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RESUMO

Nogueira, Marcela Cristina Oliveira. SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA DE NOVOS DERIVADOS DO PRODUTO NATURAL
HARMANA. 2013. Dissertacdo (mestrado em Quimica Orgéanica). Instituto de Ciéncias
Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2013.

O aumento da expectativa de vida € uma ocorréncia mundial que mostra o relativo sucesso da
politica de saude publica, e o Brasil esta entre os paises onde as pessoas estdo vivendo por
mais tempo e com melhor qualidade de vida. No entanto, 0 aumento da expectativa de vida
tem um efeito negativo: o aparecimento de doencas degenerativas tipicas de idades mais
avancadas, incluindo varias formas de deméncia, como a doenga de Alzheimer (DA). A DA é
uma doenca irreversivel e progressiva, caracterizada pela deterioracdo neuronal que resulta
em perda de funcbes cognitivas como memoria habilidades de comunicacédo, julgamento e
raciocinio. Donepezil, rivastigmina e galantamina sdo medicamentos utilizados para o
tratamento da doenga de Alzheimer e agem inibindo a acetilcolinesterase (AChE)
reversivelmente. Evidéncias sugerem que a enzima butirilcolinesterase (BChE), intimamente
relacionada com a AChE, desempenha um papel significativo na DA, porque esta envolvida
em funcbes neurais, como a co-regulacdo da neurotransmissao colinérgica e ndo colinérgica.
O objetivo deste trabalho foi fornecer novas substancias com acdo anticolinesterasica
utilizando B-carbolinas derivadas do produto natural harmana, e realizar um estudo cinético
para determinar o perfil de inibicdo das enzimas AChE e BChE. Inicialmente, a realizou-se
uma triagem com sete derivados [-carbolinicos. Posteriormente, fez-se a avaliacdo cinética
empregando o método de Ellman. Todos apresentaram um forte perfil inibitorio
anticolinesterasico, tanto para a AChE e BChE e uma inibicdo ndo competitiva reversivel.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, B -carbolina, colinesterase, cinética enzimatica.
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ABSTRACT

The increase in life expectancy is a worldwide occurrence that shows the relative
success of public health politics, and Brazil is among the countries where people are living
longer and in better physical health. However, the increase in life expectancy has a negative
effect: the appearance of degenerative diseases typical of old age, including several forms of
dementia, such as Alzheimer’s Disease (AD) that is certainly the most important. It is an
irreversible and progressive disease characterized by neuronal deterioration that results in loss
of cognitive functions such as memory, communication skills, judgment and reasoning.
Donepezil, rivastigmine and galantamine are medicines used for the treatment of AD and act
reversibly inhibiting acetylcholinesterase (AChE). Evidences suggest that the enzyme
butyrylcholinesterase (BChE), closely related to AChE, plays a significant role in AD because
it is involved in neural functions such as cholinergic co-regulation and non-cholinergic
neurotransmission. The aim of this research is to provide new substances with
anticholinesterase action by using R-carboline derivatives from the natural product harmane
and carry out a kinetic study to determine the inhibition profile of the enzymes AChE e
BChE, which could help in the discovery of new compounds which could be useful in the
treatment of AD. Firstly, a screening was carried out with seven 3-carboline derivatives. In a
second stage, a kinetic investigation, employing Ellman’s method, was carried out with these
compounds and all of them presented high anticholinesterase action for both AChE and
BChE. All seven derivatives presented a non-competitive reversible inhibition.

Keywords: Alzheimer's disease, p-carboline, cholinesterase, enzyme kinetics.
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1- INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer (DA) ¢é a forma mais comum de deméncia senil progressiva e
irreversivel, causada pela deterioragdo neuronal e manifesta-se inicialmente por alteracGes da
memoria recente. Com a progressao da doenca outros sintomas aparecem, tais como confusédo
mental, mudancas de humor e irritabilidade. As func¢bes cognitivas superiores como a
linguagem, a orientacdo e a capacidade de julgamento e raciocinio sdo severamente afetadas.
Por fim, as fungBes vitais sdo perdidas, levando o individuo a morte. (MOLSA et al., 1986;
WALDEMAR et al., 2007) .

A prevaléncia da doenca é inferior a 1% em individuos com idade entre 60 e 64 anos,
mas mostra um incremento percentual quase exponencial com o aumento da idade, de modo
que em pessoas com 85 anos ou mais, a incidéncia esta entre 24% a 33% dos pacientes. Em
2001, mais de 24 milhdes de pessoas possuiam a doencga, um nimero que devera duplicar a
cada 20 anos até 81 milhdes em 2040 devido ao aumento previsto da expectativa de vida
(FERRI et. al., 2005).

Apesar dos muitos esforcos realizados para tentar esclarecer as causas da DA, pouco
sabe-se sobre seu desenvolvimento (ORHAN et al., 2007). Dentre os VArios mecanismos
patogénicos envolvidos no processo, a formacdo das placas senis ou neuriticas e a formacgéo

dos novelos neurofibrilares sdo os marcadores histopatoldgicos desta doenga (Figura 1).

Placa senil Emaranhado neurofibrilar

Figura 1: Placa senil e emaranhado neurofibrilar no cortex cerebral na Doenga de
Alzheimer. (ORHAN, 2007).

A perda de neurbnios colinérgicos provoca distirbios em regides de extrema

importancia para a formacgdo da memaria e o processo de cognicao, devido a diminuicdo da
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acetilcolina (ACh) no cérebro. Por esta razdo, uma das estratégias para o tratamento dessa
doenga € a utilizagdo de medicamentos inibidores da acetilcolinesterase (AChE), tais como
donepezil, galantamina e rivastigmina, que agem inibindo a acetilcolinesterase (AChE).
Estudos indicam que a inibicdo da butirilcolinesterase (BChE) também aumenta os niveis de
ACh no cérebro, melhorando o desempenho cognitivo em ratos, o que torna importante a
busca por inibidores duais (DEMARIN, 2011).

Os alcaldéides p-carbolinicos vém sendo descritos devido as vérias acles
farmacoldgicas sobre o sistema nervoso central (SNC), atuando como neurotransmissores e
neuromoduladores. S8o descritas interagbes com 0s receptores da dopamina e com 0S
sistemas neurotransmissores da serotonina tais como, receptores benzodiazepinicos e acido y-
aminobutirico (GABA) (CALLAWAY et al., 1994). Tais compostos sdo ainda potentes
inibidores das enzimas topoisomerase e monoaminoxidase (MAQO) (BUCKHOLTZ, 1980;
AIRAKSINEN & KARI, 1981; HUSBBAND et al., 2001).

Estudos recentes mostram também que estes compostos possuem afinidade pelas
enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (GEISSLER et al., 2010; TORRES et al.,
2012). Com isso, esta pesquisa pretendeu fornecer novas substancias com acao
anticolinesterasica utilizando derivados B-carbolinicos do produto natural harmana, além de
avaliar, através dos estudos cinéticos, o tipo de inibicdo das enzimas AChE e BChE, afim de

desenvolver novos compostos que possam ser Uteis no tratamento dos sintomas da DA.

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - A Doenca de Alzheimer

O aumento da expectativa de vida € um fendbmeno mundial que mostra o relativo
sucesso das politicas de saude publica, porém, isso tem como efeito negativo o aparecimento
de doencas degenerativas tipicas de idades mais avancadas, como a Doenca de Alzheimer
(DA). As taxas de incidéncia de DA tém mostrado grande variabilidade. Dados de 2001
mostraram que a prevaléncia de paciente com DA variaram de 3,2 por cada 1.000 pessoas-ano
na India a 25,2 por cada 1.000 em Indiandpolis nos EUA (CHANDRA et al., 2001;
HENDRIE et al., 2001). No Brasil, A prevaléncia de deméncia na popula¢do com mais dos
65 anos, observada em 2001, foi de 7,1%, sendo que a DA foi responsavel por 55% dos casos
(HERRERA et al., 2002). J4 em 2003, A taxa de incidéncia foi 7,7 por 1.000 pessoas-ano no
estado de S&o Paulo (NITRINI et al., 2004) e 14,8 por 1.000 pessoas-ano no Rio Grande do
Sul em 2008 (CHAVES et al., 2009). A populacdo de idosos (idade > 60 anos) neste mesmo
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ano era de cerca de 18,7 milhdes de pessoas, 1,3 milhdes destes sofriam alguma forma de
deméncia sendo quase 800 mil casos confirmados da DA (CRI, 2008).

O mal de Alzheimer é considerado um grande problema de salde, devido ao enorme
impacto causado ao individuo, a familia, ao sistema de salde e a sociedade como um todo,
uma vez que, quase a metade dos pacientes é internada em institui¢cbes de saude e o restante,
recebe tratamento em casa, envolvendo em seus cuidados, familiares e amigos (FRANCIS et
al.,1999; ZIMMERMAN & SOREQ, 2006). Gastos com tratamentos médicos
(medicamentos, casas de salde, enfermaria doméstica), gastos indiretos dada a menor
produtividade do paciente e das pessoas envolvidas em seu cuidado, bem como a necessidade
de longos tratamentos e os efeitos colaterais associados aos medicamentos utilizados na
terapéutica atual, justificam a busca por novos compostos Uteis, mais eficazes e mais
acessiveis para o tratamento da DA .

A doenca foi descrita pela primeira vez em 1907 pelo médico alemé&o Alois Alzheimer
que diagnosticou um quadro de doenca progressiva em uma mulher de 51 anos que ja sofria
com os sintomas ha quatro anos e meio. Em 1910, Kraepelin denominou o quadro clinico
como Doenga de Alzheimer (DA) (FREITAS, 2002).

Geralmente, a DA dura cerca de 8 a 10 anos desde os primeiros sintomas até a morte.
As regides do cérebro como hipocampo e cortex cerebral, que estdo associadas as funcdes
mentais como reconhecimento de estimulos sensoriais, memdria e pensamento abstrato, sdo
as mais afetadas pelas alteracbes bioquimicas causadas pela DA (DEMARIN, 2011;
VIEGAS, 2004).

Morfologicamente, a DA caracteriza-se pelo acimulo de um peptideo chamado f-
amildide A-42 (AB), que é um fragmento de uma proteina B-amildide maior (B-APP),
existente normalmente no cérebro humano. Os niveis elevados desse peptideo resultam em
agregacao, formando placas e levando a perda de neurénios (HARDY & ALLSOP, 1991,
HAASS, 1992; MUDHER & LOVESTONE, 2002). Em 2009, esta teoria foi atualizada,
sugerindo que a prépria proteina B-amildide, e ndo o peptideo AB é o responsavel principal
pela DA (NIKOLAEV et al., 2009). Ja os emaranhados neurofibrilares, sdo pequenos novelos
protéicos que acumulam-se no citoplasma do neurdnio. Esses novelos sdo formados pela
proteina tau, que € componente dos microtibulos neuronais. A Tau tem como funcao regular
0s microtubulos através do seu nivel de fosforilacdo. A hiperfosforilacdo da tau diminui sua
afinidade pela tubulina, uma proteina componente dos microtibulos. Com isto, hd a
desagregacdo do microtibulo e agregacdo das proteinas Tau np citoplasma do neurdnio,
dando origem aos novelos neurofibrilares (Figura 2).
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Figura 2: Cascata envolvida na patologia e potenciais biomarcadores da DA. (Adaptado
de Anoopi, 2010.)

Embora ainda ndo exista cura, algumas substancias sdo Uteis para o retardo da
deterioragdo cognitiva da DA (KATALINIC et al., 2010). Uma das abordagens mais Uteis no
projeto de descoberta do farmaco para o tratamento da DA é baseado no desenvolvimento de
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE). Sabe-se que a perda de neurdnios
colinérgicos provoca disturbios em regides de extrema importancia para a formacdo da
memoria e o0 processo de cognicao, devido a diminuicdo da acetilcolina (ACh) no cérebro. Os
avancos obtidos na compreensédo da evolucéo e das razdes moleculares da génese da DA tém
demonstrado que o uso de inibidores da AChE pode ser uma das formas mais eficientes de
controle da evolucédo da doenca (VIEGAS, 2004; KATALINIC et al., 2010).



2.2 - Enzimas

2.2.1 - Aspectos gerais

Enzimas sdo catalisadores biol6gicos especificos, que em geral sdo constituidas por
aminoécidos (com excecdo das ribozimas). Atuam por diminuir a energia de ativacdo (AG?)
necessaria para que uma reacao aconteca. A figura abaixo, ilustra o diagrama de energia de
uma reacdo catalisada e de outra ndo catalisada por enzimas. Sendo a velocidade de uma
reacdo inversamente proporcional ao valor de sua energia livre de ativacéo,
conseqlientemente, as enzimas aumentam a velocidade de uma reagéo. Isso pode ocorrer na

ordem de 10°a 10" vezes mais do que em uma reagdo ndo catalisada (BERG et al., 2002).

Figura 3: Diagrama energético de uma reacdo catalisada e de uma reagdo nao
catalisada. AG# = energia livre de ativacdo e AGO = variacado de energia
livre. (www.biorom.uma.es)

As enzimas sdo fundamentais para qualquer processo bioquimico. Agem em
sequéncias organizadas, catalisando centenas de reagdes sucessivas onde seus substratos sdo
modificados, 0 que possibilita a sintese de macromoléculas complexas a partir de moléculas
precursoras simples. De maneira geral, as enzimas possuem trés propriedades distintas que
permitem que elas exercam um papel central na promocdo e regulacdo dos processos
bioguimicos (BERG et al., 2002; NELSON & COX, 2002). S&o essas propriedades:

1 - Condic0es reacionais favoraveis. A atividade de cada enzima € dependente do pH, da
temperatura, da presenca de co-fatores ou coenzimas (quando requeridas) e das concentragdes
de substratos e produtos;



2 - Elevada especificidade da reacao;

3 - Capacidade de regulacdo da concentracdo e da atividade, que permite o ajuste do
metabolismo de forma a produzir uma atuagdo harmoniosa das muitas diferentes atividades

necessarias para a manutencao da vida.

O estudo das enzimas tem uma grande importancia pratica. Em algumas doencas,
especialmente nas desordens genéticas, podem ocorrer deficiéncias ou mesmo a auséncia total
de uma ou mais enzimas. Outras condi¢cBes anormais também podem ser causadas pela
excessiva atividade de uma enzima. Muitos farmacos exercem seu efeito biolégico por meio
de interagGes com as enzimas. Contudo, a importancia das enzimas nao se da apenas na area
medica, mas também na industria quimica, no processamento de alimentos e na agricultura
(NELSON & COX, 2002).

A catalise enzimatica é essencial para os sistemas vivos. Sob condicbes bioldgicas
relevantes, as reacdes nao catalisadas tendem a ser lentas. Além disso, muitas reagdes
bioguimicas comuns envolvem eventos quimicos que sdo desfavoraveis no ambiente celular,
tais como: a formacédo de intermediarios carregados ou a colisdo de duas ou mais moléculas
com a orientacdo precisa necessaria para que ocorra a reacdo. Por estes motivos, sem o
processo de catalise, as reacGes necessarias para a manutencdo da vida, como por exemplo, a
digestdo dos alimentos, os envios de sinais através dos nervos e a uma simples contracéo
muscular, ndo ocorreriam com velocidade Gtil (NELSON & COX, 2002).

A atividade catalitica depende da integridade fisica e quimica da enzima, ou seja, da
integridade das estruturas protéicas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. Se uma
enzima é desnaturada ou dissociada em subunidades, a atividade catalitica geralmente é
destruida. Se uma enzima € degradada em seus aminoacidos constituintes, a sua atividade
catalitica é sempre destruida. (NELSON & COX, 2002).

As reacOes catalisadas pelas enzimas (E) séo caracterizadas pela formacdo de um
complexo (ES) entre o substrato (S) e a enzima em uma regido especifica chamada de sitio
ativo, representado na Figura 4. Esta interacdo entre E e S ocorre por interacfes
intermoleculares (ligacGes hidrogénio, interacfes ionicas, hidrofdbicas, entre outras) e
promove a formacdo do estado de transicdo de menor energia, 0 que consequentemente

aumenta a velocidade da reacdo. (BERG et al., 2002).



Figura 4: Formacao do complexo enzima-substrato. (www.portalsaofrancisco.com.br)

Algumas enzimas possuem um sitio peculiar (sitio alostérico) que permite que
moléculas pequenas se liguem e provoquem mudancas conformacionais no sitio ativo. Tal
mudanga pode tornar o sitio ativo mais ou menos ativo e influenciar a cinética enzimética
(DEVLIN, 2007).

Mecanismos de reacdes detalhados tém sido propostos para muitas enzimas e 0s
estudos de cinética enzimatica sdo de extrema importancia para a elucidacdo dos mesmos. A
maioria das enzimas tem algumas propriedades cinéticas comuns, e estas seguem o modelo de
Michaelis-Menten (MICHAELIS & MENTEN, 1913) onde a enzima (E) se combina com o
substrato (S), formando o complexo enzima-substrato (ES), o que pode prosseguir para
formar o produto (P) ou dissociar em enzima (E) e substrato (S), como ilustra o Esquema 1.
Muitas enzimas, contudo, ndo correspondem a este modelo cinético, pois apresentam
maltiplos sitios regulatorios como, por exemplo, as enzimas alostéricas.

) ks
E+S < ES — E+ P

2

Esquema 1: Modelo de Michaelis-Menten. (www.portalsaofrancisco.com.br)

A velocidade V, de formacdo do produto é dada pela equagdo de Michaelis - Menten
(EQ.1), onde Vs € a velocidade em condigdes de saturacdo, isto é, todas as moléculas de
enzimas estdo na forma de complexo ES. A medida que concentragdo do substrato é
aumentada, a velocidade catalitica da enzima aumenta de forma hiperbélica, aproximando-se
de uma velocidade maxima. Ky é a constante de Michaelis-Menten, numericamente igual a
concentracdo de substrato que corresponde a metade da Vmax de uma determinada enzima
(BERG et al., 2002).



(EQ.1)

A equacdo (EQ.1) é caracterizada pelo gréfico de Michaelis - Menten (Figura 5),
composto por Vo contra [S], onde é possivel obter os valores de Ky € Vimax. (BERG et al.,
2002).

Figura 5: Gréfico de Michaelis-Menten. (www.portalsaofrancisco.com.br)

Valores pequenos de Ky refletem a afinidade elevada da enzima pelo substrato e,
portanto, atingira a maxima eficiéncia catalitica em baixas concentragdes de substrato. Pela
construcdo do gréfico de Michaelis-Menten é possivel calcular valores aproximados de Ky e
Vuax. Com o objetivo de obter valores precisos, Lineweaver e Burk inverteram a equacao de
Michaelis-Menten (LINEWEAVER & BURK, 1934), dando origem a equacdo de Lineweaver
e Burk (EQ.2) (BERG et al., 2002).

1 K, 1 1
X ——+
\% [S] V

0 max

(EQ.2)

max

Através desta equacgdo, pode-se obter um grafico de 1/V, contra 1/[S], chamado de
tracado de Lineaweaver e Burk ou duplo reciproco (Figura 6), que fornece uma linha reta
interceptando o eixo y, caracterizado por valores de 1/Vmsx , € uma inclinacdo de kpy/Vmax . O

intercepto no eixo x é -1/k.



Figura 6: Gréfico de Lineaweaver e Burk.
(Fonte:www.themedicalbiochemistrypage.org)

2.2.2 - Processos de inibi¢cdo enzimatica

Os inibidores enzimaticos sdo substancias que interferem na catalise, diminuindo ou
parando as reacfes enzimaticas. Como as enzimas catalisam praticamente todos 0s processos
celulares, os inibidores enzimaticos sdo empregados como reguladores das vias metabolicas,
tendo assim diversas aplicabilidades. Pode-se citar como exemplo de inibidores comerciais
diversos farmacos, conservantes de alimentos e venenos. O estudo dos inibidores enzimaticos
pode fornecer informacdes valiosas sobre 0s mecanismos enzimatico. < «unbém pode ajudar a
definir diversos caminhos metabdlicos. (NELSON & COX, 2002).

Os processos de inibicdo enzimatica estdo divididos em dois tipos, inibicao reversivel
e inibicdo irreversivel. A diferenca basica entre estes tipos estd na formacdo do complexo
enzima-substrato, isto é, na estabilidade gerada pela ligacdo do substrato com a enzima
(CAMPOS, 1999; BISSWANGER, 2008).

2.2.2.1 - Inibidores reversiveis

Os inibidores reversiveis interagem de forma ndo-covalente com a enzima, formando
um complexo em um sistema em equilibrio (EI). A enzima, com isso, apresenta um grau
definido de inibicdo, que é dependente das concentracdes da enzima e dos reagentes no meio
(inibidor e substrato) (CAMPQOS, 1999). A afinidade de um inibidor por uma enzima pode ser
representada pela constante de inibigdo (Ki) (Esquema 2)



Ki x . E1
E+| = EI Onde, 1= TIEN

K

Esquema 2: Interagdo entre uma enzima e seu inibidor, e a equacao representativa de ki
para formacao do complexo enzima-inibidor. (Adaptado de MARQUES, 2008)

Entre os inibidores reversiveis distinguem-se trés tipos de inibicdo, a inibicdo
reversivel competitiva, ndo-competitiva e incompetititva e a estimativa de Ki varia de acordo
com o tipo de inibicdo. Em todos os casos, quanto menor for o valor de K;, mais fortemente o
inibidor se liga a enzima. Sendo assim, Os valores de K; tornam-se Uteis para avaliar o
potencial inibitorio de diferentes compostos (PRATT & CORNELY, 2006).

2.2.2.1.1 - Inibidores competitivos

Os inibidores competitivos competem com o substrato pelo centro ativo da enzima,
por serem estruturalmente semelhantes ao substrato (Esquema 3). Os inibidores competitivos
produzem um complexo enzima-inibidor semelhante ao complexo enzima-substrato, porém
cataliticamente inativo. Como o processo € reversivel, a simples adicdo de substrato pode
deslocar o equilibrio de modo a favorecer a formacgdo do complexo enzima-substrato (ES) e
diminuir a probabilidade de um inibidor se ligar a enzima (CAMPQOS, 1999; NELSON &
COX, 2002).

E+S «—»ES—>»E+P
+

|
T
El
Esquema 3: Mecanismo de uma inibigdo reversivel competitiva. (MARQUES, 2008).

A velocidade inicial da reacdo é proporcional a concentracdo do complexo enzima-
substrato (ES) no modelo estacionario. Desse modo, em uma concentracdo fixa de inibidor
que esteja abaixo da saturacdo da enzima, pode-se esperar que na presenca de uma
concentracédo de substrato muito alta (saturante), todas as enzimas podem ser levadas a formar
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o complexo ES. Com isso, a velocidade inicial méxima, na presenca de um inibidor
competitivo, € igual a V max velocidade inicial maxima em auséncia de inibidor (ou seja, a V
max nao se altera). Ja a Ky aparente aumentara na presenca de um inibidor competitivo pois,
qualquer que seja a concentracdo deste, existird uma fracdo de enzima sob forma de El, a qual
ndo possui afinidade pelo S.

A Figura 7 fornece os gréaficos de Michaelis-Menten (esquerda) e o grafico de
Lineweaver-Burk (direita) para uma inibi¢cdo competitiva. No gréafico de Lineweaver-Burk as
retas interceptam o eixo y no mesmo ponto, ou seja, 0 valor de Vinax permance 0 mesmo e 0
valor de Ky aumenta (LINEWEAVER & BURK, 1934).

Figura 7: Gréfico de Michaelis-Menten e de Lineweaver e Burk para uma inibicao
reversivel competitiva. (MOTA, 2011).

O valor de K, no caso de uma inibicdo reversivel competitiva, é dado pela equacao
(EQ.5) (CHENG & PRUSSOFF, 1973).

K, = Clso (EQ.3)

(SKy +1)
Onde:
K= Constante de inibicao;
Clso = Concentracdo do composto que inibe 50% da atividade enzimatica;
Kw= Constante de Michaelis-Menten;

S = Concentragédo do substrato.
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2.2.2.1.2 - Inibidores ndo competitivos

Os inibidores ndo competitivos ligam-se reversivelmente a enzima e/ou ao complexo
ES em um sitio préprio de ligacdo, diferente do sitio ativo, formando o complexo ESI. Este
tipo de inibicdo, depende somente da concentragdo do inibidor (CAMPOS, 1999; NELSON &
COX, 2002; BERG et al., 2002). O processo de inibicdo ndo competitiva é descrito no

Esquema 4.

E+S <4«—» ES—» E +P
+ +
I

b

El + S «—» ESI

Esquema 4: Reagdes envolvidas em uma inibicao reversivel ndo competitiva.
(MARQUES, 2008)

Através do esquema anterior, é possivel observar que na presenca deste tipo de
inibidor, uma parte da enzima permanence ora sob a forma de complexo ndo produtivo (ESI),
ora sob a forma enzima-inibidor (El). Sendo assim, a Vmax na presenca de um inibidor ndo
competitivo sera menor que a Vmax observada na auséncia de inibidor. Por outro lado, o
valor de KM permanece 0 mesmo pois, na presenca do inibidor, as formas da enzima que
podem se combinar com o substrato (E e El) apresentam a mesma afinidade para com este.

A Figura 8 representa uma inibicdo ndo competitiva segundo os gréficos de
Michaelis-Menten (esquerda) e Lineweaver-Burk (direita). Neste ultimo, as retas se
encontram no mesmo ponto do eixo X, ou seja, 0 valor de Ky ndo varia, € a Viax diminui
(LINEWEAVER & BURK, 1934).
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Figura 8: Gréficos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk para uma inibi¢ao
reversivel ndo competitiva. (MOTA, 2011).

O valor de K; no caso de uma inibicdo reversivel ndo competitiva € igual ao valor do
Clso. (CHENG & PRUSSOFF, 1973)

Ki=Clsg
Onde:

K, = Consntante de inibicdo;

Clso = Concentracdo do composto que inibe 50% da atividade enzimatica.

2.2.2.1.3 - Inibidores incompetitivos

Um inibidor incompetitivo se liga somente ao complexo enzima-substrato, conforme
mostrao Esquema 5.

E+S <4—» ES—pE+P
+
|

A
ki
v
ESI
Esquema 5: ReacGes envolvidas em uma inibicao reversivel incompetitiva. (MARQUES,
2008).
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A Figura 9 mostra os graficos de Michaelis-Menten (esquerda) e Lineweaver-Burk
(direita) para uma inibicdo incompetitiva. No grafico de Lineweaver-Burk as retas na
auséncia e na presenca de inibidor sdo paralelas, ou seja, 0 valor de Ky e Vimax Na presenca de

inibidor diminuem.

Figura 9: Gréficos de Lineweaver-Burk de inibicdo reversivel incompetitiva. (MOTA,
2011)

A equacdo (EQ.5) que descreve o valor de K; no caso de uma inibicdo reversivel
incompetitiva é descrita abaixo (CHENG & PRUSSOFF, 1973):

K, = Clso (EQ.4)
(Ku/S+1)

Onde:

K, = Constante de inibicao;
Clso = Concentracdo do composto que inibe 50% da atividade enzimatica;
Kwm = Constante de Michaelis e Menten;

S = Concentragédo do substrato.

2.2.2.2 - Inibidores irreversiveis

Os inibidores irreversiveis se ligam as enzimas levando a inativacdo definitiva da
mesma, geralmente por formacdo de ligacGes covalentes, podendo provocar a destruigdo de
grupos funcionais essenciais para a acao da enzima. A inibicdo irreversivel é progressiva,

aumentando com o tempo até atingir seu maximo. Por inativarem as enzimas, esses inibidores
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sdo muito toxicos para os organismos. Uma vez inativada, para que o nivel de catalise volte
ao estagio inicial, é necessario a sintese de novas enzimas (CAMPOS, 1999; NELSON &
COX, 2002).

2.2.3 - Colinesterases

As colinesterases fazem parte de um grupo numeroso de enzimas classificadas como
esterases que, de forma geral, atuam sobre ligacGes éster produzindo um écido carboxilico e
um alcool (FRAGA, 2010). Desempenham papéis importantes na neurotransmissdo
colinergética central e periférica (NACHMANSOHN & ROTHENBERG, 1945), sendo
classificadas de acordo com suas propriedades cataliticas e especificidades a substratos,
sensibilidade a inibidores e distribuicio tecidual (MASSOULIE, 1993).

Considera-se que as colinesterases, constituam uma familia de enzimas subdivididas
em dois tipos principais (PATOCKA et al .,2004; CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989):

1 - A acetilcolinesterase (AChE), que exibe uma especificidade para a acetilcolina e
interrompe a transmissdo dos impulsos nervosos pela rapida hidrdlise desse neurotransmissor

na membrana pds-sinaptica da juncao neuromuscular;

2 - A butirilcolinesterase (BChE), que ndo é tdo especifica. Catalisa a hidrélise da
acetilcolina, mas possui maior afinidade por substratos mais hidrofébicos como a

butirilcolina, por exemplo.

A primeira determinacdo da estrutura priméaria da AChE foi de uma espécie de peixe
elétrico, Eletrophorus electricus, que possui abundante quantidade da enzima em seu 6rgéao
elétrico (SCHUMACHER, 1986; SUSSMAN, 1991) (Figura 10). Posteriormente, as
sequéncias da AChE de vérias outras espécies foram obtidas, inclusive da humana (SOREQ),
1990).
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Figura 10: Estutura tridimensional da acetilcolinesterase de Eletrophorus electricus.
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

A AChE e a BChE tém aproximadamente 0 mesmo numero de aminoacidos por
subunidade catalitica, 575 e 574 respectivamente, e suas diferencas no peso molecular sdo
devidas a diferengas na glicosilagdo. A AChE possui 4 e a BChE 9 cadeias de carboidratos
por subunidade. As ligacGes de dissulfeto de ambas as enzimas, estéo localizadas exatamente
na mesma posic¢do, sugerindo dobramento proteico similar. As sequéncias de aminoacidos dos
sitios ativos da AChE e BChE estdo conservadas em muitas espécies estudadas e 0s residuos
de serina, histidina e glutamato sdo considerados importantes para a atividade catalitica de
ambas. (MIKAMI, 2005).

O sitio ativo da AChE situa-se na parte inferior de um estreitamento chamado de
superficie gorge a cerca de 20 A° de profundidade, alinhado com residuos hidrofébicos, os
quais parecem ser importantes na orientacdo do substrato ao sitio ativo (JONHSON &
MOORE, 1999). Este sitio ativo é formado por um sitio esterasico que contém uma triade
catalitica formada pela serina, histidina e glutamato ou aspartato e um sitio aniénico ou
carregado negativamente a qual a cadeia de nitrogénio quaternario da ACh carregada
positivamente se liga (SILMAN et al., 1994) (Figura 11 A). Na borda ou superficie do gorge,
cerca de 14 Ao do sitio ativo, situa-se um segundo sitio aniénico conhecido como sitio
aniénico periférico (peripheral anionic site - PAS) (BOURNE et al., 2005). Apesar da
hidrélise do substrato ocorrer na triade catalitica em ambas as colinesterases, algumas
diferencas no curso catalitico como, por exemplo, 0 maior volume do centro ativo, pode ser
importante na determinacdo da preferéncia pelo substrato e na afinidade pelo inibidor
(EKHOLM, 2001).
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Existem duas importantes areas a serem consideradas: a regido de ligacdo e
acomodacdo do substrato onde a ACh se liga a AChE por ligagdo i6nica a um residuo de
aspartato ou glutamato e a ligacdo do hidrogéneo ao residuo de tirosina. A outra regido é
responsavel pelo mecanismo de hidrdlise do substrato ACh, composta pelos aminoécidos
serina e histidina (Figura 11 B).

Ligacéo Sitio
idnica periférico Regido de ligagdo
anionica

Sitio de
Gorge

Sitio
ativo

Triade
catalitica

Figura 11: A) llustracgdo do sitio esterasico contendo a triade catalitica, externamente o
sitio periférico aniénico (PAS) (Adaptado de Soreq & Seidman (2001). B) Interacdo do
substrato (ACh) com o sitio esterasico da AChE.(Adaptado de Patrick, 2001).

Levando-se em consideragédo a grande homologia entre a AChE e a BChE, MILLARD
& BROOMFIELD (1992), propuseram por analise computacional um modelo para a BChE
humana com base na estrutura da AChE. Nesse modelo, observou-se, conforme o esperado,
uma grande similaridade entre as enzimas. Uma diferenca encontrada entre elas foi a presenca
de apenas um residuo aromatico na BChE, na entrada da superficie de gorge (a AChE possui
3). Pela auséncia de residuos aromaticos, o sitio ativo da BChE é mais espagoso do que o da
AChE.

A Figura 12 demostra a estrutunra tridimensional do sitio ativo da AChE o qual é

formado por residuos da chamada triade catalitica: serina, histidina e glutamato).
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Figura 12: Visdo do centro ativo da AChE de mamiferos.
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

Evidéncias sugerem que a BChE atue como um corregulador da atividade da ACh no
SNC, uma vez que, a inibicdo dessa enzima aumenta de maneira dose dependente os niveis
desse neurotransmissor no cérebro (GIACOBINE, 2000). Na auséncia da AChE, a BChE
parece substitui-la na manutencdo da integridade estrutural e fisiolégica do sistema
colinérgico (MESULAM et al., 2002).

2.3 - Acetilcolina

A ACh (Figura 13) é considerada uma importante molécula sinalizadora encontrada
em bactérias, protozoarios, algas e plantas e acredita-se que sua existéncia venha desde o
inicio da histéria evolucionaria das espécies, antes do surgimento do sistema nervoso em
animais (KAWASHIMA & FUJI, 2003; GOTTI & CLEMENT, 2004). A neurotransmisséo
quimica foi investigada por Otto Loewi em 1921 que identificou a ACh como uma substancia
cardioativa liberada pelo nervo vago e nomeou-a inicialmente como “vagusstoff”
(vagoesséncia) (VAN DER ZEE & LUITEN,1999). Desde entdo, a ACh foi o primeiro
composto a ser identificado como um neurotransmissor e passou a ser amplamente estudado

nas sinapses do SNC e sistema nervoso periférico (DESCARRIES et al., 1997).
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Figura 13: Estrutura da acetilcolina.

E amplamente distribuida no cérebro e possui efeitos principalmente excitatorios que
sdo efetivados pelos chamados receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos (CANEPA,
et al., 1966). Os receptores muscarinicos no cérebro atuam a nivel pré-sinaptico. Muitos
efeitos comportamentais associados as vias colinergéticas parecem ser produzidos pela acéo
da ACh sobre estes receptores. Os receptores nicotinicos também estdo disseminados no
cérebro, porém em menor quantidade que o0s receptores muscarinicos. Esses receptores
exibem, em sua maioria, localizacdo pré-sinaptica e atuam ao facilitar a liberagcdo de outros
transmissores como glutamato e dopamina, embora atuem pdés-sinapticamente em algumas
situacOes (RANG et al., 2004).

A sintese da ACh é iniciada na célula transmissora ou pré-sinaptica e, posteriormente,
ocorre 0 armazenamento em vesiculas sindpticas (Figura 14). Quando um potencial de acéo
é disparado, ocorre a despolarizacdo da membrana plasmatica celular com consequente
influxo de Ca?* Tal influxo deflagra a fusdo das vesiculas sinapticas com a membrana
plasmaética assim, a acetilcolina é liberada na fenda sinaptica e se difunde até o receptor na
célula pés-sinéptica.

Acetilcolina Receptores
Neurdnio Neurdnio
pré-sinaptico pps: :
sinaptico

Acetilcolinesteras

Figura 14: Transporte, sintese e degradacao da acetilcolina nos nervos preé-sinapticos e
sinapticos. (Adaptado de www.vrp.com).
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Ao interagir com a ACh na célula pés-sinaptica, o receptor sofre uma mudanca
conformacional, o que culmina no influxo de Na’. Tal evento leva & despolarizagio da
membrana plasmatica nesta célula, dando inicio a um novo potencial de acéo.

Para exercer seus efeitos, a ACh deve manter-se na fenda sinaptica em certas
concentra¢des e por um determinado tempo. Apos, esta deve ser removida antes que a sinapse
seja capaz de responder a outro sinal, o que requer a acdo da AChE e ou BChE, que catalisam
a hidrolise da ACh, como mostra o Esquema 6.

A hidrdlise é iniciada pela ligacdo da ACh no sitio ativo da AChE. Neste processo, as
cadeias laterais de aminoacidos sdo extremamente importantes na formagdo do complexo
enzima-substrato e, mais diretamente, no processo catalitico. No sitio ativo, o fragmento
histidina esta proximo do fragmento serina e pode estabilizar a conformacéo do sitio ativo
através de ligagdes de hidrogénio. Toda atividade enzimética é dependente do pH e, de fato,
no caso da AChE, esta atividade possui um valor maximo em um pH consistente com o valor
do ponto isoelétrico (P.I = 7,5) de um fragmento histidina. Além  dos  fragmentos  de
aminoacidos envolvidos na formacdo do complexo enzima-substrato, ha aqueles que estéo
envolvidos mais diretamente na catalise, como o fragmento serina que esta localizado no sitio
ativo. O seu grupo hidroxila nucleofilico reage com o carbono do grupo acila da acetilcolina.
Com isso, a serina ¢ acetilada e a colina torna-se o grupo de saida.

Por fim, ocorre a hidrélise do fragmento serina acetilado, com formacéo de acetato e
conseqliente regeneracdo da enzima. Umavez que a colina e o acetado tenham deixado o sitio
ativo, a enzima é capaz de ligar-se com mais substratos e repetir a reacdo catalitica. Na fenda
sindptica, a colina é absorvida pelas células pré-sinapticas e usada na sintese de mais ACh. O
acetato € transportado para outros tecidos e metabolizado.
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Esquema 6: Mecanismo de hidrolise da ACh pela AChE. (Adaptado de SANTOS, 2007).

2.4 - Inibidores reversiveis e irreversiveis de colinesterases

Trés dominios distintos na AChE constituem locais de ligacdo para os inibidores: O
bolsdo acil do centro ativo, o subsitio colina do centro ativo e o sitio anidnico periférico.
(TAYLOR & RADIC, 1996).

Alguns inibidores da AChE s&o utilizados terapéuticamente, enquanto outros tem
mostrado uso como inseticidas. Esta diferenca na atividade depende do tipo de inibicdo e
ligagdo que os inibidores efetua.

2.4.1 - Inibidores irreversiveis de colinesterases

Os organofosforados inibem a AChE humana irreversivelmente por fosforilacdo do
grupo hidroxila da serina que ativa a ACh nas sinapses colinérgicas dos sistemas nervosos
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central e periférico (PANGY et al., 2003; ELHANANY et al., 2001). Seu principal uso esta
na agricultura para controlar pragas como insetos e outras espécies que danificam o cultivo.
Porém, ao serem aplicados podem contaminar outras matrizes ambientais como rios e mares,
quando séo carreados no processo de lixiviacdo. Isto, faz com que estes agentes sejam tdxicos
ndo sé para as espécies-alvo mas também para muitas espécies ndo-alvo (SILVA FILHO,
2004).

O primeiro organofosforado utilizado como pesticida comercial foi o Bladan que tinha
como principio ativo o tetraetilpirofosfato (TEEP) (Figura 15).

Tetraetilpirofosfato

Figura 15: Principio ativo do Bladan

Outro exemplo de inibidor irreversivel sdo os metil-carbamatos, derivados do acido
carbamico altamente eficientes quanto a acdo pesticida principalmente inseticida. Os
compostos desse grupo possuem alta atividade inseticida, baixa agdo residual, (devido a
instabilidade quimica das moléculas) e baixa toxicidade a longo prazo, quando comparadas
com derivados fosforados (SOARES, 1998).

Embora os metil-carbamatos sejam estruturalmente diferentes dos organofosforados,
eles atuam de forma similar, fazendo uma ligagéo no sitio ativo da enzima AChE, inibindo-a.
Contudo, possuem uma duragdo mais curta (SOARES, 1998). A Figura 16 demonstra alguns

exemplos de metil-carbamatos.

Figura 16: Exemplos de metil-carbamatos.
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Os organofosforados e os metil-carbamatos inibem a enzima AChE, responsavel pela
hidrélise do neurotransmissor ACh nas fibras colinérgicas do sistema nervoso (CASTRO,
2002). Essas fibras sdo responsaveis pela estimulacdo de véarios 6rgdos do corpo e dos
musculos voluntarios, ocorrendo no sistema nervoso central e nos sistemas periféricos
simpatico e parassimpatico. Neste tipo de fibra nervosa, a ACh é responsavel pela transmisséo
do impulso nervoso, através da sinapse, até receptores especificos, que podem ser de dois
tipos, nicotinicos ou muscarinicos. A terminacdo do impulso nervoso ocorre através da
hidrdlise da ACh, realizada pela AChE. Desta forma, a inibicéo irreversivel da AChE resulta
de acumulo de ACh em todos os sitios de transmissdo colinérgica, com consequente
superestimulacdo das estruturas enervadas por aquelas fibras (CASTRO, 2002).

Os efeitos do acumulo de ACh no corpo humano (sindrome colinérgica) podem ser
divididos em trés tipos: centrais, muscarinicos e nicotinicos. A sequéncia dos aparecimentos
dos sintomas depende da rota de intoxicacdo e da quantidade de agente absorvido. Em
intoxicacdes fatais, a morte ocorre por parada respiratoria de origem central (depressdo do
centro respiratdrio) ou periférica (paralisia dos musculos respiratérios) (CASTRO, 2002).

2.4.1 - Inibidores reversiveis de colinesterases

A AChE é uma enzima substrato-especifica que degrada o neurotransmissor
acetilcolina na sinapse neuronal. A ACh é conhecida por ser essencial para o processo de
memoria. Além do papel catalitico da AChE, ela também age como promotora na formacéo
do peptideo AB (FAN et al., 2008) que, como descrito anteriormente, esta relacionada com a
génese da DA.

Evidéncias sugerem que a enzima butirilcolinesterase (BChE), intimamente
relacionada com a AChE, tem um papel significante na DA (GREIG et al., 2005; FARLOW,
2007), uma vez que estd envolvida em funcBes neurais tais como a corregulacdo da
neurotransmissao colinérgica e ndo-colinérgica. (MESULAM et al., 2002).

Inibidores reversiveis de colinesterases podem ser utilizados no tratamento paliativo
da DA, visando gerar um aumento nas concentra¢des de ACh no cortex cerebral. Estudos
indicam que inibidores seletivos da butirilcolinesterase (BChE-Is) elevam o0s niveis
extracelulares de ACh no cérebro, melhorando o desempenho cognitivo em roedores
(HARTMANN et al., 2007), sem os classicos efeitos colaterais adversos dos inibidores de
acetilcolinesterase seletivos (AChE-Is) ou ndo seletivos, tais como nauseas e vomitos.

23



Um dos primeiros farmacos sintéticos utilizados para o tratamento da DA foi a tacrina,
mas devido a elevada hepatoxicidade, com o tempo caiu em desuso (PENG, 1995). Outros
farmacos, tais como, o donepezil, a rivastigmina e a galantamina (Figura 17), continuam
sendo usados para o controle dos sintomas de DA, mas somente o donepezil € utilizado para o
tratamento da DA nos estagios mais avancados (BIRKS, 2006).

Figura 17: Inibidores comerciais da AChE.

O donepezil foi o segundo medicamento a ser aprovado pelo FDA em 1996 e pela
ANVISA em 2000 para o tratamento de DA pois assim como a tacrina € um inibidor
reversivel da AChE (ROGERS et al., 1998). Sua meia-vida longa (aproximadamente 70
horas) e sua baixa hepatotoxicidade constituem algumas vantagens em relacdo a tacrina. O
Donepezil é o Unico produto comercial que é um inibidor seletivo da AChE, ja a rivastigmina
e a galantamina sdo inibidores ndo seletivos. Assim sendo, quase todos os farmacos
comercializados produzem os efeitos colaterais descritos acima.

A galantamina é o farmaco mais recente desse grupo, aprovado pela FDA e pela
ANVISA em 2001 e apresenta efeitos de modulacdo alostérica dos receptores nicotinicos
(potencializador alostérico). Embora nédo esteja estabelecido com clareza o significado clinico
dessa modulacdo, sabe-se que existe uma relagdo entre 0 processo cognitivo e o0s receptores
nicotinicos. Tem meia vida de aproximadamente 7 horas, podendo ser administrada em duas
doses diarias. (LEVIN & SIMON, 1998; CACABELOS et al., 1999; CARAMELLI et al ,
2004) .

Apesar de haver diferencas farmacoldgicas entre os inibidores de colinesterases
citados acima, ndo ha vantagens evidentes na eficacia e no perfil de efeitos adversos. Todos
apresentam nauseas, problemas gastrointestinais, diarréia, perda de peso, bradicardia, sincope
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e insbnia como efeitos colaterais mais comuns. Além disso, nenhum desses farmacos impede
a progressdo da deméncia. Estes medicamentos agem na inibicdo das colinesterases e
permitem uma acdo temporal maior da acetilcolina sobre os receptores colinérgicos. Tal fato
permite a diminuicdo dos sintomas associados as fases iniciais da DA sem prejudicar, a
priori, 0 metabolismo dos neur6nios colinérgicos, mas ndo interfere no processo de producgédo
do peptideo AB. Sendo assim, tais medicamentos propdem efeitos paliativos, pois apenas 0s
aspectos cognitivos sdo melhorados ou mais preservados, mas o decorrer do processo
degenerativo ndo é bloqueado ou retardado (DOWNEY, 2008).

Estudos mais recentes tem tido como objetivo a procura de inibidores duais da AChE,
ou seja, aqueles que inibem simultaneamente a AChE e a agregacdo do peptideo AP
catalizada pela AChE (PIAZZI et al., 2007; RIZZO et al, 2009; RIZZO et al., 2010). Esses
inibidores se ligam a ambos o0s sitios aniénicos da AChE que sdo responsaveis tanto pela
inibicdo catalitica quanto pela agregacao de amildide Ap.

2.5 - Alcal6ides
2.5.1 - Aspectos Gerais

Os alcal6ides sdo um grupo de substancias quimicas presentes nas plantas, sendo
muitos deles utilizados como protétipos para a elaboracdo de farmacos. Desde os primdrdios
da civilizagdo, pode-se observar o uso de extratos vegetais contento alcal6ides (SIMOES et
al., 1999). Atualmente, muitos alcaldides sdo utilizados na terapéutica, devido a ampla
variedade de estruturas quimicas responsaveis pelas diferentes acdes farmacoldgicas
observadas para esta classe de compostos (ELIZABETSKY, 2006). Entre as diversas ac0es
farmacoldgicas podem ser citadas a atividade antidiurética (ajmalicina), hipotensiva
(reserpina, iombina), alucinogénica (mescalina), antimalarica (quinina), antitussigena
(codeina e noscapina), miorrelaxante (tubocurarina) (PELLETIER, 1983; HENRIQUES et al.,
1999).

Nas espécies vegetais, os alcaldides sdo produtos de detoxificacdo de substancias
nocivas geradas pelo metabolismo priméario e sdo fonte de reserva de nitrogénio. Possuem
também funcGes hormonais na regulacdo do crescimento vegetal, além de estarem
relacionados ao sistema de defesa da planta contra microorganismos e virus patogénicos
(NOWACKI et al., 1975; SIMOES et al., 1999). De maneira geral, eles s&o formados a partir

de aminoécidos. Os mais utilizados em sua biossintese sdo: acido a-aspartico (piridinas e
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isoquinoleinas), o-lisina (piperidinas e quinolizidinas), a-tirosina (isoquinolinas,
benzilsoquinolinas e betalainas), a-triptofano (derivados da triptamina, B-carbolinas, indoéis
complexos), a-histidina (imidazois). Entre os outros precursores usados na biossintese deste
grupo, pode-se citar o &cido mevalbnico, &cido antranilico, terpenos e esterdides
(ROBINSON, 1974; SIMOES et al., 1999).

2.5.2 - Alcal6ides B-carbolinicos

As  B-carbolinas pertencem aos alcaldides do grupo indolico que, além de

apresentarem um ndcleo inddélico, possuem um anel piridinico (Figura 18).

Figura 18: Estruturas do nucleo inddlico e anel piridinico presentes nos alcal6ides B-
carbolinicos.

Os alcal6ides B-carbolinicos sdo conhecidos por suas acles psicoativas, sendo
descritos por sua acentuada atividade alucindgena. Estudos etnofarmacol6gicos apontam seu
uso na cultura indigena Sul — Americana (GLENNON et al., 2000; MOURA et al., 2006) e
em tribos africanas (HAMANN et al., 2008), assim como a harmina e a harmalina, que sdo
substancias ativas de espécies de Banisteriopsis caapi utilizadas em rituais pelos indios na
Amazonia (WANG et. Al., 2010)
enzima monoaminoxidase (MAQ) e a interagdo com receptores de triptamina e serotonina no
SNC, devido a similaridade estrutural com essas aminas indolicas (Figura 19). Tal afinidade
mostra ser altamente dependente dos substituintes no nucleo indélico e também da saturacdo
do anel piridinico, o que pode ser interessante na modulacao desses efeitos (GRELLA et al.,
1998; GLENNON et al., 2000; HUSBANDS et al., 2001).
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Figura 19: Similaridade estrutural entre as p-carbolinas, a triptamina e a serotonina.

Além disso, as B-carbolinas interagem com receptores benzodiazepinicos (HERRAIZ
& CHAPARRO, 2008), glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), dopaminérgicos
(MOURA et al., 2006), com receptores do acido y-aminobutirico (GABA), opidides, e
também com as enzimas do citocromo P450 (HERRAIZ & CHAPARRO, 2006).

Sao descritas também uma ampla variedade de propriedades farmacologicas tais como
os efeitos sobre o sistema cardiovascular (HUSBANDS et al., 2001), atividade antiparasitaria
e antiviral (RIVAS et al.,, 1999; KUSURKAR & GOSWAMI, 2004 ), propriedades
convulsivantes e anticonvulsivante (FARZIN & MANSOURI, 2006), atividade
antineoplasicas e citotoxicas (HEMMATEENEJAD et al., 2006); acdo antioxidante (SHI et
al., 2000), acdo neuroprotetora, antidepressiva e/ou ansiolitico (BONNET; SCHERBAUM;
WIEMANN, 2008) e mostra uma potente inibicdo das enzimas topoisomerase |
(HEMMATEENEJAD et al., 2006). Estes alcaloides também implicam em processos de
toxicodependéncia alcodlica. Estudos demonstraram que a infusdo crénica da harmana leva a
um aumento na ingestdo voluntéria de etanol em ratos (HAMANN et al., 2008).

Os alcal6ides B-carbolinicos podem ser obtidos através de uma reacdo por meio da
condensacdo de Pictet-Spengler (Esquema 7) entre indolaminas e substancias carbonilicas
(AFSAH et al., 1985; KUSURKAR & GOSWAMI, 2004). A aromaticidade é restaurada por
tautomerismo e posteriormente, é formada a substancia com o esqueleto B-carbolina, por
oxidacdo (DEWICK, 2002).

As B-carbolinas podem ser divididas em trés grupos estruturais dependendo do grau
de saturacdo do anel: (a) as totalmente aromaticas (Figura 20a); (b) as diidro-p-carbolinas
(Figura 20b); (c) as tretraidro-B-carbolinas, com o anel piridinico totalmente saturado
(Figura 20c) (GLENNON et al., 2000).
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Figura 20: Grupos estruturais das p-carbolinas.
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Os alcal6ides do tipo harmana tem sido alvo de interesse desde o inicio do século
devido as suas diversas propriedades farmacologicas (LUTOMSK, 1959), e possui dois
pontos chaves para o estudo dos equilibrios de dissociacdo em solugcfes aquosas: 0 grupo NH
fracamente &cido do anel inddlico e o &omo de nitrogénio bésico do anel piridinico
(HARDIMAN et al, 1987). A harmana em solucdo aquosa, dependendo do pH, existe em
pelo menos trés espécies diferentes: catidnica, neutra e anidnica. A o Esquema 8 representa o
equilibrio de dissociacdo da harmana.

Esquema 8: Equilibrio de dissociacdo da harmana.

2.6 - Analise da interacdo ligante-receptor por STD-RMN (Saturation transfer
difference)

A STD € uma técnica que vem sendo amplamente utilizada para estudar interacdes
moleculares entre ligantes e receptores macromoleculares (proteinas e peptideos, glicideos,
lipideos e acidos nucleicos) através do efeito NOE (Nuclear Overhauser Effect).

O NOE é definido como a mudanca na area do sinal proveniente de um ndcleo
causada pela saturacdo do sinal de um segundo nucleo. Essa alteracdo resulta da transferéncia
de polarizacao entre nucleos acoplados dipolarmente via mecanismos de relaxacdo spin-rede
(T1). (FIGUEIREDO, 2007).

De modo geral, dois experimentos s&o registrados na técnica de STD (Figura 21):

1 - 1D *H-RMN, sob condicdes de equilibrio térmico (espectro de referéncia ou off-
ressonance) e

2 - Um segundo experimento de RMN - *H, onde alguns hidrogénios do receptor sdo
seletivamente irradiados com poténcia baixa de r.f por um determinado periodo (tempo de
saturacdo) que geralmente leva alguns segundos. Com isso, magnetizagdo é transferida para
os ligantes por relaxamento transversal "H-'H e mecanismos de troca de produtos quimicos na

interface da interacdo ligante-receptor.
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Espectro de diferenca
1D 1H-RMN espectro

lo- IsaT

de referéncia
Saturagdo seletiva dos
sinais do receptor
RECEPTOR
Transferéncia de LIGANTE
saturagdo NAO-LIGANTE

SATURACAO DO
RECEPTOR

Figura 21: llustracéo de um experimento de STD aplicados para uma amostra contendo
um receptor na presenca de pequenas moléculas ligantes e néo ligantes. (Adaptado de
ANGULO, 2011).

Atraveés da subtracdo dos espectros adiquiridos antes e ap6s o pulso de r.f obtém-se o
espectros de STD (MILAGRE, 2011).

Esperimentalmente, a STD € particularmente simples, sendo necessario a amostra
conter o receptor (molécula grande com massa molecular de acima de 15 kDa) em baixa
concentracdo (107-10® M) e um grande excesso molar do ligante (1:10 até 1:1000) (MAYER
& MEYER, 1999). Contudo, alguns fatores influenciam os experimentos de STD, como o
tempo de saturacdo, a relacdo molar ligante-receptor e o equilibrio cinético da ligacdo. Estes

faotres estdo intimamente relacionados.

2.6.1 - Tempo de saturagao

O tempo de saturacdo é definido como sendo o tempo em que o pulso de r.f satura o
receptor. Um curto tempo de saturacdo ndo seria o suficiente para magnetizar o receptor e este
transferir magnetizacdo para o ligante, por outro lado um longo tempo de saturacdo poderia

31



fazer com que até mesmo os prétons do ligante que ndo estdo interagindo intimamente com o
receptor, possam receber magnetizacdo e apresentar sinais no STD (MAYER & MEYER,
1999).

2.6.2 - Equilibrio cinético da ligacéo

O receptor e o ligante em geral existem em um equilibrio dindmico, caracterizado pela
constante de dissocia¢do (Kp) que é definida como Kp =[L] [R] / [LR], para uma reacao
L+R — LR, onde L coresponde ao ligante e R corresponde ao receptor.

O equilibrio cinético, esta intimamente relacionado com o tempo de saturacdo e é
dependente da afinidade do ligante pelo receptor. Uma baixa afinidade € definida por uma
troca rapida entre o estado LR — R, o que faz com que menos magnetizacao seja transmitida
ao ligante e, consequentemente, uma menor intensidade no espectro do STD € observado. Por
outro lado, um ligante com alta afinidade, teria uma troca lenta entre os estados LR — R.
Como a aquisicdo dos espectros para a observacdo do NOE é possivel apenas para as
moléculas em estado dissociado. Sendo assim, para uma molécula com alta afinidade nédo
seria possivel obter espectros de STD. Em geral, moléculas com constante de dissociacao
entre 10° e 10 sdo melhor observadas (MAYER & MEYER, 1999; ANGULO, 2011).
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3-0OBJETIVOS

Tendo demonstrado a importancia de novos estudos na busca de farmacos inibidores

de acetilcolinesterases para o tratamento da doenca de Alzheimer, este estudo tem por
objetivo:

»  Sintetizar novos sais da harmana, através da introducdo de grupos fenil-substituidos
(5-10) e sintetizar novos derivados da harmana com padrdo estrutural inédito, através
da substituicdo da metila pela fenila (fenil-pirido-indol), bem como sintetizar os sais
de benzila (8), metila (9) e alila (10) e correspondentes;

e 1)

R;-
cl

. >
B B /'5' Br ©)
N N @3) NO O
H CHs H CHj 2

4
@)

Harmana (1) Sais da harmana

X=Broul

\§

RZ -
CH; ™
7 (8) 9

Fenil-pirido-indol (6) Sais do Fenil-pirido-indol

Figura 22: Proposta dos novos derivados a serem sintetizados.

e Avaliar os compostos sintetizados quanto a atividade anticolinesterasica e o perfil de
inibicdo dos compostos ativos, através de estudos cinéticos utilizando o método de
Ellman (Ellman et al., 1961);

*  Auvaliar a interacdo dos compostos sintetizados com AChE por STD-RMN (saturation
transfer difference), afim de evidenciar o epitopo do ligante;

*  Estudar a relagcdo estrutura-atividade destes compostos, para dar seguimento ao
planejamento de novos derivados.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL
4.1 - Materiais e métodos
4.1.1 - Equipamentos

Placas de agitacdo e aquecimento Fisatom (modelo 752A); Rotaevaporador Fisatom
(modelo 802) com banho Fisatom (modelo 550); Aparelho de Ressonancia Magnética
Nuclear — 400 e 500 MHz; leitora de microplaca de 96 pocos marca Bio-Rad (modelo i-
Mark).

4.1.2 - Solventes e reagentes utilizados

Os reagentes e os solventes listados abaixo, foram utilizados sem nenhum tratamento
prévio.- Triptamina (Sigma Aldrich), triptofano (Sigma Aldrich), benzaldeido, p-Br
benzaldeido, p-Nitrobenzaldeido, 2,4-metilenodioxibenzaldeido, aldeido da bifenila iodeto de
metila, brometo de benzila, brometo de alila, &cido cloridrico, piridina, carbonato de potéssio,
éter etilico, dimetilsulféxido, cloreto de p-toluenosulfonila, diclorometano, metanol, hexano,
acetato de etila, &cido trifluoro acético, acetonitrila, dimetilsulféxido, dimetilsulféxido
deuterado (DMSO - d6), HCI 35% (Vetec), tris-HCI (Amresco), acido 5,5’- ditiobis [2-
nitrobenzoico] (Sigma Aldrich), iodeto de acetiltiocolina (Sigma Aldrich), iodeto de
butiriltiocolina (Sigma Aldrich), acetilcolinesterase de peixe elétrico tipo VI-S (Sigma
Aldrich), butirilcolinesterase de soro equino (Sigma Aldrich), albumina sérica bovina (Sigma
Aldrich), fisostigmina (Sigma Aldrich), agua destilada, etanol (Merck).

4.2 — Procedimentos

4.2.1 - Sintese da harmana (1) (SYDER, 1948).

COOH
NON =
)k H,0 H,0; Ac. acético \ N
HsC H 60°C 3 K,CO3; NaSOs .. Y4
i , N y
H Acetaldeido (10) H CHs 6 H CHs
Triptofano

Esquema 9: Reacdo para a obten¢do da harmana.
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Em um baldo de 500 mL adicionou-se 5 g de triptofano e 9,6 mL de acetaldeido em 30
mL de &gua. A suspensdo amarelada foi inicialmente aquecida a 60°C por 3 horas e
posteriormente deixada em agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. Ap6s, a suspensdo
foi aquecida até a fervura (aproximadamente 100°C), para retirar o excesso de acetaldeido.
Quando o sistema entrou em ebulicdo, o aquecimento foi suspendido. A solugdo quente,
adicionou-se 35 mL de solugdo de dicromato de potassio 10% (K,CrOs) e 8 mL de &cido
acético glacial. Esta suspensdo foi novamente aquecida por 5 minutos e posteriormente
resfriada. A esta, adicionou-se uma solugdo gelada de sulfito de sodio e, posteriormente,
adicionou-se carbonato de sodio até que o pH estivesse neutro.A suspensdo marrom final foi
filtrada e posteriormente a harmana foi extraida extensivamente com éter etilico destilado. A
fase organica adicionou-se sulfato de magnésio (MgSQ,). Esta foi filtrada e entdo, o éter
etilico foi evaporado. O produto final obtido como um sélido amarelado com 68% de

rendimento.

Caracterizagao:

RMN *H (DMSO-d6): 8 2,78 [s, (CH3), 3H]; 7,24 [t, (H6), 1H]; 7,54 [t, (H7), 1H]; 7,94 [d,
(H5), 1H]; 8,20 [d, (H4), 1H]; 8,22 [d, (H5), 1H]; 11,58 NH.

RMN *C (DMSO-d6): & 20,85; 112,39; 113,13; 119,67; 121,51; 122,19; 127,33; 128,30;
134,93; 137,91, 140,81, 143,12
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4.2.2 - Sintese do alcool p-fenil benzilico (12) (SUZUKI, 1995).

OH Pd(PPh3), OH
Ac fenilbordnico
Br K,CO3; MeOH
(11) (12)

Esquema 10: Acoplamento de Suzuki para a producao do alcool p-fenil benzilico.

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0 0,185 g de carbonato de potassio (1,33
mmol), 0,1g do alcool para-bromo benzilico e o acido bor6nico (0,53 mmol). Apos a adicao,
a solucdo foi degaseificada com N, e a ela adicionou-se ainda 0,78g do catalisador de paladio
(0,64 mmol). A reacédo foi deixada sob agitacdo por 4 horas em atmosfera inerte. Ao fim, o
solvente foi evaporado e o residuo extraido com acetato de etila e 4gua e agua. O s6lido

amarelado obtido foi lavado com hexano.

4.2.3 - Sintese dos haletos de benzila

s )
R N02
O
NaBH,4, MeOH R OH PBr3, R Br
R)J\H t.a ~ Eter etilico, t.a ~ cl
Br
4)
(3)

)

\

Esquema 11: Reac0es envolvidas na sintese dos haletos de benzila.

Em um baldo de 50 mL, adicionou-se 0,3 g do alcool correspondente, 1,5 equivalentes
de Borohidreto de s6dio (NaBH;) em aproximadamente 20 mL de metanol. A reacdo foi
acompanhada por CCD utilizando Hexano: Acetato de Etila 50% e utilizando o 2,4-
dinitrofenilidrazina como revelador de aldeido na placa. Apds o término da reacdo o metanol
foi evaporado e o alcool correspondente obtido foi pesado e teve seu rendimento calculado. A
Tabela 1 exibe o rendimento reacional e o tempo de cada reacéo.
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Tabela 1- Rendimento calculado e o tempo reacional para a reagéo de reducédo dos
aldeidos.

Rendimento Tempo de reacdo
Compostos
(%) (horas)
2’ 80 2h
3 94 2h
4 93 1,5h

Prosseguindo com a rota sintética para a obtencdo dos haletos de benzila, realizou-se
a reacao de bromacdo, utilizando 0,2g do alcool correspondente e 3 equivalentes de PBr3 em
éter etilico. A reacdo foi acompanhada por CCD utilizando DCM: Metanol 20%. Apos
observado o término da reacdo, evaporou-se o éter etilico. O rendimento e o tempo de cada
reacao séo exibidos na tabela abaixo.

Tabela 2- Rendimento calculado e o tempo reacional para a reagdo de reducéo de
bromocao.

Rendimento Tempo de reacdo
Compostos
(%) (horas)
2’ 72 45h
3 61 4h
4 76 5h
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4.2.4 - Sintese dos sais da harmana - procedimento geral (FRAGA & BARREIRO,
1994).

X=Br s a
R;-
-\ ® T\ X
\ /N CH3CN, 60°C \ /’)I Br (5)
N N
H CHg H CHg ©) NO, O
Harmana (1) Sais da harmana ()
@)
\

Esquema 12: Reacdo geral para obtencéos dos sais da harmana.

Em um tubo selado adicionou-se 0,7 g da harmana e 1,1 equivalentes do haleto de
benzila correspondente, em acetonitrila. A reacdo prosseguiu sob agitacdo a 60°C por 12
horas, sendo acompanhada por CCD utilizando DCM: Metanol 20%, até que fosse observado
0 desaparecimento da banda corespondente a harmana. Apds a reacdo, a acetonitrila foi
parcialmente evaporada. A suspenséo formada adicionou-se acetato de etila e em seguida esta
foi filtrada. Todos os sais foram obtidos como s6lidos amorfos de coloracdo amarela com P.F
acima de 250°C.

Rendimento reacional:

composto 2: 63% de rendimento
composto 3: 49% de rendimento
composto 4: 93% de rendimento
composto 5: 87% de rendimento
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Caracterizagédo composto 2:

RMN H (DMSO - dg): 8 3,04 [s, (CH3), 3H]; 6,03 [s, (H10), 2H]; 7,22 [dd, (H3’ e H5"),
2H]; 7,49 [dd, (H6 — H7 e H8), 3H]; 7,82 [dd, (H2’ e 6°), 2H]; 8,53 [dd, (H5), 1H]; 8,78 [d,
(H3 e H4), 2H]; 12,98 [s, (H9), 1H].

RMN *C (DMSO - dg): & 16,06; 59,17; 112,50; 113,37; 116,55; 119,93; 120,22; 122,25;
122,42; 124,09; 129,84, 131,74; 132,52; 134,35, 134,80; 135,87; 141,32; 144,26.

Caracterizacédo do composto 3:

RMN *H (DMSO - dg): & 3,05 [s, (CH3), 3H]; 6,05 [s, (H10), 2H]; 7,31, [dd, (H2’ e H6"),
2H]; 7,50 [dd, (H3’ — H5’ e H8), 3H]; 8,52 [dd, (H5), 1H]; 8,81 [d, (H3 e H4), 2H]; 12,95
[s, (H9), 1H].

RMN °C (DMSO - dg): & 16,03; 59,12; 113,35; 116,54; 120,21; 122,21; 124,08; 129,56;
132,41; 139,75; 133,88;134,77; 135,85; 141,27; 144,23.
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Caracterizagéo do composto 4:

RMN 'H (DMSO - de): 83,02 [s, (CHs), 3H]; 6,24 [s, (H10), 2H]; 7,50, [dd, (H3’ - H5’ e
8), 3H]; 7,83 [dd, (H2’ — H6"), 2H]; 8,26 [dd, (H6 e H7), 2H]; 8,55 [dd, (H5), 2H]; 8,84 [d,
(H3 e H4), 2H]; 13,00 [s, (H9), 1H].

RMN °C (DMSO - dg): & 16,07; 59,14; 113,37; 116,69; 120,23; 122,28; 124,12; 124,65;
128,65; 131,95; 132,52; 134,93; 135,91; 141,44; 142,29; 144,31; 147,85.

Caracterizacéo do composto 5:

RMN *H (DMSO - ds): 8 3,14 [s, (CH3), 3H]; 6,13 [s, (H10), 2H]; 7,45 [dd, (H4" — H2"”
— H3"" — H4"” —H5"" e H6""), 6H]; 7,70 [dd, (H2" — H6" ~H2’" e H6"), 4H]; 8,54 [dd,
(H5), 1H]; 8,81 [d, (H4), 1H]; 8,90 [d, (H3), 1H]; 13,07 [s, (H9), 1H].

RMN C (DMSO - dg): & 16,26; 59,60; 113,41; 116,57; 120,27; 122,17; 124,12; 127,16;

127,21; 127,88; 128,31; 129,53; 132,34, 134,10; 134,88; 135,90; 139,77, 140,81; 141,31,
144,30.
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4.2.5 - Sintese do fenil-pirido-indol

4.2.5.1 - Sintese do 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13)
(DONG et al., 2010)

0
TFA, DCM
N
H

Triptamina Benzaldeido

Esquema 13: Reacdo para a obtencéo do 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol
(13).

Em um baldo de 250 mL, adicionou-se 0,5 g de triptamina (3,12 mmol), 0,33 g
benzaldeido (3,12 mmol), 0,1 mL de acido trifluoroacético (9 mmol) e 20 mL de
diclorometano. A reacdo prosseguiu a temperatura ambiente por 24h, sendo acompanhada por
cromatografia em camada final (CCF) com n-hexano: acetato de etila 50% como eluente.
Ap0s o término da reacdo, o solvente foi evaporado. Ao residuo sélido, adicionou-se DCM
(aproximadamente 15mL). A solucdo formada foi transferida para um funil de separacao,
onde fez-se uma extracdo liquido-liquido, utilizando 30 mL de uma solucdo aquosa de
carbonato de potassio (K,COs3) 5%. ApoOs a extracdo, a fase organica foi seca com sulfato de
magnésio (MgS04), filtrada e em seguida evaporada. O produto de interesse, o 1-fenil-
2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13), foi obtido como um sélido amorfo de coloracéo

amarelada com 88% de rendimento reacional.
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Caracterizagao:

RMN *H (D;0): § 2,4 [dt, (H4), 2H]; 2,6 [dt, (H3), 2H]; 5,6 [s, (H1), 1H]; 7,15 [t, (H6),
1H]; 7,20 [t, (H7), J = 8,04 Hz, 1H]; 7,25 [d, (H1’-H5%), 2H]; 7,3 [d, (H8), J = 8,04 Hz,
1H]; 7,40 [t, (H4°-H2’), 2H]; 7,45 [tt, (H3’), 1H]; 7,6 [d, (H5), J = 8,1 Hz, 1H];

Onde s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; tt = triplo-tripleto; J = Constante de
acoplamento.

OBS: Em D,O H9 e H2 sdo trocados com o deutério do solvente. Com isto, ndo
observou-se o deslocamentos caracteristicos destes.

4.2.5.2 - Sintese do 1-fenil-9H-pirido[3,4-bJindol (6) (DONG et al., 2010)

NaOH
—_—
DMSO, 125°C

Esquema 14: Reagéo para a obtengéo do 1-fenil-9H-pirido[3,4-b]indol (6).

Em um baldo de 250 mL adicionou-se 0,65 g (2,28 mmol) do 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-
1H-pirido[3,4-b]indol (13), 0,73 g de Piridina (9,24 mmol) em 20 mL de DCM a 0°C.
Posteriormente adicionou-se 1,16 g de carbonato de potéssio (2,20 mmol). O sistema

permaneceu sob agitacdo por aproximadamente 15 minutos. Em seguida adicionou-se 0,53 g

42



cloreto de de p-toluenosulfonila (10 mmol), pouco a pouco ao baldo. Apdés a adicdo do cloreto
de de p-toluenosulfonila, removeu-se 0 banho de gelo e a reacdo prosseguiu a temperatura
ambiente por 6 horas, sendo acompanhada por CCF com n-Hexano: acetato de etila 50%
como eluente.

Apo0s a constatacdo do término da reacdo, o meio reacional foi transferido para um
funil de separacdo onde fez-se uma extracao liquido-liquido utilizando 15 mL de uma solucéo
aquosa de HCI 2N, 30 mL de adgua e 10 mL de solucéo saturada de cloreto de s6dio como fase
aquosa. Posteriormente a fase organica foi seca com sulfato de sddio, filtrada e evaporada.

O solido obtido no processo de extracdo (intermediario N-tosilado), ainda sem
purificagdo, foi adicionado a um baldo de 500 mL, juntamente com uma solucéo de hidroxido
de sddio 30% (1.60 g, 12.00 mmol) em 12 mL de dimetilsulféxido (DMSQO). A mistura foi
aquecida a 125 °C, prosseguindo assim até o término da reacéao (7h), verificado por CCF com
n-hexano : acetato de etila 30% como eluente. Apds o resfriamento do baldo a temperatura
ambiente, adicionou-se 60 mL de &gua gelada, o que levou a precipitacdo do produto final. A
fenil-harmana foi obtida como um sélido de coloragdo amarelada com 94% de rendimento.

Caracterizacao:

RMN 'H (DMSO-de): & 7,5 [m, (H8-H7-H1’-H2’-H3’-H4’-H5) 7H]; 8,3 [m, (H3-H4-H5-
H6-H7) 5H]; 11,5 [s, (N-H) 1H]. Onde m = multipleto

RMN C (DMSO-de): & 144; 141; 138,8; 133,5; 129,2; 129,1; 129,0; 128,8; 128,6; 122,1;
121,3; 120; 114; 112;
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4.2.6 - Sintese dos sais fenil-pirido-indois - procedimento geral (Adaptados de FRAGA
& BARREIRO, 1994)

X=Broul

=\ X
N
Q N ) /+ R;-
AV [OF
Q (7) €)) )

Fenil-pirido-indol (6) Sais do Fenil-pirido-indol

)

Esquema 15: Rota geral para a obtencéo dos sais.

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,07 g da fenil-harmana (0,87 mmol), 1
equivalente do haleto de alquila correspondente (iodeto de metila, brometo alila ou brometo
de benzila) e 5mL de acetonitrila. A reacdo prosseguiu sob refluxo a 60°C, sendo
acompanhada por CCF com Diclorometano : metanol 10% como eluente por 24 h a 32 h,
dependendo da natureza do grupo R. Apo6s o término da reacdo, o solvente foi evaporado. O
produto sélido correspondente foi re-suspenso em éter etilico e filtrado. Os dados do tempo de
cada reacao, rendimento e o aspecto do produto final sdo apresentados abaixo.

Sal de benzila do fenil-pirido-indol (7)

Tempo de reacdo = 32h ; Rendimento reacional = 57%Aspecto: Sélido amorfo de coloracéo

amarelada
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Caracterizagao :

RMN H (D,0): & 5,86 [s, (CH,Ph), 2H]; 6,92 [dd, (H3’ — H5), 2H]; 7,26 [m, (H3" -
H4” — H5”), 3H]; 7,47 [t, (H4’), 1H]; 7,64 [m, (H8 — H2’ — HB” — H2"* — H6"), 5H]; 7,73
[t, (H6), 1H]; 7,78 [dd, (H11), 1H]; 8,57 [d, (H13), J = 8,15 Hz, 1H]; 8,95 [d, (H6), J =
6,45 Hz, 1H]; 8,99 [d, (H5), J = 6,45 Hz, 1H];

RMN C (D,0): 6 60,3; 112,47; 116,85; 119,55; 121,87; 123,13; 127,32; 127,28; 127,94;
128,69; 128,95; 129,34; 129,51; 131,52; 131,56; 132,18; 133,54; 133,67; 135,82; 140,88;
144,05.

Onde s = simpleto; d = dupleto; m = multipleto, dd = duplo-dupleto; J = Constante de
acoplamento.

OBS: Em D,O H9 é trocado com o deutério do solvente. Logo, ndo observou-se o
deslocamento caracteristico deste.

Sal de Metila do fenil-pirido-indol (8):

Tempo de reagdo = 24h; Rendimento reacional = 64%Aspecto : Sélido amorfo de coloracéo

amarelada
Caracterizagao:

RMN *H (D;0): & 3,13 [s, (CH3), 3H]; 7,43 [t, (H4"), 1H]; 7,6 [d, (H8), 1H] J = 8,49Hz;
7,64 [t, (H3’-H5"), 2H]; 7,7 [m, (H6-H7-H2’-H6"), 4H]; 8,3 [d, (H5), 1H] J = 8,21 Hz ; 8,4
[d, (H4), J = 6,6 Hz, 1H]; 8,45 [d, (H3), J = 6,6 Hz, 1H]; Onde s = simpleto; d = dupleto;
m = multipleto, dd = duplo-dupleto; J = Constante de acoplamento.
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RMN *C (DMSO- dg): & 46,41; 113,60; 117,34; 120,03; 122,16; 124,01; 129,04; 130,08;
131,83; 131,83; 132,30; 132,95; 135,07; 135,42; 140,72; 144,84,

OBS: Em D,O H9 é trocado com o deutério do solvente. Logo, ndo observou-se o
deslocamento caracteristico deste.

Sal de alila da fenil-pirido-indol (9)

Tempo de reacdo = 32 h; Rendimento reacional = 63%Aspecto : Sélido amorfo de coloracgéo

amarelada

Caracterizagao:

RMN *H (D;0): § 5,0 [dd, (H2*), 2H]; 5,3 [dd, (H10), 2H]; 5,95 [m, (H1"*), 1H]; 7,35 [t,
(H4%), 1H]; 7,45 [d, (H8), 1H]; 7,55 [t, (H3’-H5’), 2H]; 7,7 [m, (H6-H2’-H6"), 3H]; 7,75 [t,
(H7), 1H]; 8,2 [d, (H5), 1H]; 8,36 [d, (H3-H4) 2H].Onde s = simpleto; d = dupleto; m =
multipleto, dd = duplo-dupleto.

OBS: Em D,O H9 é trocado com o deutério do solvente. Logo, ndo observou-se 0
deslocamento caracteristico deste.

RMN C (DMSO-dg): 59, 36; 113,62; 117,81; 119,83; 122,24; 124,12; 128,63; 129,94;
130,19; 132,48; 132,86, 133,10; 134,18; 135,67; 140,76; 145,04.
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4.2.7 - Ensaios Quimico-bioldgicos

Os ensaios para avaliacdo da atividade anticolinesterasica utilizando o método de
Ellman (ELLMAN et al., 1961) e o posterior estudo cinético, foram realizados em placas de
96 pocos em triplicata na auséncia e na presenca de compostos B-carbolinicos em diferentes
concentragcfes. A densidade Optica foi medida utilizando leitor de microplaca de 96 pocos
Bio-Rad modelo i-Mark, em comprimento de onda 415nm. Foram realizados no minimo 3
ensaios independentes, para desta forma ser calculado o desvio padréo, ou seja, a margem de

erro do ensaio.

4.2.7.1 - Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

Para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica, as seguintes solucGes foram
preparadas: (1) tampao tris/fHCI 50mM pH 8,0; (2) tampéo tris/THCI 50mM pH 8,0 contendo
0,1% de albumina sérica bovina (BSA); (3) 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB ou
reagente de Ellman) 0,5mM; (4) iodeto de acetiltiocolina (ACTI) 2,5mM; (5) enzima
acetilcolinesterase 0,22U/mL; (6) iodeto de butiriltiocolina (BCTI) 2,5mM e (7) enzima
butirilcolinesterase 0,22U/mL.

Em uma placa de 96 cavidades, foram adicionados 25uL de iodeto de acetiltiocolina
ou iodeto de butiriltiocolina dissolvidos no tampdo (2); 125uL de DTNB dissolvidos no
tampdo (2); 50uL de tampdo (2); 25uL dos compostos B-carbolinicos dissolvidos em etanol
(cavidades em teste) ou etanol (cavidades de controle). Em seguida foi medida a absorvancia
das cavidades (A 405nm), sendo esta leitura o branco da avalia¢do. Logo apdés, adicionou-se a
cada cavidade 25uL da enzima AChE ou BChE (0,22U/mL) dissolvida em de tampdo (1). Em
seguida, a absorvancia foi medida (A 415nm) a cada 13 segundos por 3 vezes.

Os ensaios para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica foram realizados em
triplicatas (para o calculo do desvio padrdo) e em diferentes concentragdes. Apos a adicdo da
enzima, foi levada ao leitor de microplaca e a absorvancia foi medida em um comprimento de
onda de 415nm. As absorvéancias obtidas foram utilizadas para o célculo da porcentagem de
inibicdo. Assim, foram confeccionados os graficos (concentracdo x porcentagem de inibicao)
e calculados os valores de Clsp (uM), com os respectivos desvios padroes.

As solucBGes dos compostos B-carbolinicos foram preparadas em etanol absoluto,
devido a baixa solubilidade destes em meio aquoso. Apesar dos derivados serem sais, estes

ndo apresentaram alta solubilidade em meio aquoso.
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4.2.7.2 - Cinética enzimatica

A cinetica de interagdo dos B-carbolinicos com a AChE e BChE foi determinada
através de gréficos de Lineweaver e Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934), onde o eixo das
abcissas representa o inverso da concentracdo de substrato (ACTI ou BCTI) (1/S) e o eixo
das ordenadas representa o inverso da atividade enzimatica (1/V°). Nas 96 cavidades da placa
foram adicionados: 25uL de substrato (iodeto de acetiltiocolina 0,4mM — 2,5mM) ou (iodeto
de butiriltiocolina 0,3mM - 2,5mM) dissolvido em tampéo (2), 125uL de DTNB (0,5mM)
dissolvido em tampéo (2), 50uL de tampao (2), 25uL do B-carbolinico dissolvido em etanol,
25uL de AChE ou BChE (0,22U/mL) dissolvida em tampdo (1). A absorvancia foi medida (A
=415nm) a cada 13 segundos por 3 vezes. As concentragcdes de substrato variaram (para ACTI
0,04mM - 0,25mM e para BCTI 0,03mM - 0,25mM) na auséncia e na presenca dos
compostos.

Para a avaliacdo da cinética com AChE utilizou-se as seguintes concentracdes:
Composto 2 (7 uM e 13 uM), composto 4 (7 uM e 13 uM), composto 5 (1 uM e 2 uM),
composto 7 (5 uM e 10 uM), composto 8 (20 uM e 50 uM) e composto 9 (10 uM e 20 uM).

Para a avaliacdo da cinética em BChE utilizou-se as seguintes concentracdes:
Composto 2 (0,1 uM e 0,2 uM), composto 4 (5 uM e 10 uM), composto 5 (0,8 uM e 2 uM ),
composto 7 (0,8 uM e 1,5 uM), composto 8 (15 uM e 25 uM) e composto 9 (15 uM e 35
uM).

Com a analise dos gréficos obtidos neste experimento (1/V° contra 1/[S]), foi possivel
deduzir os valores de Ky e Vimsx (LINEWEAVER & BURK, 1934). Tendo caracterizado a
natureza de inibicdo e conhecido os valores de Cls, foram calculados os valores de K. Para
uma inibicdo ndo competitiva o valor de K, é igual ao valor do Clso (CHENG & PRUSSOF,
1973).

4.2.2 - Andlise da interacdo composto-AChE por STD-RMN

A andlise por STD foi feita com uma razdo molar ligante receptor de 100:1, utilizando
tampdo fosfato de so6dio em agua deuterada (pH 7,5) como solvente. Todos os espectros de
STD foram adiquiridos com a mistura ligante receptor, utilizando uma sonda BBO de 5 mm
através da sequéncia de pulso ‘stddiffesgp’ encontrada no catalogo de experimentos padroes
da Bruker®. Um total de 512 transientes foram adquiridos, usando como pontos de excitacao,

on-resonance: -0,5 ppm e off-resonance: -50 ppm, com uma poténcia de 40 dB.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Sintese dos haletos de benzila

Objetivando a sintese dos sais da harmana propostos, iniciou-se a sintese dos haletos
de benzila a partir dos seus aldeidos correspondentes. Através da classica metodologia de
reducédo de aldeidos utilizando NaBH, como agente redutor (Esquema 16), foi possivel obter
os alcoois correspondentes em bons rendimentos (80-93%) e com pouco tempo reacional. A
rota sintética foi prosseguida com a bromacdo desses alcoois, com o0 uso do PBrs, cujo
mecanismo geral é apresentado no (Esquema 17).

Esquema 16: Mecanismo de reacdo de reducdo de aldeidos para a obtencao dos alcoois
benzilicos.

Esquema 17: Mecanismo de reacdo para a reacao de bromacao dos alcoois benzilicos.

A sintese do composto 5, diferente dos outros haletos benzilicos, iniciou-se com a
reacdo de acoplamento cruzado de Suzuki entre o alcool para-bromo benzilico e o acido fenil
borénico, sob catélise de paladio, resultando em um composto bifenilico (Esquema 18). Em
seguida, fez-se a bromacéo do alcool com PBrs.

49



HO
(Haleto)

(12) (11)

Pd (0)
Eliminagé&o redutiva Adigao oxidativa BI’
HO\ -OH
+ K2C03
I Borana
/\Q ) H O/\O\ (14

(16) 0

oco2 Pd—Br

HO~ . -oH

O
Transmetalagéo Borato
OCO, HO " KBr
Hoté,OH an
l = Pd—OCO,

0Co,

5.2 - Sintese da harmana

proposto para esta reagdo é mostrado no Esquema 19.
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Esquema 18: Mecanismo proposto para a reacao de bromacao dos alcodis benzilicos.

A sintese da harmana (1) iniciou-se com a condensacdo do triptofano com o
acetaldeido em meio aquoso. ApoOs a etapa de condensacdo, o produto intermediario foi

oxidado, levando a formagdo da harmana com bons rendimentos reacionais. O mecanismo

OH2

Esquema 19 — Mecanismo proposto para a reacdo de sintese da harmana.
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Através da analise dos espectros de RMN-'H e RMN-*3C foi possivel confirmar a
formacéo do produto desejado (NH & 11,58 e CH3 2,78). Com isto, 1 pode ser entdo utilizado
para a sintese dos diferentes sais propostos (2-5), através da alquilagdo do nitrogénio
piridinico com os diferentes haletos de benzilas previamente sintetizados.

5.3 - Sintese do fenil-pirido-indol (6)

A sintese dos novos derivados iniciou-se com a triptamina, quando esta reagiu em
meio acido com o benzaldeido (Esquema 20). Em meio &cido (pH préximo de 4), ocorre a
protonacdo do oxigénio da carbonila do aldeido, preferencialmente ao nitrogénio indolil
etanaminico da piridina. Isto favorece o ataque nucleofilico deste nitrogénio ao carbono
carbonilico do benzaldeido, visto que agora o carbono carbonilico é mais eletrofilico.

.. / TFA, DCM
N H \) HN H HN-H
H 2+\C\ \~C

i i \
Trlptamlna OH 9H2

Benzaldeido

2| <— I ANt
H N D
H :OH,
¥

Esquema 20 — Mecanismo proposto para a reacao de formacao do 1-fenil-2,3,4,9-
tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13)

O produto 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13), foi obtido como um
solido amorfo de coloragdo amarelada com 88% de rendimento. O espectro de RMN de 1H
(anexo 1), obtido em D,O no aparelno de 500 MHz mostra um simpleto em 5,6 ppm
correspondente ao Ph-CH-NH, confirmando a formacdo do heterociclo conjugado ao nucleo
indolico.

Prosseguindo com a rota sintética para a obtencdo do fenil-pirido-indol, oxidou-se o
anel heterociclico conjugado ao grupo indol (13) através da metodologia também descrita por
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Dong e colaboradores (DONG et al., 2010). O esquema 21 mostra 0 mecanismo proposto

para esta reagéo.

e

LN /

/S
-'O/ NaOH (aq); DMSO
oo 125°C

(18)
Intermediario a Intermediério b

(18)

Esquema 21 — Mecanismo de reacéo proposto para a obtencéo do 1-fenil-9H-pirido[3,4-
blindol (6).
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Neste mecanismo o intermediario N-tosilado possui dois sitios hidrogenados passiveis
ao ataque do grupo do anion hidroxila. Sendo o hidrogénio 3 o mais &cido, visto que este esta
mais préximo do nitrogénio do nucleo inddlico e do piridinico, além de ser bis-benzilico,
acredita-se que este seja preferencialmente abstraido (rota b). Apdés a formacdo do
intermediario b que, ao longo da reacdo que é entdo oxidado, formando o fenil-pirido-indol
desejado (6).

O espectro de RMN-'H obtido em DMSO-ds do fenil-pirido-indol mostra dois
multipletos. Um em 7,5 ppm correspondentes aos sete hidrogénios aroméaticos mais blindados
eletronicamente (H7-H8-H1’-H2’-H3’-H4’-H5’). Os outros cinco hidrogénios mais
desblindados situam-se em 8,3 ppm (H3-H4-H5-H6-H7). Como o espectro foi adquirido em
DMSO-ds, foi possivel observar o sinal de N-H em 11,5 ppm.

O fenil-pirido-indol, obtido como um so6lido amorfo de coloragdo amarela com 94% de
rendimento, foi utilizado na rota sintética para a obtencdo dos sais de benzila (8), metila (9) e

alila (10) e propostos.

5.4 - Sintese dos sais da harmana e sais fenil-pirido-indois

O mecanismo de obtencao dos sais da harmana e do fenil-pirido-indol envolvem uma
reacdo de substituicdo nucleofilica do tipo 2 (Sy2), como mostra 0 esquema 22. Embora fosse
esperado a possibilidade de que os sais de benzila e alila reagissem por um mecanismo
também Sy1, aparentemente 0 mecanismo preferencial é a Sy2, visto que para a sintese destes
sais, a0 modificarmos o meio reacional através da troca da acetonitrila pelo etanol e metanol
(reagentes que favorecem Sy1), ndo observamos a formacéo dos produtos desejados, mesmo
apos 24 horas de reacdo. Isto nos levou a crer que o mecanismo envolvido na reagdo, de fato é
Sn2.
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Esquema 22 — Mecanismo de reacdo proposto para a sintese dos sais da harmana e dos
fenil-pirido-indois.

Os espectros de RMN 'H obtidos em D,O dos compostos confirmam a formacéo dos
produtos. No espectro do sal de metila do fenil-pirido-indol (8) é possivel verificar o simpleto
em 3,13 ppm correspondente a metila, que esta altamente desblindada devido a ligagdo com o
nitrogénio, formando um sal de amonio quaternario.

No espectro do sal alila do fenil-pirido-indol (9) observa-se um duplo-dupleto em 5,0
ppm dos hidrogénios metilénicos CH-CH,. Um duplo-dupleto em 5,3 ppm dos hidroénios
metilénicos N-CH,-CH altamente desblindados devido a ligagdo com o nitrogénio, formando
um sal de aménio quaternario. Observa-se também um multipleto do hidrogénio metinico em
5,95 ppm. No espectro de RMN *3C obtido em DMSO-ds, verifica-se também um sinal em 59
ppm, correspondente ao metileno do grupo alila, altamente desblindado.

No espectro do sal de benzila do fenil-pirido-indol (7) observa-se o simpleto em 5,8
ppm dos hidrogénios metilénicos da benzila, que estdo altamente desblindados devido a
ligacdo com o nitrogénio, formando um sal de aménio quaternario. RMN **C obtido em D,0
observa-se um sinal em 60 ppm correspondente ao metileno do grupo benzila altamente
desblindado.
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5.5 - Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

Os alcaldides p-carbolinicos vém sendo descritos na literatura devido ao seu uso como
inibidores de acetilcolinesterase, especialmente os sais de aménio quaternario, que
apresentam melhor atividade em comparagdo com as aminas livres. (BECHER et al., 2009;
SCHOTT et al., 2006). A razdo para esta diferenca de atividade entre as formas neutras e
catibnicas ainda ndo sdo bem descritas mas sabe-se que, que a carga positiva dos derivados f3-
carbolinicos ndo mimetiza a subunidade colinica dos substratos endogenos (TORRES et al.,
2012), ao contrario do que acreditava-se (GHOSAL et al., 1972; GEISSLER et al., 2010).

Torrres, em sua dissertacdo de mestrado (TORRES, 2011), avaliou a atividade
anticolinesterasica de diferentes sais da harmana. Dentre estes, o sal de benzila da harmana
demonstrou ser um dos mais ativos da série, inibindo AChE e BChE com Clsy de 1,74+0,035
e 2,62+0,021 uM, respectivamente.

Neste trabalho, buscou-se avaliar o efeito de diferentes substituintes no anel benzilico
desses sais da harmana, além da avaliacdo do efeito da substituicdo da metila pela fenila no
anel B-carbolinicos. Os ensaios para a avaliagdo da atividade anticolinesterasica foram
realizados através da modificacdo do método de Ellman (ELLMAN et al., 1961). Neste
ensaio colorimétrico, as enzimas acetilcolinesterase ou butirilcolinesterase hidrolisam a
acetilcolina em &cido acético e tiocolina. A tiocolina, por sua vez, reage com o 5,5’-ditiobis-
[2-nitrobenzoico] (DTNB ou reagente de Ellman) gerando o &cido 2-nitro-4-tiobenzoico que
tem coloracdo amarela (Esquema 23).

Esquema 23 : Reac@es envolvidas no método de Ellman.
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Inicialmente, adicionou-se as cavidades o iodeto de acetilcolina ou iodeto de
tiobutirilcolina, o DTNB, o tampéo 0,1% BSA, os compostos em diferentes concentractes
(nas cavidades de teste) e etanol (nas cavidades de controle, onde a enzima nao € inibida, ou
seja, trabalha-se com 100% de atividade enzimatica). Apos isto, fez-se a primeira leitura da
absorvéancia. Esta leitura constituiu o branco da avaliagdo, ou seja, 0s valores obtidos nesta
leitura sdo os valores descontados na leitura final (ap6s a hidrélise enziméatica). Em seguida,
adicionou-se a acetilcolinesterase as cavidades e novamente os valores de absorvancia foram
medidos, contudo de tempos em tempos (a cada 13 segundos fez-se uma nova leitura, por trés
vezes seguidas). Dos valores de absorvancia obtidos nestas leituras, subtraiu-se o valor do
branco de cada cavidade. Como os ensaios foram feitos em triplicata, em seguida, calculou-se
a média de absorvancia para cada uma destas. Assim sendo, cada concentragdo possuiu trés
valores de média nas trés leituras observadas. A tabela 3 mostra os calculos feitos para o sal
de benzila do fenil-pirido-indol (6) como exemplo da metodologia aplicada.
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Tabela 3 — Valores de absorvancias e concentragdes do sal de benzila da fenil-harmana
(7) utilizados para o calculo do percentual de inibicdo da AChE.

Concentracdo do = Meédiatdp*1°

sal de benzila (uM)

10

15

20

triplicata
0,337+0,00
0,335+0,00

0,273+0,01

Concentracdo do = Meédiatdp*1°

sal de benzila (uM)

10

15

20

triplicata
0,380+0,00
0,371+0,00

0,307+0,01

Concentracdo do = Meédiatdp*1°

sal de benzila (uM)

10

15

20

*dp = Desvio-padrao.

triplicata
0,417+0,00
0,407+0,00

0,339+0,01

Absorvancias
da 1° leitura

Meédiatdp*2°
triplicata

0,328+0,00

0,324+0,00

0,260+0,00
Absorvancias
da 2° leitura

Meédiatdp*2°
triplicata

0,366+0,01

0,361+0,00

0,290+0,01
Absorvancias
da 3° leitura

Meédiatdp*2°
triplicata

0,402+0,01
0,399+0,01

0,322+0,01

Médiatdp*3° o
Médiaxdp*Controle

triplicata
0,328+0,01 0,494+0,01
0,305+0,00 0,522+0,02
0,256+0,01 0,489+0,02

Médiatdp*3° o
Médiaxdp*Controle

triplicata
0,367+0,01 0,553+0,01
0,34040,00 0,582+0,01
0,289+0,01 0,548+0,02

Médiatdp*3° o
Médiaxdp*Controle

triplicata
0,406+0,01 0,615+0,01
0,37540,00 0,643+0,00
0,32040,01 0,605+0,02
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Desta maneira, a absorvancia observada refletiu diretamente a atividade enzimatica (a
enzima, no volume em que é adicionada nao possui valor de absorvancia relevante). Com isto
foi possivel comparar os valores de cada triplicata com o valor da triplicada do controle e
calcular o percentual de inibi¢do da seguinte maneira:

Percentual de inibi¢do = 100 - (Tc X 100/ Xt)
Onde: Tc = Triplicada do controle; Xt = média da triplicata da concentragdo ser calculada;

Por exemplo, a primeira triplicata na concentracdo 10 uM na primeira leitura:Percentual de
inibicdo = 100 — (0,494 X 100/0,337) = 31,74.

O mesmo foi feio para todas as triplicatas das demais concentragcdes. Com os valores
obtidos calculou-se a média das triplicatas nas trés leituras e o desvio-padréo correspondente.
A tabela abaixo mostra o percentual de inibigdo de acetilcolinesterase do sal de benzila (7)

nas diferentes concentracgdes testadas.

Tabela 4 — Percentual de inibi¢cdo de AChE pelo sal de benzila do fenil-pirido-indol (7).

Concentracéo (uM) % Inibicdo+dp*
10 33,25+0,38
15 38,69+0,19
20 46,07%0,10
25 52,97+0,24
30 57,76x0,23
35 60,52+0,30
40 64,98+0,35

*dp = desvio padréo

A partir da porcentagem de inibicdo calculada para no minimo trés concentracdes
diferentes, foi possivel confeccionar os graficos (concentracdo x porcentagem de inibicdo), e
utilizando o modelo matematico de regressao linear foram calculados os valores de Clsg
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(concentracado efetiva que inibe 50% da atividade enzimatica) conforme ilustrado na Figura

19.

Figura 23: Inibicdo de AChE pelo composto 7.

Da mesma forma procedeu-se com 0s outros compostos sintetizados, como pode ser

observado nas tabelas e graficos abaixo.

Tabela 5: Percentual de inibi¢do de AChE pelo composto 2.

Concentracao (uM) % Inibicdo+dp*
3 31,45+ 0,44
5) 41,44 + 0,27
8 51,86 + 0,09
10 63,63 +0,11

*dp = desvio padréao
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Figura 24: Inibicdo de AChE pelo composto 2.

Tabela 6: Percentual de inibigdo de AChE pelo composto 3 .

Concentragéo (uM)

*dp = desvio padréao

1

% Inibicdo+dp*
20,43+0,1990,370,37
36,09+0,21
45,69+0,06
53,51+0,02

61,86+0,06
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Figura 25: Inibi¢do de AChE pelo composto 3.

Tabela 7: Percentual de inibigdo de AChE pelo composto 4.

Concentracdo (uM) % Inibicdo+dp*
2 27,1740,390,370,37
4 34,45+0,23
10 54,93+0,42
13 65,46+0,17
15 67,60+0,06

*dp = desvio padréao
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Figura 26: Inibi¢cdo de AChE pelo composto 4.

Tabela 8: Percentual de inibigdo de AChE pelo composto 5.

Concentragéo (uM)

1
1,5
2
2,5
3

*dp = desvio padréao

% Inibicdoxdp*

36,53+0,330,370,37

45,96+0,28

52,63+0,29

59,58+0,17

63,66+0,08
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Figura 27: Inibi¢cdo de AChE pelo composto 5.

Tabela 9: Percentual de inibigdo de AChE pelo composto 8.

Concentracdo (uM) %Inibicdoxdp™
20 34,84+0,11
30 40,98+0,20
40 44 ,55+0,21
70 58,00+0,17
80 62,38+0,06

*dp = desvio padréao
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Figura 28: Inibicdo de AChE pelo composto 8.

Tabela 10: Percentual de inibicdo de AChE pelo composto 9.

Concentragao (uM)

5
10
15
20
25

*dp = desvio padréao

%Inibicdoxdp*

19,13+0,

31,12+0,

39,590,

44,880,

53,530,
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Figura 29: Inibicdo de AChE pelo composto 9.

Tabela 11: Percentual de inibi¢cdo de BChE pelo composto 2.

Concentragéo (uM)

4

4,5

6,5

*dp = desvio padréao

% Inibicdoxdp*

42,14+0,23

41,86+0,17

52,04+0,11

67,41+0,12
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Figura 30: Inibicdo de BChE pelo composto 2.

Tabela 12: Percentual de inibi¢cdo de BChE pelo composto 3.

Concentragéo (uM)

4

4,5

6,5

*dp = desvio padréao

% Inibicdoxdp*

42,96+0,25

47,67+0,19

53,60+0,09

63,98+0,17

74,20+0,16
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Figura 31: Inibicdo de BChE pelo composto 3.

Tabela 13: Percentual de inibi¢cdo de BChE pelo composto 4.

Concentragao (uM)

3

11
13
14

*dp = desvio padréao

% Inibicdoxdp*

21,28+0,06

28,97+0,43

38,85+0,26

43,86+0,52

50,72+0,52

55,73+0,28

62,30+0,27
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Figura 32: Inibicdo de BChE pelo composto 4.

Tabela 14: Percentual de inibi¢cdo de BChE pelo composto 5.

Concentragao (uM)

0,8

1,5
2,0
2,5

*dp = desvio padréao

% Inibicdoxdp*

35,19+0,05

39,33+0,23

49,53+0,32

54,84+037

70,40+0,23
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Figura 33: Inibicdo de BChE pelo composto 5.

Tabela 15: Percentual de inibi¢cdo de BChE pelo composto 7.

Concentracdo (uM) %Inibicdoxdp™
0,5 30,67+
1 43,85+
15 51,23+
2 58,04+
2,5 67,10+

*dp = desvio padréao
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Figura 34: Inibicdo de BChE pelo composto 7.

Tabela 16: Percentual de inibi¢cdo de BChE pelo composto 8.

Concentragéo (uM)
10
20
30
35
40
45

*dp = desvio padréao

%Inibicdoxdp*

26,32+0,22

40,69+0,15

55,60+0,07

61,36+0,02

64,66+0,02

70,89+0,01
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Figura 35: Inibicéo de BChE pelo composto 8.

Tabela 17: Percentual de inibi¢cdo de BChE pelo composto 9.

Concentragéo (uM)
7
11
15
19
23
27
30
34

*dp = desvio padréao

%Inibicdoxdp™
23,05+
30,83+
34,24+
36,73+
43,44+
47,85+
51,11+

53,61+
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Figura 36: Inibicdo de BChE pelo composto 9.

Como é possivel observar, todos os derivados forneceram 6étimos valores de Cls tanto
para AChE quanto para BChE, sendo menores que os valores de Clsy apresentados pela
harmana Tabela X) Os compostos 2, 4 e 5 forneceram valores de Clsy préximos ao da
fisostigmina (um conhecido inibidor de colinesterases) e galantamina (Cls,=8,70+0,05uM em
AChE) e (Cls0=24,4+2,84uM em BChE), um dos farmacos utilizados comercialmente para o
tratamento da DA (BECHER et al., 2005; GEISSLER et al., 2010). O composto 3 merece
especial destaque pois mostrou um valor menor de Clso tanto para AChE quanto para BChE.
Torres em sua dissertacdo de mestrado mostrou que o sal de benzila da harmana possui
valores de Clsg igualmente baixos (1,74+0,035 uM para AChE e 2,62+0,021 uM para BChE).

Os resultados dos ensaios dos compostos 2, 3 e 4 mostram que 0 aumento do volume
estérico na regido para do anel benzilico, através da introducdo de grupos retiradores de
elétrons como Br, ClI e NO, respectivamente, ndo otimizou as propriedades
anticolinesterasicas desta classe de compostos, tendo como padrdo comparativo o sal de
benzila da harmana. No entanto, aparentemente esta reducdo na atividade inibitéria ndo é
devida ao volume dos grupos substituintes, pois o composto 5 (para fenila)apresentou
atividade inibitéria semelhante ao protétipo 7 (Clsp = 1,88+0,035 e 1,65+0,035 em AChE e
BChE, respectivamente). A redugdo da atividade quando da introducdo de grupos elétron-
retiradores pode estar relacionada com uma possivel reducdo da densidade eletronica do anel

benzilico, o que pode acarretar em reducédo das interacdes hidrofdbicas realizadas pela nuvem
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7t com o sitio das colinesterases. Possivelmente a introdugdo de grupos doadores de elétrons

poderia aumentar a atividade, o que esta sendo investigado no momento.

CHs

Sal de benzila da harmana

Tabela 18: Valores de Clso para os compostos avaliados quanto a atividade inibitdria da
AChE e BChE.

Compostos AChE BChE Seletividade

(Clso

Clea(UM) + *d Clso(UM) £*d
so(HM) * *dp oM =5de  EiCIAChE)

Harmana 380 + 0,005 90,0+0,0002 0,236
2 7,11 +0,018 4,83 + 0,037 0,679

3 5,71+ 0,049 4,80 + 0,016 0,84

4 8,82 + 0,032 10,8 +£ 0,004 1,22

5 1,88 £ 0,027 1,56 + 0,084 0,823

7 22,06 + 0,037 1,49+0,172 0,067

8 52,13 + 0,028 27,44 + 0,052 0,526

9 22,48 + 0,195 29,57 + 0,043 1,31
Fisostigmina 1,56+0,067 3,70+0,320 2,370

*dp = desvio padréao
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De acordo com a Tabela 21, € possivel observar que a seletivade, ou seja, a afinidade
dos compostos pelas enzimas pode ser levemente modificado pela natureza dos grupos
adicionados ao nitrogénio piridinico, formando o sal de ambnio quaternario. Em estudos
anteriores, observou-se que grupos alifaticos de pequeno volume, tais como o0s sais de metila
e etila da harmana, favoreciam a inibicdo da BChE. Por outro lado, grupos alifaticos
volumosos tal como o sal de butila, favoreciam a inibigdo da AChE. (TORRES et. al., 2012).
Através destes resultados € possivel observar que ndo somente o volume do substituinte
impacta diretamente na atividade e na seletividade desta classe de compostos, mas também a
natureza eletronica.

Estudos anteriores mostraram que a adicdo do anel de benzila, para formacéo do sal de
amoénio quaternario, favorecia o aumento da atividade em ambas as enzimas estudadas
(TORRES et. al., 2012), mas levando a uma leve seletividade pela AChE. Tendo em vista que
todos os sais da harmana sdo sais de benzila substituidos, foi possivel avaliar a contribuicdo
de cada substituinte na regido para a estes anéis, como discutido anteriormente. Sendo assim,
grupos retiradores de elétrons tais como NO,, Cl e Br, tendem a diminuir a interacdo destes
compostos com as colinesterases, se comparado as interacfes observadas para o sal de benzila
da harmana, que apresenta uma Cls; = 1,740,035 e 2,62+0,021 para AChE e BChE,
respectivamente (TORRES, 2011). E interessante notar também que estas substituicdes
tornaram os compostos 2, 3 e 4 menos seletivos. Estes resultados indicam que a seletividade
pode ser modulada, como pode ser observado nos dados expostos na Tabela 20.

A substituicdo da metila pela fenila na sintese dos sais do fenil-pirido-indol, embora
ndo tenha levado a perda da atividade, ndo se mostrou favordvel pois todos os sais
apresentaram menor atividade em AChE. Contudo o sal de benzila desta classe de compostos
(7), mostrou-se altamente seletivo por BChE, indicando que a esta classe pode ser explorada
para novos compostos inibidores seletivos da BChE..

5.6 - Cinética Enzimatica

A cinética enzimatica foi realizada segundo o método de Ellman ja descrito na parte
experimental deste trabalho (FRANCIS et al., 1999; BAYNES, 1991). Um exemplo da
metodologia de célculo utilizado para avaliacdo da cinética enzimatica pode ser observado na
Tabela 22, que mostra os valores de 1/V, e 1/[S] obtidos para o composto 7. Com estes
valores confeccionou-se entdo o grafico de Lineweaver-Burk (Figura 35). Como descrito
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anteriormente na introducdo, o formato do grafico obtido mostra de forma clara e objetiva, o

tipo de inibicdo que ocorre.

Tabela 19: Valores de 1/V° e 1/[S] para o composto 7 como demonstrativo de calculo da
cinética enzimética de AChE.

1/[S]
25,00
20,00
11,76
10,00
6,66
5,649
5,00
4,545
4,166

4,00

dp*=desvio padrao

O mesmo procedimento foi adotado para todos o0s sais sintetizados para ambas as

1/V°xdp* (Controle)

6,613+0,023
5,772+0,018
3,828+0,049
3,460+0,032
2,632+0,027
2,448+0,029
2,341+0,017
2,236+0,059
2,103+0,018

1,979+0,015

1/V°(5uM)+dp*

12,397+0,021
11,598+0,012
7,281+0,040
6,401+0,021
4,969+0,023
4,449+0,054
3,981+0,030
3,916+0,047
3,937+0,038

3,762+0,011

enzimas, como pode ser observado nos graficos a seguir.

1/V°(10uM)+dp*

19,867+0,007
16,90+0,002
11,734+0,006
10,251+0,003
7,550+0,012
6,982+0,007
6,716+0,018
6,736+0,040
6,102+0,021

5,890+0,027
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Figura 37: Cinética de inibicdo de AChE pelo composto 7.
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Figura 38: Cinética de inibicdo de AChE pelo composto 2.
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Figura 39: Cinética de inibicdo de AChE pelo composto 4.
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Figura 40: Cinética de inibicdo de AChE pelo composto 5.
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Figura 41: Cinética de inibicdo de AChE pelo composto 8.
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Figura 42: Cinética de inibicdo de AChE pelo composto 9.
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Figura 43: Cinética de inibicdo de BChE pelo composto 2.
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Figura 44: Cinética de inibicdo de BChE pelo composto 4.
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Figura 45: Cinética de inibicdo de BChE pelo composto 5.
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Figura 46: Cinética de inibicdo de BChE pelo composto 7.
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Figura 47: Cinética de inibicdo de BChE pelo composto 8.
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Figura 48: Cinética de inibicdo de BChE pelo composto 9.
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Com base neste estudo cinético pode-se observar que todos os compostos analisados
agem como inibidores reversiveis ndo competitivos, que sdo caracterizados pela interacdo do
inibidor em um sitio proprio de ligacdo, e ndo no sitio ativo da enzima. Estes dados
corroboram com os dados recentemente publicados na literatura para esta classe de compostos
(TORRES et al., 2012). Tendo observado este tipo de inbicdo, foi possivel estimar o valor de
Ki como sendo igual ao valor de Clsp (CHENG & PRUSSOF, 1973).

Torres e colaboradores observaram também que os sais dos compostos [3-carbolinicos
atuam inibindo a enzima provavelmente em um sitio anidénico proximo a entrada do canal
onde esta o sitio ativo, 0 que explica a diferenca entre os valores de Clso da harmana e dos
seus derivados. N&o tendo carga positiva em sua estrutura, a harmana atua inibindo as
enzimas apenas por interacdes de Van der Waals, ja os seus derivados que possuem uma
carga positiva em sua estrutura, atuam inibindo as enzimas neste centro anidnico por
interagdes ibnicas que sao muito mais fortes que as de Van der Waals.

A Tabela 24 correlaciona o valor de Clso com o valor de K, para uma inibi¢do do tipo

ndo competitiva.

5.3 - Andlise da interagdo via STD-RMN

Os ensaios de STD foram feitos para alguns dos compostos sintetizados e mostraram
que 0s anéis aromaticos B-carbolinico e benzilico interagem com maior proximidade do
receptor, o que corrobora com os dados quimicos-bioldgicos observados nos ensaios
cinéticos, que indicam o maior potencial inibitério dos benzilsubstituidos frente aos alquil-
substituidos. Alem disso, estes estudos indicam que mesmo com 0 aumento esterico dos
substituintes tanto no anel piridinico quanto na substituicdo da metila pela fenila nos sais
fenil-pirido-indois, estes continuam interagindo dentro da cavidade enzimatica. Tal fato é
importante para dar prosseguimento ao planejamento de novas estruturas, uma vez que sabe-
se que a conformagéo dos padrdes estruturais analisados no momento da interagdo, permite o
aumento esterico destes e mantém a atividade destes compostos mesmo com a modificacao

eletrdnica destes substituintes.
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6 — CONCLUSOES

A analise da atividade anticolinesterasica dos derivados B-carbolinicos indicou que
estes sais foram até 200 vezes mais potentes (5) em relagdo a harmana (1), indicando que
estes compostos sdo interessantes para estudos mais avancados (in vivo), uma vez que, alguns
derivado forneceram valores de Clso (in vitro) proximos ao valor de Clsy da fisostigmina.

Todos os compostos testados agiram como inibidores ndo competitivos, ou seja,
interagem com sitios da AChE e BChE diferentes do sitio ativo.

Uma vez que, para AChE, o composto mais ativo foi o 5, nota-se que este,
diferentemente dos outros compostos testados, possui um anel aromatico a mais que poderia
estar contribuindo para que haja interagdes m-m com residuos aromaticos da enzima.
Adicionalmente, este composto se mostra mais lipofilico que os outros da série, 0 que pode
ser interessante ja que as enzimas alvo se encontram no sistema nervoso central.

De modo geral, a geracdo de carga positiva nesta série de derivados B-carbolinicos
levou a um ganho consideravel de poténcia. A seletividade parece estar relacionada ao
volume e a natureza dos grupos acrescentados ao nitrogénio piridinico. Sobre estes
substituintes, a adicdo de grupos retiradores de elétrons a posicdo para da benzila, nos sais da
harmana, mostrou diminuir a seletividade destes compostos, contudo houve a manutencédo do
potencial inibitério destes compostos.

Os estudos de STD-RMN mostraram que o aumento do volume estérico do
substituinte ainda faz com que estes compostos interajam dentro da cavidade enzimatica, alem
de corroborar os dados experimentais de que os anéis benzilicos adicionados aos sais da
harmana formam mais um sitio de interacdo com a enzima, sendo por tanto, importante para a
atividade observada.

Finalmente, os sais de fenil-pirido-indol, apesar de terem apresentado menor atividade
geral frente a AChE, levaram ao composto 7 que se mostrou bastante seletivo pela

butirilcolinesterase, indicando uma promissora série a ser explorada.
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Espectro de RMN - *H do composto 3 obtido em DMSO-dg (500 MHz)
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Espectro de RMN - ** C do composto 3 obtido em DMSO-dg (500 MHz)
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Espectro de RMN - *H do composto 4 obtido em DMSO-ds (500 MHz).
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Espectro de RMN - ** C do composto 4 obtido em DMSO-dg (500 MHz).
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Espectro de RMN - *H do composto 5 obtido em DMSO-ds (500 MHz).
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Espectro de RMN - **C do fenil-pirido-indol obtido em DMSO-dg (500 MHz).
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Espectro de RMN - *H do composto 7 obtido em D,O (400 MHz).
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Espectro de RMN - ** C do composto 8 obtido em DMSO-dg (500 MHz). 101
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