diesicing:

Figura 4. Marcadores neuropatoldgicos da doenca de Alzheimer. (a) Placas neuriticas e (b)

Trancgas neurofibrilares (adaptado de LaFerla, 2005).
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1.3.3. Patogénese: teoria da cascata amiloide

Varios modelos tém sido propostos para explicar a cadeia de eventos

observada na doenca de Alzheimer, mas o que reiine maior nidmero de apoiantes

€ a hipotese da cascata amildide (Figura 5). Esta teoria defende que o peptideo

-amildide € neurotdxico e que a sua acumulacao e deposicao no cérebro ao

longo dos anos representa o evento central que leva a disfuncao neuronal e,

eventualmente, as manifestagoes clinicas da doenca.

Clivagem APP
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Molecular Madicine Today

Figura 5. Teoria da cascata amildide. Os processos e eventuais causas descritos levam a

danos na fungdo neuronal e sinaptica, originando as deficiéncias de neurotransmissores e 0s

sintomas cognitivos (adaptado de ).
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Todos os individuos apresentam uma producao de AB em condicoes
fisiol6gicas, mas nos doentes de Alzheimer o balangco entre a formacao e a
clearance esta alterado, originando um aumento da sua concentragao e posterior
formacao de agregados citotoxicos. A deposicao do peptideo leva a activacao de
proteinas apoptoticas, astrécitos e células da microglia, originando libertagao de
citocinas, proteinas de fase aguda e outros mediadores inflamatérios. Estas
substancias e o processo oxidativo gerado sao responsaveis pela alteracao do
funcionamento de diversas proteinas presentes nos neuronios, como é o caso de
cinases e fosfatases envolvidas na hiperfosforilacao da proteina tau e
consequente formacao das trancas neurofibrilares. O processo degenerativo
difunde-se pelos neurénios, danificando as sinapses, originando a perda
progressiva de neurotransmissores (particularmente colinérgicos) e culminando
na morte neuronal. A perda de sinapses e células cerebrais €, em UGltima analise,

a responsavel pela manifestacdo clinica mais evidente, a deméncia

Algumas das descobertas mais significativas nos ultimos anos tém
suportado esta teoria e o papel fundamental do AB na patogénese da doencga de
Alzheimer. Um exemplo é o facto de as mutacoes implicadas nas formas
familiares da doenca ocorrerem em genes que codificam o substrato (APP) ou
enzimas chave (presenilinas) na formacao de AP, levando ao aumento da sua
producao. Por outro lado, um dos principais factores de risco nas formas
esporadicas da doenca é a presenca do alelo ¢4 da ApoE que, por sua vez,
também parece estar envolvido no aumento da formacgao de depdsitos cerebrais
de AB. Hoje em dia parece também evidente que nao sao apenas os agregados
insolUveis os responsaveis pela toxicidade, estando ja descritos efeitos directos

nas sinapses por mondémeros e oligdmeros soltveis de A
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1.3.4. Processamento do APP e formacao de Aj}

O AB é um pequeno peptideo hidrofébico, de aproximadamente 4 kDa,
podendo apresentar uma grande heterogeneidade nas regides C e N-terminal. As
duas formas mais comuns sao constituidas por 40 ou 42 aminoacidos e, apesar
da primeira ser mais abundante (aproximadamente 90% do AB produzido), a
segunda apresenta uma neurotoxicidade mais acentuada e maior capacidade de
agregacao . Todas as isoformas sao geradas pela clivagem
do precursor APP, uma proteina transmembranar, constituida por um longo
dominio N-terminal extracelular e um pequeno dominio C-terminal intracelular.
Esta proteina é codificada pelo cromossoma 21 e pode apresentar diversas
isoformas por splicing alternativo do transcrito. O APP é expresso numa grande
variedade de tecidos humanos, incluindo o cérebro, onde predomina a isoforma
constituida por 695 residuos. As outras isoformas mais comuns, constituidas por
751 e 770 residuos, sao sobretudo expressas noutras regides do corpo € em
células nao neuronais, e incluem um dominio homélogo ao inibidor de tipo Kunitz
de proteases serinicas . O precursor é sintetizado no reticulo
endoplasmatico e sofre maturacao pela via secretora, sendo glicosilado e
fosforilado no complexo de Golgi. O seu papel fisiolégico é ainda largamente
desconhecido, mas tém sido propostas funcdes na transducao de sinal, na
estimulacao do crescimento de prolongamentos neuronais, na proliferacao e

adesao celular e como inibidor de proteases serinicas

Durante e apés o transporte ao longo da via de secrecao, o APP pode ser
clivado de duas formas distintas, envolvendo diferentes proteases,
habitualmente designadas por a-, 3- € y-secretases (Figura 6).

Em condicoes fisiolégicas normais a via predominante envolve a clivagem

pela o-secretase junto ao dominio transmembranar do precursor, com a
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libertacao para o meio de um grande fragmento N-terminal sollvel, o sAPPa. Fica
retido um fragmento com 83 residuos (C83) que é posteriormente clivado no

interior da membrana pela y-secretase, libertando um pequeno peptideo de 3

kDa (p3). Esta via € muitas vezes designada por nao amiloidogénica, pois além
de evitar a formacdo do AP, origina o fragmento sAPPa, que parece ter

propriedades neurotréficas e neuroprotectoras

APP
sAPPao \ sAPPR
| [t
AR42
EP3 - BAp
2 p
- Za —= ey —
Yo% ctrp |etr
l_ CTFa g /
CTFy
Processamento @ -secretase Processamento f-secretase

TRENDS in Molecwlar Medicine

Figura 6. Processamento do APP. A clivagem mais frequente ocorre via o-secretase,
origihando’ um peptideo nao neurotoxico. A [-secretase € responsavel pela via
amiloidogénica, catalisando o primeiro passo da formacao do peptideo AB. Em ambas as vias
os fragmentos ancorados resultantes das primeiras clivagens sao processados pela y-
secretase. No caso do C99, esta clivagem é heterogénea, dando origem a peptideos de

diferentes tamanhos (adaptado de ).
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A clivagem alternativa pela [B-secretase pode ocorrer quer durante o
transporte pela via secretora, no reticulo endoplasmatico ou complexo de Golgi,
quer nos endossomas formados apos internalizacdo do APP néo clivado pela a-
secretase. Esta via leva a producao de AP, sendo por isso designada por

amiloidogénica. No APP, a regiao do peptideo B-amiléide é constituida por 12 a

14 aminoacidos que se encontram no dominio transmembranar, seguidos de 28
residuos no seu exterior. A clivagem pela B-secretase origina a extremidade N-
terminal do AR e um fragmento soldvel que se liberta, o sSAPPB. O fragmento C-
terminal de 99 aminoacidos (C99) que fica ancorado na membrana é

posteriormente clivado pela y-secretase, com libertacao do AP

1.3.5. Secretases: um grupo heterogéneo de proteases

Nos Ultimos anos observou-se um grande esforco no sentido de tentar
identificar as proteinas responsaveis por cada uma das actividades cataliticas,
mas a sua complexidade e multiplicidade tém dificultado a obtencdao de
resultados definitivos.

Véarios membros de uma familia de proteinas membranares tém sido
descritos como apresentando actividade de a-secretase. Esta familia, designada
ADAM por possuir um dominio desintegrina e de metaloprotease, encontra-se
largamente distribuida pelo organismo e participa numa grande variedade de
eventos celulares. Alguns dados sugerem que a a-secretase sera formada por 3
destas proteinas: a ADAM 9, 10 e 17 (também conhecida por TACE). Estas
proteinas actuam principalmente na membrana celular, em regides com baixo

conteldo em colesterol
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A actividade proteolitica da y-secretase € pouco usual, uma vez que ocorre
no dominio transmembranar do APP, nao € especifica de uma dada sequéncia e
pode produzir uma grande variedade de peptideos que diferem na regiao do
terminal carboxilico, dependendo da posicdo do substrato em relagdo a
membrana. Além disso, as dificuldades sentidas na sua identificacao e
caracterizacao sao também devidas ao facto de parecer ser constituida por um
complexo multiproteico de elevado peso molecular, com diferentes
intervenientes desempenhando diferentes funcoes . 0
componente catalitico do complexo consiste nas presenilinas (PS), proteases
asparticas transmembranares pouco comuns, com funcoes biologicas
importantes em varias vias de sinalizagdo celular e cujas mutacoes estao
envolvidas nas formas familiares da doenca de Alzheimer. As de maior
importancia sao duas proteinas homologas, PS1 e PS2, expressas na maioria dos
tecidos humanos e localizadas predominantemente nas membranas celular, do
reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e endossomas. Apesar do seu papel
fundamental no local activo, sozinhas nédo conseguem explicar a actividade de y-
secretase. A procura dos eventuais auxiliares ou reguladores daquela actividade,
revelou ainda o envolvimento de proteinas como a nicastrina, PEN-2 (presenilin
enhancer) e APH-1 (anterior pharynx-defective). A expressao conjunta destes 4
componentes em organismos sem y-secretase endégena consegue reproduzir na

totalidade a sua actividade

A identidade da enzima responsavel pela actividade de B-secretase € hoje

a que apresenta menos dulvidas, tendo ja sido descrita por varios grupos em
simultaneo

e designada por BACE-1 (f#site APP cleaving enzyme

1). Pouco depois da sua descoberta, foi identificada uma proteina homoéloga, a
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BACE-2, expressa essencialmente no coracao, rim e tecidos vasculares, cujo
papel no processamento do APP permanece ainda incerto

Assim, a B-secretase € uma proteina constituida por 501 aminoacidos,
com um peptideo sinal N-terminal de 21 aminoacidos, seguido de um dominio
pré, mais curto que o habitual, que se estende até ao residuo 45. A porgao
extramembranar contém o local activo e é seguida por uma porcao
transmembranar de 17 residuos e uma curta cauda citoplasmatica, que a

distingue de todas as outras proteases da sua classe (Figura 7).

1 22 46 450 477 S01
| | | |
peptideo 2 a fn . cauda
HoM o pri-proteing dominio cataltico | TM ‘ carboxiics | COOH
a3 ag 289 292
residuss conservades J 1 1

dia [ocal activo | OTGE DSGT

Figura 7. Representagdo esquematica da estrutura da BACE-1, indicando os respectivos
residuos do local activo (DTG/DSG). TM: dominio transmembranar (adaptado de
).

A semelhanca do que acontece nos restantes membros da familia das
proteases asparticas, o dominio catalitico é constituido por duas sequéncias
conservadas, cada uma com um residuo aspartato, mas o dominio
transmembranar € uma caracteristica distintiva que permite o acesso eficiente
da enzima ao local de clivagem no substrato APP . Esta enzima é
expressa no cérebro e na maioria dos tecidos periféricos, mas a sua actividade é
mais acentuada nas células neuronais, particularmente nas regioes do
hipocampo, cortex e cerebelo. Localiza-se maioritariamente nos compartimentos
intracelulares acidicos do complexo de Golgi e endossomas, embora também
possa ser encontrada na membrana plasmatica, particularmente em regioes
ricas em colesterol

Inicialmente expressa como uma pré-pré-proteina inactiva, a maturacao

da BACE-1 ocorre por glicosilacao, fosforilacao e formacao de 3 pontes
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dissulfureto intracelulares, assim como pela clivagem do segmento pré por uma
outra protease. Com a excepgao da remogao do segmento pré, as outras
modificacoes nao sdo essenciais a actividade, uma vez que a protease
recombinante nao modificada é activa e apresenta uma especificidade
semelhante a nativa . A propria proé-enzima possui actividade,
0 que parece dever-se ao facto de apresentar duas conformacoes em equilibrio,
com o bloquear e desbloquear temporario do local activo pelo peptideo pro

. Na molécula de APP, a BACE-1 reconhece a sequéncia de
clivagem VKM*DA (P3-P2-P1*P1’-P2’ segundo a nomenclatura standard de
proteases) na zona N-terminal do AB. Devido a especificidade desta enzima,
pequenas alteracoes nesta sequéncia podem apresentar efeitos dramaticos,
como é o caso da mutacdo encontrada na variante sueca do APP, onde os
residuos KM sdo substituidos por NL, aumentando muito a eficiéncia da
clivagem, e estando por isso associado a formas precoces e mais agressivas da
DA

1.3.6. Estratégias terapéuticas

Os Unicos farmacos aprovados até hoje para o tratamento da DA foram
desenvolvidos partindo do conhecimento dos sintomas da doenca, como a perda
cognitiva motivada pela deplecao de neurotransmissores, em particular da

acetilcolina. Estes farmacos sao inibidores da acetilcolinesterase, a enzima

responsavel pela degradacao daquele neurotransmissor, aumentando assim o
seu tempo de vida e eventual efeito fisiolégico. Uma vez que actuam a nivel
sintomatico, nao alteram o curso do processo demencial e a medida que mais
células neuronais vao morrendo, vao-se tornando ineficazes

. Apesar disso, existem também evidéncias que um aumento nos niveis de
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acetilcolina pode ter uma ac¢ao mais directa no mecanismo da doenca, uma vez
que este neurotransmissor, ao actuar como agonista dos receptores
muscarinicos, parece estimular a produgao de sAPPa . Em
Portugal estao aprovados trés destes farmacos, a rivastigmina, o donepezilo e a
galantamina.

Estao igualmente aprovados para a melhoria dos sintomas demenciais os

inibidores dos receptores NMDA, como é o caso da memantina. O glutamato é o

principal neurotransmissor excitatério, e niveis elevados, como 0s que ocorrem
na DA, sao citotoxicos, contribuindo para a morte neuronal. A principal vantagem
destes farmacos assenta no facto de serem antagonistas nao competitivos dos
receptores do glutamato, bloqueando apenas a sua activacao patolégica e
permitindo a funcao fisiolégica durante os processos de formagao da memoria e

aprendizagem

O avanco na investigacao das causas e etiologia da doenca veio apontar
novos alvos terapéuticos com potencial para modificar o curso da mesma. De
acordo com a teoria de que a DA resulta de um desequilibrio entre a producédo e
a eliminacao do peptideo B-amildide, as estratégias (Figura 8) passam por
prevenir a sua formacao e/ou impedir a sua acumulacao, podendo actuar

também na reducado dos seus efeitos neurotoxicos

APP
Placa amildide

produgEo agregag o

— —-;b ——— Perda & Deméncia
P S (o inibidores inibidores anti- neuronal potenciadoras
T}CE secretases depazigdo toxicidade cognitivos

. cleamanmee
L anticorpo

[]

Figura 8. Estratégias terapéuticas baseadas nos eventos chave da cascata amildide.

(adaptado de ).
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A imunizacdo com A (activa) ou anticorpos anti-AB (passiva) tem sido
apontada como uma forte arma contra a sua deposicao e acumulacao,
provavelmente por induzir a sua fagocitose por parte da microglia ou por os
anticorpos sequestrarem o AP circulante no plasma, potenciando o efluxo deste
do cérebro. Apesar da vacinacao ja se encontrar em fase de ensaios clinicos,
estes foram temporariamente interrompidos devido a sinais de inflamacao do
SNC de diversos participantes . No entanto, estdo ja em
curso varios projectos para desenvolver novas vacinas que nao apresentem este
efeito secundario e que poderao chegar a fase de ensaios em humanos nos

proéximos anos

Outra estratégia para a redugao da acumulacao e toxicidade do Ap na DA
€ 0 uso de agentes quimicos que impegam a oligomerizagao e a formacao de
fibrilas neurotoxicas, possibilitando assim a sua eliminagao
Além dos niveis elevados de peptideo B-amildide, as interacgoes deste com
lipoproteinas, em particular a ApoE, ides metalicos como o cobre (Cu) e zinco (Zn)
e glicosaminoglicanos potenciam as alteracées conformacionais do AB e sua
consequente agregacao . Alguns quelantes dos ides Cu e
Zn, como o clioquinol e a curcumina, demonstraram eficacia na reducao da
deposicao de AB e na solubilizacdo de placas neuriticas
Encontra-se também em fase de experimentacdo um composto (Alzhemed) com
uma estrutura semelhante a dos glicosaminoglicanos, desenhado para interferir
com a ligacao do AP a estas moléculas . Porém, muitos dos
compostos que apresentam um efeito anti-agregacao sao toéxicos e inespecificos,
0 que limita a sua utilizacao terapéutica. Por outro lado, e apesar da vantagem
desta estratégia visar apenas um processo puramente patologico, € necessario
que os compostos activos impecam nao s6 a formagao de grandes agregados

como as fibrilas, mas também a acumulacao de oligdbmeros intermediarios. Se tal
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nao acontecer pode ainda ocorrer um agravamento da doenca, uma vez que, de
acordo com estudos recentes, estes pequenos intermediarios poderao ser ainda

mais toxicos que as fibrilas de AP

A utilizacao de anti-inflamatérios e antioxidantes tenta combater os

efeitos neurotoxicos do AP e impedir a propagacao da cascata amiloide, mas
apenas alguns destes farmacos apresentaram um efeito protector em diferentes
estudos epidemiolégicos . Tal parece dever-se ao facto da
proteccdo nao estar unicamente associada ao efeito anti-inflamatério, mas
também a uma possivel inibicao da producao de ABaz, provavelmente por um
mecanismo envolvendo a y-secretase . Este duplo mecanismo
de accao pode constituir uma mais-valia na utilizacdo destes agentes,
sobrepondo o beneficio ao risco de toxicidade gastrointestinal que esta

geralmente associado ao seu uso prolongado.

Todavia, a melhor forma de prevenir ou alterar o curso da doenca podera
passar por uma actuacdo mais a montante na cascata amiléide, prevenindo a
formagao do proprio Ap . Os alvos apontados como 0s mais
promissores para esse efeito sdo as proteases envolvidas na clivagem do APP.
Assim, a inibicao parcial da [_e y-secretases ou a potenciacdo da clivagem pela
a-secretase podem ser suficientes para atrasar ou impedir a progressao da DA

. Devido a relevancia da inibicao da p-secretase para
este trabalho, esta estratégia sera apresentada a seguir, de forma mais

detalhada.
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1.3.7. Inibicao da -secretase: beneficios e desafios

Dado o papel desempenhado pelas secretases na fisiopatologia da
doenca de Alzheimer e a ja conhecida utilizacao de diversas proteases como
alvos moleculares , assumiu-se, mesmo antes da sua
identidade ser conhecida, que aquelas seriam alvos ideais de intervencao
terapéutica. Assim, enquanto muitos grupos procediam a ensaios exaustivos de
grandes bibliotecas de compostos em células expressando - e y-secretase
endoégenas, muitos outros concentravam-se na sua identificacao e elucidacao

estrutural

Embora os screenings iniciais em modelos celulares nao tenham ainda
revelado inibidores potentes como no caso da y-secretase, a BACE-1 parece ser
um melhor alvo terapéutico para a prevencao e tratamento da DA. Sdo varias as
razoes que suportam esta opiniao, mas as mais simples relacionam-se com o
facto de a [B-secretase catalisar o passo inicial da producao de AP, evitando
assim a acumulacao de fragmentos de APP potencialmente téxicos, e também
com a recente elucidacao da sua estrutura, que veio permitir o design racional de
inibidores. Maior relevancia tem sido atribuida aos dados obtidos a partir de
experiéncias com ratinhos a que se procedeu a ablacao do gene que codifica
esta secretase. Estes animais parecem ser saudaveis, férteis e normais do ponto
de vista anatémico, histolégico e hematoldgico, sem alteracdes 6bvias a nivel
neurolégico, exceptuando a incapacidade de produgcao de AB, o que também
sugere uma auséncia de mecanismos compensatorios da inibicao da -secretase

. Outro dos pontos a favor da inibicao desta secretase prende-se
com o facto de, apesar do local activo ser semelhante ao das outras proteases

asparticas de mamifero (8 sublocais, S4 a S4’), € mais acessivel e mais
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hidrofilico que o das restantes, o que pode ser explorado para a obtencao de
inibidores selectivos. A presengca em humanos de poucas proteases asparticas e
com caracteristicas diferentes da BACE-1 também apresenta vantagens no que
respeita a selectividade, merecendo mais atencao a BACE-2 pela sua préxima
relacao estrutural e a Catepsina D por ser intracelular e de distribuicao
generalizada em todos os tecidos . Apesar do optimismo
gerado por todas estas observacoes, mais estudos sao necessarios para
determinar com total seguranca a auséncia de defeitos subtis nos animais
mutados ou potenciais efeitos téxicos ou compensatérios em humanos. E
também necessario avaliar a provavel existéncia e funcao de outros substratos
da BACE-1 que possam ser fisiologicamente relevantes.

A clivagem pela B-secretase ocorre intracelularmente, nas membranas
dos endossomas, reticulo endoplasmatico ou complexo de Golgi. Assim, um
inibidor desta enzima deve idealmente ser capaz de penetrar nas células e nas
membranas subcelulares, para alcangar os locais de producéo do peptideo [-
amiléide. Como os alvos sdo intracelulares, deve possuir também uma elevada
selectividade de modo a minimizar a interferéncia com outras proteases
intracelulares e com vias de sinalizacao celular criticas . Além
disso, uma vez que a maioria do peptideo B-amildide € produzido no cérebro, os
inibidores tém de ter a capacidade de atravessar a barreira hemato-encefélica
(BHE)

Face a estas caracteristicas, os inibidores com eventual relevancia clinica
mostraram-se dificeis de obter, em parte porque a maioria das moléculas tém
sido desenhadas tendo como base o substrato APP, mimetizando o estado de
transicao da catalise pelas proteases asparticas e apresentando por isso um
elevado peso molecular. Os inibidores da BACE-1 de natureza peptidica
apresentam também um elevado custo de obtencao, fraca biodisponibilidade e

estabilidade in vivo, além de nao conseguirem atravessar a BHE ou as proprias
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membranas celulares, apesar de potentes in vitro. O facto de o local activo ser
largo também contribui para a dificuldade em desenhar ou encontrar inibidores
de menor peso molecular que mantenham uma poténcia significativa,
dificuldades essas ja experienciadas na procura de inibidores de outras
proteases asparticas como a renina ou a protease do HIV-1

Embora dificil de alcancar, continua a ser desejavel a obtencdo de inibidores
pequenos, de natureza nao peptidica, com elevada poténcia e selectividade ou
que possam ser melhorados quimicamente com base no conhecimento da
estrutura da protease e da relacao estrutura / actividade.

Alguns exemplos mais conhecidos de inibidores sintéticos da BACE-1
incluem os compostos de natureza peptidica OM99-2 e OMOO0-3, com valores de
Ki na ordem do nanomolar . A partir destes, foram sendo
desenhados e sintetizados outros compostos progressivamente mais pequenos,
numa tentativa de alcancar as propriedades farmacocinéticas e de
biodisponibilidade desejaveis, sem perda de actividade. Um deles, o composto
GRL-8234 apresentou resultados promissores em linhas celulares e ratinhos
transgénicos, fornecendo um ponto de partida para futuras modificagcoes. O
inibidor GSK188909 esta descrito como sendo o primeiro com biodisponibilidade
oral, capaz de baixar o AB cerebral em ratinhos. Apesar desta biodisponibilidade,
a sua penetragao no cérebro é limitada, necessitando de uma molécula auxiliar
que facilite este transporte . O screening de vastas
bibliotecas de compostos tem sido utilizado como estratégia para descobrir
inibidores ndo peptidomiméticos, com boa biodisponibilidade e que possam ser
modificados para aumento de poténcia. Compostos como as acilguanidinas

tém actividade in vivo, ainda que modesta e pouco selectiva, um

problema comum a muitas outras moléculas descobertas desta forma
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Apesar de nos ultimos anos se ter verificado um aumento significativo na
pesquisa e publicacao de inibidores da BACE-1 , particularmente
de natureza nao peptidica, o niimero de compostos com actividade promissora in

vivo é ainda limitado

, mantendo-se esta area de investigacao como uma das

mais atractivas para o tratamento da doenca de Alzheimer.
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1.4. Objectivos do

Estudo

Os avancos na Ciéncia tém revelado alvos moleculares envolvidos em
diversas doencas com grande impacto na actualidade. Muitos deles sao de
natureza enzimatica, o que tem desencadeado uma procura intensiva de
inibidores ou moduladores da sua actividade. Isolados vegetais, como os 6leos
essenciais, tém sido utilizados na terapéutica, apresentando actividades
biolégicas bem documentadas. O facto de serem constituidos por dezenas a
centenas de compostos de baixo peso molecular e elevada hidrofobicidade, nao
sb eleva o seu potencial terapéutico, como também permite screenings de alto

rendimento, indispensaveis a descoberta de novos farmacos.

Algumas das enzimas para as quais o0s inibidores tém sido muito
procurados pertencem a familia das proteases asparticas, uma vez que estao
envolvidas em condicoes patolégicas como a SIDA (protease do HIV-1), a malaria
(plasmepsinas) e a doenca de Alzheimer (BACE), entre outras. A identificacao
recente desta U(ltima protease e o aumento da prevaléncia de doencas
degenerativas como a de Alzheimer tem desencadeado um grande interesse no
seu estudo. No entanto, a obtencdo de inibidores de proteases asparticas,
clinicamente Uteis, tem sido dificil e apenas os da protease do HIV-1 tém
alcancado algum sucesso comercial. A elucidacao da estrutura da BACE-1 tem
orientado a procura de inibidores para a sintese de analogos peptidomiméticos
do substrato, com capacidade de ligacao selectiva ao local activo. Paralelamente,

diversos estudos tém incidido em inibidores naturais, particularmente proteinas e
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peptideos de elevado peso molecular, que enfrentam, como o0s primeiros,
problemas relacionados com a fraca estabilidade e biodisponibilidade. Pouco se
sabe sobre a existéncia de pequenas moléculas naturais ndo proteicas que
actuem como inibidores com potencial in vivo e, portanto, esta € uma area de
investigacao muito atractiva, onde os 6leos essenciais poderao constituir uma

fonte ainda por explorar.

Os principais objectivos deste trabalho sao a sinalizacao da potencial
inibicao da BACE-1 por 6leos essenciais, 0 reconhecimento e identificacao das
moléculas inibidoras e a caracterizacao dessa inibicdo. A capacidade de inibir a
BACE-1 e, consequentemente, diminuir a producao de peptideo B-amildide em
modelos celulares e in vivo, num modelo animal da doenca de Alzheimer, serao
também avaliadas. Outros aspectos analisados envolvem a caracterizacao e
identificacao da composicao quimica do 6leo com actividade inibitéria, assim

como a sua potencial actividade contra outras proteases asparticas.
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2.1. Materiais

2.1.1. Material vegetal

Os 6leos essenciais incluidos neste estudo integram a coleccao de 6leos e
extractos do Grupo Drug Discovery do Centro de Estudos Farmacéuticos da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Como critério principal para a seleccao dos 6leos a integrar nos ensaios
de screening de actividade biolégica, consideraram-se as respectivas
composicoes, procurando-se que o0 seu conjunto maximizasse a diversidade e
quantidade de compostos constituintes. Privilegiaram-se também os o6leos
essenciais isolados de plantas nativas ou endémicas da Peninsula Ibérica, ndo
obstante a inclusado de 6leos de plantas de outras proveniéncias. De acordo com
esses critérios, o trabalho foi iniciado com um conjunto de 50 6leos essenciais.

Tendo em consideracao a similaridade de composicdes de alguns OE,
bem como resultados de ensaios preliminares de avaliacao de actividade, o
nimero de amostras foi reduzido para pouco mais de duas dezenas de 6leos

essenciais (Tabela 1).

Tabela 1 (pagina seguinte). Informagdo geral dos OE mantidos no estudo. Alguns dos 6leos
incluidos na fase inicial do estudo foram omitidos dada a similaridade de composicdo com
outros aqui descritos e os resultados preliminares de avaliacao de actividade. As amostras
sao referenciadas pelo nimero de identificacdo convencional (ID) atribuido segundo o

protocolo de recepcao de amostras do laboratério.
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. Data Material Caracteristicas
5C Colheita o . -
Espécie = destilaggdo  destilado 4 oleo
Familia Cupressaceae
Cupressus
lusitanicus 1.
1026 14 1.2 2004 16-12-2004 Folhas 0,3%  Amarelo palido
subsp. Coimbra
pendula
L'Her., Stirp
Cupressus 14-12-2004 ali
sempervirens 1028 Coimbra 20-12-2004 Folhas 0,3%  Amarelo palido
L.
Juniperus 9991997 Incolor a amarelo
communis 1042 Serra da Estrela 24-9-1997 Galbulas 2,5%  palido; aroma
subsp. alpina terebintinico
(Sm.) Celak
Juniperus 23-11-2002 Incolor a amarelo
turbinata 1045 Alentejo 30-11-2002 Folhas 1,8% palido
Guss.

. Amarelo palido;
Juniperus 1039 1998 1998 Folhas 1,8% aroma
oxycedrus L. terebintinico

Familia Apiaceae
Foeniculum 1022 20.6:2004 23-6-2004 Folhas 04y ncoloriaroma
vulgare Miller Veiro anis
Seseli 1067 27-12-2004 30-12-2004  Plantainteira  0,5% -
tortuosum L.
Chrithmum 1063 217-12-2004 30-12-2004  Planta inteira nd  Amarelo escuro
maritimum L. Figueira da Foz
Familia Verbenaceae
Lippia Incolor a amarelo
citriodora 1020 91-10-2003 30-10-2003  Plantainteira  0,5%  palido; aroma
Kunth Viseu citrico
Lippia 09-3-2000 L Amarelo
graveolens 732 Guatemala 2000 Planta inteira n.d avermelhado:
Kunth aroma fendlico
Familia Asteraceae
Artemisia 1.
chrithmifolia 1064 27 %w2ir2004 30-12-2004  Plantainteira  0,3%  Amarelo
L.
penchnsum 051 01-7-2003 0672003  Plantainteira  nd marelo; aroma
Stoechas (L.) Carvoeiro : semelhante a caril
Moench
Achillea 15-6-2001 A L o .
ageratum L. 754 Serra de Aire 20-6-2001 Planta inteira 0,7%
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Tabela 1. (continuacgao)

. , Data Material n Caracteristicas
Especie L CalieiE destilagao destilado oleo

Familia Lamiaceae
Mentha 05-8-2004 o - 0 Amarelo palido;
cervina L. 942 Arcos Valdevez 10-8-2004 Planta inteira > 2% aroma mentolado
Mentha x 1024 15’312'3203 22102003  Plantainteira > 2% ggﬂg';’@i!gg .
piperita L. u
Lavandula
luisieri 894 16-4-2003 28-4-2003 Inflorescéncias n.d Amarelo alaranjado
(Rozeira) Riv. Serro Ventoso
Mart.
Lavandula 7-
angustifolia 1001 01V7i8i303 08-7-2003 Planta inteira 3,8%  Amarelo palido
Mill.
Thymus 1041 ?':/(I)_—6—199|9 07-7-1999 Planta inteira n.d -
mastichina L. irandela
Thymus
capitellatus 1043 1992 1961992  Plantainteira  nd -
Hoffmanns. Porto Alto
& Link
T. zygis
Loefl. Ex L.
subsp.
sylvestris
(Hoffmanns 1047 2004 06-5-2004 Folhas 15% -
& Link) Brot.
ex Coutinho,
chemotype
thymol.
Thymus 1049 2001 15-11-2001 Folhas n.d Amostra congelada
vulgaris L.
Rosmarinus  g3p 20'01212001 07-1-2002 Planta inteira  1,4% '”Cof'ori aroma
officinalis L. urém canforaceo
Origanum
vulgare
subsp. virens 12-7-2004 o Amarelo escuro;
(Hoffmanns. 950 Viseu 12-7-2004 Planta inteira 0,6% aroma fendlico forte
& Link)
Bonnier &
Layens
Origanum 30.6.1999 A I
vulgare L. -O- - marelo escuro;
sufsp 1046 Tras-os-Montes 07-7-1999 Folhas n.d aroma fendlico forte
vulgare
= - = 51



- = Capitulo 2

Tabela 1. (continuacgao)

Espéci D Colheita Data Material n Caracteristicas
specie destilacao destilado oleo
Salvia 905 27-5-2003 30-5-2003 Inflorescéncias ~ >2%  Amarelo escuro

officinalis L. Soure
Teucrium 853 11]5'2002 27-5-2002 Plantainteira  n.d
algarbiensis garve
Teucrium .
scorodonium 675 Optzaig\?: 2000 Planta inteira n.d
L.
Thymbra .
capitata (L.) 1050 1i|;all,3§2 1992 Partes aéreas n.d Amarelo
Cav.
Familia Theaceae
Cammelia
sinensis (L.) 876 Amostra comercial Amarelo pélido
0. Kuntze

2.1.2. Proteases asparticas e linhas celulares

Foram ensaiadas as proteases asparticas BACE-1 e Sap-2, proteinas
recombinantes produzidas no laboratério de Biotecnologia Molecular do Biocant,
as plasmepsinas Il e IV (gentilmente cedidas pelo Prof. John Kay da Cardiff
School of Biosciences, Cardiff University), a pepsina e a catepsina D humanas
(Sigma Aldrich).

Utilizaram-se também como modelo experimental duas linhas celulares
(gentilmente oferecidas pelo Dr. Richard Killick do MRC Centre for
Neurodegeneration Research, King’s College of London), uma derivada de células
de ovario de hamster chinés (CHO) e outra de um neuroblastoma humano
(SHSY5Y).
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2.1.3. Reagentes

Para os ensaios proteoliticos, o substrato fluorogénico FS-2, da BACE, foi
sintetizado pelo laboratério Genosphere Biotechnology (Paris, Franca) e o inibidor
Stat-Val (analogo do substrato da BACE-1) foi adquirido a Sigma-Aldrich (Sintra,
Portugal).

Para cultura de células, foi utilizado o meio Ham’s F12, o suplemento N2
da Gibco™ (Invitrogen, Reino Unido), soro fetal bovino (FBS), tripsina e mistura de
antibiéticos, penicilina e estreptomicina (Pen-Strep) da BioWhittaker™ (Lonza,
Espanha). O meio essencial Eagle’s modificado (EMEM), a mistura de
aminoacidos nao essenciais, o reagente vermelho de metilo e a solugao 0,4% de
azul de Tripan foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal).

Para os ensaios de ELISA, o anticorpo monoclonal 6E10 especifico para o
AB humano, residuos 1-17 e o anticorpo monoclonal G2-10, conjugado com a
HRP, especifico para o AR humano, residuos 31-40, foram adquiridos a Chemicon
International (Temecula, CA, EUA) e The Genetics Company (Zurich, Suica),
respectivamente. O peptideo sintético AB4o foi obtido na Bachem AG (Bubendorf,
Suica) e o substrato cromogénico 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) na Pierce
(Rockford, EUA).

Para Western blotting, o anticorpo policlonal especifico para o sAPPB-wt
foi obtido na IBL Co (Hamburg, Alemanha) e o sistema de deteccao, que inclui a
imunoglobulina anti-coelho conjugada com fosfatase alcalina e o substrato ECF,
foi adquirido a Amersham Biosciences (GE Healthcare, Portugal).

Os monoterpenos linalol e 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona
foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Sintra, Portugal) e Sai Advantium (Hyderabad,

India), respectivamente.
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2.2. Métodos

2.2.1. Isolamento de oleos essenciais

Todos os Oleos essenciais preparados para este trabalho foram obtidos
no laboratério por hidrodestilacao com aparelho de Clevenger modificado (Figura
9), de acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia Portuguesa VIl

, mas sem recurso a solvente organico para fixacao.

O material vegetal, limpo e secturado, foi colocado em baldo de fundo
redondo e adicionado de volume conveniente de agua destilada. As destilacdes
decorreram durante 3 ou 4 horas. A partir do volume de 6leo recolhido foi
calculado o rendimento de extraccao, expresso em percentagem, volume/massa
[%6(V/m)].

150

-

50

Fobe

Figura 9. Aparelho de Clevenger modificado para isolamento e doseamento de odleos
essenciais. Dimensoes em milimetros. (Retirado na integra da Farmacopeia Portuguesa Vi,
2005).
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2.2.2. Analise de oleos essenciais por combinacao de técnicas de
cromatografia de fase gasosa e cromatografia de fase gasosa -

espectrometria de massa

Os Oleos essenciais foram analisados por combinagao de técnicas de
cromatografia de fase gasosa (GC) e de cromatografia de fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS).

A GC analitica foi realizada num cromatografo Hewlett Packard 6890
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA USA), equipado com um sé injector e
amostrador automatico e dois detectores de ionizagao de chama (FID). Esse
sistema permite a injeccao simultanea da amostra em duas colunas capilares
com fases estacionarias de diferentes polaridades. Foram usadas colunas de
polidimetilsiloxano com 30m x 0,20mm e espessura de filme de 0,20um
(Supelco SPB-1) e de polietilenoglicol com 30m x 0,20mm e espessura de filme
0,20um (SupelcoWax 10). O controlo e operacdo do sistema, bem como a
aquisicao e processamento de dados foram realizados por via remota com o
programa HP GC ChemStation versao A.05.04 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA
USA). As condicoes analiticas foram: temperatura do forno programada de 70 a
220°C com incrementos de 3°C.min, seguido de condicao isotérmica a 220°C
durante 15 minutos; temperatura do injector e detectores de 250°C; como fase
movel foi usado hélio em fluxo de ImL.min%, correspondendo a uma velocidade
linear de 30cm.s; a injeccao foi realizada com divisor de fluxo (modo split) com
relacao de reparticao de 1:40. Para a GC-MS foram usados cromatégrafos
Hewlett Packard 6890 ou Agilent 6890 associados a detectores selectivos de
massa Hewlett Packard 5973 ou Agilent 5973N, equipados, respectivamente,
com coluna capilar de polidimetilsiloxano 30m x 0,25mm, espessura de filme

0,25um (Hewlett Packard, HP1) e coluna capilar de polietilenoglicol com 30m x
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0,25mm e espessura de filme 0,25um (Agilent, DB-Wax), também operados por
via remota com o programa Enhanced ChemStation, Hewlett Packard ou Agilent.
As condicoes analiticas foram: temperatura do forno programada de 70 a 220°C,
com incrementos de 3°C.min, seguido de condicao isotérmica a 220°C durante
15 minutos; temperatura do injector 250°C; como fase movel foi usado hélio com
um fluxo de ImL.min, correspondendo a uma velocidade linear de 30cm.s?; a
injeccao foi realizada com divisor de fluxo (modo split) com relacao de reparticao
de 1:40; temperatura da interface, 250°C, temperatura da fonte de ionizacao,
230°C; energia de ionizacao, 70eV; corrente de ionizacao, 0,06mA; varrimento de
massas, 35 - 350u.

Para todos os picos cromatograficos foram determinados os respectivos
indices de retencao, por interpolacao linear aos tempos de retencéo de n-alcanos

(série homologa) segundo o algoritmo de Vandendool e Kratz

A identidade dos compostos foi estabelecida considerando os espectros
de massa e os indices de retencao em colunas SPB-1 (HP-1) e SupelcoWax 10
(DB-Wax).

Os espectros de massa foram comparados com espectros referéncia do
banco de espectros Wiley / NIST, do banco de espectros do laboratério do Centro
de Estudos Farmacéuticos ou com espectros publicados na literatura cientifica.
Dessas comparagdes ou, sempre que necessario, da interpretacao do espectro,
resultaram hipéteses de identidade sujeitas a validacdo por compatibilidade com
os indices de retencao da identidade proposta em colunas de polaridade distinta.
Tal validacao pressupde a observacao, em cromatogramas obtidos com colunas
de polaridade distinta, de picos com indices de retencao consistentes com os da
hipétese formulada e com intensidade (percentagem de area) idéntica em ambos

os cromatogramas. Como referéncias foram utilizados indices de retencao da
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base de dados do laboratorio, bem como indices publicados na literatura

O fluxo de trabalho, com processamento de dados cromatograficos,
acesso e consulta de bases “fechadas” de dados de indices de retencgao,
validacao de hipéteses de identidade e organizacao de resultados analiticos, foi
realizado com auxilio do programa RetChrom 3.15, cedido por cortesia do autor,
Professor Doutor Carlos Cavaleiro, Centro de Estudos Farmacéuticos.

A quantificacao de cada constituinte foi realizada por determinacao da
sua abundancia relativa, calculada com base nas areas dos picos
cromatograficos sem qualquer correccao pelos factores de resposta dos

detectores FID.

2.2.3. Fraccionamento por cromatografia liquida em coluna e

cromatografia em camada fina preparativa

A complexidade dos o6leos essenciais torna, por vezes, dificil a
identificacao de todos os constituintes a partir de uma analise directa. Por outro
lado, a interpretacao e validacao de efeitos ou actividades biologicas exige
também o fraccionamento dos Oleos e até a individualizagdo dos seus
componentes. Por isso o fraccionamento dos 6leos essenciais em fracgoes de
composicao mais simples reveste-se de grande utilidade.

Para esse efeito, recorreu-se a cromatografia de adsorcao, preparativa,
com fase estacionaria de gele de silica com granulometria de 200 - 630um.
Foram usadas colunas de 20mm de didametro com um leito de fase estacionaria
de 300mm de comprimento, preparado e equilibrado a partir de cerca de 70g de
silica suspensa em n-pentano. Tais condicoes viabilizaram fraccionamentos de

até 1g de Oleo essencial.
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As eluicoes realizaram-se seguindo um gradiente descontinuo, iniciado
com n-pentano, seguindo-se misturas de n-pentano e éter dietilico (98:2; 90:10,
80:20, 50:50) até 100% de éter dietilico. A mudanca de composicao da fase
movel ocorreu sempre que se verificou o esgotamento da eluicao.

Cada fraccao obtida foi concentrada por evaporacao a pressao reduzida
num evaporador centrifugo e a composicao foi monitorizada por GC-MS. As
fraccoes com idéntica composicao qualitativa foram reunidas e mantidas a 4°C
até ulterior utilizacao.

Na sequéncia do fraccionamento, tendo em vista o isolamento e
purificacdo de compostos recorreu-se a cromatografia em camada fina
preparativa, em placas de gele de silica impregnada com nitrato de prata (AgNO3)
a 10%, com 0,25mm de espessura, preparadas extemporaneamente no
laboratério. Antes da utilizagao, as placas foram activadas por aquecimento a
110°C durante 30 minutos, depois arrefecidas e mantidas em exsicador.
Atendendo a incorporagao do nitrato de prata, toda a manipulacao das placas,
incluindo o proprio desenvolvimento, foi realizada ao abrigo da luz. Em cada
placa foi aplicada uma aliquota de 90ul de fracgao, distribuida por 6 bandas de
15ul. Cada placa foi levada a desenvolver 2 vezes, numa Unica dimensao,
primeiro com uma mistura de n-pentano e acetona 97:3, depois e apds secagem,
com uma mistura de n-pentano e acetona 95:5.

As bandas cromatograficas foram reveladas por observacao a luz
ultravioleta (254 e 365nm) e assinaladas por picotagem para ulterior
destacamento. O material destacado foi recolhido em tubos de centrifugacao
onde se adicionou volume conveniente de acetona para solubilizagcao dos
compostos adsorvidos. Apds centrifugagcao a 3,000xg, durante 5 minutos, as
solugdes foram recuperadas por decantacao e o solvente eliminado por
evaporacao a pressao reduzida. A pureza e identidade dos compostos isolados

foram determinadas por GC e GC-MS.
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2.2.4. Expressao em E. coli e purificacao de proBACE-1

recombinante

A expressao e purificacao de proBACE-1 foram realizadas de acordo com o
protocolo desenvolvido por Lin e colaboradores . O cDNA que
codifica o dominio proteolitico solivel da BACE-1 foi subclonado no vector de
expressao pET11 e introduzido em E. coli, estirpe BL21 star. As células
transformadas foram incubadas a 37°C, com agitacao, até atingirem uma
ODesoonm de 0,6 - 0,7. Nessa altura a expressao de proteina foi induzida com a
adicao de IPTG numa concentracao final de 0,5mM e posterior incubacao por
mais 3 horas. Apo6s centrifugacao, as células foram ressuspensas em tampao TN
(Tris 50mM; NaCl 50mM; pH 7,4), lisadas com a adi¢ao de lisozima (100ug.ml-1)
e congeladas. Uma vez descongeladas, foram adicionados DNase (100ug.ml1) e
MgCl2 (100mM) e a mistura foi deixada em gelo, com agitacao ocasional, até
total liquefacgcdo. O lisado celular foi entdo diluido para 1L de tampao TN e
deixado a agitar durante a noite a 4°C, para lavagem dos corpos de inclusdo. No
dia seguinte, o material foi centrifugado a 10,000xg e lavado como
anteriormente, mas desta vez com tampao TNT (Triton X-100 a 0,1% em tampao
TN). Depois de nova centrifugacao a 10,000xg, os corpos de inclusao purificados
foram dissolvidos numa solugao de 8M de ureia e 100mM de B-mercaptoetanol e
diluidos 20x em tampao Tris 20mM, pH 8,0.

Para a purificacao, a proteina foi concentrada utilizando um sistema de
ultrafiltracao por fluxo tangencial (Pellicon 2, Millipore), sendo posteriormente
submetida a cromatografia de exclusdo molecular, numa coluna S-300
(Amersham Biosciences), equilibrada com tampao 20mM Tris; 0,4M ureia, pH
8,0. As fracgOes correspondentes a proteina activa foram reunidas e submetidas

a duas cromatografias de troca idnica realizadas num sistema de FPLC,
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nomeadamente com uma coluna High Q (Bio-Rad) e uma coluna Mono Q
(Amersham Biosciences), ambas equilibradas com tampao 20mM Tris; 0,4M
ureia, pH 8,0. A eluicao ocorreu com um gradiente linear de solucdo aquosas de
NaCl (de O a 1M) e as fraccdes obtidas foram quantificadas e analisadas por
SDS-PAGE. Parte da proteina obtida foi activada (clivagem do segmento pr6) com
incubacao durante 15 minutos, a 37°C, por adicao do tampao de activacao (1:1)
Tris-HCI 100mM, pH 8,0; DTT 8mM; CaCl. 20mM, contendo 20ug.mll de

clostripaina.

2.2.5. Determinacao de constantes de actividade e inibicao

enzimatica

A actividade proteolitica das proteases asparticas foi medida com recurso
a dois substratos fluorogénicos, ambos contendo o mesmo fluoréforo
(metoxicoumarina), com comprimentos de onda de excitacao e emissao de 328 e
393nm, respectivamente.

No caso da BACE-1 foi utilizado o peptideo (MCA)Ser-Glu-Val-Asn-Leu-Asp-
Ala-Glu-Phe-Lys(DNP) que contém a sequéncia de clivagem encontrada na
variante sueca do APP, relacionada com o aparecimento precoce da doenca de
Alzheimer . No caso das outras proteases (pepsina,
catepsina D, plasmepsinas e Sap-2), o substrato usado foi o (MCA)Lys-Lys-Pro-
Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu-Lys(DNP), que contém a sequéncia de clivagem
optimizada para a generalidade das proteases asparticas . Foi
também utilizado como controlo positivo, o inibidor Stat-Val, analogo do substrato
da BACE-1, descrito por Sinha e colaboradores . Para a
determinacao de pardmetros cinéticos, a concentragdao apropriada de cada

protease foi incubada a 37°C em tampao de ensaio (acetato de sédio 100mM,
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pH 4,5), com ou sem adicao de diferentes concentracoes de inibidores em
DMSO. As reaccoes foram iniciadas pela adicao de varias concentracoes de
substrato e 0 aumento de fluorescéncia foi registado por 5 a 30 minutos num
fluorimetro FluoroMax™ (HORIBA Jobin Yvon). As constantes foram determinadas
através do ajuste dos dados de velocidade inicial a modelos de regressao nao

linear, realizado por software apropriado (GraphPad Prism® e SigmaPlot®).

2.2.6. Cultura celular e incubacao com inibidores

Foram realizados ensaios sobre duas linhas celulares, uma derivada de
células de ovario de hamster chinés (CHO) e outra de um neuroblastoma humano
(SHSY5Y). Ambas as linhagens foram transfectadas de forma estavel com a
sequéncia de DNA que codifica o APP wild type, o que as torna ideais para este
estudo uma vez que, ao sobreexpressarem este precursor, apenas necessitam
da accgao da B e y-secretase para libertar o peptideo Ap.

As células CHO-APPwt foram mantidas em meio Ham’s F-12 contendo
10% FBS, 100U.ml1 penicilina, 100mg.ml-1 estreptomicina e 500ug.ml1 de
G418. No caso das células SHSY5Y-APPwt a cultura foi mantida com uma mistura
1:1 dos meios EMEM e Ham’s F12, enriquecida com 10% FBS, 10% de uma
mistura de aminoacidos nao essenciais, 14,7ug.ml1 glutamato, 110ug.ml?t
piruvato, 100U.ml1 penicilina, 100mg.ml-1 estreptomicina e 250ug.ml* de G418.
Ambas as linhagens foram incubadas a 37°C, em atmosfera humidificada com
5% de CO,. Para os ensaios de inibicdo, as células foram plaqueadas em placas
de 6 pocos com uma densidade de 1x106 células/poco. No dia seguinte, apos ter
sido atingida a aderéncia e confluéncia pretendidas, o meio de cultura de cada
poco foi substituido por 500ul de meio fresco, sem soro, contendo diferentes

concentragcoes ou composicoes de inibidores em DMSO ou apenas veiculo nas
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condicoes de controlo. No caso das células SHSYSY-APPwt, este meio foi também
enriquecido com o suplemento de crescimento neuronal N2, necessario a
sobrevivéncia na auséncia de soro. Terminado o tempo de incubacao adequado a
cada linha celular (6 horas para as células CHO-APPwt e 16 horas para as
SHSY5Y-APPwt), removeram-se os meios e centrifugaram-se a 350xg durante 5
minutos para sedimentar eventuais células destacadas. Os sobrenadantes foram
entao congelados a -20°C até posterior analise e quantificagao do ABao por ELISA
ou do sAPPB por Western blot, e as células remanescentes submetidas a um

ensaio de viabilidade.

2.2.7. Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade das células CHO-APPwt foi avaliada com o corante vermelho
neutro. Este ensaio baseia-se na capacidade das células viaveis incorporarem e
reterem este corante supravital. Apoés a remocao do meio e lavagem das células
remanescentes, as placas foram incubadas com meio de cultura fresco contendo
0,003% de vermelho neutro, durante 2 horas, a 37°C, numa atmosfera de 5%
CO.. Passado este periodo, o meio foi removido e as células lavadas com PBS. O
corante foi entao extraido das células viaveis pela adicao de uma solugcao de 1%
de acido acético em 50% de etanol e a cor homogeneizada por 15 minutos de
agitacao. A absorvancia das solucoes foi medida a 540nm (e subtraida do
background a 690nm) num espectrofotometro PowerWave XS™ (Bio-Tek). Como
as células vivas sao as responsaveis pela coloragdo, uma maior absorvancia
equivale a uma maior viabilidade celular. Os valores de viabilidade para cada
condicao testada foram expressos como percentagem em relacao ao controlo.

No caso das células SHSY5Y-APPwt, devido a interferéncias existentes

entre o meio de cultura e o corante vermelho neutro, utilizou-se o0 método de
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exclusao do azul de tripan. Ao contrario do que acontece na técnica acima
descrita, as células vivas excluem este corante, e portanto apenas as células nao
vidveis aparecem coradas de azul. Para cada condicdo removeu-se o0 meio de
cultura e sedimentaram-se quaisquer células destacadas por centrifugacao. As
restantes células foram tripsinizadas, centrifugadas e adicionadas as anteriores,
sendo depois ressuspensas em meio de cultura fresco. Esta suspensao foi
diluida 1:1 com uma solugao de 0,4% de azul de tripan e carregada num
hemocitometro. Um ou dois minutos depois contou-se o nimero total de células e
o0 nuimero de células coradas (mortas). A viabilidade celular, avaliada pelo
nimero de células nao coradas relativamente ao numero total, foi também

expressa como percentagem em relagdo ao controlo.

2.2.8. Analise da producao de sAPPf3 por Western blotting

Os mesmos meios celulares foram simultaneamente analisados por
Western blotting com o objectivo de detectar diferencas nos niveis de sAPPf3
secretado. Numa primeira fase procedeu-se a sua concentracao através de
centrifugacao a 13,000xg durante 30 minutos, a 4°C, num concentrador
Microcon (Millipore). Apés uma reducao do volume de aproximadamente 10x, foi
quantificada a proteina total com o reagente Bio-Rad, de acordo com as
instrucbes do fabricante. Depois de normalizar as amostras em relacao ao teor
de proteina total, adicionou-se tampao de desnaturacao 6x (Tris-HCI 350mM, pH
6,8; SDS 10%; glicerol 30%; DTT 60mM; azul de bromofenol 0,15mM) para uma
concentracao final de 1x, seguido do aquecimento a 97°C, durante 5 minutos. As
proteinas foram entao separadas por SDS-PAGE, usando 2 géis com diferentes
concentracoes de acrilamida, nomeadamente 4% para o gel de concentracao e

10% para o de separacao, e um tampao de electroforese composto por Tris
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25mM; glicina 200mM e SDS 0,05%. Terminada a corrida, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (0,45um, Bio-Rad) usando o
tampao de transferéncia (Tris 25mM; glicina 192mM; metanol 20%) descrito por
Towbin e colaboradores e as condicoes de 500mA durante
180 minutos a 10°C. A membrana foi entdo corada com solucao de Ponceau S
(0,1% em 5% de acido acético, Sigma) para um controlo de carregamento de
proteina, lavada e bloqueada com uma solugao de 5% de leite magro em PBS.
Apbs o bloqueio durante 1 hora a temperatura ambiente, a membrana foi
deixada a incubar durante a noite, a 4°C, com o anticorpo especifico para o
SAPP numa concentracao de 1ug.mlt em solugao de bloqueio. Depois de varias
lavagens com uma solucao de PBS contendo 0,1% de Tween 20, a membrana foi
incubada com o respectivo anticorpo secundario conjugado com a fosfatase
alcalina, numa concentracao de 1:10,000 em tampao de bloqueio, durante 1
hora, a temperatura ambiente. Finalmente, apés novas lavagens com PBS, as
bandas foram visualizadas pelo método ECF™, com um scanner de fluorescéncia

Molecular Imager FX™ (Bio-Rad).

2.2.9. Administracao intranasal de inibidores em modelo animal

Os ensaios de inibicao in vivo foram realizados com a colaboracao do
grupo Mecanismos Moleculares de Doenca do Centro de Neurociéncias de
Coimbra. Utilizou-se um modelo animal da doenca de Alzheimer, o ratinho
transgénico 3xTg-AD, cuja geragcao e caracterizagao estao descritas por Oddo e
colaboradores . Neste estudo, os animais tinham idades
compreendidas entre 4 e 5 meses e um peso médio de 25-30g. Os ensaios, com

a duracao de 4 dias, compreenderam uma administracado diaria de inibidores ou
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de uma solucdo 0,9% NaCl (controlo), sendo sacrificados ao 4° dia, 3h apds a
Gltima dose, por anestesia seguida de deslocamento cervical.

Para a administracao intranasal, os ratinhos foram mantidos em posicao
dorsal (Figura 10) enquanto com uma micropipeta se depositava numa narina o
volume de solucao a ensaiar. Os animais foram mantidos nesta posicao por mais

2-3 minutos para permitir a completa absorcao das substancias.

Figura 10. Posicionamento do ratinho para a administragdo intranasal das solugoes
ensaiadas (retirado de

2.2.10. Preparacao de amostras de tecido cerebral

Apds disseccao do cranio, os cérebros foram removidos, pesados e
congelados a -80°C até posterior processamento. Cada cérebro, pesando em
média 300mg foi descongelado e homogeneizado com uma solugao 2% de SDS
contendo o cocktail de inibidores de proteases Complete™ (Roche, Suica) e
10ug.mIt de pepstatina A. Esta mistura foi brevemente sonicada e
ultracentrifugada a 100,000xg durante 1 hora a 4°C (Beckman Optima™ TLX). Os
sobrenadantes foram recolhidos e identificados como fraccao soldvel. O pellet foi
entao redissolvido com uma solugao 70% de acido férmico e ultracentrifugado
como anteriormente, sendo estes sobrenadantes identificados como fraccao
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insolivel. Antes da congelacao das fracgoes, foi determinado o seu teor de
proteina total com o reagente BCA™ (Pierce). A recta incluiu concentragdes de
BSA compreendidas entre 5 e 160ug.ml-1, as amostras foram diluidas 100x para
evitar qualquer tipo de interferéncia pelo solvente e a absorvancia lida a 562nm,
ap6s uma incubacao de 30 minutos, a 37°C. Com base nestes resultados as

amostras foram normalizadas em relagdo ao teor de proteina total.

2.2.11. Determinacao de AB4o por técnicas de ELISA

Os meios celulares e homogeneizados cerebrais foram analisados por
uma técnica de sandwich ELISA, optimizada para determinar a quantidade de
AB4o presente nestas amostras. O primeiro anticorpo (clone 6E10) especifico
para os residuos 1-17 do AB humano foi adsorvido durante 6 horas, a 4°C, em
placas de 96 pocos (Maxisorp, Nunc), numa concentracdao de 10ug.mlt em
tampao Na2CO3 55mM, pH 9,6. O bloqueio dos restantes locais de ligacao com
uma proteina inespecifica decorreu durante 1 hora a temperatura ambiente com
uma solucao contendo BSA (PBS; BSA 3%; Tween20 0,05%). Esta solugao foi
descartada e foram aplicadas 6 concentracoes diferentes de padrao de APB4o € as
amostras diluidas em tampao de bloqueio. No caso dos meios celulares, foram
diluidos 2x, enquanto a fraccao sollvel dos homogeneizados cerebrais foi diluida
5x. A fraccao insollvel necessitou de um tratamento prévio com tampao de
neutralizacao (Tris base 1M; NaH2PO4 0,5M), antes da diluicdo com tampao de
blogueio. As diferentes concentracoes de padrao utilizadas para a curva de
calibracao foram preparadas com uma solucao que mimetiza a composicao da
amostra, isto é, constituida por 50% de meio de cultura e 50% de tampao de
bloqueio ou 20% de tampao de homogeneizacao e 80% de tampao de bloqueio

para os meios celulares ou homogeneizados cerebrais, respectivamente. A cada
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um dos pocos foi adicionado o segundo anticorpo especifico para os residuos 31-
40 do AB humano (clone G2-10), conjugado com a enzima HRP. A placa foi
rapidamente agitada a temperatura ambiente e deixada a incubar a 4°C durante
a noite. No dia seguinte os pocos foram lavados repetidamente com PBS e
incubados com o substrato TMB, durante 20 minutos a temperatura ambiente. A
reaccao foi parada com HSOs 2M e a absorvancia lida a 450nm num
espectrofotometro PowerWave XS™ (Bio-Tek). Em cada placa, os valores de
concentracao de APB4o das amostras calcularam-se por interpolacao na curva de

calibracao obtida com os padroes.

2.2.12. Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado recorrendo ao programa
GraphPad Prism®. Os resultados foram expressos como as médias * erro padrao
da média do numero de experiéncias indicado. O significado estatistico foi
determinado utilizando uma analise de variancia simples (“one-way ANOVA”)
seguida do teste Dunnett’'s de comparacao multipla, que compara cada um dos
grupos de tratamento em relacao ao controlo. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p <0,05.
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3.1. Analise e Caracterizacao das

Amostras Vegetais

As plantas medicinais sao usadas desde a Antiguidade para o tratamento
das mais variadas patologias e representam uma fonte abundante de compostos
bioactivos. O interesse por produtos naturais, nomeadamente extractos vegetais,
tem vindo a aumentar com o aparecimento de varios problemas envolvendo a
seguranca e a farmacocinética de muitos dos compostos de origem sintética.
Além disso, os produtos vegetais sao ainda capazes de oferecer uma grande
diversidade de composicoes e constituintes que nao se encontram
comercialmente disponiveis e sao dificeis de obter sinteticamente.

Os 6leos essenciais produzidos por plantas aromaticas e obtidos pela sua
hidrodestilagao sao misturas complexas, por vezes com mais de uma centena de
compostos que, pela sua diversidade e caracteristicas fisico-quimicas, em
particular a hidrofobicidade e o baixo peso molecular (< 300Da), oferecem
elevada probabilidade de satisfazerem condigcdoes farmacocinéticas para se
assumirem como candidatos a prot6tipos ou agentes terapéuticos. Justifica-se,
por isso, o investimento no estudo das plantas aromaticas, enquanto fonte
desses compostos, e na caracterizacdo quimica dos OE com identificacdo e

quantificacao dos seus componentes.

3.1.1. Analise e identificacao de constituintes volateis maioritarios

Os 0leos escolhidos para o screening foram analisados por GC e por GC-

MS. Na tabela 2 indicam-se os constituintes maioritarios (> 2%) de cada amostra.
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Estdo representados 16 hidrocarbonetos monoterpénicos, 33 monoterpenos
oxigenados (alcoois, ésteres, éteres, cetonas e aldeidos), 5 hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, 7 sesquiterpenos oxigenados (em geral alcoois ou 6xidos) e 3
fenilpropandides. Entre os compostos minoritarios foram ainda identificados
compostos alifaticos e diterpendides, embora a maioria pertenca aos grupos

quimicos acima referidos.

Tabela 2. Constituintes maioritarios dos OE.

Compostos
Constituintes maioritarios (> 2%) identificados
(N) / Total (%)
Men_tha limoneno (5,4%); isomentona (10,6%); pulegona (74,8%) (16) /99,5
cervina
1,8-cineol (5,8%); mentona (9,8%); mentofurano (10,9%); neo-
Menth
ieefitzx mentol (4,0%); mentol (44,0%); neo-isomentol (2,9%); pulegona (29) /98,6
pip (2,4%); acetato mentilo (7,8%)
3,5-dimetileno-1,4,4-trimetilciclopenteno (2,1%); 1,8-cineol
(3,9%); linalol (2,7%); trans-a-necrodol (6,3%); teresantalol
(2,5%); 1,1,2,3-tetrametil-4-hidroximetil-2-ciclopenteno (2,4%);
Ing?elzgu,a 2,3,4,4-tetrametil-5-metilene-ciclopent-2-enona (6,1%); isémero (63)/91,3%
acetato necrodilo (2,5%); acetato trans-o-necrodilo (16,6%);
acetato lavandulilo (6,7%); acetato liratilo (4,9%); acetato cis-a-
necrodilo (2,3%); viridiflorol (3,6%)
Lavandula 1ig-céi;e.olb(9,0%i; i—[é—g/)c.irrleno_ (4,24%);I Iir;aécg/l .(46,5;%)))[; c?nfcl)_rla (39) /99,7
angustifolia (10,5%); borneol (4,5%); terpinen-4-ol (7,6%); acetato linalilo
(3,0%)
Lavandula ol [2.1%) canfora (30.8%) borneol (2.7%) scetate  (24)/95.0
stoechas (23,1%); linalol (2,1%); canfora (29,5%); borneol (2,7%); acetato
bornilo (3,8%)
Lavandula o-pineno (8,9%); canfeno (5,8%); B-pineno (3,9%); 1,8-cineol (36) /97,7
pedunculata (16,4%); fenchona (15,0%); linalol (3,9%); canfora (26,4%)
Lavandula a-pineno (2,1%); 1,8-cineol (23,2%); fenchona (13,5%); canfora (38) /97,7
sampaiana (42,9%)
Rosmarinus O(—piger\o (11,2%); canfer:)o.(324%); mirceno 0(3.2,(_)%); p—cimeonc? (31) /99,8
officinalis (3,8%); 1,8-cineol (13,7%); limoneno (6,6%); linalol (2,1%);
canfora (11,9%)
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Tabela 2. (continuacao)

Constituintes maioritarios (> 2%)

Compostos

identificados

(N) / Total (%)

f”pres.sus limoneno (25,2%); linalol (10,7%); iso-safrol (9,4%); safol (20 /94.9

usitanicus (12,1%); metileugenol (3,8%); elemol (18,3%); T-muurolol (2,9%)

pendula

é tl(%;zrr v a-pineno (76,4%); A-3-careno (2,7%) (40)/97,7

Juniperus a-pineno (32,5%); B-pineno (2,5%); mirceno (7,7%); a-felandreno

turbinata (3,1%), E-B-cimeno (4,9%); P-felandreno (26,1%); acetato o- (30)/98,6
terpinilo (11,4%)

Foeniculum a-pineno (4,0%); mirceno (4,2%); o-felandreno (19,3%); limoneno (17) /99,9

vulgare (7,7%); fenchona (16,1%); estragol (41,9%)

Rosmarinus a-pineno (11,2%); canfeno (3,4%); mirceno (32,0%); p-cimeno

officinalis (3,8%); 1,8-cineol (13,7%); limoneno (6,6%); linalol (2,1%); (31)/99,8
canfora (11,9%)

Chritmum a-pineno (2,1%); p-cimeno (7,1%); B-felandreno (8,0%); Z-B- 31) /98.3

maritimum ocimeno (5,2%); y-terpineno (48,7%); 6xido de metil timilo (6,3%); (31)/98,
dilapiol (13,8%)

Artemisia a-pineno (4,3%); B-pineno (21,3%); p-cimeno (2,6%); 5-3-careno 48) /89.0

chritmifolia (4,8%), E-ocimeno (8,6%); Z-3-ocimeno (2,7%); y-terpineno (6,3%); (48) /89,
germacreno D (4,1%); cadina-1,4-dieno (19,2%)

Seseli a-pineno (27,4%); canfeno (2,1%); sabineno (2,0%); B-pineno

tortuosum (16,0%); mirceno (3,0%); limoneno (10,0%); Z-B-ocimeno (8,0%); (27)/90,3
y-terpineno (9,3%)

] a-pineno (4,3%); canfeno (2,0%); B-pineno (10,9%); 1,8-cineol

Salvia (20,6%); P-tujona (18,4%); a-tujona (3,2%); canfora (3,2%);  (30)/97,0

officinalis borneol (8,2%); trans-p-cariofileno (3,8%); o-humuleno (5,1%);
viridiflorol (10,3%)

Cammelia a-pineno (3,1%); a-terpineno (9,4%); p-cimeno (7,0%); 1,8-cineol 28)/98.0

sinensis (5,5%); y-terpineno (17,7%); a-terpinoleno (3,9%); terpineno-4-ol (28)/ 98,
(35,2%)

Thymbra p-cimeno (5,5%); y-terpineno (3,6%); linalol (2,8%); carvacrol (28) /98,1

capitata (74,6%); E-cariofileno (3,9%)

Origanum mirceno (2,4%); p-cimeno (7,4%), y-terpineno (7,9%); timol (2,1%); (28) /99,3

virens carvacrol (68,2%)

Origanum p-cimeno (11,3%); linalol (3,7%); carvacrol (73,0%), E-cariofileno (21) /99,1

vulgare (2,4%)
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Tabela 2. (continuacao)

Compostos
Constituintes maioritarios (> 2%) identificados
(N) / Total (%)
Thymus a-pineno (3,6%); sabineno (3,7%); B-pineno (5,3%); mirceno od) /97 7
mastichina (2,0%); 1,8-cineol (64,6%); limoneno (5,0%); acetato a-terpinilo (24) /97,
(5,0%)
Thymus a-pineno (4,5%); canfeno (6,5%), sabineno (3,0%); B-pineno (28) /97,9
capitellatus (2,0%); 1,8-cineol (58,6%); borneol (10,0%)
Thymus p-cimeno (11,7%); y-terpineno (3,2%); linalol (2,2%); carvacrol (29) /98,1
vulgaris (70,3%); E-cariofileno (2,9%)
o mirceno (3,4%); A-3-careno (4,3%); p-cimeno (16,9%); 1,8-cineol
Lippia (6,6%); trans-hidrato sabineno (2,3%); linalol (5,4%), o-terpineol (46) /90,3
graveolens (3,6%); timol (19,8%), E-cariofileno (2,4%); o6xido cariofileno
(5,7%)
6-metil-5-hepten-2-ona (3,4%); limoneno (8,9%); neral (10,6%);
Lippia geranial (14,3%), ar-curcumeno (9,4%), nerolidol (2,5%), (75) /97,7
citriodora germacreno D-4-ol (4,1%), espatulenol (6,1%), 6xido cariofileno
(5,4%)

Muitos constituintes sdo comuns a varios 6leos, apesar de ocorrerem em
concentracoes distintas. Sao exemplos hidrocarbonetos como o0 a-pineno,
limoneno ou p-cimeno, ou 0s monoterpenos oxigenados 1,8-cineol, linalol ou 4-
terpineol. Sao também comuns algumas cetonas monoterpénicas,
particularmente a canfora, a mentona, a fenchona e as tujonas. Menos
abundantes mas igualmente comuns a varios 0leos sao 0s sesquiterpenos
cariofileno ou o respectivo 6xido, bem como o viridiflorol.

O OE de Lavandula luisieri destaca-se por possuir na composicao
componentes exclusivos e de rara ocorréncia, nao detectados em mais nenhum

dos restantes 6leos, mesmo nos de outras espécies do género Lavandula.
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O OE de L. luisieri inibe a actividade da BACE-1 = E—

4.1. Expressao e Purificacao de

BACE-1 Recombinante

A BACE-1 é expressa na maioria dos tecidos humanos, mas € no cérebro,
particularmente nas células neuronais, que 0s seus niveis de expressao e
actividade sao mais elevados. Para a realizacao de ensaios de inibicao em larga
escala com a proteina humana purificada é necessario uma grande quantidade
da mesma, o que é dificil de obter a partir da sua fonte natural mais abundante,
o cérebro humano. Com as novas técnicas de producao de proteina
recombinante é possivel ultrapassar esta dificuldade, obtendo-se a proteina num

elevado grau de pureza, rapidamente disponivel para screening em larga escala.

4.11. Expressao em E. coli e purificacao de proBACE-1

recombinante

Para obter a proteina recombinante, o cDNA que codifica 0 dominio
proteolitico solUvel da BACE-1 foi subclonado no vector de expressao pET11 e
introduzido em E. coli, estirpe BL21 star. Para remover os agregados de proteina
ou em estados de refolding incorrectos, procedeu-se a uma cromatografia de
exclusao em Sephacryl S-300 (Figura 11a), seguida de duas cromatografias de
troca idnica, primeiro em High Q (Figura 11b) e finalmente em Mono Q (Figura
11c). As varias fraccoes recolhidas foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 11d),

onde se revelou a presenga de uma banda maioritaria com peso molecular
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aproximado de 50KDa, tal como o esperado para a proteina recombinante
produzida
Em média, em cada uma das purificacoes foi possivel obter cerca de 4mg

de proBACE-1 recombinante, com actividade proteolitica.

Figura 11 (pagina seguinte). Cromatografias de exclusdo molecular e troca idnica e anélise
electroforética por SDS-PAGE da proBACE-1 recombinante. a) Cromatografia de exclusao
molecular em Sephacryl S-300, equilibrada e eluida com tampao 20mM Tris; 0,4M ureia, pH
8,0. As fraccoes 34-38 (segundo pico), correspondentes a proteina ndo agregada foram entao
submetidas a uma cromatografia de troca iénica em High Q. b) Cromatografia de troca idnica
em High Q equilibrada com tampdo 20mM Tris; 0,4M ureia, pH 8,0 e eluida com um
gradiente linear de NaCl. A proteina eluida na fracgdo 7, correspondente ao pico mais
abundante deste cromatograma, foi entao diluida no tampao de equilibrio e submetida a uma
cromatografia em Mono Q. ¢) Cromatografia de troca i6nica em Mono Q equilibrada com
tampao 20mM Tris; 0,4M ureia, pH 8,0 e eluida com um gradiente linear de NaCl. As fraccoes
obtidas desta Udltima cromatografia (14-17), que correspondem a proteina recombinante
purificada, foram concentradas e analisadas por SDS-PAGE e por ensaios de actividade
enzimatica com um substrato fluorogénico. d) Analise por SDS-PAGE das fracgdes recolhidas
das cromatografias em High Q (HQ) e Mono Q (MQ). Em todas as fracc¢oes € visivel uma banda
maioritaria a cerca de 50 KDa. Os numeros das fraccoes no gel correspondem aos nimeros
dos respectivos cromatogramas. Gel 12% corado com Comassie. Padrdao pré-corado da

BioRad.
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Apo6s purificacao e quantificacdo, a proteina recombinante obtida foi

entao caracterizada em termos da sua activacao e actividade proteolitica.
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4.1.2. Caracterizacao da actividade enzimatica

Os ensaios de avaliagao e caracterizagao da actividade enzimatica da
proteina recombinante obtida foram realizados com recurso a um substrato
fluorogénico. Este peptideo, com a sequéncia (MCA)Ser-Glu-Val-Asn-Leu-Asp-Ala-
Glu-Phe-Lys(DNP), contém o local de clivagem encontrado na variante sueca do
APP, associado ao aparecimento precoce da doenca de Alzheimer

. A semelhanca do que acontece para as outras proteases asparticas,
os valores de pH 6ptimo para a BACE-1 situam-se entre 3,5 e 4,5
, motivo pelo qual todos os ensaios foram conduzidos utilizando como

tampao de ensaio uma solucao 100mM de acetato de sédio, a pH 4,5.

A proBACE-1 recombinante possui actividade proteolitica devido a
presenca de uma conformacao aberta do precursor no qual o segmento pro é
deslocado do local activo, expondo a fenda catalitica. Para o substrato utilizado e
nas condicoes experimentais anteriormente descritas foi possivel determinar o
valor de 4,51uM para a constante de Michaelis-Menten (Kn), em concordancia
com o gue se encontra referenciado na literatura (Figura
12). Para a determinacao das constantes de inibicao, e uma vez que a BACE-1,
ao contrario das restantes proteases da sua classe, é relativamente insensivel a
inibicao pela pepstatina, foi utilizado o inibidor comercial P10-P4’ Stat-Val. Este
inibidor consiste num peptideo analogo do substrato, com a sequéncia Lys-Thr-
Glu-Glu-lle-Ser-Glu-Val-Asn-(stat)-Val-Ala-Glu-Phe, onde os residuos da posicao P1-
P1’ foram substituidos por uma estatina e valina, respectivamente. A enzima foi
testada com diferentes concentracoes de inibidor, observando-se que toda a
proBACE-1 testada se encontrava activa, ligando o inibidor numa estequiometria
de 1:1.
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Figura 12. Caracterizagdo da actividade enzimatica da proBACE-1 recombinante.
Determinacao da constante de Michaelis-Menten (Km). As condigoes do ensaio incluiram uma
concentragao de proteina de 1uM, numa gama de concentragdes de substrato de 3 a 12uM.
A velocidade inicial (Vo) foi calculada pelo declive inicial da recta do aumento de fluorescéncia
resultante da clivagem do substrato ao longo do tempo, em unidades arbitrarias de

fluorescéncia (RFU).

Ao contrario do que acontece com a maioria das proteases da sua classe,
0 processamento proteolitico da proBACE-1 nao parece ser autocatalitico,
despoletado pelo abaixamento de pH, necessitando de uma outra protease para
a clivagem do segmento pré . Nos ensaios realizados, a
protease utilizada para o teste in vitro das condicdes de activacao foi a
clostripaina, numa concentracao de trabalho de 0,36954pmol.ult em tampao de
activacao 100mM Tris-HCI pH 8,0, 8mM DTT, 20mM CaCl.. A proBACE-1 foi entao
incubada com a clostripaina, numa razao enzima:substrato de 1:800, durante 3h
a 37°C. Foram retiradas amostras em diferentes tempos de incubacao, e a
actividade da BACE-1 medida apds inibicao da clostripaina com TLCK. Os ensaios
de actividade revelaram um aumento maximo de cerca de 2x em relagao a forma

pré, para tempos de digestao de 10 - 15 minutos (Figura 13a), o que esta de
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acordo com os resultados publicados . A analise por SDS-
PAGE mostra a digestao da proBACE-1 com o aparecimento de bandas proteicas
de peso molecular inferior (Figura 13b), sendo que o decréscimo de actividade
observado nos tempos mais longos de digestao pode resultar da clivagem de

ligacoes peptidicas na prépria enzima madura.
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Figura 13. Activagdo da proBACE-1 com clostripaina. a) Variacdo da actividade enzimatica
com o tempo de digestao. Foram retiradas aliquotas em diferentes tempos (de O’ a 180’) e a
actividade medida com o substrato fluorogénico, a pH 4,5 b) Analise por SDS-PAGE das
amostras recolhidas a diferentes tempos de digestao. Gel 12% corado com Comassie. Padrao

pré-corado da BioRad.

O conjunto dos resultados atras descritos mostra claramente que as duas
formas da BACE-1 recombinante tém propriedades enzimaticas semelhantes as
descritas na literatura, podendo ser utilizadas nos ensaios de inibicdo com 0s

oleos essenciais.
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4.2. Efeito dos Oleos Essenciais na

Actividade Enzimatica

Tradicionalmente, os compostos activos podem ser desenvolvidos por
estratégias fundamentadas no design racional de farmacos ou resultantes de
estratégias de screening de um elevado nimero de moléculas, sejam elas
naturais ou obtidas por sintese quimica.

A diversidade estrutural encontrada no reino vegetal oferece uma grande
variedade de compostos bioactivos. Entre estes encontram-se numerosos
exemplos de inibidores enzimaticos, incluindo de proteases como a do HIV

, catepsina D e SAPs

. Estes e muitos outros casos de sucesso de inibidores

naturais, juntamente com o potencial terapéutico e a aplicabilidade dos 6leos
essenciais a screenings em larga escala, sugerem a possibilidade de, desta
forma, encontrar moléculas com potencial inibitério da BACE-1. Com esse
objectivo, foi avaliada a actividade inibitéria de dezenas de OE na enzima

recombinante.

4.2.1. Avaliacao do potencial inibitério dos Oleos Essenciais

No estudo inicial foram testados em ensaios individuais de actividade

com a proBACE-1 recombinante, cerca de 50 6leos essenciais diferentes, alguns

constituidos por mais de uma centena de compostos de baixo peso molecular.
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Todas as amostras foram diluidas em DMSO para uma concentracao de
90ug.ml1, e incubadas com a enzima durante 10 minutos, a 37°C, antes da
leitura da actividade. A esta concentracao, o 6leo essencial de Lavandula luisieri
inibiu a actividade da proBACE-1 em aproximadamente 50%, sendo a mais activa

das amostras testadas (Figura 14).
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Figura 14. Screening inicial com proBACE-1. Efeito de alguns dos 6leos essenciais testados
na actividade da proBACE-1 recombinante (1uM). Os o6leos foram testados numa
concentracdo de 90ug.mli, a actividade enzimatica medida com 3uM do substrato
fluorogénico, a 37°C e expressa como percentagem em relagcdo ao controlo. Os controlos
foram ensaiados utilizando o mesmo solvente dos 6leos. As barras representam as médias +
E.P.M de, pelo menos, duas experiéncias independentes. Encontram-se aqui representados
os oOleos de Salvia officinalis (Sal 905), Mentha cervina (Men 942), M. x piperita (Men 1024),
Origanum virens (Ori 950), O. vulgare (Ori 1046), Lavandula luisieri (Lav 894), L. angustifolia
(Lav 1001), Thymus mastichina (Thy 1041), T. capitellatus (Thy 1043), T. zygis subsp. vulgaris
(Thy 1047), T. vulgaris (Thy 1049), Cupressus lusitanicus subsp. pendula (Cup 1026), C.
sempervirens (Cup 1028), C. lusitanicus subsp. lusitanicus (Cup 1030), Juniperus oxycedrus
(Jup 1039), Lippia citriadora (Lip 1020), L. graveolens (Lip 732), Foeniculum vulgare (Foe
1022), Rosmarinus officinalis (Ros 832), Helichrysum stoechas (Hel 1051), Seseli tortuosum

(Ses 1067), Chritmum maritimum (Chr 1063) e Artemisia crithmifolia (Art 1064).
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4.2.2. Inibicao da BACE-1 pelo OE de Lavandula luisieri

0 6leo essencial de Lavandula luisieri apresentou a maior inibicdo entre
todos os Oleos testados. Para confirmar estes resultados, os ensaios foram
repetidos com outras amostras de 6leos da mesma espécie, colhidas em alturas
e locais diferentes e com pequenas variagcdes na proporcao dos componentes
maioritarios. Para as mesmas condicoes experimentais, as novas amostras
também apresentaram a capacidade de inibir a proBACE-1, numa percentagem

semelhante a reportada para a primeira amostra (Figura 15a).

Para melhor caracterizar a inibicao pelo OE de L. luisieri e avaliar a
dependéncia da dose, foi realizado um ensaio para a determinagao do ICso. Nas
mesmas concentracoes de enzima (1uM) e substrato (3uM) utilizadas para os
ensaios de screening e numa gama de concentracoes do OE de 1 a 1000ug.ml4,

0 ICso determinado foi de 121,5ug.ml1 (Figura 15b).




== Capitulo 4

a) b}
1o 1664
2 2
[~ =
B
g T s L S e E 75 H:Sil - 121'5“g_m|-‘|
L =1
s _ g
£ L]/ E— = o § -
E £
L ]
= =
E 28] . s 4 = 25
= = 5
Ll P =t F et ¥ — & : : : :
- . . S *+ ¥ow o8 1.1 1.8 23 28
Amostras Lavandula luisier, 90pg ml” Log [OE L. luisieri] pg.mi™

Figura 15. Inibicdo da proBACE-1 pelo 6leo essencial de Lavandula luisieri. a) Efeito de
diferentes amostras de 6leos essenciais de L. luisieri colhidos em diferentes épocas e locais.
Todos os 6leos foram testados numa concentragao de 90ug.mlt, em DMSO, apdés uma
incubacao de 10 minutos a 37°C. A actividade da proBACE-1 (1uM) na presenga e auséncia
dos 6leos em teste foi medida com o substrato fluorogénico (3uM) e expressa como
percentagem relativamente ao controlo. Os nimeros e letras utilizados para representar os
diferentes 6leos sdo os correspondentes a identificacdo das amostras no laboratério de
origem. b) Inibicdo dependente da dose do OE de Lavandula luisieri. Este ensaio foi realizado
nas mesmas condi¢cdes experimentais do anterior e o ICso determinado pela equagado da

curva sigmoidal dose-resposta.
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4.3. Estudo da actividade do OE de

L. luisieri em Linhas Celulares

Geralmente, durante o processo de optimizacao de um potencial inibidor,
e apOs a realizacao dos testes enzimaticos in vitro, segue-se uma etapa de
ensaios celulares. Existem varias razoes para que assim seja, sendo que uma
das principais se prende com a avaliacao da capacidade do inibidor, quando
doseado na concentracao apropriada, alcancar o efeito celular desejado. No caso
da BACE-1, o efeito terapéutico pretendido sera a diminui¢cao da produgao de A3,
mas igualmente importante, uma vez que este alvo é intracelular, € avaliar a
entrada do composto na célula e a ligacao a enzima, uma vez no seu interior. Os
ensaios celulares sao também utilizados para comprovar 0s resultados
preliminares do screening enzimatico, uma vez que muitos deles estao sujeitos a
artefactos, podendo originar falsos positivos. Um exemplo desta situacao ocorre
precisamente nos ensaios fluorogénicos, onde a absorcao de luz ou a emissao de
fluorescéncia pelos compostos testados pode constituir uma fonte de erro
potencial. Finalmente, e ndo menos importante, € a possibilidade que os
sistemas celulares oferecem de avaliar a toxicidade das moléculas testadas, nas

concentracoes inibitorias.

Para testar o 6leo e eventuais compostos sinalizados foram seleccionadas
duas linhas celulares, uma derivada de células de ovario de hamster chinés
(CHO) e outra de um neuroblastoma humano (SHSY5Y), ambas transfectadas de
forma estavel com a sequéncia de DNA que codifica o APP wild type, o precursor

do peptideo B-amiléide. A sobreexpressao do APP e a accao da f- e y-secretase
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endogenas levam a que estas células produzam e secretem AB em quantidades

facilmente mensuraveis.

4.3.1. 0 OE de L. luisieri diminui a producao de Aj} intracelular

A primeira avaliacao da actividade celular do 6leo essencial de Lavandula
luisieri foi efectuada em células CHO transfectadas com APPwt (CHO-APPwt). O
controlo da producao do peptideo B-amildide por estas células foi realizado por
comparagao com a mesma linha celular transfectada com o vector vazio, que nao

produziu niveis mensuraveis de AB.

Para os ensaios de inibicdo, as células foram plagueadas em placas de 6
pocos, com uma densidade de 1x106 células/poco. Apds atingirem a confluéncia
e aderéncia desejadas, as células foram incubadas durante 6h com meio fresco
contendo diferentes concentracées do 6leo essencial, numa gama de 10 a
180ug.ml, ou o veiculo nas condigcoes controlo. A analise destes meios por ELISA
para a determinacao dos niveis de ABso permitiu calcular o ECso, 0 equivalente
celular ou animal ao ICsp, que corresponde a concentragao capaz de produzir

50% do efeito em estudo. O valor determinado foi de 86,2ug.mit (Figura 16).
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Figura 16. Inibicdo dependente da dose do OE de Lavandula luisieri em células CHO-APPwt.
As células foram incubadas com diferentes concentracdes de OE, em DMSO, durante 6h a
37°C, 5% CO2. O AB4o secretado nas diferentes condi¢oes foi medido por sandwich ELISA e
expresso como percentagem relativamente ao controlo. O ECso foi determinado pela equacao

da curva sigmoidal dose-resposta.
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5.1. Oleo Essencial de

Lavandula luisieri

Lavandula luisieri (Rozeira) Riv. Mart. € uma espécie aromatica endémica
da Peninsula lbérica (Figura 17), encontrando-se particularmente na regiao
sudoeste, razao pela qual é relativamente comum em Portugal (Sanz et al.,
2004). Morfologicamente semelhante a outras espécies do género Lavandula,
nomeadamente L. pedunculata, apresenta-se com habito arbustivo, de pequeno
porte e floresce no inicio da Primavera com espigas constituidas por pequenas
flores labiadas de cor violeta, envolvidas e encimadas por bracteas do mesmo

tom (Garcia-Vallejo, 1992).

Figura 17. Lavandula luisieri, Algarve - 2003 (adaptado de Head, 2005).

Apesar desta semelhanca morfolégica que, por vezes, torna dificil o seu
reconhecimento e colheita, as diferencas encontradas na composicao do seu OE
consideram-se distintivas para esta espécie.
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5.1.1. Composicao do oleo de L. luisieri

O 6leo essencial de L. luisieri € um liquido a temperatura ambiente com
coloracao ambar forte e um aroma ligeiramente canforado e frutado

. A bibliografia cientifica descreve uma composicao

complexa (Figura 18), com a presenca de compostos com estrutura

monoterpendide irregular, com nucleo ciclopentanico penta-substituido, até hoje

nao encontrado em mais nenhuma espécie vegetal.
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Figura 18. Cromatograma do OE de Lavandula luisieri. Os picos com maior area
correspondem, por ordem crescente de tempo de retencao, aos compostos 3,5-dimetileno-
1,4,4-trimetilciclopenteno, a-pineno, 1,8-cineol, trans-o-necrodol e 2,3,4,4-tetrametil-5-
metileno-ciclopent-2-enona, acetato de trans-a-necrodilo, acetato de lavandulilo e acetato de
liratilo. Sao ainda relevantes dois picos, na porcao final do cromatograma, correspondentes a
componentes ainda nao identificados. (Cromatograma de corrente idnica total obtido em
cromatografo Hewlett Packard 6890 acoplado a detector de massa Hewlett Packard 5973 e

equipado com uma coluna capilar HP1).
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Na realidade, alguns destes compostos apenas se encontram noutro
organismo vivo, onde foram descobertos pela primeira vez, nomeadamente na
secrecao defensiva libertada por uma espécie de escaravelho necréfago da
América do Sul, o Necrodes surinamensis . Devido a esta
primeira fonte conhecida, o nlcleo e respectivos compostos derivados sao

designados por necrodanos.

A combinacao de técnicas de cromatografia gas-liquido de alta resolugao,
com determinacao de indices de retencao para diferentes fases estacionarias, e
de cromatografia gas-liquido acoplada com espectrometria de massa, bem como
a utilizacao de bases de dados do laboratério e da bibliografia, permitiram
elucidar mais de 80% da composicao do 6leo essencial de L. luisieri. Dado o
potencial interesse deste 6leo, conforme os resultados dos ensaios de screening,
foram ainda analisadas diferentes amostras de OE desta espécie, obtidos de

plantas colhidas em diferentes locais e datas (Tabela 3).

Tabela 3 (paginas seguintes). Composicao de varios OE de Lavandula luisieri provenientes de
diferentes locais e datas de colheita. O nome atribuido as amostras corresponde a
identificacdo atribuida na base de dados do laboratério de Farmacognosia. 894 (Serro
Ventoso/2003); 890 (Centro/2003); 893 (Serro Ventoso/2003); 896 (Centro/2003); G
(Roxo/2005); J (Serta/2005); K (Piédao/2003); L (Penela/2005).
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IR IR Percentagem de Identificacdo
Composto ’ ,
apoiar- polar gg94 890 893 896 G J K L
3,5-dimetileno-1,4,4-
trimetilciclopenteno 928 1126 2,1 3,0 0,6 1,2 3,8 3,2 2,8 3,2
o-Pineno 931 1031 1,8 1,0 0,2 2,3 2,0 2,0 1,2 1,4
1,8-Cineol 1019 1213 3,9 3,1 1,5 189 105 1,1 3,8 1,8
3,4,4-Trimetil-2-ciclohexanona 1052 1446 1,4 0,9 0,8 1,2 1,2 0,3 1,2 0,7
cis-Oxido de linalol ( THP) 1055 1438 1,4 0,8 0,4 0,8 0,9 0,4 0,2
trans-Oxido linalol (THF) 1069 1466 1,1 0,5 0,2 0,5 0,5 0,2 0,3
Linalol 1081 1542 2,7 1,1 1,6 3,1 3,2 1,8 1,6 2,0
Canfora 1117 1513 1,8 0,8 0,6 0,9 1,5 0,4 1,4 0,7
3,4,5,5-Tetrametil-1,3-
ciclopentadienocarboxaldeido 1125 1548 1.2 15 0.7 0.7 0.6 0.9 0.9 0.9
trans-a-Necrodol 1130 1660 6,3 6,6 7,2 8,9 8,8 3,5 6,4 8,8
C10H160* 1145 1769 2,5 2,9 2,5 1,4 1,9 1,8 1,6 1,6
Lavandulol 1147 1671 0,6 0,6 0,3 0,5 0,4 0,3
1,1,2,3-Tetrametil-4-hidroximetil-
2-ciclopenteno 1154 1715 2,4 2,7 2,4 2,6 2,1 1,0 2,0 2,1
2,3,4,4-Tetrametil-5-metileno- 1160 1643 61 82 42 28 33 25 36 27
ciclopent-2-enona
Isémero acetato necrodilo 1259 1600 2,5 1,9 2,3 2,3 1,9 1,2 1,6 1,8
Acetato trans-a-necrodilo 1268 1591 16,6 144 194 195 16,1 12,0 135 158
Acetato lavandulilo 1271 1603 6,7 5,9 6,5 7,2 57 4,5 4,8 4,4
Acetato liratilo 1271 1653 49 46 32 25 29 41 21 32
Acetato cis-a-necrodilo 1283 1612 2,3 1,2 1,5 1,4 1,2 0,9 1,1 1,6
Acetato nerilo 1342 1720 0,9 0,9 1,1 1,6 0,7 0,8 0,6 0,9
epi-Cubebol 1478 1875 0,6 0,2 0,8 0,3 0,3 0,7 0,5 0,3
a-Selineno 1484 1708 0,7 0,4 0,2 0,2 0,8 1,0 0,9
Cubebol 1500 1927 0,4 0,2 0,8 0,3 0,3 0,6 0,6 0,9
&Cadineno 1509 1749 0,9 0,9 0,7 0,4 0,9 2,2 1,7 2,1
Selina 3,7(11)-dieno 1530 1769 0,6 0,7 0,6 0,9 1,8 1,7 1,8
*Composicao elementar obtida pelo espectro de massa
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Tabela 3. (continuacgao)

IR IR Percentagem de Identificacao
Composto
apolar  polar g9, 890 893 896 G J K L

a-Copaen-8-ol 1542 2074 0,7 0,9 0,8 0,5 0,7 2,4 1,3 2,6
Oxido cariofileno 1560 1966 0,8 0,7 0,9 0,4 0,5 0,9 0,6 1,0
Viridiflorol 1572 2068 36 34 33 12 23 51 35 40
Ledol 1584 2012 07 10 08 04 05 13 - 11
1-epi-Cubenol 1609 2049 0,6 1,1 0,6 0,2 0,3 0,8 0,6 0,5
o-Cadinol 1630 2216 0,5 - 1,6 - 0,3 - 0,8 2,5

14-norcadin-5-en-4-ona

(Isbmero) 1650 2264 0,5 0,2 0,4 0,2 - 0,2 1,1 0,6

Entre o0s componentes mais abundantes encontram-se seis
monoterpenos irregulares, os alcoois trans-a-necrodol (1) e 1,1,2,3-tetrametil-4-
hidroximetil-2-ciclopenteno (2), a cetona 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-
2-enona (3), os ésteres acetato de cis-a-necrodilo (4) e acetato de trans-o-
necrodilo (5) e o aldeido 3,4,5,5-tetrametil-1,3-ciclopentadienocarboxaldeido (6).
As respectivas identificacdes fundamentaram-se nos dados apresentados na
tabela 4.

Tabela 4 (paginas seguintes). Identificacdo e parametros cromatograficos dos terpenéides de
nicleo necrodano mais abundantes do OE de L. luisieri. Estao representados, para cada
composto, os dados laboratoriais de indices de retencdo em coluna SPB-1 (apolar) e SPB-Wax
(polar) e o respectivo espectro de massa, assim como a informacao referenciada na

bibliografia.
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Tabela 4. (continuacgao)
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Tabela 4. (continuacgao)
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Tabela 4. (continuacgao)
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Tabela 4. (continuacgao)
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Além destes compostos, este OE apresenta concentracoes significativas
de 1,8-cineol (7) (Figura 19), viridiflorol (8) (Figura 20), acetato de lavandulilo (9)
e lavandulol (10) (Figura 21) e linalol (11) (Figura 22). A elevada abundéancia
relativa de ésteres e a quase auséncia de canfora e fenchona sao outras das

caracteristicas peculiares do 6leo de Lavandula luisieri
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Figura 19. Espectro de massa (70 eV) e estrutura quimica do 1,8-cineol.
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Figura 20. Espectro de massa (70 eV) e estrutura quimica do viridiflorol.
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5.1.2. Fraccionamento do OE

A complexidade geral destes Oleos dificultou a identificacdo de
constituintes minoritarios, sobretudo os compostos pouco comuns de nucleo
necrodano. O fraccionamento do 6leo essencial por cromatografia preparativa em
coluna, e ulterior isolamento de alguns compostos por cromatografia em camada
fina, para além de indispensavel para o esclarecimento da actividade biolégica,

contribuiu decisivamente para a elucidacao de algumas estruturas.

No fraccionamento em coluna, o gradiente de polaridade das fases
moveis utilizadas permitiu a obtencao sequencial de fracgdes enriquecidas em
compostos com a mesma fungdo quimica. Por eluicdo com n-pentano, isolaram-
se fraccoes enriquecidas em  hidrocarbonetos  monoterpénicos e
sesquiterpénicos, que representavam uma elevada percentagem da composicao
total. As eluicbes ulteriores foram realizadas com fases binarias de n-pentano /
éter dietilico em gradiente descontinuo de polaridade, por incremento da
percentagem de éter dietilico, permitindo a recuperagao sequencial de fracgoes,
maioritariamente constituidas por ésteres, Oxidos, aldeidos e cetonas e,

finalmente, alcoois (Tabela 5).

Tabela 5 (paginas seguintes). Composi¢cao das fracgdes do OE de Lavandula luisieri. As
diferentes fraccoes foram eluidas com diferentes misturas de n-pentano:éter, encontrando-se
apenas representadas as de composicao quimica distinta e caracterizadas por um composto

maioritario diferente, razao pela qual a numeracao das fracgdes nao é sequencial.
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Fraccdo IR apolar IR polar Composto %
928 1127 3,5-dimetileno-1,4,4-trimetilciclopenteno 12,4
#1.1 930 1028  o-Pineno 12,9
943 1073 Canfeno 0,7
970 1115 B-Pineno 3,5
980 1159 Mirceno 0,7
1006 1151 A-3-Careno 5,2
1009 1268 o-Cimeno 0,5
1012 1271 p-Cimeno 1,3
1020 1203 Limoneno 3,0
1024 1231 E-B-Ocimeno 1,6
1361 1476 Ciclosativeno 2,0
1371 1489 a-Copaeno 2,2
1410 1588 E-cariofileno 3,9
1450 1634 Aloaromadendreno 1,2
1467 1697 Germacreno D 0,6
1473 1712 B-Selineno 2,9
1483 1706 a-Selineno 3,5
1487 1720 a-Muuroleno 0,8
1499 1747 y-Cadineno 2,4
1502 1822 cis-Calameleno 3,4
1509 1747 3-Cadineno 6,7
1521 1903 a-Calacoreno 1,3
1530 1767 Selina-3,7(11)-dieno 4,5
1081 1391 Nonanal 0,7
#2.2 1104 1486  o-Canfolenal 0,5
1239 1554 Acetato linalilo 0,4
1259 1598 Isémero do acetato necrodilo 1,9
1269 1590 Acetato trans-a-necrodilo 55,5
1272 1601 Acetato lavandulilo 14,2
1272 1651 Acetato liratilo 0,8
1283 1610 Acetato cis-o-necrodilo 5,8
1342 1718 Acetato nerilo 1,2
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Fraccdo IR apolar IR polar Composto %
999 1324 4-Propil-4-ciclopenten-1,3-diona 1,5
#2.4 1020 1213 1,8Cineol 52,4
1127 1545 3,4,5,5-Tetrametil-1,3-ciclopentadienocarboxaldeido 0,3
1136 1562 Pinocarvona 1,4
1166 1620 Mirtenal 0,5
1259 1598 Isémero acetato necrodilo 2,2
1267 1588 Acetato trans-a-necrodilo 2,9
1271 1601 Acetato lavandulilo 2,2
1271 1652 Acetato liratilo 5,4
1342 1719 Acetato nerilo 0,2
1359 - trans-B-Damascenona 1,0
1622 2043 Cubenol 1,9
1054 1444 3,4,4-Trimetil-2-ciclohexanona 14,4
#2.9 1083 1540  Linalol 0,6
1119 1511 Cénfora 1,4
1159 1593 4-Terpineol 1,3
1541 2074 a-Copaen-8-ol 1,9
1560 1966 Oxido cariofileno 15
1595 2045 1,10-di-epi-Cubenol 34,8
1607 2050 epi-Cubenol 12,3
1618 - B-Copaen-4-a-ol 1,0
1084 1541 Linalol 37,9
#3.1 1106 1572 Nopinona 0,6
1121 1645 trans-Pinocarveol 1,9
1161 1642 2,3,4,4-Tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona 28,6
1220 1703 Oxido trans-Piperitona 0,5
1571 2068 Viridiflorol 2,2
1584 2013 Ledol 4,5
1606 - 1-epi-Cubenol 0,2
1617 2262 B-Copaen-4-a-ol 3,9
1617 2172 t-Muurolol 0,4
1617 2157 t-Cadinol 6,1
1715 - a-Ciperona 0,6
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Tabela 5. (continuacgao)

Fraccéo IR apolar IR polar Composto %
1083 1539 Linalol 2,2

#3.2 1123 1645  cis-Verbenol 0,3
1131 1657 trans-o-Necrodol 23,9
1148 1668 Lavandulol 4,2
1160 1641 2,3,4,4-Tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona 3,9
1480 1875 epi-Cubebol 2,0
1554 2108 Espatulenol 0,9
1572 2069 Viridiflorol 32,2
1584 2013 Ledol 4,7
1618 2261 B-Copaen-4-a-ol 0,9
1618 2156 t-Cadinol 2,4
1618 2172 t-Muurolol 4,4
1133 1658 trans-o-Necrodol 87,1

#3.3 1147 1698  Borneol 0,4
1148 1668 Lavandulol 0,6
1155 1712 1,1,2,3-Tetrametil-4-hidroximetil-2-ciclopenteno 0,8
1161 - 2,3,4,4-Tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona 0,8
1500 1926 Cubebol 1,3
1572 2068 Viridiflorol 2,4
1056 1436 cis-Oxido linalol (THP) 6,8

#3.4 1086 1530  2,3,4,5-Tetrametil-2-ciclopenten-1-ona 0,9
1132 1658 trans-o-Necrodol 331
1139 - Isopulegol 1,4
1146 1767 C10H160* 2,3
1148 1668 Lavandulol 0,6
1155 1713 1,1,2,3-Tetrametil-4-hidroximetil-2-ciclopenteno 18,2
1158 1840 p-Cimen-8-ol 1,8
1170 1689 a-Terpineol 0,5
1177 1781 Mirtenol 0,9
1196 1825 trans-Carveol 0,5
1572 2068 Viridiflorol 1,2
1625 2212 B-Eudesmol 0,5
1650 2266 14-norcadin-5-en-4-ona (Isémero) 18,3
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Fraccdo IR apolar IR polar Composto %
1056 1436 cis-Oxido linalol (THP) 57
#3.5 1071 1464 trans-Oxido linalol (THF) 4,2
1086 1530 2,3,4,5-Tetrametil-2-ciclopenten-1-ona 3,6
1131 1657 trans-a-Necrodol 2,1
1144 1720 p-Menta-1,5-dien-8-ol 1,5
1146 1767 C10H160* 22,0
1155 1712 1,1,2,3-Tetrametil-4-hidroximetil-2-ciclopenteno 24,2
1158 1840 p-Cimen-8-ol 5,6
1170 1687 a-Terpineol 49
1178 1695 Verbenona 4,4
1622 2184 a-Muurolol 0,8
1625 2212 B-Eudesmol 0,4
1631 2216 a-Cadinol 6,0
1650 2266 14-norcadin-5-en-4-ona (Isbmero) 6,2
1070 1464 trans-Oxido linalol (THF) 12,6
#3.6 1086 1530  2,3,4,5-Tetrametil-2-ciclopenten-1-ona 1,9
1126 1668 trans-Verbenol 1,8
1131 1657 trans-a-Necrodol 0,8
1146 1768 C10H160* 33,7
1155 1713 1,1,2,3-Tetrametil-4-hidroximetil-2-ciclopenteno 5,6
1158 1840 p-Cimen-8-ol 1,6
1170 1687 a-Terpineol 7,1
1177 1695 Verbenona 5,4
1565 2059 Globulol 1,2
1621 2184 a-Muurolol 2,3
1630 2216  a-Cadinol 18,4
1071 1464 trans-Oxido linalol (THF) 5,5
#3.7 1127 1667  trans-Verbenol 10,1
1145 1662 4-Terpineol 3,8
1147 1767 C10H160* 4,3
1565 2059 Globulol 5,1
1630 2216 a-Cadinol 58,7
* Composicao elementar obtida pelo espectro de massa
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Apds este fraccionamento e subsequente andlise das fracgoes,
resultaram identificados 94 compostos, muitos deles minoritarios ou mesmo
vestigiais no 6leo essencial. Ficou estabelecida a composicao mais detalhada
alguma vez descrita para o 6leo essencial de L. luisieri (Tabela 6). Os compostos
identificados estao listados por ordem de elui¢ao na coluna SPB-1 e representam
87,9% da composicao total do éleo essencial. Predominam os monoterpenos
oxigenados (61,8%), seguindo-se o0s sesquiterpenos oxigenados (12,4%), os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (7,1%) e os hidrocarbonetos monoterpénicos
(6,4%). Os componentes maioritarios sao derivados do necrodano, o alcool trans-

a-necrodol (8,4%) e o seu éster, acetato de trans-a-necrodilo (16,0%).

Tabela 6. Composi¢cao detalhada do OE de Lavandula luisieri. Os compostos encontram-se
listados pela ordem de eluicdo na coluna SPB-1 (apolar). Estdo representados, para cada
composto, os dados laboratoriais de indices de retencdo em coluna apolar SPB-1 (IR apolar
Exp) e polar SupelcoWax10 (IR polar Exp) e os respectivos indices de retencao de referéncia

(IR apolar Ref e IR polar Ref).

IR apolar IR apolar IR polar IR polar Composto %
Exp Ref Exp Ref
928 9252 1127 1125bP 3,5-Dimetileno-1,4,4-trimetilciclopenteno 2,5
930 930/ 1028 1028 «-Pineno 2,3
943 943N 1073 1073W  Canfeno 0,2
946 945¢ n.d - Verbeneno 0,1
959 959¢ 1441 14459 1-Octen-3-ol 0,2
965 965" 1126 1126!"  Sabineno 0,1
970 970! 1115 1115 B-Pineno 0,1
980 9go'n 1159 1159 Mirceno t
1004 1005¢ 1151 11524 §-3-Careno 0,1
1006 1009¢ n.d - o-Terpineno t
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IR apolar IR apolar IR polar IR polar Composto %
Exp Ref Exp Ref

1012 10110 1271 1271W  p-Cimeno 0,1
1020 1020 1203 1203 Limoneno® 0,1
1020 1020 1213 1203M 1 g cineol* 2,1
1024 1024/ 1231 1231 ZB-Ocimeno 0,4

1035 1035/ 1250 1250  E-B-Ocimeno t
1046 1047 1248 1248N yTerpineno 0,1
1054 # 1444 1452 3,4,4-Trimetil-2-ciclohexanona 0,9
1056 1056° 1436 1439¢ cis-Oxido linalol (THP) 0,6
1062 - n.d - Desconhecido 0,2
1070 1072°¢ 1464 1460¢€ trans-Oxido linalol (THF) 0,3
1071 1076°¢ n.d - a-Terpinoleno 0,2

1081 1081 1391 1391'W  Nonanal* t
1083 1083 1540 1540 Linalol* 31
1086 # 1530 1554 2,3,4,5-Tetrametil-2-ciclopenten-1-ona 0,2
1104 1104¢ 1486 1503F  a-Canfolenal 0,1
1106 1105°¢ 1572 1565¢€ Nopinona 0,1
1119 1119'n 1511 1511""  Canfora 1,4
1121 1124/ 1645 1645 trans-Pinocarveol 0,2

1123 1123 1645 1648 cis-Verbenol t
1125 11302 1548 # 3,4,5,5-Tetrametil-1,3-ciclopentadienocarboxaldeido (1) 1,5

1127 1126° 1667 1680f  trans-Verbenol t
1131 11358 1657 1663P  trans-a-Necrodol (2) 8,4
1136 1135°¢ 1562 1545¢€ Pinocarvona 0,2

1139 1137¢ n.d Isopulegol t
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Tabela 6. (continuacgao)
IR apolar IR apolar IR polar IR polar Composto %
Exp Ref Exp Ref
1144 1141° n.d p-Menta-1,5-dien-8-ol t
1146 1767 CioH160 ™" 2,3
1147 11470 1698 1698"  Borneol * t
1148 1150¢ 1668 1677¢  Lavandulol * 0,6
1155 # 1712 1713 1,1,2,3-Tetrametil-4-hidroximetil-2-ciclopenteno (3) 2,4
1158 1158¢ 1804 18144 p-Cimeno-8-ol * 0,1
1159 1159 1593 1595 Terpineno-4-ol * 0,5
1161 11602 1642 1655P  2,3,4,4-Tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (49 5,2
1166 1166'N 1620 1620 Mirtenal t
1170 1470 1689 1689 a-Terpineol 0,2
1176 1176 1781 1781 Mirtenol t
1178 1177° 1695 16989  Verbenona 0,7
1196 1196!N 1825 1825 trans-Carveol t
1220 1230°¢ n.d Oxido trans-Piperitona t
1239 1239 1554 1554 Acetato linalilo t
1259 # 1598 1618° Isdmero acetato necrodilo 1,9
1269 12708 1590 1602P  Acetato trans-a-necrodilo * () 16,0
1271 1273¢ 1601 15949 Acetato lavandulilo * 6,1
1272 12768 1651 # Acetato liratilo * 3,5
1273 1663 Desconhecido 0,2
1279 12692 2235 2231 Acido 3,4,5,5-tetrametil-1,3-ciclopentadienocarboxilico ¢ 0,6
1283 12878 1610 # Acetato cis-a-necrodilo (7) 1,2
1290 1640 Desconhecido 0,7
1299 1628 Desconhecido 1,0
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IR apolar IR apolar IR polar IR polar Composto %
Exp Ref Exp Ref

1342 1342 1719 1719 Acetato de nerilo 1,0

1359 1357¢ nd E-B-Damascenona t
1360 - 1840 Desconhecido 0,7
1361 1360° 1476 14739 Ciclosativeno 0.4
1371 1369¢ 1489 14884  g-Copaeno 0,4

1382 13964 nd Sativeno t
1386 1390°¢ 1540 1546  B-Cubebeno 0,3
1410 1410 1588 1588IN  E-Caryophyllene 0,6
1450 1449¢ 1634 1639¢  Aloaromadendreno 0.4

1467 1467¢ 1697 1705¢  Germacreno D t
1473 1472°¢ 1712 1711¢ B-Selineno 0,4
1475 1469¢ n.d epi-Biciclosesquifelandreno 0,2
1480 1482°¢ 1875 - epi-Cubebol 0,5
1483 1480¢ 1706 17249 a-Selineno 0,8
1487 1487° 1720 1714# o-Muuroleno 0,2
1497 n.d Desconhecido 0,4
1499 1498¢ 1747 1752¢  y-Cadineno 0,8

1500 1496° 1926 19647 Cubebol t
1502 1492¢ 1822 182649 cis-Calameleno 0,6
1509 1508¢ 1747 1749¢  §-Cadineno 0,6
1521 1520° 1903 19069  a-Calacoreno 0,4
1523 - 1942 Desconhecido 0,9
1529 - 2039 - Desconhecido 0,3
1530 1531°¢ 1767 # Selina-3,7(11)-dieno 1,0
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Tabela 6. (continuacgao)
IR apolar IR apolar IR polar IR polar Composto %
Exp Ref Exp Ref
1541 15554 2074 # a-Copaen-8-ol 1,2
1545 1966 Desconhecido 0,3
1546 1550¢ 1914 19154 Palustrol 0,2
1554 1553¢ 2108 2120¢ Espatulenol 0,3
1558 2028 Desconhecido 0,2
1560 1560 1966 1966 Oxido cariofileno 0,7
1565 1563¢ 2059 20614 Globulol t
1566 2212 Desconhecido 0,4
1571 2002 Desconhecido 0,3
1572 1572¢ 2069 2104f Viridiflorol 3,3
1581 1582¢ 2020 20158 Epoxido humuleno 0,3
1583 2162 Desconhecido 0,4
1584 1582¢ 2013 20169  Ledol 0,9
1595 1591¢ 2045 2074f 1,10-di-epi-Cubenol t
1607 1608°¢ n.d epi-Cubenol t
1617 1615¢ 2172 21784 t-Muurolol 0,5
1617 1616¢ 2156 21659  t-Cadinol 1,4
1621 1619¢ n.d a-Muurolol 0,6
1622 1616° 2043 2074"  Cubenol t
1625 1622¢ nd B-Eudesmol t
1625 1630° 2222 22224 Intermedeol t
1630 1628¢ 2216 22219 o-Cadinol 2,0
1650 16538 2266 # 14-norcadin-5-en-4-ona (Isémero) 0,5
1715 1713¢ n.d - o-Cyperona t
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Tabela 6. (continuacgao)

IR apolar IR apolar IR polar IR polar Composto %
Exp Ref Exp Ref

1813 - 2499 Desconhecido 1,4

1818 - 2499 Desconhecido 11
Monoterpenos hidrocarbonados 6,4
Monoterpenos oxigenados 61,8
Sesquiterpenos hidrocarbonados 7,1
Sesquiterpenos oxigenados 12,4
QOutros compostos 0,2
Total identificado 87,9

t: vestigios; n.d.: ndo determinado

i, IR determinado no laboratério com o composto auténtico

#. Indices de retengao propostos pela primeira vez

*. Quantificacdo baseada nas areas dos picos em coluna SupelcoWax10
**. Composi¢do elemental inferida pelo espectro de massa

a.

b.

C-

f.

g,

(1), (4), (6). Identificacao baseada na literatura (a)

(2), (3). Identificagcao baseada na literatura ( ;i b; g)

(5). Identificagao baseada na literatura (a; b)

(7). Identificacao baseada na literatura (b; g)

Ainda assim, nao foi possivel identificar alguns componentes, como sao

0s casos dos compostos com pares de indices de retencdo (em colunas SPB1 de
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polidimetilsiloxano e SupelcoWax10 de polietilenoglicol) de 1146/1767 e
1259/1600. Para o primeiro ha fortes indicagbes de se poder tratar do
teresantalol, enquanto para o segundo concluimos tratar-se de um isémero do
acetato de necrodilo. Foram também detectados dois compostos com indices de
retencao na coluna SPB1, de 1813 e 1818, co-eluindo na coluna SupelcoWax10,
com indice de retencao de 2499. Nas fraccoes, dado o enriquecimento dos
componentes minoritarios, revelaram-se mais 5 compostos que nao tinham sido
detectados nas analises sobre o 6leo. A identificacao ou confirmacao de alguns
destes constituintes demanda a utilizacao de outros recursos €, por nao serem

relevantes para este trabalho reservaram-se para ocasiao futura.
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5.2. Avaliacao da Actividade Inibitoria dos

Componentes do OE

Como se encontra acima descrito, foram preparadas fracgoes do 6leo
essencial de Lavandula luisieri, cada uma delas constituida por 10-20
compostos, um deles sendo um dos componentes maioritarios do OE. As
fraccoes foram avaliadas quanto ao seu efeito sobre a actividade enzimatica,
permitindo, assim, antever a actividade de cada um dos compostos maioritarios
do OE e avaliar qual ou quais dos seus constituintes sdo os responsaveis por esta
inibicao da BACE-1.

5.2.1. Efeito das fraccoes do OE de L. luisieri na actividade

enzimatica

Nesta fase, o efeito das principais fraccoes na actividade enzimatica foi
avaliado nao s6 na proBACE-1 recombinante, como também na forma activa,
para determinar eventuais diferencas no potencial inibitério e como modo de
aproximagao a condicao in vivo, onde a forma existente sofre a clivagem do
segmento pré. Os resultados obtidos com a proBACE-1 e com a BACE-1 activada
pela digestao com clostripaina foram similares, representando-se apenas 0s
primeiros (Figura 23a). Com vista a uma melhor avaliacdao da poténcia das
fraccdes em teste foram ensaiados paralelamente o inibidor comercial Stat-Val e

o 6leo essencial total.
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Das fracgdes ensaiadas, a que apresentou maior actividade foi a
identificada como #3.1, com uma inibicdo média de cerca de 40%, inferior a
inibicao apresentada pelo OE total na mesma concentracao (90ug.ml1). Nestas
condicbes, o OE de Lavandula luisieri apresentou um valor de inibigao
semelhante ao do inibidor comercial da BACE a 500 nM.

A fraccao mais activa foi depois testada numa gama de concentracoes de

1 a 1000ug.ml1, obtendo-se um valor de ICso de 282,6ug.mlt (Figura 23b).
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Figura 23. Inibicdo da proBACE-1 por diferentes fracgoes do 6leo essencial de Lavandula
luisieri. a) Efeito das principais fraccoes do OE. Todas as fracgdes e o OE total (OE) foram
testados numa concentragao de 90ug.mlt, em DMSO, apds uma incubagao de 10 minutos a
37°C. O inibidor comercial (Stat-Val) foi testado numa concentracao de 500nM, nas mesmas
condigoes. A actividade da proBACE-1 (1uM) na presenca e auséncia dos 6leos em teste foi
medida com o substrato fluorogénico (3uM) e expressa como percentagem relativamente ao
controlo. A identificacao das diferentes fracgbes corresponde a ordem da eluicdo com
diferentes proporcoes de uma mistura n-pentano:éter dietilico no fraccionamento em coluna.
b) Inibicdo dependente da dose da fraccao #3.1 do OE de Lavandula luisieri. Este ensaio foi
realizado nas mesmas condicdoes experimentais do anterior e o ICso determinado pela

equacao da curva sigmoidal dose-resposta.
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5.2.2. Efeito das fraccoes do OE na producao de Ap intracelular

Tal como na avaliacao da actividade do 6leo total, também as diferentes
fraccoes foram testadas na linha celular CHO-APPwt, de acordo com 0 mesmo
procedimento experimental.

Os resultados obtidos foram similares aos dos ensaios enzimaticos no
que respeita a fracgao mais activa (Figura 24a), que inibiu a producao de ABao
em cerca de 70%. Esta fraccdo (#3.1) foi entdo ensaiada em diferentes
concentracoes, numa gama de 45 a 180ug.mli, para a determinagao do ECso
(Figura 24b). Nas células CHO-APPwt, o valor de ECso determinado para a fraccao

#3.1 foi de 94,5ug.mlL.
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Figura 24. Inibigao celular da produgéo de ABaso por diferentes fracgdes do OE de L. luisieri.

a) Efeito das principais fraccoes do OE em células CHO-APPwt. Todas as fracgoes e o OE total
(OE) foram testados numa concentracao de 90ug.ml?t, em DMSO. O AP0 secretado na
presenca e auséncia do 6leo e fracgdes em teste foi medido por ELISA e expresso como
percentagem relativamente ao controlo. b) Inibicdo dependente da dose da fraccao #3.1 do
OE de L. luisieri, em células CHO-APPwt. Este ensaio foi realizado nas mesmas condicoes
experimentais do anterior e 0 ECso determinado pela equagao da curva sigmoidal dose-

resposta. Ambos os graficos representam seis experiéncias independentes.
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5.2.3. Isolamento e caracterizacao dos constituintes maioritarios da

fraccao mais activa

Devido a complexidade da composicdo de extractos e de outros isolados
de origem vegetal, o isolamento de compostos activos é uma tarefa laboriosa de
fraccionamentos sequenciais orientada por ensaios de actividade bioldgica. Os
ensaios de avaliacdo de actividade inibitoria das fraccoes do 6leo de L. luisieri
apontaram a fraccao #3.1 como a mais activa. Esta fraccao é constituida
maioritariamente por linalol (11) e pela cetona monoterpénica, 2,3,4,4-tetrametil-

5-metileno-ciclopent-2-enona (3) (Figura 25).
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Figura 25. Cromatograma da fracgao #3.1 do OE de Lavandula luisieri. Os 2 picos com maior
area correspondem aos compostos linalol e 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona,
por esta ordem. Cromatograma de corrente idnica total, obtido em cromatografo Hewlett
Packard 6890 acoplado a detector de massa Hewlett Packard 5973 e equipado com uma

coluna capilar HP1.
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Com o objectivo de esclarecer a contribuicao de cada um dos compostos
maioritarios para a inibicdo apresentada pela frac¢do, assim como para
caracterizar essa mesma inibicao, procedeu-se a sua obtencao em elevado grau
de pureza, quer por sintese quimica, quer por purificacdo a partir da fraccado

original.

Para o isolamento dos compostos a partir da amostra natural, a fraccao
#3.1 foi submetida a cromatografia em camada fina preparativa. As bandas
cromatograficas, correspondentes aos dois componentes maioritarios, foram
destacadas por raspagem da placa cromatografica, e seguidamente os
compostos foram recuperados por dissolucao em acetona com ulterior
centrifugacao.

As identidades dos compostos isolados foram confirmadas pelos
respectivos parametros de retencao cromatografica e pelos espectros de massa.
Estes dados foram também validados por confrontacdo com os adquiridos sobre

0S mesmos compostos, mas de origem sintética (Figura 26a, 26b).
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Figura 26. a) Cromatogramas do linalol isolado e de linalol sintético. b) Cromatogramas da
2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona isolada do 6leo essencial e sintética. Nao
obstante vestigios de linalol e de T-cadinol, a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona

foi isolada com um grau de pureza superior a 99%.
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5.2.4. O principal responsavel pela actividade do OE é a 2,3,4,4-

tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona

Os ensaios de avaliacao de actividade inibitéria dos compostos isolados
sobre a BACE-1 revelaram a inibicao pela 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-
2-enona (3). O linalol parece nao afectar a actividade da enzima nas
concentracoes testadas. Nao se detectaram diferencas na inibicao enzimatica da
forma pré6 e apdés a activacdo com clostripaina. Para além disso, a 2,3,4,4-
tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona sintética e a de origem natural
apresentaram resultados similares, quer em termos de poténcia, quer em termos

de modo de inibi¢do.

Para a determinacao da constante (KirP) e tipo de inibicao, testaram-se
varias concentracoes de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (0 -
300uM) com diferentes concentracoes de substrato (3 - 7,5uM), analisando-se
0s resultados obtidos por métodos de regressao nao linear com o software
GraphPad Prism®. Pelas representacdes de Lineaweaver-Burk (Figura 27a) e de
Dixon (Figura 27b), foi possivel determinar um Kgrp de 415,8uM, para uma
inibicao do tipo competitivo. Nestes ensaios, a proBACE-1 recombinante (1uM) foi
incubada com cada uma das concentracoes de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-
ciclopent-2-enona durante 10 minutos a 37°C e a actividade medida apés a

adicao das diferentes concentracoes de substrato.
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Figura 27. Inibigao da proBACE-1 recombinante pelo composto 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-
ciclopent-2-enona. a) Representacao grafica de Lineaweaver-Burk. A constante de inibigcao
aparente determinada por regressao nao linear foi de 415,8uM, o que esta de acordo com o
método linear representado. b) Representacao grafica de Dixon. Tal como o anterior, este
método de linearizacdo confirma o ajuste dos dados a um modelo de inibicdo competitiva.
Ambos os graficos representam experiéncias com diferentes concentracdées de 2,3,4,4-
tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona [I] e substrato [S]. A velocidade inicial (Vo) foi
calculada pelo declive inicial da recta do aumento de fluorescéncia resultante da clivagem do

substrato ao longo do tempo, em unidades arbitrarias de fluorescéncia (RFU).

5.2.5. Quantificacao e caracterizacao da inibicao celular

Apo6s a confirmacao da actividade do OE e da fracgao #3.1 numa linha
celular, os ensaios seguintes tiveram como objectivo avaliar o potencial inibitério
da 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona responsavel pelo efeito nos
ensaios enzimaticos, assim como a caracterizacao dessa inibicao, desta feita, em
duas linhas celulares distintas.

Mais uma vez, e a semelhanca do que acontecia nos ensaios com BACE-1

purificada, o linalol isolado nao apresenta um efeito inibitério significativo em
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nenhuma das linhas celulares estudadas. Quer nas células CHO-APPwt, quer nas
SHSY5Y-APPwt, a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona é a principal
responsavel pela actividade inibitéria, com um ECso de 72,8uM (Figura 28a) e

217,4uM (Figura 28b), respectivamente.
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Figura 28. Curvas dose-resposta da 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (3)
purificada. a) Inibicdo da produgao de APao em células CHO-APPwt. As células foram
incubadas durante 6h com diferentes concentracbes (5 a 600uM) de 2,3,4,4-tetrametil-5-
metileno-ciclopent-2-enona purificada e o AB4o secretado foi medido por sandwich ELISA e
expresso como percentagem relativamente ao controlo. b) Inibicdo da producdo de ABso em
células SHSYSY-APPwt. As células foram incubadas durante 16h com diferentes
concentracoes (5 a 600uM) de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona purificada e o
AB4o secretado foi medido por sandwich ELISA e expresso como percentagem relativamente
ao controlo. O ECso foi determinado pela equagao da curva sigmoidal dose-resposta. Ambos

os graficos representam trés experiéncias independentes.

No entanto, ao contrario do observado nos ensaios enzimaticos
envolvendo a proteina purificada, os resultados nas linhas celulares
apresentaram uma diferenca de poténcia entre a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-
ciclopent-2-enona purificada e a obtida por sintese, sendo a primeira
significativamente mais activa. Foi ainda possivel observar que, para cada

concentracao testada, o efeito inibitoério do composto sintético aumentou de
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forma modesta (aproximadamente 10%) pela mistura com uma pequena

concentracao de linalol (Figura 29).
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Figura 29. Potenciagdo do efeito inibitério de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona
(3) sintética pela adicdo de linalol em células CHO-APPwt. Para as 3 concentragdes da
2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona sintética (Cs) testadas (900, 600 e 300uM),
a inibicao da producao de ABao foi aumentada pela adicao de 50uM de linalol (L). Ambas as
diferencas (entre as diferentes concentracoes de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-
enona e, para cada uma delas, com e sem adicao de linalol) sdo significativas. O ABao
secretado para o meio de cultura apdés 6h de incubacdo com as diferentes misturas foi
medido por sandwich ELISA. As barras representam as médias + E.P.M de, pelo menos, trés

experiéncias independentes.

5.2.6. A 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona nao altera

significativamente a viabilidade celular

Uma das vantagens da utilizacao dos ensaios celulares é a avaliacao da
toxicidade e do efeito na viabilidade celular pelos compostos em teste. Os 6leos

essenciais ja sao usados desde a antiguidade com relativa seguranca, apesar de
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muitos dos seus constituintes apresentarem um potencial toxico elevado em
determinadas concentracdes. De forma a avaliar a eventual toxicidade e
seguranca de utilizagdo do composto activo, foi determinada a viabilidade celular
numa gama de concentracoes proxima da inibitoria, quer nas células CHO-APPwt
(Figura 30a), quer nas células SHSY5Y-APPwt (Figura 30b). No caso das
primeiras, nao foi aparente um efeito significativo na viabilidade celular, medida
com o corante vermelho neutro, sendo superior a 90% da apresentada pelas
células tratadas com o veiculo. J& no caso das SHSYSY-APPwt, sujeitas a um
maior tempo de incubacao e ao teste de exclusao do azul tripan, as maiores
concentracoes testadas parecem ter sido responsaveis pela morte celular de

cerca de 25% das células plagueadas.
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Figura 30. Efeito da 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (3) na viabilidade celular.
a) Efeito na viabilidade das células CHO-APPwt. A morte celular foi avaliada apds a incubagao
durante 6h com as diferentes concentragdes da ciclopentenona. b) Efeito na viabilidade das
células SHSY5Y-APPwt. A morte celular foi avaliada apés a incubacdo durante 16h com as
diferentes concentracoes de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona. Em ambas a
experiéncias a gama de concentracoes usada foi de 50 a 300uM e as barras representam a
média + E.P.M de trés experiéncias independentes. Estes testes foram realizados no
seguimento de todos os ensaios de inibicdo de modo a descartar a hipoétese da reducao dos

niveis de AB4o se dever a morte celular e nao a inibicdo da enzima alvo, considerando-se

apenas os resultados e as concentracées em que a viabilidade nao foi afectada.
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5.2.7. A BACE-1 é um alvo intracelular da 2,3,4,4-tetrametil-5-

metileno-ciclopent-2-enona

Dependendo da natureza do alvo molecular e dos ensaios celulares a
disposicao, alguns testes podem ser realizados para determinar se o fenétipo
celular observado (neste caso, a diminuicao da produgao de AB) é consistente
com o mecanismo baseado na inibicao da enzima alvo. Se a administracao
celular de um composto resulta na inibicao da enzima alvo na célula, devemos
esperar um aumento do substrato e uma diminuicdo do produto da catalise
dentro da célula . Para comprovar o efeito directo da 2,3,4,4-
tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (3) na BACE-1 intracelular, avaliou-se a
reducao dos niveis de sAPPf, uma espécie que resulta directamente da clivagem
pela B-secretase. Através da analise por western blotting com o anticorpo anti-
SsAPP, foi possivel observar um decréscimo significativo destes niveis no meio de
cultura, em concordancia com a reducao dos niveis de Af observados por ELISA
(Figura 31).
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Figura 31. Reducao dos niveis de sAPPp secretado pelas células CHO-APPwt. A concentracao
de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (3) wusada corresponde ao ECso
determinado. Os meios de cultura referentes ao controlo e a incubagao com o inibidor foram
concentrados e normalizados para o teor de proteina total, sendo depois analisados por SDS-
PAGE (10%) e western blot com o anticorpo anti-sAPPP. Esta imagem é representativa de
quatro experiéncias independentes. Na parte inferior encontra-se representada a mesma

membrana corada com Ponceau S, como controlo do carregamento de proteina.
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5.3. Potencial Inibitorio sobre

Outras Proteases Asparticas

Além da poténcia e da afinidade, outro parametro importante na
optimizacao de inibidores enzimaticos é a selectividade de um determinado
composto para a enzima alvo. Por razoes 6bvias nao é possivel medir a afinidade
do inibidor contra todas as proteinas humanas. Em vez disso, a escolha de alvos
alternativos & baseada no conhecimento das semelhancas estruturais e

mecanisticas com a enzima que se deseja inibir

Neste caso em concreto, tendo como alvo a BACE-1, os inibidores foram
ensaiados contra outras proteases asparticas humanas, devido a semelhanca na
estrutura do local activo e no mecanismo de acg¢ao entre elas, como sao
exemplos a pepsina, catepsina D e renina. Adicionalmente, o composto inibidor
foi também testado noutras proteases envolvidas em diferentes patologias com
relevancia clinica, como a Sap-2 de Candida albicans e as plasmepsinas Il e IV de
Plasmodium falciparum. Para cada uma das proteases referidas foram realizados
ensaios de inibicao com a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (3).
Para a determinacao da constante de inibicao aparente (Kirr) e tipo de inibicao
utilizaram-se ensaios de actividade com o substrato fluorogénico (MCA)Lys-Lys-
Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu-Lys(DNP), que contém a sequéncia de clivagem
optimizada para a generalidade das proteases asparticas . As
diferentes concentracées do inibidor, de enzimas e de substrato foram
escolhidas de acordo com ensaios preliminares e com os parametros cinéticos
de cada uma das proteases. As varias enzimas foram pré-incubadas com as

varias concentracoes de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona durante
— —————— 131




= = Capitulo 5

10min a 37°C e a actividade medida apds a adicdo das diferentes concentracoes
de substrato. A 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona apresentou
diferentes poténcias inibitérias para cada uma das enzimas, sendo que, apenas
no caso da renina nao foi possivel observar nenhum efeito inibitério nos ensaios

realizados (Tabela 7).

Tabela 7. Constantes de inibicdo aparente (K@rP) de proteases asparticas para a 2,3,4,4-
tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona. As constantes foram determinadas por tratamento
dos dados dos ensaios de actividade com os softwares GraphPad Prism® e Sigma Plot®,
sendo que o0s resultados representam a média de, pelo menos, duas experiéncias

independentes.

Proteases asparticas aPP (uM)
Catepsina D 30,8
Pepsina 100,4
Plasmepsina Il 376,3
Plasmepsina IV 39,4
Sap-2 438,5
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6.1. Estudos de Inibicao em

Ratinhos Transgénicos 3xTg-AD

O uso de modelos animais tornou-se uma parte integrante da avaliagao
de farmacos, precedendo a sua aplicagdo em ensaios clinicos em humanos.
Estes modelos sao usados para confirmar o efeito in vivo, definir a penetragao
dos agentes terapéuticos, as relacdoes dose-resposta e 0s eventuais efeitos
toxicos associados nao s6 a uma administracao crénica, como também ao
possivel efeito em muitos outros alvos celulares presentes neste sistema

complexo.

Uma vez que a BACE-1 se localiza no cérebro, um eventual inibidor sé
apresentara potencial terapéutico para a doenca de Alzheimer se tiver a
capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica e produzir uma redugao
sustentada dos niveis de AP cerebrais. Esta avaliacao é possivel em modelos
animais da DA, como o ratinho transgénico 3xTg-AD , que
mimetiza muitos dos aspectos criticos da neuropatologia. Com 4 meses de idade
estes animais apresentam ja uma acumulagao intraneuronal de AB no
hipocampo, coértex e amigdala, podendo observar-se algumas alteracoes
comportamentais e défice de atengao. Os depoésitos extracelulares de AR
comegam a surgir por volta dos 6 meses, primeiro na forma de placas difusas,
que se vao tornando progressivamente mais densas com o0 avancar da idade e
acompanhadas pelo inicio da patologia neurofibrilar associada a

hiperfosforilacao da proteina tau
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A administracdo de farmacos pode fazer-se por varias vias alternativas,
cada uma delas com diferentes vantagens e desvantagens, sendo que as
caracteristicas dos compostos a administrar e do proprio alvo molecular séo
determinantes para esta escolha. Uma das vias de administracao pela qual o
interesse tem aumentado nos Ultimos anos é a intranasal, uma via ndo invasiva e
relativamente indolor. A mucosa nasal apresenta uma grande superficie
disponivel para a absorcao, possibilitando um rapido inicio de accao e uma
distribuicao privilegiada para o sistema nervoso central, evitando também o
efeito de primeira passagem. Uma grande variedade de moléculas pode ser
administrada desta forma, incluindo algumas de peso molecular elevado,
particularmente na presenca de facilitadores da penetracao. A localizacao
cerebral do alvo molecular e a volatilidade das amostras em estudo que as torna
candidatas ideais a esta via de administracao, justificam a escolha da mesma

para os ensaios realizados.

6.1.1. Diminuicao da producao de Aj3 cerebral pelo OE e compostos

activos

Com o objectivo de avaliar a capacidade de penetracao da barreira
hemato-encefalica e da redugao dos niveis de A in vivo, foram administrados a
ratinhos 3xTg-AD, por via intranasal, o 6leo total, a fraccao #3.1 e a 2,3,4,4-
tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (3) (Figura 32). A dose utilizada para o
teste do OE e fraccao foi de 32mg.Kgtl.dial. No caso da 2,3,4,4-tetrametil-5-
metileno-ciclopent-2-enona, uma vez que 0s ensaios animais requeriam volumes
relativamente grandes da solucao teste e dada a dificuldade de purificar
gquantidades significativas do composto a partir da sua fonte natural, apenas se

testou a amostra sintética. No entanto, apds os resultados obtidos nos ensaios
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celulares, e dada a limitacdo do volume possivel de administrar a estes animais,
escolheu-se ensaiar a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona sintética
adicionada de uma pequena proporcao de linalol (11), ja que parece aumentar a
sua poténcia inibitéria. Assim, a dose final administrada neste teste foi de
128mg.Kg1l.dial, uma mistura de 96mg.Kg1 da cetona com 32mg.Kg1 de linalol.
Em todos os 3 ensaios observou-se uma reducao significativa nos niveis de AB4o
cerebrais, representando uma inibicao média de aproximadamente 25%, sem

sinais visiveis de toxicidade.
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Figura 32. Ensaios de inibicdo em ratinhos 3xTg-AD de 4-5 meses de idade. As amostras com
potencial inibitério foram administradas uma vez por dia, durante 4 dias consecutivos. Os
cérebros foram homogeneizados em 2% SDS (fracgcao sollvel) e 70% acido férmico (fraccao
insollvel), normalizados para o teor de proteina total e analisados por sandwich ELISA para
quantificacdo do APBao. O grafico representa os niveis de AB sollveis, uma vez que a fracgao
insollvel foi praticamente indetectavel para todas as condicoes. Cada experiéncia foi repetida
com, pelo menos, 6 animais independentes, utilizando-se como controlo a administracao
intranasal de uma solucao 0,9% NaCl. As barras representam média + E.P.M. (OE) Oleo
essencial; (#3.1) Fraccao #3.1; (Cs+L) Mistura de 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-

enona sintética com linalol.
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De acordo com a teoria da cascata amildide, a deposicao e acumulacao
do peptideo AP resultante do processamento do APP é o evento central no
desenvolvimento da doenca de Alzheimer

. Deste modo, as 3 secretases envolvidas neste processo representam
potenciais alvos terapéuticos, que tém sido objecto de diversos estudos nos

Gltimos anos.

Apesar de ter sido a Ultima a ser identificada e ainda existirem dividas
quanto a verdadeira estrutura e funcionamento do complexo enzimatico,
estratégias de screening revelaram ja uma quantidade substancial de inibidores
da y-secretase, relativamente potentes e efectivos em modelos celulares e
animais. Entre os exemplos de algumas destas moléculas ja testadas in vivo com
efeitos promissores encontram-se um composto dipeptidico conhecido como
DAPT, a sulfonamida BMS-299897, o analogo benzodiazepinico LY-411575 e a
benzolactama LY-450139. De todos eles apenas este Ultimo avangou para
ensaios clinicos em humanos, com resultados preliminares favoraveis

. Um dos maiores problemas quando se considera a utilizacao destes
inibidores é o seu potencial efeito toxico, que tem limitado muito os ensaios em
humanos. Hoje conhecem-se muitos outros substratos da y-secretase para além
do APP, muitos deles envolvidos em importantes vias de sinalizagao celular,
como os receptores Notch, ErbB-4 e CD44, entre muitos outros. Na auséncia de
actividade desta secretase, os ratos morrem durante a embriogénese, e se
ocorrer na idade adulta surgem problemas na hematopoiese e maturacao de
timécitos, causando imunossupressao . Além disso, a
inibicdo da y-secretase resulta na acumulagcao do fragmento C99, resultante da
clivagem pela p-secretase, que parece ter efeitos neurotoxicos em culturas

celulares, levantando a hipotese que 0 mesmo se passe in vivo

L =] 141




— = Capitulo 7

Uma possivel forma de solucionar este problema pode passar pela
inibicao parcial da y-secretase, que limite a quantidade de AP produzido sem
grande interferéncia na clivagem de outros substratos membranares. Esta
eventual janela terapéutica necessita de confirmacao experimental, o que pode
vir a ser facilitado pelo conhecimento crescente da bioquimica do complexo
proteico, assim como pelo desenvolvimento de métodos de ensaio in vitro, nao
celulares, que utilizem os componentes activos purificados. Resultados
preliminares com alguns anti-inflamatoérios nao esterdides (AINEs) apontam para
uma alternativa de modulagdo da y-secretase que apenas afecta o
processamento do APP e nao origina acumulagao dos produtos de clivagem da [3-
e o-secretase, podendo assim reduzir eventuais efeitos secundarios. O
mecanismo de accao parece estar relacionado com um efeito alostérico capaz de
alterar a selectividade e locais de protedlise do substrato. Estes farmacos
conseguem reduzir a producao de APaz, a forma mais neurotoxica e a eventual
iniciadora na patogénese da DA, favorecendo a produgdao de formas mais
pequenas e soluveis de AB. Um destes farmacos, o R-flurbiprofeno, que reduz

selectivamente a producao de AB42, encontra-se ja em ensaios clinicos de fase lll

A activacao da a-secretase tem sido apontada por alguns como uma outra
alternativa terapéutica a ter em consideragdo, uma vez que parece existir
competicdo entre a a- € a P-secretase para o substrato APP. Aumentar a
actividade da a-secretase favorece a clivagem do APP em produtos sollveis, nao
téxicos e que parecem ainda desempenhar um efeito neuroprotector, evitando
em simulténeo a formacao de A4 . Do ponto de vista
farmacolégico, a activacao directa de uma enzima representa um desafio, mas

existem ja algumas evidéncias sobre farmacos que parecem activar
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indirectamente esta secretase . Estudos epidemiolégicos
revelaram uma correlacao entre os niveis de colesterol e a DA, em concordancia
com o facto da presenca do alelo €4 da apolipoproteina E representar um factor
de risco para esta doenca. Assim, niveis elevados de colesterol parecem
favorecer a clivagem pela B-secretase em detrimento da a-secretase, verificando-
se o contrario quando os niveis sao reduzidos. Experiéncias recentes em modelos
animais e estudos retrospectivos em humanos tratados com farmacos
antidislipidémicos como as estatinas mostraram um efeito positivo a nivel da
diminuicao da formacao de A . Por outro lado, surgiram
também alguns estudos onde esta correlacao nao se verifica, e o facto de nao
existirem ensaios prospectivos da aplicagao destes farmacos para a DA, nao
torna aconselhavel a sua utilizacdo para este fim . Varios
outros agentes como certos agonistas muscarinicos, serotonina, glutamato,
estrogénios e alguns polifendis foram ja associados a activagao indirecta da o-
secretase, quer actuando a nivel de proteinas cinases moduladores da sua
actividade, quer alterando a distribuicao subcelular do APP, ou ambos

. Apesar destes resultados, existem varias preocupacoes no que se refere a
esta estratégia, para além do facto de estes farmacos possuirem outros alvos
moleculares importantes que podem impedir a sua utilizacao por falta de
selectividade e eventuais efeitos secundarios. O beneficio da activacdo da o-
secretase na prevencao ou tratamento da DA pode nao ser superior ao risco que
representa a estimulacao crénica de uma enzima com varios substratos, cada

um deles desempenhando papéis fisiol6gicos relevantes

Posto isto, apesar das descobertas envolvendo a modulacédo da a e y-
secretase, a P-secretase continua a ser apontada como um alvo terapéutico
preferencial, opcao suportada nao sé pelas dificuldades atras descritas, mas

também pelo facto de a B-secretase catalisar o passo inicial da producao de AB,
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evitando a acumulacao de fragmentos de APP potencialmente toxicos, pela
elucidacao da sua estrutura que veio permitir o design racional de inibidores e
pelos estudos em ratinhos que nao codificam esta enzima e aparentam um
fenotipo saudavel e sem mecanismos compensatorios aparentes
Nos dltimos anos, varios grupos de investigacao tém apresentado novos
inibidores da BACE-1, que se revelaram eficazes nos estudos in vivo. Estes
compostos, de peso molecular mais reduzido do que os peptidomiméticos
tradicionais, apresentaram também elevada poténcia e selectividade para o alvo
em causa . No entanto, a sua
aplicabilidade clinica estd ainda comprometida pela fraca capacidade de
penetracao da barreira hemato-encefalica e auséncia de biodisponibilidade oral
. Por este motivo, mesmo com este avanco significativo em
relacdo aos inibidores peptidomiméticos ineficazes in vivo, continua activa a
pesquisa de pequenos inibidores naturais com capacidade de ultrapassarem
aquelas limitagoes, que apresentem eficacia terapéutica, alcancando a fase de

ensaios clinicos e por ultimo o mercado farmacéutico.

A utilizacao de plantas medicinais remonta aos tempos primitivos € nos
nossos dias sao usadas nao s6 como um todo mas também como matéria-prima
para a sintese de novas moléculas com actividade farmacologica. Apesar de toda
a investigacao ja realizada nesta area, apenas se conhece e utiliza uma
quantidade limitada de plantas quando comparada com a diversidade existente
na Natureza, que constitui um enorme potencial para a descoberta de novas
moléculas com interesse terapéutico. As plantas aromaticas e os respectivos
Oleos essenciais sao disso um bom exemplo, conhecendo-se ja um grande
namero de actividades biologicas e de compostos bioactivos, mas estando ainda

por explorar um imenso universo de potenciais agentes e accoes terapéuticas.
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Muitos 6leos essenciais tém sido usados como activadores de meméria e
no tratamento ou alivio sintomatico de varias desordens cognitivas
. Alguns estao, inclusive, referenciados como

inibidores da acetilcolinesterase, Uteis no tratamento da doencga de Alzheimer

Com o objectivo de encontrar inibidores naturais da BACE-1 e
eventualmente de outras proteases asparticas, analisamos, identificamos e

testdmos diversas amostras de 6leos essenciais extraidos de plantas, na sua
maioria presentes na flora portuguesa. Obtiveram-se composicoes diversificadas
em numero e percentagem de constituintes terpénicos, afectadas por factores
climaticos, relacionados com o local e a data de colheita, assim como por
factores fisiolégicos, relacionados com o 6rgao produtor do OE dentro da mesma
planta.

Os ensaios enzimaticos e celulares sinalizaram o 6leo essencial de
Lavandula luisieri e alguns dos seus componentes, como tendo a capacidade de
inibir a BACE-1, de forma dependente da dose. Este OE inibiu a proBACE-1 com
um ICso de 121,5ug.ml?1 e apresentou um ECso de 86,2ug.mlt em células CHO-
APPwt.

Ao contrario do que acontece para outras espécies do género Lavandula,
existem poucos estudos descritos sobre a composicao e actividade do OE de L.
luisieri. A analise e caracterizagao deste 6leo revelaram uma constituicao impar,
com terpenos de estrutura irregular, de ndcleo necrodano. A presenca de alguns
deles em secrecoes defensivas sugeria um potencial biolégico até agora
inexplorado, existindo apenas alguns relatos que descrevem propriedades
antibacterianas e antiflingicas , antioxidantes

e insecticidas do OE. A observacao de
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que estes constituintes ndo se encontram em mais nenhum dos 6leos essenciais
ensaiados, juntamente com o facto de outros 6leos que apresentavam actividade
inibitéria, serem menos potentes que o 6leo de L. luisieri, levantou a hipdtese de
que os principais responsaveis pela inibicao poderiam ser os monoterpenos de
ndcleo necrodano.

Por outro lado, o relativo desconhecimento deste 6leo, a par da sua
complexidade e da presenca de grande numero de compostos vestigiais,
acrescentaram dificuldade a identificacdo dos componentes e impuseram a
necessidade de fraccionamentos sequenciais e individualizacao de alguns
compostos para melhor esclarecimento da sua estrutura. A preparacao de
fraccoes com nldmero limitado de constituintes facilitou o esclarecimento dos
compostos activos nos ensaios biolégicos.

Foram avaliadas diferentes fraccées do OE de L. luisieri, cada uma delas
caracterizada por um constituinte maioritario de nlcleo necrodano. A fraccao
mais activa, identificada como #3.1, (com 28,6% de 2,3,4,4-tetrametil-5-
metileno-ciclopent-2-enona) apresentou valores de [Cso ~ 280ug.mll em

proBACE-1 recombinante e de ECso de 94,5ug.ml em células CHO-APPwt.

A 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona (purificada a partir do
6leo essencial ou obtida por sintese), com um Kgee de 415,8uM para a proBACE-
1, parece ser o principal responsavel pela actividade inibitéria do 6leo, apesar de
nao se excluir a possibilidade de outros componentes, incluindo os vestigiais ou
nao detectados, poderem influenciar a actividade. Surgiram algumas limitacoes
na determinacao do valor real de Kn para os substratos fluorogénicos usados,
dado que, experimentalmente foi dificil observar a saturagcao dos mesmos dentro
dos seus limites de solubilidade. Consequentemente, a capacidade de prever o

modo de inibicao por ajuste matematico dos dados ficou comprometida. Ainda
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assim, a forma das curvas representadas nos graficos obtidos por métodos de
regressao linear sugerem uma inibicao do tipo competitivo.

Nos ensaios celulares foi determinado um ECso de 72,8uM para a 2,3,4,4-
tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona, em células CHO-APPwt. De igual modo,
foi possivel correlacionar uma diminuicao nos niveis de sAPPpB, o fragmento N-
terminal do APP resultante da clivagem pela BACE-1, observada por western blot,
com a diminui¢ao dos niveis celulares de ABso medidos por ELISA, confirmando-
se assim a inibicao directa da BACE-1.

Para excluir a hipotese de que a inibicao ocorresse apenas naquelas
células e para determinar o efeito numa linha celular neuronal humana, mais
similar ao alvo in vivo, a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona foi
também ensaiada em células SHS-APPwt. Apesar de menos potente, também
aqui foi possivel observar um efeito inibitério, com um ECso de 217,4uM. As
diferencas na poténcia e viabilidade observadas para as duas linhas celulares
podem ser devidas as caracteristicas fisiologicas de cada uma que se traduziram
em diferentes condi¢cbes experimentais, nomeadamente a necessidade de um
maior tempo de incubacao, a utilizacao de um ensaio de viabilidade diferente e

da adicao de um suplemento neuronal no caso das SHS.

Os resultados acima descritos revelaram uma maior poténcia dos
compostos testados nos ensaios celulares em relagdo aos enzimaticos. Tal pode
dever-se ao facto de que mais do que um composto seja responsavel pela
reducdo da producao de AB, mas apenas um actue directamente na BACE-1 ou
simplesmente porque a quantidade de proteina recombinante usada nos ensaios
enzimaticos seja muito superior a concentracao celular endégena, nao
reflectindo as condicgoes fisiologicas in vivo. Por outro lado, nao € possivel excluir
a hipotese da ocorréncia de algum mecanismo de acumulacao do composto

activo no interior da célula, reforcando o seu efeito. Na pratica, este resultado
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nao se observa habitualmente, uma vez que diferentes compostos apresentam
diferentes permeabilidades, e muitos inibidores potentes in vitro nao apresentam
nenhum efeito celular uma vez que nao conseguem entrar nas células, ou sao
transportados activamente para fora destas, atingindo concentragdes muito

limitadas no seu interior.

Uma caracteristica essencial de qualquer inibidor € demonstrar eficacia in
vivo. Os estudos no modelo animal 3xTg-AD indicaram que a administracao
subcrénica (4 dias) do 6leo essencial ou da fraccao #3.1, numa concentragao de

32mg.Kgt.dial, resultaram numa reducao de 25% da producao de AB. No

entanto, para se observar o mesmo efeito com a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-

ciclopent-2-enona sintética, foi necessario aumentar a dose para 96mg.Kgt.dia?!

e adicionar uma pequena quantidade de linalol.

Muitos laboratérios de universidades e de indUstrias farmacéuticas tém
reportado uma grande variedade de inibidores da BACE-1 nos Ultimos anos.
Como ponto de partida foram desenvolvidos e estudados os analogos do
substrato APP, peptidomiméticos com elevado peso molecular. No entanto, e
apesar das elevadas poténcia e selectividade apresentadas, a auséncia de
actividade em modelos celulares e in vivo, determinou a pesquisa e
desenvolvimento de inibidores mais pequenos. Os mais representativos e que
exibem, até hoje, melhores resultados sao compostos heterociclicos como as
pirrolidinas, piperidinas, acilguanidinas, acidos tetronicos e coumarinas.
Comecam também a ser descritos alguns inibidores de BACE-1 extraidos de
plantas medicinais, como as catequinas e polifendis. A grande maioria destes é
menos potente que os inibidores peptidomiméticos, com ICso entre 1-100uM

, mas manifestam vantagens na penetracdo cerebral,

biodisponibilidade e outros parametros farmacocinéticos. A 2,3,4,4-tetrametil-5-
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metileno-ciclopent-2-enona foi eficaz em ensaios em modelo animal, numa gama
de concentracoes semelhante a descrita para alguns daqueles compostos e com

uma estrutura aparentada com a dos acidos tetronicos.

Outro parametro importante na avaliacdo de inibidores enzimaticos é a
especificidade para a enzima alvo. A avaliacao de actividade da 2,3,4,4-
tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona noutras proteases asparticas revelou
diferentes poténcias inibitérias para algumas delas mas, ainda assim, podera
nao ser problematica a sua utilizacao terapéutica em humanos. Esta hipotese
deve-se, em primeiro lugar, ao facto da maioria das proteases testadas ser de
origem vegetal, viral, parasitaria ou fungica e mesmo nestas, apenas a
plasmepsina IV ser inibida com uma poténcia nitidamente superior. No caso das
proteases humanas, a renina é insensivel a este composto, ao contrario da
pepsina e catepsina D que sao inibidas, apresentando um Kg@e de 100,4 e
30,8uM, respectivamente. Este resultado parece comprometer o que atras se
disse mas, na realidade, a pepsina apresenta uma localizacao particular
(estbmago), nao parecendo por isso de facil acesso a uma molécula
administrada por via intranasal. A catepsina D representa uma situacao mais
delicada dada a sua distribuicao e localizacao, contudo, os ensaios celulares e
em modelo animal nao revelaram sinais de toxicidade, levantando a questao de
que a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona nao seja um inibidor
eficiente desta protease in vivo.

Além disso, modificacoes quimicas da 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-
ciclopent-2-enona podem garantir maior especificidade, se necessario, e produzir
formas mais potentes deste inibidor mantendo os parametros farmacocinéticos

desejaveis.
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Por Gltimo, os resultados apresentados sdo consistentes com os de
estudos prévios nos quais os 6leos essenciais usados como inibidores
enzimaticos provaram ser mais potentes do que 0os seus componentes isolados

. Isto deve-se provavelmente a um efeito sinergistico e nao
apenas ao possivel efeito aditivo de varios compostos diferentes com capacidade
de actuar em mais do que um alvo molecular, o que também podera explicar a
diferenca observada nos ensaios com a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-
enona sintética e a isolada do OE, ja que nao foi possivel obter esta Gltima com
um grau de pureza de 100%. Com o método de purificagao usado nao foi possivel
eliminar todos os vestigios de linalol e de t-cadinol, que podem contribuir para o
efeito inibitério global reportado. De facto, alguns autores descrevem certos
monoterpenos, incluindo o linalol, como facilitadores da penetracao celular

, com capacidade de aumentar a
permeabilidade membranar, permitindo o acesso de outras moléculas ao interior
de células e tecidos. Em concordancia, neste trabalho nao foi possivel observar
diferencas de poténcia entre a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona
sintética e a purificada nos ensaios enzimaticos com a enzima recombinante
isolada, mas apenas nos ensaios celulares e animais, onde é necessario o
atravessar de membranas para que se atinja o alvo molecular e se produza o
efeito inibitorio esperado. O problema ndo estara entdo ao nivel da ac¢ao directa
no alvo, mas sim da capacidade de o atingir ou na dificuldade de manter
concentracoes inibitérias apropriadas na sua proximidade. O terceiro composto,
t-cadinol, pode também desempenhar alguma actividade inibitéria ou facilitadora
da penetracado celular mas, infelizmente, ndo foi possivel conduzir nenhuma
experiéncia que pudesse esclarecer esse ponto, uma vez que a quantidade em
que se encontra presente no OE ndo permite a sua purificacdo e também nao se

encontra comercialmente disponivel.
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A vantagem da maior poténcia do extracto total e do eventual efeito de
mais do que um composto em mais do que um alvo molecular é apenas
contrabalancada pelos riscos inerentes a utilizacgdo de uma mistura tao
complexa, no que respeita a eventuais efeitos toxicos de alguns dos seus
constituintes. No entanto, a utilizacdo controlada de 6leos essenciais para fins
medicinais € ja uma pratica antiga e segura e, face aos resultados apresentados
neste trabalho, a utilizacao do OE de L. luisieri em aromaterapia pode apresentar
vantagens terapéuticas, nomeadamente na prevengao e tratamento da doenca

de Alzheimer.
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Neste trabalho procedeu-se a pesquisa, identificacdo e caracterizagdo de
inibidores da BACE-1 em extractos vegetais, mais concretamente em o6leos
essenciais. No inicio deste projecto a maioria dos inibidores descritos eram
analogos peptidomiméticos do substrato ou inibidores naturais de origem
proteica, enfrentando problemas como a fraca estabilidade e biodisponibilidade,
assim como a auséncia de efeito in vivo. Hoje, esta permanece uma area de
investigacao atractiva, concentrando-se agora fundamentalmente na pesquisa de
pequenas moléculas naturais com caracteristicas farmacocinéticas e de
permeabilidade mais favoraveis. Tanto quanto sabemos, os 6leos essenciais sao
uma potencial fonte destas moléculas ainda por explorar, apesar de ja terem sido
descritos como inibidores da acetilcolinesterase, que permanece uma das

poucas alternativas terapéuticas em uso no caso da doenca de Alzheimer.

Os estudos realizados permitiram concluir que o 6leo essencial de
Lavandula luisieri consegue inibir a BACE-1 de uma forma dependente da dose. O
estudo da sua composicao quimica revelou compostos de estrutura irregular,
Unica no reino vegetal, diferenciando-o dos restantes 6leos testados. Dada a
maior poténcia inibitéria desta amostra e a sua constituicao atipica, levantou-se
a hipbétese que o0 ou os compostos responsaveis pela actividade biologica seriam
aqueles distintivos. Na realidade, as experiéncias com os compostos isolados
demonstraram que o constituinte com maior poténcia € um monoterpeno
ciclopentanico de ndcleo necrodano, a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-
enona. Resultados preliminares dos estudos cinéticos sugerem uma inibicao do
tipo competitivo.

Os ensaios em linhas celulares permitiram também concluir que o 6leo de
L. luisieri e 0s seus constituintes conseguem atravessar as membranas, alcancar

o alvo intracelular e reduzir a producao do peptideo B-amiléide. Nao podemos, no
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entanto, excluir a possibilidade que outro mecanismo que nao a inibicao directa
da BACE-1 possa contribuir para o efeito geral da reducao dos niveis de Ap.

A utilizacao do modelo animal da doenca de Alzheimer 3xTg-AD permitiu
confirmar que o 6leo e a 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona
apresentavam a capacidade de serem absorvidos pela mucosa nasal, atravessar
a barreira hemato-encefalica e reduzir os niveis de peptideo B-amildide, sem
toxicidade aparente.

Os resultados dos ensaios de viabilidade celular para avaliacao da
toxicidade dos inibidores revelaram que, nas concentracoes inibitorias, esta ndo
€ significativa, apesar de, tal como esperavamos dada a complexidade quimica
do 6leo essencial, a sua utilizagdo possa acarretar um maior risco do que a

utilizacao da 2,3,4,4-tetrametil-5-metileno-ciclopent-2-enona isolada.

Tal como o que se encontra descrito em estudos prévios da actividade
biolégica de OE, também os nossos resultados provaram que os extractos totais
sd0 mais activos que os seus compostos isolados. E provavel que diferentes
componentes da amostra total possam actuar em diferentes alvos moleculares
ou em mecanismos paralelos que contribuam para o efeito inibitério global.
Pensamos ser também esta a razao das diferencas de poténcia observadas entre
0 composto activo sintetizado e o isolado no laboratério a partir da sua fonte
natural, onde nao foi possivel eliminar todos os vestigios de outros terpenos. O
facto de esta diferenca ser visivel nos ensaios celulares e animais mas nao nos
enzimaticos reforca esta teoria. No futuro, os estudos aqui descritos poderiam
ser realizados com outros componentes do OE para a clarificacao da sua
contribuicao para o efeito inibitério. A principal dificuldade desta estratégia
prende-se com a indisponibilidade comercial de muitos destes compostos e a

dificuldade de purificacao a partir do préprio 6leo.
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Finalmente, nos ensaios de selectividade realizados com outras proteases
asparticas foi possivel observar a inibicao mais ou menos potente de algumas
destas, o que podera ser (til para o desenvolvimento de novos inibidores e
modulagao de outras patologias associadas a estas enzimas.

De uma forma geral, apesar da selectividade e poténcia dos inibidores
aqui descritos ser moderada, estes sao eficazes em linhas celulares e in vivo,
caracteristicas ainda dificeis de encontrar entre os varios inibidores ja descritos.
Outro aspecto distintivo é a relativa facilidade e baixo custo da sua obtencao.
Posto isto, o 6leo e moléculas aqui apresentados podem ser U(teis quer na
investigacao da BACE-1, de outras proteases asparticas e respectivas patologias
associadas, quer como protétipos modificaveis por quimica combinatorial no
sentido de melhorar a poténcia e a selectividade sem alterar a farmacocinética

favoravel.
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