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Resumo

A doenca de Alzheimer (DA) é considerada a deméncia mais prevalente em todo 0 mundo nos idosos.
O que torna a busca por alternativas teraupeutica importante. Nesse trabalho objetivizou sintetizar betainas
esterificadas e investigar sua atividade inibitéria sobre a acetilcolinesterase (AChE). Os ésteres foram obtidos
através de reacdes de esterificacdo com alcoois de cadeias alquilicas, ramificadas, benzilica e ciclica na
presenca de cloreto de tionila, onde apresentaram rendimentos entre 52 a 77%. Estes ésteres foram
submetidos a reacdo de N-metilacdo na presenca de iodeto de metila em meio basico para obtengdo das
betainas esterificadas, nas quais apresentaram rendimentos entre 30 a 49 %. Os ensaios da atividade inibitéria
da AChE foram realizados com amostras de encéfalo de ratos Wistar, onde apenas os ésteres etilico, n-butilico
e isopropilico apresentaram atividade inibitéria da AChE, j& as betainas esterificadas ndo apresentaram inibi¢éo
sobre a AChE.
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Introducéo

Doencas Neurodegenerativas (DN) causam destruicdo progressiva e irreversivel de neurbnios,
presentes no sistema nervoso central (SNC). Uma das principais DN com maior incidéncia dentre os casos é a
doenca de Alzheimer (DA)l. A DA leva a deficiéncia de neurotransmissores, comoa acetilcolina (ACh),
responsavel por estimulos nervosos. Apesar de ndo haver a cura para a DA, séo utilizados como tratamento
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChEis), que impedem a hidrélise da ACh, aumentando os niveis da
neurotransmissao colinérgica no encéfalo. Os farmacos utilizados para o tratamento da doenga apresentam
baixa disponibilidade e muitos efeitos colaterais. Diante deste fato, existe uma busca por estruturas
promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos que sejam mais especificos e apresentem menores
efeitos toxicos*®.

Betainas derivadas do aminoacido triptofano, como a L-hipaforina, um alcaloide indol natural
encontrado em plantas do género Erythrina (Leguminosae), tem efeitos no sistema nervoso central. Onde, a L-
hipaforina é capaz de inibir a atividade da AChE em regides especificas do cérebro, como cerebelo®. Estudos
envolvendo a esterificacdo de Aacidos carboxilicos, relataram um aumento na atividade inibitéria da AChE>.
Observando a estrutura da L-hipaforina (Figura 1), podemos notar a presen¢a de uma carboxila, e portanto, a
insercdo do grupamento éster, possibilitaria uma maior aproximagéao estrutural com as funcdes do substrato da
AChE, ou seja, com a ACh (Figura 1). Neste trabalho sintetizamos ésteres do L-triptofano e L-betainas
esterificadas e avaliamos o potencial destes compostos quanto a inibicdo da AChE.
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Figura 1. Semelhanca estrutural de protétipos a inibidores da AChE com a ACh. Destaque em azul para o
grupo sal de amdnio quaternéario e em vermelho para o grupo carboxila.
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Metodologia

As esterificagées do L-triptofano foram realizadas de acordo com a metodologia de SONG (2014)° e
HOSANGADI (1996)°, que consiste no refluxo do acido carboxilico com os élcoois correspondentes, na
presenca de cloreto de tionila (Esquema 1). O L-triptofano foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich ®) e os
alcoois utilizados foram: metilico, etilico, isopropilico, n-butilico, propilico e isoamilicoAp6s o processo de
esterificacdo em meio acido, foi realizado o processo de N-metilacdo dos ésteres la a 1f. A N-metilacdo dos
ésteres la-1f foi realizada conforme metodologia ja descrita na literatura®, que consiste em uma reacdo de
substituicdo nucleofilica, utilizando iodo metano (CHzl) em meio basico a temperatura ambiente (t.a.), na
presenca de dgua e metanol (Esquema 1).
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Esquema 1. Reagentes e condi¢Bes experimentais utilizadas para a preparacao dos ésteres 1(a-f) e das L-
betainas esterificas 2(a-f).

As reagcbes foram acompanhadas através de cromatografia em camada delgada utilizando-se
cromatofolhas de aluminio e silica gel 60 F,s4-Macherey-Negel Sil G/UVas. A identificagdo estrutural dos
compostos foi confirmada por RMN de 'H e de C (Bruker® AVANCE DPX-300) e pela espectrometria de
Massas de Alta Resolucéo (ESI-gTOF microTOF-Q lll, BrukerDaltonics).

Os animais utilizados nos experimentos foram ratos Wistar adultos. A atividade da AChE foi investigada
em homogenato do encéfalo total. O uso de animais nesses experimentos cientificos foi aprovado pelo Comité
de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFMS registrado sob o n°. 757/2016.

O ensaio de atividade da AChE foi determinado pelo método de Ellman (1961)9, com modificacdes
recentemente descritas pelas concentracbes de Dingova (2014)10, sendo a atividade da AChE expressa em
pmol de acetiltiocolina hidrolisada/hora/miligrama de proteina.

Os compostos analisados foram testados nas concentracdes de 0,1, 1,0, 10, 100 e 1000 pM. A
analisada estatistica foi realizado pelo GraphPad Prism através da andlise de varidncia de uma via (one-way
ANOVA) seguida pelo teste de post hot de Dunnett, ou testes ndo paramétricos equivalentes. Os resultados
foram considerados significativos quando P < 0,05.

Resultados e Discusséo

Os ésteres que foram obtidos inicialmente (Tabela 1) tiveram rendimentos de 52 a 69 %. Estes
compostos apresentaram com aspecto oleoso de coloracao castanho escuro. Apos o processo de esterificacao
em meio acido, foi realizado o processo de N-metilacdo dos ésteres 1a a 1f. No entanto, na analise por RMN
de 'H dos produtos obtidos das reagfes com 1a, 1b e 1f, constatou que houve a N-metilagcdo, porém ocorreu a
hidrolise do éster. Ndo formando os produtos desejados. As reacdes de N-metilacdo dos ésteres culminaram
somente na obtencdo dos compostos 2c, 2d e 2e (Tabela 1) com rendimento de 42, 30 e 49 %,
respectivamente.

Tabela 1. Rendimento das reacdes de esterificacdo do L-triptofano e de N-metilagdo dos ésteres obtidos.

Reacao Alcool Produto (rendimento da Produto (rendimento da N-
esterificacdo em %) metilacdo em %)
1 CH,OH la (52) 2a (ndo obtido)
2 CH3CH,OH 1b (64) 2b (n&o obtido)
3 CH5(CH,),0OH 1c (60) 2c (42)
4 CH5(CH,)s0H 1d (77) 2d (30)
5 (CH3),CHOH le (62) 2e (49)
6 (CH3),CH(CH,),OH 1f (69) 2f (ndo obtido)

Inicialmente, foram realizados os ensaios in vitro de inibicao da atividade da AChE com os ésteres la—
1f e os resultados sdo mostrados na Figura 2. Os compostos la, 1c e 1f ndo se mostraram ativos em
nenhuma das concentracdes testadas. Ja os compostos 1lb e 1d apresentaram inibicdo em todas as
concentracdes testadas e, o composto le inibiu atividade da enzima somente na maior concentracdo (1000

HUM).
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Figura 2. Resultado do ensaio in vitro de inibicdo da atividade da AChE na presenca de diferentes

concentracdes dos compostos la-1f; (n = 5). As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas

guando p<0,05. Todos os dados foram expressos como média + S.E.M (erro padrdo da média).

T
o O

S O

N N

pmol AcSCh hidrolisada/h/mg de proteina
4

pmol AcSCh hidrolisada/h/mg de proteina
—l *

Hmol AcSCh hidrolisada/h/mg de proteina

Os resultados dos ensaios in vitro das L-betainas esterificadas 2c-2e e os resultados sdo mostrados na
Figura 3. Os compostos 2c-2e ndo foram capazes de inibir atividade da AChE nas concentracfes testadas
quando comparadas a amostra controle.
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Figura 3. Resultado do ensaio in vitro de inibicdo da atividade da AChE na presenca de diferentes
concentracdes dos compostos 2c-2e; (n = 5). As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas
guando p<0,05. Todos os dados foram expressos como média + S.E.M (erro padréo da média).

Quando comparamos as atividades de inibicdo dos ésteres 1c e 1e com os seus derivados N-metilados
2c e 2e, verificamos que nao houve alteracdo em relagéo a atividade, ou seja, a insercdo de uma carga positiva
no nitrogénio ndo contribuiu para o aumento e nem a diminuicdo da atividade nestes compostos. No entanto,
guando realizamos a comparacéo entre os compostos 1d e 2d, podemos afirmar que a modificacdo do grupo
NH, para um sal de amdnio quaternario (N"(CH3)s) ocasionou na inativacdo do composto. Isso foi diferente do
gue esperavamos, ja que a presenca de uma carga positiva na molécula poderia auxiliar na interacdo do
inibidor com o sitio ativo da enzima, através de um residuo de aminoacido aniénico (Glu)™*.

Porém, a insercdo de uma carga positiva no nitrogénio na forma de um sal de amdnio quaternario pode
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ter contribuido para a instabilidade da ligacao éster das L-betainas esterificadas, fazendo com essa hidroélise
ocorresse antes da propria ligacdo do inibidor ao sitio ativo da enzima, ja que estudos mostram que ésteres de
betainas que possuem um sal de amdnio quaternario sdo mais facilmente hidrolisaveis quando comparados a
ésteres sem a carga cationica™.

A atividade dos ésteres etilico (1b) e butilico (1d) pode ter uma relacdo estrutural, principalmente,
devido ao mesmo nimero de carbonos destas fungdes, com os neurotransmissores ACh e BCh (butirilcolina),
uma vez que isso permitiria uma melhor interagdo com o sitio ativo da enzima'®. A BCh é um substrato sintético
da butirilcolinesterase (BChE), enzima que também faz parte do sistema colinérgico e pode hidrolisar a ACh
com uma menor especificidade™. As interacdes destes ésteres com o sitio ativo da enzima poder&o ser melhor
elucidadas através de estudos de docking molecular.

Conclusdes

Foram obtidos 6 ésteres a partir do L-triptofano, com rendimentos que variaram entre 52 a 77 % e
somente 3 ésteres N-metilados, provenientes dos alcoois isopropilico, n-butilico e propilico com rendimentos de
49, 30 e 42 %, respectivamente. Dentre os compostos submetidos aos ensaios de inibicdo da AChE, apenas os
ésteres etilico (1b) e butilico (1d) foram ativos em todas as concentracdes testadas. O mecanismo pelo qual
ocorre a inibicdo ainda ndo pode ser elucidado, mas caracteristicas estruturais relacionadas aos
neurotransmissores ACh e BCh parecem ter papel fundamental para o efeito inibitério observado. Estes ésteres
poderdo servir como base para o estudo de novos inibidores da AChE.
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