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IX

RESUMO

Doencas Neurodegenerativas (DN) causam destruicdo progressiva e irreversivel de
neurdnios, presentes no sistema nervoso central (SNC). Uma das principais DN com
maior incidéncia dentre os casos € a doenga de Alzheimer (DA). A DA leva a
deficiéncia de neurotransmissores, como a acetilcolina (ACh), responsavel por
estimulos nervosos. Apesar de ndo haver a cura para a DA, sdo utilizados como
tratamento inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChEis), que impedem a
hidrolise da ACh, aumentando os niveis da neurotransmissdo 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 vem sendo investigadas por possuirem
acao no SNC, como a indugdo ao sono em ratos e também por apresentarem
atividade inibitéria da acetilcolinesterase (AChE). Um grupo amino quaternario esta
presente na estrutura molecular da ACh, assim como em AChEis, como a
neostigmina, além disso, outra caracteristica estrutural importante do
neurotransmissor é a presenga de um grupo éster, sendo o grupo que sofre agao
direta da enzima AChE. Neste trabalho sintetizamos seis diferentes ésteres partindo
do L-triptofano e trés betainas esterificadas e realizamos a avaliagcdo de suas
atividades de inibicdo sobre a AChE. Inicialmente, os ésteres 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%,
onde os compostos sao relatados na literatura, mas nao sido conhecidos suas
atividades anticolinesterasicas. Estes ésteres foram submetidos a reagcdo de N-
metilacdo na presenca de iodeto de metila em meio basico para obtencido das
betainas esterificadas, nas quais apresentaram rendimentos entre 30 a 49%, estas
betainas nédo estdo relatadas na literatura. Os ensaios da atividade inibitéria da
AChE foram realizados com amostras de encéfalo de ratos, onde apenas os ésteres
etilico e n-butilico apresentaram atividade significativa de inibigdo da AChE, nas
concentragdes 0,1, 1, 10, 100 e 1000 pyM e o éster isopropilico na concentragcdo de
1000 uM, ja as betainas esterificadas ndo apresentaram inibicdo sobre a AChE. Os
resultados mostram que os ésteres possuem um maior efeito inibitério quando
comparado aos derivados trimetilados e podem auxiliar na elaboracido de novos
protétipos a farmacos para o tratamento da DA.



ABSTRACT

Neurodegenerative diseases (DN) cause progressive and irreversible destruction of
neurons, present in the central nervous system (CNS). One of the major DNs with
the highest incidence among the cases is Alzheimer's disease (AD). AD leads to
deficiency of neurotransmitters, such as acetylcholine (ACh), responsible for nerve
stimuli. Although there is no cure for AD, acetylcholinesterase enzyme (AChEis)
inhibitors, which prevent ACh hydrolysis, are used as a treatment, increasing levels
of cholinergic neurotransmission in the brain. The drugs used to treat the disease
have low availability and many side effects. Faced with this, there is a search for
promising structures for the development of new drugs that are more specific and
have lower toxic effects. Betaine derived from the amino acid tryptophan, such as L-
hipaphorine, have been investigated for CNS action, such as sleep induction in rats
and also for acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity. A quaternary amine
group is present in the molecular structure of ACh, as well as in AChEis, such as
neostigmine; in addition, another important structural feature of the neurotransmitter
is the presence of an ester group, the group being directly acting on the enzyme
AChE. In this work we synthesized six different esters starting from L-tryptophan and
three esterified betaines and performed the evaluation of their inhibition activities on
AChE. Initially, the esters through esterification reactions with alkyl, branched,
benzylic and cyclic chain alcohols in the presence of thionyl chloride, where yields
range from 52 to 77%, where the compounds are reported in the literature but their
activities are not known anticholinesterases. These esters were subjected to the N-
methylation reaction in the presence of methyl iodide in a basic medium to obtain
esterified betaines, in which yields were between 30 and 49%; these betaines are not
reported in the literature. The AChE inhibitory activity assays were performed with rat
brain samples, only the ethyl and n-butyl esters presented significant AChE inhibition
activity at concentrations of 0.1, 1, 10, 100 and 1000 uM and the isopropy! ester at
the concentration of 1000 pM, since the esterified betaines showed no inhibition on
AChE. The results showest that the esters have a greater inhibitory effect when
compared to the trimethylated derivatives and can help in the elaboration of new
prototypes to the drugs for the treatment of AD.
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1. INTRODUGAO

Os novos estilos de vida e a exposi¢cao, ainda mais intensa, a fatores de
risco proprios do mundo contemporaneo tem como consequéncia uma alteragao no
perfil de morbimortalidade diminuindo a ocorréncia das doengas infectocontagiosas
e colocando as doengas crénico-degenerativas como novo centro de atengdo dos
problemas de doenga e morte da populagao brasileira (DA SILVA et al., 2014). As
doencas neurodegenerativas (DN) sdo caracterizadas pela perda progressiva de
neurénios e por alteragées secundarias (ROBBINS & COTRAN, 2005). O Instituto
Virtual de Doengas Neurodegenerativas do Rio de Janeiro (IVDN) menciona a
doenca de Alzheimer (DA) como exemplo de DN, pois possui caracteristicas como
perda neuronal seletiva, que é o comprometimento de um ou mais grupos de
neurénios, enquanto outros grupos ndo sao comprometidos. Segundo o IVDN,
nestas doencas, o encéfalo apresenta atrofia com acumulo de proteinas, e reducao
quantitativa de neurotransmissores que sao moléculas necessarias para a
comunicagao entre as células, destacando-se a acetilcolina (ACh).

A ACh é um mediador quimico no sistema nervoso central (SNC), no sistema
nervoso periférico e também na jungdo neuromuscular, ou seja, € um
neurotransmissor ubiquo, que constitui o sistema de neurotransmissao colinérgica.
(KING, 2000).

A DA corresponde a 50 % dos casos de deméncia em idosos, com faixa
etaria de 60 a 65 anos, sendo a idade um dos maiores fatores de risco para o
desenvolvimento de deméncia (BORGES OSORIO e ROBINSON, 2002). O
aumento de casos da doencga no Brasil é cada vez mais preocupante, pois dados do
ultimo censo demografico realizado pelo IBGE apontam um aumento na expectativa
de vida para os brasileiros de 74,6 em 2012 para 75,5 anos em 2015. No estado de
Mato Grosso do Sul, segundo o IBGE, a expectativa de vida subiu de 73,8 anos de
2012 para 75,3 em 2015, estando proxima a média nacional (IBGE, 2015).

Em outro estudo de projegdo do numero de idosos acometidos pela DA com
mais de 65 anos, foram obtidos valores significativos para a cidade de Campo
Grande-MS, principalmente para a comunidade japonesa, devido a perspectiva de
vida desta populagéo, apresentando uma taxa bruta de 12,10 % em Campo Grande,
enquanto que a média observada para os paises da América Latina foi de 7,13 %.

Além disso, diferencas expressivas também foram observadas nas taxas por sexo,



sendo de 11,4 % entre os homens e 12,6 % entre as mulheres, especificamente na
comunidade japonesa de Campo Grande (BURLA et al., 2013).

A DA foi descrita por Alois Alzheimer em 1907, onde consiste em uma
desordem neurodegenerativa com danos na estrutura do SNC, resultando em
diversas alteragcdes de fungdes, incluindo disturbios na memdria, no aprendizado,
pensamento, orientagcdo espacial, compreensdo e linguagem, emogdes,
comportamentais com relagdo a outros individuos (DAWBARN, D, 1995). Uma vez
que o individuo apresenta a DA, os danos neuronais continuam progredindo e assim
evoluindo os sintomas, essa evolugcao dura cerca de 8 a 10 anos com identificacéo
por niveis iniciais a graves (JUNIOR et al., 2004).

As causas dessa doenca ainda ndo foram identificadas, mas existem
hipoteses etioldgicas para a ocorréncia, como a deposigao extracelular de peptideos
B-amildides com formagao de placas senis e formagao intracelular de emaranhados
neurofibrilares compostos pela proteina Tau. (MATTSON, 2004). Esta proteina tem
como funcdo estabilizar a polimerizacdo da a,B-tubulina, que sao proteinas
formadoras de microtubulos importantes no transporte vesicular de proteinas
(SERENIKI, A,; VITAL 2008).

Nos neurdnios doentes, a proteina Tau é hiperfosforilada, diminuindo a
estabilidade dos dimeros da a,B-tubulina, ocasionando a degeneracdo dos
microtubulos, dessa forma ocorre uma cascata neurotoxica causando a apoptose
celular (KUMAR; SINGH; EKAVALI, 2015; MATTSON, 2004; SILVA et al., 2014).

Existem outras hipoteses para o desenvolvimento da DA, como estresse
oxidativo, presenga de metais e aumento no influxo de calcio (PETRONILHO et. al.,
2011; HOLANDA et. al., 2008).

Existem outras caracteristicas nos individuos com DA, como o atrofiamento
cerebral que danifica regides importantes com fungdes motoras, pensamentos e
memoria, reflexos e coordenagao postural, emog¢des e aprendizados e cognigao
essas regides danificadas s&o o cortex cerebral, o cerebelo, hipocampo e corpo
estriado (GEORGE-HYSLOP, 2000).

1.1. Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico € o sistema de neurotransmissao que envolve a ACh
como mediador quimico de sinapses, sendo constituido pela ACh, seus receptores e

0 aparato enzimatico responsavel pela sintese e degradagéo (Ventura, 2010).



A sintese da ACh ocorre a partir de acetil-coenzima A (Acetil-CoA) que esta
presente em todas as células e da colina proveniente da dieta e € entregue as
células nervosas pela corrente sanguinea (Figura 1), através da atividade da enzima
colina-O-acetil-transferase (ChAT) (SOREQ; SEIDMAN, 2001).

@) 0]

R ChAT .
CoAJ\ + o ~N (CHs)s 4—_AChE> /U\O/\/N (CH3)3 4+ coa
Acetilcoenzima A Colina Acetilcolina

Figura 1: Processo de sintese e hidrolise da acetilcolina.

Apos a sintese da ACh, é transportada por transportadores vesiculares
(VAChT) é armazenada em vesiculas sinapticas (Figura 2), a ACh é liberada na
fenda sinaptica, a ACh interage com os receptores colinérgicos muscarinicos
(mAChRs) e nicotinicos (nAChRs) presentes nas membranas pré e pos-sinaptica, e
essa acgao soO cessa quando a ACh é hidrolisada em acetato e colina, pela enzima
acetilcolinesterase (AChE) (FIFER, 2007).

High-affinity
choline uptake

Chaoline

o + acetate
% © ACh—
AChE-R

K+t Ins(1.4.5P3t — Ca?*t
canmpt DAG t—pPKCt
Postsynaptic site

pach EFmr [ me fAChE-S © VACHT

Figura 2: Sinapse colinérgica. Colina acetil-transferase (ChAT); transportador vesicular
de acetilcolina (VAChT); AMP ciclico (cAMP); diacilglicerol (DAG); proteina cinase C
(PKC); mondbmeros da AChE soluveis na fenda sinaptica (AChE-R); tetrameros da
AChE que eestéo ligados a jungdo neuromuscular (AChE-S); receptor muscarinico 1
(M1); receptor muscarinico 2 (M2); inositol-1,4,5-trisfosfato (Ins(1,4,5) P3) (Adaptada de
SOREQ; SEIDMAN, 2001).



A hidrdlise da ACh também pode ser catalisada por uma enzima relacionada
a AChE a butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8), mas esta possui menor
especificidade pela ACh com relagdo a AChE (SOREQ; SEIDMAN, 2001).

1.2. Enzima colinesterase

As enzimas colinesterasicas podem ser monomeéricas ou oligoméricas com
peso molecular 70-80 kDa, estas agem em ésteres de colina e se diferenciam pela
especificidade do substrato. A AChE hidrolisa ACh com maior velocidade e a BChE o
substrato sintético da BCh (MOSSOULIE et.al., 1993).

A AChE é encontrada nos neurdnios colinérgicos, sendo esta uma proteina
alfa/beta que contém 537 aminoacidos e consiste de uma mistura de 12 folhas beta
envolvida por 14 a-hélices, também se localiza nas sinapses colinérgicas e na
juncdo neuromuscular (MASSOULIE et al., 1999). A AChE é composta por
subunidades que se agrupam em estruturas oligoméricas e sao divididas em duas
classes: assimétrica (An) ou globular (Gn), baseada em sua estrutura quaternaria,
apesar de suas diferencas estruturais, as atividades nas subunidades sao
semelhantes (DELFINO et al., 2009; MASSOULIE, 1985; TAYLOR, 1994).

As formas globulares sdo compostas por monémeros (G1), dimeros (Gz2) ou
tetrameros (Gas), os dimeros estao presentes em menor proporgdo no cérebro dos
mamiferos (MASSOULI et al., 1998).

A isoforma G1 é soluvel em tampao de baixa forca ibnica e esta relacionada
ao estresse cronico. A Isoforma Gs4 desempenha papel na aprendizagem e
desenvolvimento da memoria, sendo estas isoformas presentes majoritariamente
nos mamiferos e sao as mais importantes para hidrolise da ACh. A G4 é soluvel em
solugado detergente, pois se encontra ligada fortemente a membrana, por sequéncia
de aminoacidos hidrofébicos ou glicofosfolipidios (MASSOULIE et al., 1999;
VASILOPOULOU et al., 2016).

O sitio catalitico da AChE é responsavel pela hidrélise da ACh, sendo uma
triade catalitica composta pelos residuos dos aminoacidos de serina (Ser), histidina
(His) e glutamato (Glu) (Figura 3). A triade ndo € o unico componente do sitio ativo,

mas € a principal regido da catalise (FIFER, E. K.,2007).
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Figura 3: Residuos dos aminoacidos formando a triade catalitica.

Outro componente presente no sitio ativo € chamado de sitio anidnico
(catalytic anionic site, CAS), onde existe uma interagdo com a regidao catidénica da
ACh e orienta o substrato para a hidrdlise efetiva. Este sitio se encontra localizado
em uma regido chamada de “desfiladeiro do sitio ativo”, caracterizados por: (1) sitio
de ligacado da Ch, regiao de ligagado da Ch apds hidrolise com residuos de triptofano
(Trp) e grupos anidnicos; (2) sitio aniénico periférico (peripheral anionic site, PAS)
que influencia na conformagéo do sitio ativo e na afinidade dos compostos ligados
ao centro ativo; e (3) a regido que se encontra a triade catalitica que esta envolvida
diretamente na hidrolise da ACh, estes resultam na complexa dinamica de reacao
que caracteriza a AChE (Figura 4) (DELFINO;et al., 2009; KIA et al., 2013; QUINN,
1987; SOREQ; SEIDMAN, 2001).

Sitio Slt19 de ligacdo
de periférica

ligaca

Desfiladeiro
do sitio ativo

Sitio ativo

Triade
Catalitica

Figura 4: Caracteristicas estruturais do sitio ativo da enzima AChE (Adaptado de
SOREQ; SEIDMAN, 2001).



1.3. Inibidores

No contexto de DNs como a DA, os inibidores da enzima AChE (AChEi) sao
as principais drogas utilizadas para o seu tratamento. Esses inibidores se baseiam
no déficit colinérgico que ocorre nestas doengas, e atuam aumentando a
disponibilidade sinaptica da ACh, ou seja, evitam a sua degradagéo principalmente
através da inibicao da enzima AChE. Com relagdo ao tratamento existem trés
desses inibidores aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos para o tratamento dessa doencga: o donepazil, a galantamina e a rivastigmina
(Figura 5) (SILVA et al., 2014). Embora a tacrina seja um dos primeiros AChEis
aprovados para o tratamento de DA em 1993, sua prescricdo tem sido evitada
devido a elevada incidéncia de efeitos colaterais, incluindo a hepatotoxicidade
(TAYEB et al., 2012). Todos os demais inibidores da acetilcolinesterase sofrem de
deficiéncias, como a baixa biodisponibilidade, curta duragcdo da agao bioldgica,

efeitos terapéuticos estreitos e a alta toxicidade (KIA et al., 2013).
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Figura 5: Estruturas dos farmacos para tratamento da DA.

Muitos AChEis sao baseados em produtos naturais e os principais compostos
sao alcaloides (SILVA et al., 2014). Como exemplo de alcaldides a Huperzina A é
isolado a partir de arbusto de musgo chinés (Huperzia serrata), possui efeito de
neuroprotecao (ZHANG; YAN; TANG, 2008), (Figura 6).
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Figura 6: Estrutura da Huperzina A.

O carbamato é outra classe de compostos que possui acdo inibitoria
reversivel da AChE, um produto natural pertencente a esta é a fisostigmina (Figura
7) proveniente da planta Physostigma venenosum, € utilizada para o tratamento da
miastenia gravis agindo como inibidor da AChE, melhorando a transmissdo dos
impulsos nervosos (KRSTI et al., 2013; NAIR; HUNTER; CHB, 2004). A Miastenia
gravis também €& uma doenga autoimune, onde o sistema imunologico cria
anticorpos contra os receptores da ACh, esta que é liberada nas jungdes
neuromusculares (CARVALHO et al.,, 2005). O grupo carbamato também é
encontrado na estrutura quimica do iodeto de neostigmina, este composto apresenta
inibicdo da atividade da AChE com um ICso de 18,8 uM (KRSTI et al., 2013; NAIR;
HUNTER; CHB, 2004; YAMAZAKI et al., 2016; YU et al., 2010).
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Figura 7: Inibidores da atividade da AChE contendo o grupo carbamato.

1.4. Betainas

Uma das estruturas para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da DA sdo as L-betainas, como a L-Hipaforina (2) derivadas do
aminoacido L-Triptofano (1) (Figura 8), um aminoacido aromatico, essencial que
possui um anel inddlico. A cadeia inddlica é também o nucleo de um importante

neurotransmissor, a serotonina, um neurotransmissor importante no processo



bioquimico do sono, do humor, atividade motora e fung¢des cognitivas (LEHNINGER,
2011).

Figura 8: Estrutura do L-Triptofano (1) e da L-hipaforina (2).

A L-hipaforina (2) (Figura 8) também conhecida como betaina é um alcal6ide
inddlico natural encontrado em plantas do género Erytrina (Leguminosae) (HE et al.,
2015; IRANSHAHI et al., 2012; OZAWA et al., 2008).

Na regido do Pantanal no estado de Mato Grosso do Sul (MS) existem duas
espécies do género Erytrina spp: Erythrina dominguezzi Hassl. e Erythrina fusca
Lourt. (Leguminosae-Faboideae) (SILVA; TOZZI, 2012; POTT et al., 1994; SILVA et
al., 2012). Alguns estudos ja existentes mostram a presenca de alcaldides nessas
espécies (DEREK et al., 1973; ITURRIAGA-VASQUEZ et al., 2010).

Estudos fitoquimicos apontaram a presenca de varios alcaloides incluindo a
Hipaforina na espécie E. mulungu, a medicina brasileira utiliza a casca da arvore
“‘mulungu” para sedacao e anticonvulsivante (BALBANI; SILVA; MONTOVANI, 2009).

A Hipaforina também esta presente nas sementes e folhas de E. velutina,
estudos com inducdo do sono em ratos mostram o alcaldide, com resposta a um
aumento no movimento nao rapido dos olhos (NREM) durante o sono, apds a
primeira hora de administracdo. Esta ac&o esta relacionada a cascata bioenergética
de neurotransmissores a partir do L-triptofano a serotonina (Figura 9) (OZAWA et al.,
2008).
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Figura 9: Estrutura do L-triptofano e da Serotonina.

Observando a estrutura da L-hipaforina (2) (Figura 8), podemos notar a
presenca de uma carboxila, e estudos envolvendo a esterificacdo de prototipos a
inibidores da AChE, relataram um aumento na atividade inibitéria (KRATKY el al.,
2016). (Figura 10). A inser¢cdo do grupamento éster, possibilitaria uma maior
aproximagao estrutural do substrato da AChE, ou seja, a ACh (Figura 1) com os
derivados esterificados, este grupo pode ser muito importante, pois mimetizaria o

mecanismo que ocorre na hidrolise da ACh (Figura 1) e assim inibir a sua hidrdlise.

L N'(CH3)s
. o
OR' + 0]
N
N\, 0 N Z// (HsC)N T~
N N O
: H
L-Hipaforina Betainas esterificadas Acetilcolina

Figura 10: Semelhanca estrutural de protétipos inibidores com a ACh. Destaque em
amarelo grupo aménio quaternario e em verde o grupo carbonila.

Kratky (2016) sintetizou uma série de ésteres com fendis p-substituidos,
derivados do composto rodanina-3-acido acético (figura 11), demonstrando melhor
inibicdo da AChE com a inser¢cao dos grupos quando comparados ao composto

precursor.
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Figura 11: Esteres com fenois p-substituidos, derivados do composto rodanina-3-
acido aceético. Kratky, 2016.

No entanto, ndo ha dados avaliados sistematicamente sobre a atividade
inibitéria da AChE para ésteres derivados da L-Hipaforina, logo a necessidade de
explorar a atividade biolégica das L-betainas sobre a acgao inibitéria da AChE

inserindo diferentes substituintes nas modificagbes estruturais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Sintetizar L-betainas esterificadas e avaliar o potencial como

anticolinesterasicos para o tratamento da Doencga de Alzheimer.

2.2. Objetivos Especificos

o Sintetizar diferentes ésteres da L-Triptofano;
e Preparar as L-betainas a partir dos ésteres sintetizados;

e Realizar ensaios da atividade inibitéria sobre a enzima AChE.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Esterificagcao direta do L-Triptofano

As esterificagbes 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 alcoois correspondentes, na presenga de cloreto de tionila
(Esquema 1). O L-Triptofano foi adquirido comercialmente e os alcoois utilizados
foram: metilico, etilico, isopropilico, n-butilico, propilico, isoamilico, ciclohexilico,

benzilico e 2-aminoetilico.

NH, NH,

""'Q,,/OH ROH, SOCI, “"'g,/OR
N\, O = > N\, O
N A, 24h N
H H
1) 3a) R= CH, (52 %)

3b) R= CH,CH, (64 %)

3c) R= CH(CH,), (62 %)

3d) R=(CH,),CH, (77 %)

3e) R=(CH,),CH, (60%)

3f) R=(CH,),CH(CH,), (69%)
3g) R=NH,CH,CH, (n&o obtido)
3(h) R=(CH,).CH (n&o obtido)
3(i) R=(CH);CCH, (n&o obtido)

Esquema 1 — Reacgao para preparagao dos ésteres 3 (a-i).

Os ésteres que foram obtidos inicialmente (Figura 12) tiveram rendimentos
brutos de 52 a 69 %. Estes compostos apresentaram aspecto oleoso de coloracao
castanho escuro. Suas estruturas foram identificadas através de analises
espectroscopicas de RMN de 'H e '8C. Os compostos 3g, 3h e 3i ndo foram
identificados, pois o0s alcoois 2-aminoetanol, ciclohexanol e benzilico
respectivamente estavam com grande impureza, assim no monitoramento da reagao
através de placas ccd observou-se a formacgao de varios produtos e estes ao serem
submetidos a uma separacao por cromatografia preparativa ndo foram purificados

devido a semelhancga entre os fatores de retencdo (RF). Assim, ndo foi possivel



13

obter os ésteres purificados para identificagdo e continuagao dos experimentos. Em
outra tentativa, tentou-se a destilacdo simples dos alcoois 2-aminoetanal,
ciclohexanol e do alcool benzilico para purifica-los, mas devido as altas temperaturas
de ebulicdo dos alcoois os mesmos com a destilagcdo ndo foram coletados mesmo

com a aplicagéo do vacuo.

15

14

3(f)

Figura 12: Estruturas dos ésteres; (2S)- 2-amino-3- (1H-indol-3-il) propanoato de
metila (3a), (2S)- 2- amino- 3- (1H-indol-3-il) propanoato de etila (3b), (2S)- 2-amino-
3- (1H-indol-3-il) propanoato de propano-2-ila (3¢) e (2S)-2-amino-3- (1H-indol-3-il)
propanoato de butila (3d), (2S)- 2-amino-3- (1H-indol-3-il) propanoato de propila (3e),
(2S)- 2-amino-3- (1H-indol-3-il) propanoato de 3-metilbutila (3f).

A seguir sdo apresentados os dados referentes a identificagdo estrutural dos
ésteres através dos espectros do RMN de 'H e de '3C, com seus respectivos
deslocamentos quimicos. Apds a sintese dos ésteres, realizou-se a purificagao para

obtencdo do produto puro, para prosseguir com a sequéncia de reagdes para
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obtencdo das betainas. Os produtos 3a-3d também foram identificados através da
técnica de Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢cdo (HRMS).

A Tabela 1 mostra os dados espectrais de RMN de 'H e '3C do composto
(2S)-2-amino-3- (1H-indol-3-il) propanoato de metila (3a) com seus respectivos

deslocamentos quimicos.

Tabela 1 - Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm para o
composto 3a obtidos dos experimentos de RMN de 'H e '3C, em DMSO-de.

N° RMN de 'H & (ppm) RMN de 3C & (ppm)

1 10,84 s -

2 7,08 s 124,2
3 - 109,8
4 - 1277
5 7,44 m 118,6
6 6,93 m 118,7
7 7,01 m 121,3
8 7,29 m 111,8
9 - 136,5
10 2,96 m 30,6
11 3,64 m 55,3
12 - 174,8
13 3,95s 60,5

Pelo espectro de RMN de 'H (Espectro 1) podemos confirmar a estrutura do
composto 3a no qual apresentaram-se: quatro sinais de hidrogénios aromaticos
acoplados mutuamente em & 7,44 (m, H-5), 6 7,29 (m, H-8), 6 6,93 (m, H-6), e

7,01 (m, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico como singleto em & 7,08 (H-2); o
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deslocamento quimico em & 3,64 (m, H-11), referente ao grupo metinico ligado ao
nitrogénio; dois prétons em & 2,96 (m, H-10), atribuido aos prétons dos hidrogénios

metilénicos e 0 & 3,95 (s, H-13) referente ao hidrogénio metilico.

1H- DMS50- ADMe P1- AMANDA- EDSON

—7.442
7,300

194

013
—6.831

931
35858
——3.648

T
i

0.986

11 10 2] a 7 & 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Espectro 1: Espectro de RMN de 'H de 3a (300 MHz, em DMSO-ds).

O espectro de RMN de "°C (Espectro 2) apresentou seis carbonos metinicos
(6 60,5, 111,8, 118,6, 118,7, 121,3 e 124,2) dois carbonos metilénicos (6 30,6 e 60,5,
C-10 e C-13), trés carbonos quaternarios (6 109,8, 127,7, 136,5 para C-3, C-4 e C-9
respectivamente) e o carbono da carbonila (6 174,8 C-12) e um carbono metilico 6
60,5 referente ao C-13.
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Espectro 2: Espectro de RMN de "°C de 3a (75 MHz, em DMSO-ds).

Pelo espectro de massas do composto 3a pode-se confirmar formacédo a
massa molecular do composto, devido ao ion protonado [M + H]* de m/z 219,1107
sugerindo assim a férmula molecular C12H14N202 (M= 218,1049). Mas pode-se

observar a formagao de outros compostos no espectro como analisado no RMN as
impurezas.

Intens. i =
ke, - - S, 0.4min #50
202.0849 219.1107
54
1+
49 233.1278
L 3
1+
] - 215‘007
138.0689
3+ 1+
160.0757 261.1311
125 150 175 200 225 250 275 300 325 mjz

Espectro 3: Espectro de massas do composto 3a. (Calculado: m/z: 219,1128 [M +
H*], encontrado: 219,1107 [M + H*], Am = 9,5 ppm).
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A Tabela 2 mostra os dados espectrais de RMN de 'H e '3C do composto
(2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoato de etila (3b) com seus respectivos

deslocamentos quimicos.

Tabela 2 - Valores de deslocamentos quimicos (), expressos em ppm para o
composto 3b obtidos dos experimentos de RMN de 'H e '3C, em DMSO-de.

N°  RMN de 'H 3 (ppm) RMN de *C & (ppm)

1 10,84 s -

2 7,08 s 124,1
3 - 110,1
4 - 127,8
5 7,45d (J=7,9 Hz) 118,7
6 6,92 t (J=7,9 Hz) 118,7
7 7,01t (J=7,9 Hz) 121,3
8 7,29 d (J=7,9 Hz) 111,7
9 - 136,5
10 2,95 m 30,9
11 3,591t (J=11,9 Hz) 55,5
12 - 175,3
13 3,95m 60,4
14 1,05 m 14,4

Pelo espectro de RMN de 'H (Espectro 4) podemos confirmar a estrutura do
composto 3b no qual apresentaram-se: quatro sinais de hidrogénios aromaticos
acoplados mutuamente em & 7,45 (dl, J= 7,9 Hz, H-5), 6 7,29 (dIl, J= 7,9 Hz, H-8),
6,92 (tl, J= 7,9 Hz, H-6), e 6 7,01 (tl, J= 7,9 Hz, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico
como singleto em & 7,08 (H-2); deslocamento quimico em & 3,59 (il, J= 11,9 Hz, H-
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11), referente ao grupo metinico ligado ao nitrogénio; dois protons em & 2,95 (m, H-
10) e em & 3,95 (m, H-13), atribuido aos prétons dos hidrogénios metilénicos e com

deslocamento quimico & 1,05 (m, H-14) referente aos protons dos hidrogénios

metilicos.
= r~ S W o 1H- DM50- AD -PlEt - AMANDA- EDSON
w m (o B = 4 ] =5 s R B = ] uwy o>
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Espectro 4: Espectro de RMN de 'H de 3b (300 MHz, em DMSO-ds).

O espectro de RMN de "3C (Espectro 3) apresentou seis carbonos metinicos
(6604, 111,7, 118,7, 118,7, 121,3 e 124,1) dois carbonos metilénicos (6 30,9 e 55,4,
C-10 e C-13), trés carbonos quaternarios (6 110,1, 127,8, 136,5 para C-3, C-4 e C-9
respectivamente), um carbono metino (&6 14,4 C-14) e o carbono da carbonila (&
175,3 C-12).
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Espectro 5: Espectro de RMN de '3C de 3b (75 MHz, em DMSO-de).

Pelo espectro de massas do composto 3b (Espectro 6) podemos confirmar a
massa molecular do composto, devido ao ion protonado [M + H]" de m/z 233,1256

sugerindo assim a formula molecular C13H16N202 (M=232,2783).

Intens. s HIS, 0.3min #45
e 216.1005 1+ "
* 233.1256
o
2
2
. 1+
+ 202.08496
1+ I+
o 188.0691 Y 3+
159.0883 I | | | 2z 8
od | n n A il 1 flon Ll | n
125 150 175 200 225 250 275 300 325 mfz

Espectro 6: Espectro de massas do composto 3b. (Calculado: m/z: 233,1284 [M + H7],
encontrado: 233,1256 [M + H*], Am= 12,0 ppm).

A tabela 3 mostra os dados espectrais de RMN de 'H e '3C do composto (2S)-

2-amino-3-(1H-indol-3-il) propanoato de propano-2-ila (3c) com seus respectivos
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deslocamentos quimicos.

Tabela 3 - Valores de deslocamentos quimicos (), expressos em ppm para 0s
composto 3¢ obtido dos experimentos de RMN de 'H e '3C, em DMSO-de.

N°  RMNde 'H & (ppm) RMN de '3C & (ppm)

1 10,81s -

2 7,07 s 1241
3 - 110,2
4 ; 127,9
5 7,45 d (J=6,9 Hz) 118,6
6 6,93 118,7
7 7,01 m 121,3
8 7,28 d (J=6,9 Hz) 11,7
9 - 136,5
10 2,92'm 31,0
11 3,55 m 55,6
12 - 174,8
13 4,75m 67,4
14 1,08 s 21,7
14 1,00 s 21,9

Pelo espectro de RMN de 'H (Espectro 7) podemos confirmar a estrutura do
composto 3¢ no qual foram observados: quatro sinais de hidrogénios aromaticos
acoplados mutuamente em & 7,45 (d, J= 6,9 Hz, H-5), 6 7,28 (d, J= 6,9 Hz, H-8),
6,93 (m, H-6), e & 7,01 (m, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico como singleto em &
7,07 (H-2); deslocamento quimico em & 3,55 (m, H-11), referente ao grupo metinico
ligado ao nitrogénio; dois prétons em & 2,92 (m, H-10), atribuido aos prétons dos

hidrogénios metilénicos e os sinais das metilas com deslocamento quimico em &
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1,00 e 1,08 (s, H-14 e H-14’ respectivamente).
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Espectro 7: Espectro de RMN de 'H de 3¢ (300 MHz, em DMSO-ds).

O espectro de RMN de 3C (Espectro 8) apresentou sete carbonos metinicos
(0 55,6, 67,4, 111,7, 118,6, 118,7, 121,3 e 124,1) um carbono metilénicos (6 31,0 C-
10), trés carbonos quaternarios (& 110,2, 127,9, 136,5 para C-3, C-4 e C-9
respectivamente), dois carbonos metinos (6 21,9 C-14 e C-14’) e o carbono da
carbonila (d 174,8 C-12).
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Espectro 8: Espectro de RMN de '3C de 3¢ (75 MHz, em DMSO-ds).

Pelo espectro de massas do composto 3¢ (Espectro 7) podemos confirmar a
massa molecular do composto, devido ao ion protonado [M + H]* de m/z 247,1455

sugerindo assim a formula molecular C14H18N202 (M= 246,3049).

Intens. =
%105 I+ I+ +MS, 0.4min #50
230.1154 247.1455
5
2
21 1+
4+ 205.0943
. 188.0686 L 4 o o .
216.0995 263.1392
159.0890 ‘ ‘ | | | | 289.1575
0 L L L L L L L
125 150 175 200 225 250 275 300 325 mfz

Espectro 9: Espectro de massas do composto 3c. (Calculado: m/z: 247,1441 [M + H*],
encontrado: 247,1455 [M + H*], Am = 5,6 ppm).

A Tabela 4 mostra os dados espectrais de RMN de 'H e '3C do composto

(2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il) propanoato de butila (3d) com seus respectivos




deslocamentos quimicos.

Tabela 4 - Valores de deslocamentos quimicos (), expressos em ppm para 0s
composto 3d obtido dos experimentos de RMN de 'H e '3C, em DMSO-ds.

NO

RMN de 'H & (ppm) RMN de 3C d (ppm)

1

10

11

12

13

14

15

16

10,85 s

7,08 s

7,45 d (J=7,65 Hz)
6,93 t (J=7,65 Hz)
7,01t (J=7,65 Hz)

7,29 d (J=7,65 Hz)

2,95 m

3,62 m

3,90 m
1,38 m
1,14 m

1,08 m

126,8
110,1
127.,8
118,7
121,3
1241
111,8
136,6
31,0
55,5
175,3
64,1
30,5
18,9

13,9

23

Pelo espectro de RMN de 'H (Espectro 10) podemos confirmar a estrutura do

composto 3d no qual foram observados: quatro sinais de hidrogénios aromaticos
acoplados mutuamente em & 7,45 (d, J= 7,65 Hz, H-5), 6 7,29 (d, J= 7,65 Hz, H-8),
6,93 (t, J= 7,65 Hz, H-6), e & 7,01 (t, J= 7,65 Hz, H-7); um sinal de hidrogénio
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inddlico como singleto em & 7,08 (H-2); deslocamento quimico em & 3,62 (m, H-11),
referente ao grupo metinico ligado ao nitrogénio; dois prétons em & 2,95 (m, H-10),
atribuido aos protons o sinal dos hidrogénios metilénicos, como os hidrogénios
metilénicos referentes ao deslocamento quimico em & 3,90 (m, H-13), 1,38 (m, H-14)
e 1,14 (m, H-15) e os hidrogénios da metila com deslocamento quimico de & 1,08
(m, H-16).

1H- DM50- ADBuPl-
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Espectro 10: Espectro de RMN de 'H de 3d (300 MHz, em DMSO-ds).

O espectro de RMN de 3C (Espectro 11) apresentou seis carbonos metinicos
(6 64,1, 11,8, 118,7, 121,3, 124,1 e 126,8) quatro carbonos metilénicos (& 18,9,
30,5, 55,5, 31,0 referente aos C-15, C-14, C-13, C-10 respectivamente), trés
carbonos quaternarios (6 110,1, 127,8, 136,6 para C-3, C-4 e C-9 respectivamente),
um carbono metino (6 13,9 C-16) e o carbono da carbonila (& 175,3 C-12).
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Espectro 11: Espectro de RMN de '3C de 3d (75 MHz, em DMSO-de).

Pelo espectro de massas do composto 3d (Espectro 12) podemos confirmar
a massa molecular do composto, devido ao ion protonado [M + H]* de m/z 261,1599

sugerindo assim a formula molecular C1sH20N202 (M=260,3315).

+HMS, 0.4min #31

Intens. 24
5 1+
o 244.1336 261.1599

4 2+
. 4 2331268 34
p 277.1541
3+ 202.0850 219.1101 At
159.0894 l | J | 283.1413
L | | L | I T

0- -
125 150 175 200 225 250 275 300

Espectro 12: Espectro de massas do composto 3d. (Calculado: m/z: 261,1597 [M + H7],
encontrado: 261,1599 [M + H*], Am = 0,7 ppm).

1+
315.2060

1+ 3+
188.0683 e
1 1 1

325 mfz

A Tabela 5 mostra os dados espectrais de RMN de 'H e 3C do composto
(2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il) propanoato de propila (3e) com seus respectivos

deslocamentos quimicos.
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Tabela 5 - Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm para os
composto 3e obtidos dos experimentos de RMN de 'H e '3C, em DMSO-de.

N°  RMN de 'H & (ppm) RMN de 3C & (ppm)

1 10,76 s -

2 7,00 s 124,1
3 - 110,1
4 - 127,7
5 7,41 d (J=7,8 Hz) 118,7
6 6,92t (J=7,8 Hz) 118,9
7 7,02m 121,5
8 7,28 d (J=7,8 Hz) 111,9
9 - 136,5
10 2,93 dl (J=13,1 Hz) 31,0
11 3,47 m 55,3
12 - 175,7
13 3,56 m 66,1
14 1,38 m 21,8
15 0,67 m 10,6

Pelo espectro de RMN de 'H (Espectro 13) podemos confirmar a estrutura do
composto 3e no qual foram observados: quatro sinais de hidrogénios aromaticos
acoplados mutuamente em & 7,41 (d, J= 7,8 Hz, H-5), 6 7,28 (d, J= 7,8 Hz, H-8),
6,92 (t, J= 7,8 Hz, H-6), e & 7,02 (m, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico como
singleto em & 7,00 (H-2); deslocamento quimico em & 3,47 (m, H-11), referente ao
grupo metinico ligado ao nitrogénio; dois prétons em 6 2,93 (dl, J= 13,1 Hz H-10) e
mais dois protons referentes ao 6 3,56 e 1,38 (m, H-13 e m, H-14 respectivamente)
atribuidos aos protons dos hidrogénios metilénicos e o sinal da metila com

deslocamento quimico em & 0,67 (m, H-15).
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Espectro 13: Espectro de RMN de 'H de 3e (300 MHz, em DMSO-ds).

O espectro de RMN de '3C (Espectro 14) apresentou seis carbonos
metinicos (& 55,3, 111,9, 118,7,118,9, 121,5 e 124,1) trés carbonos metilénicos (6
21,8, 66,1, 31,0 referente aos C-14, C-13, C-10 respectivamente), trés carbonos
quaternarios (6 110,1, 127,7, 136,5 para C-3, C-4 e C-9 respectivamente), um
carbono metilicos (& 10,6 C-15) e o carbono da carbonila (6 175,7 C-12).
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Espectro 14: Espectro de RMN de '3C de 3e (75 MHz, em DMSO-ds).

A Tabela 6 mostra os dados espectrais de RMN de 'H e '3C do composto
(2S)- 2-amino-3- (1H-indol-3-il) propanoato de 3-metilbutila (3f) com seus

respectivos deslocamentos quimicos.
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Tabela 6 - Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm para o
composto 3f obtidos dos experimentos de RMN de 'H e '3C, em DMSO-de.

N°  RMNde 'H & (ppm) RMN de 3C & (ppm)

1 10,80 s -
2 6,94 s 123,9
3 - 110,3
4 - 127,8
5 7,43 d (J=7,7 Hz) 118,6
6 6,92 t (J=7,7 Hz) 118,7
7 7,06 m 121,3
8 7,28 d (J=7,7 Hz) 11,7
9 - 136,5
10 292m 31,4
11 3,50 m 55,7
12 - 175,7
13 3,90 m 62,7
14 1,28 m 24,8
15 1,42 m 11,4
16 0,75 m 22,6
16’ - 22,7

Pelo espectro de RMN de 'H (Espectro 15) podemos confirmar a estrutura do
composto 3f no qual foram observados: quatro sinais de hidrogénios aromaticos
acoplados mutuamente em & 7,43 (d, J= 7,7 Hz, H-5), 6 7,28 (d, J= 7,7 Hz, H-8),
6,92 (t, J= 7,7 Hz, H-6), e & 7,06 (m, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico como
singleto em & 6,94 (H-2); deslocamento quimico em & 3,50 (m, H-11), referente ao

grupo metinico ligado ao nitrogénio; dois prétons em d 2,92 (m, H-10), atribuido aos
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prétons os sinais dos hidrogénios metilénicos, como o deslocamento quimico 61,28
e 3,90 referente aos hidrogénios (m, H-14 e m, H-13 respectivamente) e os sinais
das metilas com deslocamento quimico em & 0,75 (m, H-16 e 16’), além do sinal do
hidrogénio metinico com & 1,42 (m, H-15).
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Espectro 15: Espectro de RMN de 'H de 3f (300 MHz, em DMSO-ds).

O espectro de RMN de '®C (Espectro 16) apresentou sete carbonos
metinicos (o 11,4, 55,7, 111,7, 118,6,118,7, 121,3 e 123,9) trés carbonos metilénicos
(6 24,8, 62,7, 31,4 referente aos C-14, C-13, C-10, respectivamente), trés carbonos
quaternarios (6 110,3, 127,8, 136,5 para C-3, C-4 e C-9, respectivamente), dois
carbonos metilicos (6 22,6 e 22,7 C-16 e C-16’, respectivamente) e o carbono da
carbonila (d 175,7 C-12).
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Espectro 16: Espectro de RMN de 3C de 3f (75 MHz, em DMSO-ds).

3.2. N-Metilagao dos ésteres

Apos o processo de esterificagdo em meio acido, foi realizado o processo de
N-metilagdo dos ésteres 3a a 3f. A N-metilacdo dos ésteres 3a-3f foi realizada
conforme metodologia ja descrita na literatura (CHARY et al., 2011), que consiste em
uma reacao de substituicdo nucleofilica, utilizando iodo metano (CHsl) em meio

basico a temperatura ambiente (t.a.), na presencga de agua e metanol (Esquema 2).
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NH, N
e oR SrOR
©j\g J CH,/NaHCO; ©\/\é 5

N CH,OH, H,0, ta., 48 h N

H H
3a) R=CH, 4a) R= CH, (ndo obtido)
3b) R= CH,CH, 4b) R= CH,CH, (ndo obtido)
3c) R= CH(CH,), 4c) R= CH(CH,), (49%)
3d) R= (CH,),CH, 4d) R= (CH,),CH, (30%)
3e) R=(CH,),CH, 4e) R= (CH,),CH, (42%)

3f) R=(CH,),CH(CH,), 4f) R=(CH,),CH(CH,), (ndo obtido)

Esquema 2 - Reacao de N-metilagao dos ésteres 3a-3f.

No entanto, na andlise por RMN de 'H dos produtos obtidos das reagdes com
3a, 3b e 3f, constatou que houve a N-metilagdo, porém ocorreu a hidrélise do éster.
Isso pode ser observado no Espectro 17, com o aparecimento de um singleto em
3,15 ppm com integral para 9H referentes aos hidrogénios das metilas e o

desaparecimento dos sinais relativos ao éster etilico na regido entre 1,00 e 2,00

ppm.
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Espectro 17: Espectro de RMN de 'H de 3b (300 MHz, em DMSO-ds).

A hidrdlise dos ésteres pode ocorrer, pois a reacdo de esterificacdo € uma
reacao reversivel e as condi¢des em processos de purificagdo, armazenagem,
estocagem ou em sinteses posteriores levam a hidrélise, onde a agua presente
nestes ambientes pode reagir com a carbonila do éster e hidrolisa-lo, podendo ser
catalisada tanto por acido quanto por meio basico (HIJAZIN et al, 2010). Acreditamos
que como a reacao de N-metilagdo ocorre em meio basico, a prépria base desta
reacao tenha catalisado a hidrélise de alguns ésteres. Logo, a inversao das etapas
de reagdo nestes casos podera auxiliar na preparacdo destes éteres, ou seja,
realizariamos primeiro a reagcdo de N-metilacdo e depois a esterificagcdo (Esquema
3). Isso ainda pode resultar em maiores rendimentos devido ao efeito indutivo da
carga positiva do nitrogénio catidbnico que aumentaria a densidade de carga positiva
na carbonila facilitando o ataque nucleofilico (STJERNDAHL et al., 2003).
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N+ N
NH, —N— _N—
"N ~OH “WS]/OH ' “"'S]/OR
\ O Metilagao o \ O Esterificacao _ \ &
N N N
H H H
L-triptofano L-hipaforina Betainas esterificadas

Esquema 3 — Proposicao de outra rota para obtengcao de betainas esterificadas.

Contudo, as reacbes de metilacdo dos ésteres culminaram na obtencao dos
compostos: (2S)-3-(1H-indol-3-il)-N,N,N-trimetil-1-oxo-1-[(propano-2-il)oxi]propano-2-
amino (4c), (2S)-1-butoxi-3-(1H-indol-3-il)-N,N,N-trimetil-1-oxopropan-2-amina (4d),
(2S)-3-(1H-indol-3-il)-N,N,N-trimetil-1-oxo-1-propoxipropan-2-amino (4e) com
rendimento de 30% a 49% (Figura 13).

4(e)

Figura 13: Estruturas das metilagdes: (2S)-3-(1H-indol-3-il)-N,N,N-trimetil-1-oxo-1-
[(propano-2-il)oxi] propano-2-amino (4c¢), (2S)-1-butoxi-3-(1H-indol-3-il)-N,N,N-
trimetil-1-oxopropan-2-amina (4d) e (2S)-3-(1H-indol-3-il)-N,N,N-trimetil-1-oxo-1-
propoxipropan-2-amino (4e).

Os dados abaixo mostram os espectros do RMN de 'H dos compostos
sintetizados, com seus respectivos deslocamentos quimicos. Estes compostos
passaram pela etapa de purificagdo para obteng¢do dos produtos puros. Todas as

betainas foram identificadas através das técnicas de RMN de 'H 4c-4e e apenas o
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composto 4d foi identificado por Espectrometria de Massas HRMS ESI.

A Tabela 7 mostra os dados espectrais de RMN de 'H do composto (2S)-3-(1H-
indol-3-il)-N,N, N-trimetil-1-oxo-1-[(propano-2-il)oxi]propano-2-amino (4¢c) com seus

respectivos deslocamentos quimicos.

Tabela 7 - Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm para o
composto 4c¢ obtidos dos experimentos de RMN de '"H em DMSO-ds.

Ne° RMN de 'H & (ppm)

1 10,04 s
2 7,13 s
3 -
4 -

5 7,51 dl (J=7,7 Hz)
6 6,99 tl (J=7,3 Hz)
7 7,06 tl (J=7,3 Hz)

8 7,32 dl (J=7,7 Hz)

10 -

11 4,42d (J=10,9 Hz)

12 -

13 3,26 s
14 4,70 m
15 1,00 s
15° 0,53 s

Através do espectro de RMN de 'H (Espectro 18) podemos observar a
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estrutura do composto 4c no qual se apresentaram: quatro sinais de hidrogénios
aromaticos acoplados mutuamente em & 7,51 (dl, J= 7,7 Hz, H-5), & 7,32 (dI, H-8),
6,99 (i, J=7,3 Hz, H-6), e & 7,06 (i, J=7,3 Hz, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico
como singleto em & 7,13 (H-2); o deslocamento quimico em & 4,42 (dl, J=10,9 Hz, H-
11), referente ao grupo metinico ligado ao nitrogénio; os dois prétons H-10 os sinais
nao apareceram no espectro com atribuicdo aos prétons dos metilenicos e o 6 4,70
(m, H-14) referente ao hidrogénio metinico, além dos hidrogénios metilicos com &
1,00 e 6 0,53 (s, H-15 e H15’). Também foram identificados os hidrogénios ligados a
amina quaternaria com & 3,26 (s, 9H-13).
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Espectro 18: Espectro de RMN de 'H de 4c (300 MHz, em DMSO-ds).

A Tabela 8 mostra os dados espectrais de RMN de 'H do composto (2S)-1-
butoxi-3-(1H-indol-3-il)-N, N, N-trimetil-1-oxopropan-2-amina (4d) com seus

respectivos deslocamentos quimicos.
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Tabela 8 - Valores de deslocamentos quimicos (0), expressos em ppm para o
composto 4d obtidos dos experimentos de RMN de "H em DMSO-de.

N°  RMN de 'H & (ppm)

1 10,83 s
2 712s
3 -
4 -

5 7,56 dl (J=7,5 Hz)
6 6,94 m
7 7,02 m

8 7,29 dl (J=7,5 Hz)

9 -
10 -
11 3,66 m
12 -
13 3,15s
14 3,72 m
15 1,59 m
16 1,18 m
17 0,75 m

Pelo espectro de RMN de 'H (Espectro 19) podemos observar a estrutura do
composto 4d no qual apresentaram-se: quatro sinais de hidrogénios aromaticos
acoplados mutuamente em 6 7,56 (dl, J=7,5 Hz, H-5), 6 7,29 (dI, J=7,5 Hz H-8),
6,94 (m, H-6), e 7,02 (m, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico como singleto em &

7,12 (H-2); o deslocamento quimico em & 3,66 (m, H-11), referente ao grupo
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metinico ligado ao nitrogénio; os dois prétons H-10 ndo apareceram os sinais no
espectro, o deslocamento dos hidrogénios metilénicos em & 3,72 (m, H-14), como
os deslocamentos em 6 1,59 (m, H-15), 6 1,18 (m, H-16) referente aos hidrogénios
metilénicos e o metilico & 0,75 (m, H-17). E os hidrogénios referentes aos

hidrogénios ligados a amina quaternaria com & 3,15 (s, 9H-13).
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Espectro 19: Espectro de RMN de 'H de 4d (300 MHz, em DMSO-ds).

A formacgdo do composto 4d foi confirmada através de Espectrometria de
Massas de Alta Resolugdao (HRMS-ESI). No Espectro 20 pode-se observar a m/z
303,2050, aproximadamente igual a calculada de m/z 303,2061, assim podendo ser

sugerido a férmula molecular C15H20N20x2.

Intens. 1+ +MS, 0.3min #43
<104 303.2050 S
L

54

4

] 1+ 1

+
2+ 2+ 2+ 1+
1+ 1744.1335 289.1794 2+
1+ 1+ 2611600  275.1722 311.1752 345.2189
205.0872 239.0892 l 331.1972
171.9731 217.1030
0 AL | TN L Lk " NN N il h‘;l\ i\ln l.. i
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Espectro 20: Espectro de massas do composto (4d). (Calculado: m/z: 303,2061
[M*], encontrado: 303,2050 [M*], Am = 3,6 ppm).

A Tabela 9 mostra os dados espectrais de RMN de 'H do composto (2S)-3-(1H-
indol-3-il)-N,N, N-trimetil-1-oxo-1-propoxipropan-2-amino (4e) com seus respectivos

deslocamentos quimicos.

Tabela 9 - Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm para o
composto 4e obtidos dos experimentos de RMN de '"H em DMSO-ds.

N° RMN de H & (ppm)
1 11,03 s

2 7,13 s

3 -

4 -

5 7,51d (J=7,5 Hz)
6 6,96 m

7 7,06 m

8 7,32 dl (J=7,5 Hz)
9 -

10 3,55m

11 4,50 m

12 -

13 3,29 s

14 3,80t (J=6,5 Hz)
15 1,16 m

16 0,40 t (J=7,1 Hz)
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Através do espectro de RMN de 'H (Espectro 21) podemos observar a
estrutura do composto 4e no qual se apresentaram: quatro sinais de hidrogénios
aromaticos acoplados mutuamente em & 7,51 (d, J= 7,5 Hz, H-5), 6 7,32 (d, J= 7,5
Hz, H-8), 6 6,96 (m, H-6), e & 7,06 (m, H-7); um sinal de hidrogénio inddlico como
singleto em & 7,13 (s, H-2); o deslocamento quimico em & 4,50 (m, H-11), referente
ao grupo metinico ligado ao nitrogénio; dois protons em & 3,69 (m, H-10), como o &
3,80 (t, J=6,5 Hz, H-14) e 6 1,16 (m, H-15) atribuidos aos prétons metilénicos, o0 &
0,40 (t, J=7,1 Hz, H-16) corresponde ao hidrogénio metilico e 0 6 3,29 (s, 9H-13) é

referente aos hidrogénios metilicos ligados a amina quaternaria.
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Espectro 21: Espectro de RMN de 'H de 4e (300 MHz, em DMSO-ds).
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Espectro 22: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H de 4e (300 MHz, em DMSO-ds).

3.3. Atividade Bioldgica: Inibigdo do composto sobre a AChE

Inicialmente, foram realizados os ensaios de inibicdo da atividade da AChE

com os ésteres 3a-3f e os resultados sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14: Inibicdo da atividade da AChE in vitro encéfalo total na presenca de
diferentes concentragbes dos compostos 3a-3f (0,1, 1,0, 10, 100 e 1000 pM); (n =
5). As diferencgas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.

Todos os dados foram expressos como média £+ S.E.M (erro padrdo da média).

Os compostos esterificados foram testados nas amostras de encéfalo, onde
os compostos 3a, 3e e 3f ndo se mostraram ativos em nenhuma das concentracoes
testadas. Ja o composto 3b e 3d apresentaram inibicdo em todas as concentracoes
testadas e, o composto 3c inibiu atividade da enzima somente na maior
concentragao testada (1000 uM).

Foram realizados os ensaios da atividade biolégica com as L-betainas
esterificadas 4c-4e e os resultados sdo mostrados na Figura 15. Os compostos 4c-
4e nao foram capazes de inibir atividade da AChE nas concentragdes testadas

quando comparadas a amostra controle.
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Figura 15: Inibicdo da atividade da AChE in vitro encéfalo total na presenca de
diferentes concentragcdes dos compostos 4c-4e (0,1, 1,0, 10, 100 e 1000 uM); (n =
5). As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.

Todos os dados foram expressos como média + S.E.M (erro padrao da média).

Quando comparamos as atividades de inibicdo dos ésteres 3¢ e 3e com os

seus derivados N-metilados 4c e 4e, podemos verificar que ndo houve alteragdo em
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relacdo a atividade, ou seja, a inser¢do de uma carga positiva no nitrogénio nao
contribuiu para o aumento e nem a diminuicdo da atividade nestes compostos. No
entanto, quando realizamos a comparacao entre os compostos 3d e 4d, podemos
afirmar que a modificagcdo do grupo NH2z para um sal de amobnio quaternario
(N*(CHs)s) ocasionou na inativacdo do composto. Isso foi diferente do que
esperavamos, ja que a presenga de uma carga positiva na molécula poderia auxiliar
na interagdo do inibidor com o sitio ativo da enzima, através de um residuo de
aminoacido anidnico (Glu) (KOMLOOVA, et al. 2010).

Porém, a inser¢cdo de uma carga positiva no nitrogénio na forma de um sal de
amoénio quaternario pode ter contribuido para a instabilidade da ligagao éster das L-
betainas esterificadas, fazendo com essa hidrolise ocorresse antes da prépria
ligacao do inibidor ao sitio ativo da enzima, isso pode ser sugerido, pois ésteres de
betainas que possuem um sal de amdnio quaternario sdo mais facilmente
hidrolisaveis comparados a ésteres sem a carga catibnica (STJERNDAHL, et al.
2003).

A hidrolise de uma ligacdo éster & influenciada por grupos doadores ou
retiradores de elétrons adjacentes a carbonila, sais de amdénio quaternario séo
fortemente retiradores de elétrons o que leva a uma diminuicdo da densidade de
elétrons na ligagao éster, favorecendo o ataque nucleofilico a carbonila (Figura 16),
onde a repulsdo de carga envolvendo o carbono carbonilico e a carga positiva
localizada no nitrogénio € estabilizada pela formagdo de um enolato durante a
catalise basica e desestabilizada por uma hidrolise em meio acido (STJERNDAHL et
al., 2003).

o
o (HAC) N+/\i/OR — » continua...
3v/3
/ OH
) ’5+ OR
(H3C)3N+Y \X\A
. OR
57 G
U OH"

Figura 16: Mecanismo para a hidrolise acido-base de betainas esterificadas
(STJERNDAHL et al., 2003)
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Assim, a insergdo dos grupamentos ésteres no L-triptofano, demonstrou que
estes podem elevar o nivel da atividade inibitéria sobre a enzima AChE, resultados
que foram observados, principalmente, com os ésteres etilico 3b e butilico 3d, pois
poderiam ser hidrolisado pela enzima através de mecanismo semelhante que ocorre
com a hidrélise da ACh (Figura 17) (KRATKY, 2016).
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Figura 17: Esquema da hidrolise da ACh no sitio ativo da AChE. Adaptado de Fifer,
E. K. (2007).

A hidrélise da ACh no sitio ativo da AChE (Figura 17) dependem dos residuos
de serina e histidina, onde um age como catalisador € o outro como nucledfilo. A
serina atua como nucledfilo e a histidina tem papel importante na catalise, pois atua
como um acido, doando um préton para a colina da ACh, que é entdo liberada
(FIFER, 2007). E ainda, a atividade dos ésteres 3b e 3d pode ter relagao,
principalmente, com a semelhanga do tamanho da cadeia dos alcoois etilico e
butilico com os neurotransmissores ACh e BCh (butirilcolina), sugerindo a atuagao
dos compostos 3b e 3d como inibidores que se ligam no mesmo sitio de ligagdo dos
neurotransmissores na AChE e também na BChE (MEHROTRA, 1963). Estudos de
docking molecular desses ésteres poderao auxiliar no entendimento de sua atuagao

no sitio ativo dessas enzimas.
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Os compostos 3b e 3d apresentaram efeito anticolineterasico, mas os seus
ICs0 (concentragao que inibe 50% da atividade enzimatica comparada ao controle
enzimatico) ndo foram obtidos, pois é necessario que haja um decaimento da
atividade para que seja possivel obter os resultados. Para obtencdo desta
concentragao, estudos adicionais poderdo ser realizados com novas faixas de
concentracdes. Estes compostos também poderdo ser submetidos a ensaios
anticolinesterasicos em regides especificas do encéfalo, como cortex, cerebelo,
hipocampo e copo estriado. Estudos demonstram que a atividade da AChE pode
variar em diferentes regides do cérebro, como no estriado que possui maior
atividade, devido a presenga de neurdnios colinérgicos intrinsecos densos
(RANG,1996). Essa variacéo da atividade da AChE pode ocorrer de acordo com as
isoformas apresentada na forma assimétrica de colageno (An) e globular (Gn), A
isoforma assimétrica sao colageno e séo soluveis em tampéao de alta concentragéao
de sal (SANCHEZ-CHAVEZ 1995). A isoforma globular esta presente no cérebro em
diferentes subunidades de monémero G1, dimero G2 e tetramero G4
(MASSOULINE 1993). Essas alteragdes podem estar relacionadas a idade do
cérebro de ratos machos e fémeas. (DAS; et al., 2001) ao estresse que o cérebro é
submetido (DAS et al., 2000).

Essa inibicdo pode ocorrer devido a interagdo dos grupos ésteres com o sitio
ativo podendo ser diferente proporcionando a inibicdo da AChE. Assim como, onde
no estudo de Kratky (2016) foi observado uma inibicdo da enzima sobre a AChE
aproximadamente 10 yM com relacdo ao composto de partida e a insercdo dos

grupamentos ésteres com substituintes (Figura 18).

(\b\ﬁgm

S
R=H; IC,,= 54,08 £ 1,34 uM
R= fenil; IC,, = 45,34 + 0,62 uM
R= 4-metil-fenil; IC.,= 44,52 + 0,76 uM
R=NO,; IC.,= 24,05+ 0,28 uM

Figura 18: Compostos com seus substituintes e ICso (KRATKY, 2016).
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Além disso, a insergdo do grupo nitro (NO2) no anel aromatico de seis
membros nas Betainas esterificados do triptofano pode ser uma alternativa para a
potencializagdo da atividade, visto que, um derivado éster contendo um grupo nitro
potencializou a atividade anticolinesterasica (Figura 18, R= NOg, ICso= 24,05+0,28
MM) em relagédo a seu analogo sem substituintes no anel aromatico (Figura 18, R=
H, ICs0= 54,08%1,34 pM). Além dos substituintes ja citados grupos como (Cl, CFs e
OCHs) também podem auxiliar no incremento da atividade dos compostos
anticolinesterasicos (Figura 18) (KRATKY et al., 2016).

Outros exemplos de ésteres que foram sintetizados e avaliados para a inibicao
da AChE foram os derivados do acido cindmico, estes apresentaram propriedades
bioldgicas, como: antioxidantes, citoprotetor, protecdo da agregacao da proteina [3-
amildide, inibicdo da colinesterase (TAKAO et al, 2017) (Figura 19). Estas estruturas
nao demonstraram atividade inibitéria da AChE >10 yM, mas apresentaram inibigao

a atividade da BChE, as abordagens frente a inser¢gao do grupo éster nas moléculas

OH OH
HO OH Ho HO

Figura 19: Estruturas dos ésteres derivados do acido cinamico (TAKAO et al., 2017).

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Material e Métodos

Foram realizadas analises cromatograficas em camada delgada (CCD),
utilizando cromatofolhas de aluminio silica gel 60 F2s4 (Macharey-Nagel) e para
revelacdo nas analises de CCD utilizou-se lampada ultravioleta (254nm). As
purificacbes dos produtos foram realizadas em cromatografia em placa preparativa
de silica gel 60 F2s4 (0,063 — 0,2mm). Os espectros de RMN de 'H e de "3C foram
realizados em equipamento 300 MHz e 75 MHz, aparelho da marca Bruker®

AVANCE DPX-300 do Laboratério de Pesquisa de Ressonéncia Magnética Nuclear



49

do Instituto de Quimica — UFMS. Os deslocamentos quimicos (d) foram registrados
em ppm e as constantes de acoplamento em hertz (Hz), o tetrametilsilano (TMS) foi
usado como padréao de referéncia interno para deslocamento quimico (8) em
solucdes de DMSO-de.

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em modo de
insercao direta, sendo analisado em espectrémetro de massa ESI — qTOF microTOF
— Q Il (Bruker Daltonics) no Laboratorio de Produtos Naturais e Espectrometria de
Massas do (FACFAN — UFMS), operado em modo positivo (120 — 1200Da). As
analises espectrofotométricas foram utilizados o aparelho Genesys 10S UV-Vis e a
leitora de placas SpectraMax® Plus®®4. O material enzimatico foi separado em
centrifuga refrigerada Sigma 4k15.

Os solventes utilizados nas reagdes foram de grau PA e tratados no laboratorio
quando necessario (PERRIN e ARMAREGO, 1988).

4.2. Sinteses

4.21. Procedimento Geral para Esterificagao do L-Triptofano

Em um baldo de fundo redondo, sob agitagédo, foram adicionados 1g de L-
triptofano, 30 mL do alcool (metilico, etilico, isopropilico, n-butilico, propilico,
isoamilico, 2-aminoetilico, benzilico e ciclohexanol) e 0,25 mL de cloreto de tionila
(SOCI2). A mistura reacional foi mantida em refluxo com agitagdo por no minimo 12
h, sendo verificada a formagao do produto por CCD. Apds o término o alcool foi
evaporado da reagéo no rotaevaporador. Em seguida, o residuo foi lavado com agua
(H20), foi verificado o pH e ajustado para pH 10 com bicarbonato de sdédio
(NaHCOs3). Em capela, o residuo foi lavado trés vezes com acetato de etila e
passado em funil de separacdo. A fase organica foi lavado com solugao salina de
cloreto de sodio (NaCl) e seco com sulfato de magnésio (Mg2S0O4). Em seguida, a
solucao foi filtrada e levada para evaporacédo do acetato de etila no rotaevaporador.
A formacdo dos ésteres foi confirmada através de analise de RMN 'H e de 3C e
HRMS - ESI.

4.2.2. Procedimento Geral para a N-Metilacdo dos Esteres

Em um baldo de fundo redondo, sob agitacdo, foram adicionados 1 mM do
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ester (3a-3f), 20 mL da solugdo de metanol/agua v/v (1:1), 1 g de bicarbonato de
sédio (NaHCO3) e 1,5mL de iodo metano (CHsl), por 24 h em temperatura ambiente
(t.a.). Apds esse periodo o metanol foi evaporado no rotaevaporador. Em seguida, o
residuo foi lavado duas vezes com cloroférmio e agua. A solugdo novamente foi
levada para evaporagao da agua. O produto obtido foi armazenado num dessecador.
As reagoes foram acompanhadas por CCD (eluente: CHCIs/CHsOH 8:2), revelador
luz UV 254 nm. A purificagdo dos produtos obtidos foi realizada em cromatografia de
placa preparativa (eluente: CHCIs/CH3OH 8:2). A formagéo dos ésteres metilados foi
confirmada através de analises de RMN de 'H. Apenas o composto 3d foi
identificado por HRMS-ESI.

4.3. Avaliacao Bioldgica

Os ensaios e procedimentos descritos a seguir foram realizados no
Laboratério de Bioquimica Geral de Microrganismos do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (INBIO) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS).

4.31. Aspectos Eticos

O trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFMS registrada com o n° 757/2016. A manipulacédo e cuidados com o0s
animais foram realizados de acordo com a Lei n°® 11.794, de 2008 (BRASIL. LEI N.
11.794 DE 8 DE OUTUBRO DE 2008. REGULAMENTA O INCISO VII DO §1° DO
ART. 225 DA CONSTITUICAO FEDERAL, 2008), e com a Diretriz Brasileira de
Pratica Para o Cuidado e a Utilizagao de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(DBPA)(CONCEA. CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL. MINISTERIO DA CIENCIA, 2013).

4.3.2. Animais

Os animais utilizados nos experimentos foram ratos Wistar (Rattus
norvegicus) adultos (150-200 g) provenientes do Biotério da UFMS. Foram

necessarios 8 animais por composto, totalizando 16 animais para a execugao do
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projeto.

4.3.3. Ambientacao e Condigoes Experimentais

Os animais foram mantidos no Biotério Central do INBIO/UFMS, em gaiolas
coletivas de polipropileno (numero maximo de 5 animais por gaiola; dimensodes: 41 x
34 x 18 cm). O referido setor dispde de salas com condi¢gdes apropriadas para a
experimentagdo com esta linhagem de animais, tais como temperatura controlada de
23 £ 2 °C e ciclo de 12 h claro/escuro (luzes acesas as 06:00 h). Os animais foram

mantidos em boas condigdes de higiene e com acesso livre a agua e ragao padrao.

43.4. Dissecacgao das Estruturas Encefalicas

Os animais foram anestesiados com isoflurano da cristalia e submetidos a
toracotomia, 8 mL de sangue total foi coletado por pungédo do plexo de artérias
hepaticas. Apds a coleta, foi realizada a cisdo da artéria aorta para a certificacao da
morte do animal.

Os ratos foram decapitados para a extracdo do encéfalo, este foi
cuidadosamente removido e colocado sobre uma placa de Petri coberta com papel
filtro umedecido em tampéao Tris HClI 10 mM [pH 7,2]. O encéfalo foi lavado com
tampao para minimizar a contaminagao pela AChE sanguinea.

Em seguida, o encéfalo total foi reservado em tubos de ensaio com tampéo
Tris HCI 10 mM [pH 7,2] gelado, na proporgéo (1:10, massa:volume) que foram
homogeneizados em Potter de vidro. Apds a homogeneizacado das estruturas foram
centrifugadas a 1000g (2500 rpm) por 15 min. O sobrenadante foi separado em
microtubos e congelado imediatamente para ser usado no experimento de
quantificacdo e inibicdo da AChE. Algumas amostras foram congeladas com

encéfalo total.

4.3.5. Quantificacado e Inibicado da Atividade da Enzima
Acetilcolinesterase
O sobrenadante do homogenato do encéfalo foi utilizado para o ensaio

enzimatico da atividade da AChE, determinada espectrofotometricamente através do
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método de Ellman (1961) (ELLMAN, G L. COURTNEY, 1961), com modificagbes
recentemente descritas por Dingova (2014) (DINGOVA et al., 2014).

A analise da atividade enzimatica foi realizada em placas de 96 pocos.
Procedeu-se a analise da atividade enzimatica, através da execucdo do seguinte
procedimento experimental: misturou-se em cada pog¢o da placa, 150 ul de tampéao
fosfato de potassio 100 mM (pH= 7,0), 50 pl de agua destilada, 30 pL de solugéao
contendo o composto analisado, 20 yl de material enzimatico no qual foi deixado
pré-incubando por 30 min. Apés isso foi adicionado 30 pL de acetiltiocolina 10 mM
para dar inicio a reacao, no qual foi deixado incubando por 30 min.

ApOs esse tempo a reacao foi parada pela adicao de 20 pL de neostigmina
(inibidor da AChEi) 51 mM e para revelacao foi adicionado 20 pL de acido 5,5-ditio-
bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) 8,5 mM. Pois a hidrdlise do iodeto de acetiltiocolina
catalisado pela AChE ocorre a formagao do anion 5-tio-2-nitrobenzoato. Este anion é
formado pela reagdo do DTNB com as tiocolinas resultantes da hidrdlise. As etapas
foram realizadas em banho-maria 37 °C.

No final da reacdo, a concentragdo deste anion pode ser determinada a 412
nm, recorrendo a um espectrofotdbmetro em temperatura ambiente. A atividade da
AChE foi expressa em umol de acetiltiocolina hidrolisada/hora/miligrama de proteina.

Os efeitos nos ésteres e betainas sobre a atividade da AChE no encéfalo total
foi investigado nas concentragdes de 0,1, 1,0, 10, 100 e 1000 mM. Em caso do
composto testado apresentar atividade anticolinesterasica, o préximo experimento
seria a determinacdo do valor de ICso, que representaria a concentragdo do
composto necessaria para inibir 50 % da atividade da AChE em cada regiéo

encefalica analisada. No entanto, este experimento ainda nao foi realizado.

4.3.6. Quantificagdo do conteudo proteico

O conteudo proteico das amostras foi determinado de acordo com o método
descrito por Bradford (1976) (BRADFORD, 1976), utilizando albumina bovina sérica
como padrao. O conteudo proteico de cada estrutura encefalica sera mantido em
uma faixa, pré-determinada: cerebelo (0,5 a 0,6 mg/mL), hipocampo (0,8 mg/mL),

estriado (0,4 mg/mL) e cértex cerebral (0,6 a 0,8 mg/mL).



53

4.4. Analise e Estatistica

Todas as variaveis foram testadas para normalidade de distribuicdo e
homogeneidade das varidncias. Os resultados obtidos através dos ensaios
enzimaticos in vitro serdo analisados através da analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Dunnett, ou testes nao
paramétricos equivalentes. Os resultados serdo considerados significativos quando
P <0,05.
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5. CONCLUSOES

Foram obtidos 6 ésteres a partir do L-Triptofano, com rendimentos que variam
de 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
foram sintetizados.

O ensaio da atividade enzimatica da inibicdo sobre a AChE foi testado com
todos os compostos esterificados 3a — 3f e N-metilados 4c—4e no encéfalo. Os
compostos 3b e 3d apresentaram atividade de inibicao sobre a AChE em todas as
concentracdes testadas. O composto 3¢ apresentou inibicdo na maior concentracao
testada de 1000 pM. Os compostos esterificados 3a — 3f sdo conhecidos na
literatura, porém, ainda ndo foram descritas as suas atividades anticolinesterasicas.
Ja os compostos N-metilados 4c-4e sdao compostos inéditos, ou seja, o0s mesmos
nunca foram relatados na literatura.

Os resultados dos testes demonstraram que a insercdo de grupamentos
ésteres (etilico e propilico) promoveram a inibicdo da atividade da AChE, e novos
ensaios deverdo ser realizados para o calculo do ICso. Possiveis insergdes de
diferentes grupos nos derivados dos ésteres do L-triptofano poderao ser realizadas,
observando caracteristicas bioisostéricas, podendo aumentar a acéo inibitoria destes
ésteres. Logo, os ésteres 3b e 3d podem servir de protétipo para o desenvolvimento
de potencias novos farmacos para as avaliagdes bioldgicas frente ao tratamento de

doencas neurodegenerativas como a DA.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Mesmo com apresentacédo da inibicdo em algumas concentragdes o 1Cso ndo
pode ser realizado, pois € necessario que haja um decaimento com relagdo as
inibicdbes para a obtencao do resultado, neste caso serdo necessarios novos testes
da atividade enzimatica, os compostos com inibicdo na concentragdo de 0,1 uM
como o 3b e o 3d as novas concentragdes testadas serdao 0,0005 uM, 0,001 uM,
0,05 yM além das ja testadas.

Os compostos que sofreram a reacao de hidrélise 4a, 4b e 4f serdo
novamente sintetizados, como os ésteres sdo mais instaveis nas reacbdes de N-
metilacdo em meio basico as proximas reacbdes serdo feitas inicialmente a N-
metilagado, seguidas da esterificagdo e submetidos aos testes bioldgicos.

Serao realizados estudos de docking molecular dos ésteres para verificar a

interagdo com o sitio ativo da enzima.
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