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Resumo:

Alcaléides B-carbolinicos possuem amplo espectro de propriedades
bioquimicas e farmacologicas e, assim, varias trabalhos tém sido
desenvolvidos por nosso grupo, tendo como enfoque a sintese e avaliacao
das atividades antiviral, anprotozoaria e antitumoral de novos derivados
pertencentes a esta classe. Recentemente, a literatura tem reportado a acéo
de derivados B-carbolinicos como inibidores das enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BuChE), estas associadas a Doenca de
Alzheimer (DA). Dentro deste enfoque, neste trabalho sintetizou-se uma
série de derivados B-carbolinicos contendo o grupo 1,3,5-triazino-substituido
na posicao-3, os quais foram avaliados frente as enzimas AChE e BuChE.
Os derivados avaliados foram seletivos para a enzima BuChE e
apresentaram valores de porcentagem de inibicdo na faixa de 43 a 80 % na
concentracao de 100 uM.

Introducao

Alcaléides tetraidro-B-carbolinicos e B-carbolinicos possuem amplo espectro
de propriedades bioquimicas e farmacoldgicas (CAO et. al.,, 2007) e, em
funcao disto, varias pesquisas tém sido desenvolvidas para a sua obtencéo,
seja pela sintese ou pelo isolamento a partir de produtos naturais.
Recentemente, a literatura tem relatado a acdo de derivados B-carbolinicos
como inibidores das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, estas
associadas a DA (ROOK et. al, 2010). A DA ¢é uma doenca
neurodegenerativa caracterizada por distlrbio progressivo da meméria e de
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outras fungbBes cognitivas. Atualmente existe uma série de farmacos
comerciais focados na inibicao das colinesterases (anticolinesteraricos) que
sdo usados por pacientes com DA que ndo levam a cura, mas diminuem o0s
sintomas da doenca. No entanto, os efeitos colaterais causados levam a
necessidade do desenvolvimento de novos farmacos com baixa toxicidade.
Com base nisso, neste trabalho foi proposta a sintese e avaliacdo da
atividade anticolinesterasica de uma série de derivados B-carbolinicos
contendo os grupos 1,3,5-triazino-substituido e 1,3,4-tiadiazol-B-carbolinicos
na posi¢éo-3 com intuito de obter novos inibidores colinesterasicos.

Materiais e Métodos
Sintese da série de derivados B-carbolinicos

Os intermediarios B-carbolinicos 5 e 6 (Esquema 1) foram sintetizados
conforme procedimento descrito por nosso grupo de pesquisa (FORMAGIO
et. al., 2008). Para a sintese dos hibridos B-carbolina-1,3,5-triazina 7a-b e
8a-b, os intermediarios 5a-b e 6a-b, respectivamente, foram submetidos a
reagcdo com cloreto cianurico, seguido da adicdo de 10 equivalentes de
isopropilamina e aquecimento da mistura reacional a 70°C, por 48 h. A
mistura reacional foi resfriada e tratada com 2 mL de agua destilada. Os
precipitados formados foram filtrados e recristalizados em etanol o que
forneceu os compostos 7a-b e 8a-b.

Metodologia para estudo in vitro da atividade anticolinesterasica

Os cloridratos dos compostos 7a-b e 8a foram preparados em agua milli-Q e
avaliados quanto a atividade inibitéria da AChE e BUChE nas concentracdes
de 100 pM e 10 pM. O teste foi realizado em uma microplaca de 96 pogos,
adicionando-se 125 pL de DTNB, 50 pyL de tampéo fosfato pH 8, 25 uL de
amostra (compostos ou donepezila e para o controle 25 uL de tampéo) e a
enzima (AChE ou BUChE). A placa foi incubada por 15 minutos, a 30°C, e a
absorbancia foi medida a cada 1 minuto no comprimento de onda de 412
nm. Apoés incubacdo, o substrato (iodeto de acetiltiocolina ou de
butiriltiocolina) foi adicionado nos pog¢os e a absorbancia foi novamente
medida a cada 1 minuto por 15 minutos. Os ensaios foram realizados em
triplicata. O farmaco comercial donepezila foi usado como controle positivo.
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Resultados e Discussao

A rota sintética para preparacdo dos derivados B-carbolinicos contendo o
grupo 1,3,5-triazino-substituido na posicéo-3 esta apresentada no Esquema
1. Os derivados B-carbolinicos foram sintetizados a partir do L-triptofano
comercial (1). Este substrato foi esterificado com metanol, em meio &cido,
obtendo-se o L-triptofano metil éster (2) em 91% de rendimento. As 1-
(fenilssubstituido)-3-carbometoxi-1,2,3,4-tetraidro-B-carbolinas (3a-b) foram
obtidas pela condensacéao de Pictet-Spengler de 2 com benzaldeido (a) e 4-
metoxi-benzaldeido (b), utilizando-se catalise acida, conforme procedimento
descrito pelo nosso grupo de pesquisa (FORMAGIO et. al. 2008). Os
produtos da condensacao 3a-b foram oxidados na presenca de enxofre, sob
refluxo em xileno, o que forneceu os derivados 1-(fenilssubstituido)-3-

carbometoxi--carbolinicos (4a-b).
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Esquema 1: Rota sintética para os derivados 1,3,5-triazino-p-carbolinicos.

As [-carbolina-3-carboidrazidas (5a-b) e as N-(aminoetil)-B-carbolina-3-
carboxamidas (6a-b) foram obtidas por meio da reacdo de substituicdo
nucleofiica de 4a e 4b com hidrazina hidratada e etilenodiamina,
respectivamente. Os  derivados  B-carbolina-4,6-dissubstituido-1,3,5-
triazinicos (7a-b e 8a-b) foram preparados por meio da reacdo dos
intermediarios 5a-b e 6a-b com cloreto cianurico, na presenca de
isopropilamina. As sinteses de 7a-b e 8a-b foram confirmadas pelos dados
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de RMN de "H e de ~°C. A presenca de sinais em 0y 1,12 (sl, 4CH3) e o4
4,05 (sl, 2CH), correlacionados com sinais em &¢ 22,5 (CHs) e 8¢ 40,7 (CH)
respectivamente, sdo referentes ao grupo isopropil e confirmam a formagéo
de 7a. Os espectros de RMN dos demais derivados apresentaram
comportamentos semelhantes ao de 8a, confirmando as sinteses. Neste
trabalho também foram preparados derivados B-carbolinicos contendo o
grupo 1,3,4-tiadiazol na posicdo-3, os quais encontram-se em fase de
caracterizacdo. Os resultados dos ensaios de atividade anticolinesterasiaca
mostraram que 7a-b e 8a foram inativos para AChE e apresentaram
percentagem de inibicdo para BUChE de 69% para 7a, 43% para 7b e 80%
para 8a, na concentracédo de 100 pM. Para fins de comparacgao

Conclusbes

Uma série de derivados B-carbolinicos contendo o grupo 1,3,5-triazino-
substituido na posicédo-3 foram sintetizados e avaliados frente as enzimas
AChE e BuChE. Os derivados foram seletivos para a BuChE apresentando
valores de porcentagem de inibicdo na faixa de 43 — 80% na concentracao
de 100 pM. Os resultados mostraram que 0s compostos 7a e 8a sao
potenciais candidatos a agentes anticolineterasicos.
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