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Resumo:

A doenca de Alzheimer (DA) trata-se de uma desordem multifatorial
neurodegenerativa que afeta a memoria, a capacidade cognitiva e a qualidade de
vida das pessoas. Até o0 momento ndo existe cura para a DA, mas ha tratamentos
gue podem auxiliar na melhora dos sintomas, 0s quais utilizam inibidores
colinesterasicos, tendo como alvo as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BuChE). Na pesquisa por novos inibidores colinesterasicos,
varias classes de compostos tém sido exploradas, dentre elas, os compostos [3-
carbolinicos. Em trabalhos anteriores demonstramos que hibridos B-carbolina-1,3,5-
triazina apresentam potente atividade anticolinesterdsica frente a BuChE. Em
continuidade aos estudos, neste projeto realizamos a sintese e avaliagcdo da
atividade anticolinesterasica de novos hibridos B-carbolina-1,3,5-triazina, contendo o
grupo piperazinil como espacador entre o nucleo B-carbolina e 1,3,5-triazina, com
diferentes substituintes na posi¢do-1 do anel 3-carbolinico.

Introducao

A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem multifatorial neurodegenerativa que
leva a perda progressiva da memadria e compromete a capacidade cognitiva, 0 que
influencia significativamente na qualidade de vida das pessoas (LARSON, KUKULL,
KATZMAN, 1992). Diferentes hipoteses foram propostas para a DA, dentre elas, a
hipétese colinérgica, a qual esta relacionada com 0s niveis do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), sendo a diminuicdo destes devido a hidrolise acetilcolina,
catalisada pelas colinesterases AChE e BuChE (COLOVIC et al.,, 2013). Uma
estratégia para minimizar o progresso da DA sdo os inibidores colinesterasicos,
capazes de restaurar a fungdo colinérgica, inibindo as enzimas AChE e BuChE e,
consequentemente, aumentando os niveis sinapticos da ACh no cérebro. Estudos
mostram que derivados B-carbolinicos sao inibidores da AChE e BuChE, bem como,
da fosforilacdo da proteina tau, alvos estes associados a doenca de Alzheimer. Além
de derivados [-carbolinicos, compostos contendo o nucleo  1,3,5-triazinico
apresentam também uma vasta gama de atividades biologicas, incluindo atividade
anticolinesterasica (LOLAK et al., 2020). Hibridos p-carbolina-1,3,5-triazina,
sintetizados e avaliados por nosso grupo de pesquisa (BAREA et al., 2018)
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apresentaram inibicdo seletiva da BuChE, exibindo valores de concentracéo
necessaria para inibicdo de 50% da atividade enzimatica (ICsp) na faixa de 0.98 a
18.82 uM. Os resultados promissores obtidos nos motivaram a dar continuidade aos
estudos, com foco na sintese de novos hibridos -carbolina-1,3,5-triazina, contendo
0 grupo piperazinil como espacador entre o nucleo B-carbolina e 1,3,5-triazina, bem
como a avaliacao da atividade anticolinesterasica dos compostos sintetizados.

Materiais e Métodos
Equipamentos

Os compostos sintetizados foram caracterizados pelos dados de RMN *H e *C e
ponto de fusdo. Os espectros de RMN *H e **C foram obtidos em espectrémetro de
RMN Bruker, modelo AVANCE Il HD 300 MHz utilizando-se DMSO-d6 ou CDCl3
como solventes. Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram
determinados em um aparelho Microquimica modelo MQAPF-301. As cromatografias
em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas em placas de silica gel,
eluidas com mistura de solventes e reveladas sob radiacdo ultravioleta (256/366
nm). As purificacbes dos produtos foram realizadas em coluna de silica gel 60
(0,063-0,2mm / 70-230 mesh ASTM) eluidas com misturas de solventes.

Sintese dos compostos 6a-c e 7a-c

Preparacao dos derivados (6a-c): A uma suspensédo de 0,5 g de 5a-c em 30 mL de
THF, adicionou-se 2 equivalentes de DMTMM, mantendo-se a mistura em agitagcéo
por 30 minutos a 100°C. Logo apds, adicionou-se 1,5 equivalentes de Boc-
piperazina, a agitacdo e o aquecimento foram mantidos por 48 horas. O residuo
obtido foi solubilizado em 15 mL de diclorometano e lavado com agua destilada
(2x10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
evaporada. Em seguida, foi solubilizada em CHCI; (2mL) e adicionado 1,5 mL de
acido trifluoroaceético. A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 24
horas e tratada com uma solucdo 5% de Na,COs. A solucdo aquosa foi extraida com
acetato de etila (3x 10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e
evaporada, obtendo os produtos 6a-c em 63-71% de rendimento.

Preparacdo dos hibridos [-carbolina-piperazinil-1,3,5-triazina (7a-c): A uma
suspensao de cloreto cianarico (0,2 mmol) em &gua-acetonitrila (1:1), a 0°C,
adicionou-se um equivalente de 6a-c suspenso em THF. Logo apds, o pH foi
ajustado na faixa entre 9-10 com uma solucdo de hidroxido de sodio 1mol L* e a
reacdo foi mantida em agitacdo por uma hora. Em seguida, adicionou-se 10
equivalentes da isopropilamina e a mistura reacional foi mantida em agitacdo, a
70°C, por 48 horas. Apos o periodo reacional, o solvente foi evaporado e em
seguida, a fase orgéanica foi extraida com diclorometano e lavada com agua
destilada (2 x 10 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
evaporada, obtendo-se os compostos 7a-c com rendimento na faixa de 46-60%.
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Resultados e Discussao

Os hibridos [-carbolina-1,3,5-triazina foram obtidos conforme mostrado no
Esquema 1.
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Esquema 1: Rota para a sintese de hibridos B-carbolina-1,3,5-triazina Piperazinil.

Para obter os derivados B-carbolinicos 6a-c, partiu-se da reacéo de esterificacdo do
L-triptofano (1) com metanol, em meio acido, obtendo-se o L-triptofano metil éster 2
em 88% de rendimento. O L-triptofano metil éster foi submetido a reacédo de
condensacao de Pictet-Spengler com os respectivos aldeidos a-c sob catalise acida,
fornecendo os derivados 3a-c com rendimentos na faixa de 84-87% (FORMAGIO, et
al. 2008). Os derivados 3a-c foram oxidados, sem purificacdo prévia, na presenca
de enxofre, sob refluxo em xileno, resultando em 1-fenilssubstituidos-3-carbometoxi-
B-carbolinas 4a-c em rendimentos na faixa de 81-86%. A reacdo dos intermediarios
4a-c com 1 equivalente de hidréxido de sodio forneceu as 1-fenilssubstituidos-3-
carboxi-B-carbolinas 5a-c na faixa de 89-93% de rendimento. A introducdo da
unidade piperazina em 5a-c foi realizada a partir da reacdo com piperazina-Boc e 4-
(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM). A remocao do grupo Boc
com acido trifluoracético, forneceu 6a-c em rendimentos de 63-71%. Os derivados
7a-c foram preparados adicionando-se a uma suspensao de cloreto ciandrico em
agua-acetonitrila, a 0°C, 10 equivalentes de isopropilamina suspenso em THF,
seguido da alcalinizagdo do meio (BAREA et al.2018), obtendo rendimentos na faixa
de 46% -60%.

A caracterizacdo dos produtos formados foi realizada com base na analise de seus
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN 'H e
13C). Os espectros do composto 7c, por exemplo, apresentaram sinais em 3y 6,49
(NH), 4,02 (CH), &4 1,08 (CH3) e em &¢c 43,9 (CH) e &¢ 23,2 (CHjs) referentes ao
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grupos isopropilamina, além dos sinais em &y 3,80 e &¢ 54,8 (CH,), referentes ao
grupo piperazinil. Os sinais na regido oy 7,27 - 8,48, como também em &¢ 113,2 e
Oc 143,4 evidenciam a presenca do nucleo B-carbonilico.

Os compostos foram avaliados in vitro frente as enzimas AChE e BuChE, pelo
método espectrofotométrico de Ellman (RIDDLES, et al, 1979). Foram determinadas
as porcentagens para a concentracdo de 100 pM. Os compostos 7a e 7c
apresentaram inibigdo acima de 50% e, para estes, foram determinados os valores
de ICsp, a partir de diluicdes em diferentes concentracfes. O composto 7a, foi 0 mais
ativo para a enzima BuChE, com ICs igual a 9,33 uM, considerado moderado em
relacdo com o medicamento donepezila.

Conclusoes

O presente trabalho resultou na sintese dos derivados hibridos B-carbolina-1,3,5-
triazina 7a-c, contendo grupo piperazinil como espacador entre o nucleo B-carbolina
e 1,3,5-triazina, com o0s substituintes benzaldeido, 4-clorobenzaldeido e 4-
florbenzaldeido, na posicdo-1 do anel B-carbolinico. Os compostos sintetizados 7a
e 7c avaliados, mostraram inibicdo acima de 50% referente as enzimas AChE e
BuChE. O composto 7a foi o que apresentou maior atividade frente a enzima
BuChE com ICs igual a 9,33 uM, sendo um resultado moderado em comparacao
com o medicamento donepezila.
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