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RESUMO

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ um distirbio neurodegenerativo que afeta a memoria e funcdes
motoras, sendo considerada uma enfermidade multifatorial e de origem indeterminada. A
principal estratégia terapéutica para o tratamento da DA ¢ o uso de farmacos
anticolinesterasicos, inibidores das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BuChE). O presente trabalho tem como objetivo o planejamento estrutural, sintese,
caracterizagdo, avaliacdo in vitro e in silico de uma nova série de derivados 1H-indol-2-
acilguanidinicos, desenhados como candidatos a inibidores de colinesterases. Os derivados
propostos foram desenhados através da troca bioisostérica do nucleo 4,5-dibromopirrdlico,
presente nos inibidores seletivos de BuChE descritos na tese de doutorado de Goulart (2021),
pelo heterociclo aromdtico indol. A sintese dos derivados baseou-se na obtencdo do
intermediario-chave terc-butil-(1H-indol-2-carboxamido)(metiltio)metileno)carbamato,
através da reagdo entre o cloreto de &cido indolico e o agente guanilante isometiltioureia mono-
protegida, e posterior condensagdo com benzilaminas de interesse, seguido da remog¢do do
grupo de prote¢io em meio 4cido. Os produtos foram caracterizados por RMN de 'H e °C. A
triagem in vitro da inibigdo de AChE e BuChE destacou os melhores produtos (28c) ¢ (28d)
como inibidores seletivos de BuChE, os quais inibiram a atividade da BuChE em mais de 60%
na concentragdo de 30 uM e com Clspde 5,9 e 5,5 uM, respectivamente. A relacdo estrutura-
atividade corroborou resultados prévios que ja apontavam para a importancia da funcao
acilguanidina livre para a inibi¢do de BuChE, e indica também que a presenca de substituintes
bromos no anel heteroaromatico parece ser importante para a atividade desses derivados, o que
precisa ainda ser comprovado a partir da avaliagdo de andlogos indolicos bromados.
Adicionalmente, substituintes halogenados no anel benzilico da acilguanidina favoreceram a
atividade anti-BuChE. A utilizagdo da ferramenta SwissADME permitiu prever que as novas
acilguanidinas tém bom potencial farmacocinético. Estudos de ancoramento molecular
realizados possibilitaram a compreensao dos possiveis modos de interagdo dos compostos com
a BuChE. Os resultados demonstraram que o planejamento estrutural foi bem sucedido, porém
ndo houve otimizagdo em relacdo a atividade enzimética. Como perspectivas futuras temos a
realizagdo de ensaios de atividade antioxidante e complexag¢ao com metais, além da proposi¢ao
de novos analogos na tentativa de otimizacdo da atividade anti-BuChE, bem como para uma
melhor compreensdo da relacdo estrutura-atividade. Adicionalmente pretendemos investigar
outros alvos farmacologicos para as acilguanidinas indolicas e dibromopirrolicas.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, inibidores de colinesterase, indol, acilguanidinas



ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disorder that affects memory and motor
functions, being considered a multifactorial disease of undetermined origin. The main
therapeutic strategy for the treatment of AD is the use of anticholinesterase drugs, inhibitors of
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) enzymes. The present work
aims at the structural design, synthesis, characterization, in vitro and in silico evaluation of a
new series of 1H-indole-2-acylguanidinic derivatives designed as candidates for cholinesterase
inhibitors. The proposed derivatives were designed through the bioisosteric exchange of the
4,5-dibromopyrrole nucleus, present in the selective inhibitors of BuChE described in Goulart’s
doctoral thesis (2021), by the indole aromatic heterocycle. The synthesis of derivatives was
based on obtaining the key intermediate tert-butyl-(1H-indol-2-
carboxamido)(methylthio)methylene)carbamate through the reaction between indolic acid
chloride and mono-protected isomethylthiourea and later condensation with benzylamines of
interest, followed by removal of the protection group in an acidic medium. The products were
characterized by 'H and 'C NMR. In vitro screening of AChE and BuChE inhibition
highlighted the best products (28c) and (28d) as selective inhibitors of BuChE, which inhibited
BuChE activity by more than 60% at a concentration of 30 uM and with an ICso of 5.9 and 5.5
uM, respectively. The structure-activity relationship corroborated previous results that already
pointed to the importance of the free acylguanidine function for the inhibition of BuChE, and
also indicates that the presence of bromo substituents in the heteroaromatic ring seems to be
important for the activity of these derivatives, which still needs to be proven from the evaluation
of brominated indole analogues. Additionally, halogenated substituents on the benzyl ring of
acylguanidine favored anti-BuChE activity. Using the SwissADME tool, it was possible to
predict that the new acylguanidines have good pharmacokinetic potential. Molecular docking
studies carried out made it possible to understand the possible modes of interaction of
compounds with BuChE. As perspectives, we have the proposition of new analogues of the
series obtained for its optimization, as well as for a better understanding of the structure-activity
relationship. The results showed that the structural planning was successful, but there was no
optimization regarding the enzymatic activity. As future perspectives, we carry out assays of
antioxidant activity and complexation with metals, in addition to proposing new analogues in

an attempt to optimize the anti-BuChE activity, as well as for a better understanding of the



structure-activity relationship. Additionally, we intend to investigate other pharmacological

targets for the indole and dibromopyrrolic acylguanidines.

Keywords: Alzheimer, cholinesterase inhibitors, indol, acylguanidines
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1. INTRODUCAO

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma enfermidade neurodegenerativa, considerada um
dos principais tipos de deméncia, na qual ocorre perda das fungdes cognitivas: a linguagem,
orientacdo, memoria e atengdo sdo afetadas; o que € causado pela morte de células cerebrais. A
DA foi nomeada em homenagem ao primeiro médico a descrever a doenga, Alois Alzheimer,
em 1906. Alzheimer estudou e publicou o caso de uma paciente aparentemente saudavel de 51
anos, que desenvolveu um quadro de perda progressiva de memoria, desorientacao e distirbio
de linguagem, tornando-se incapaz de cuidar de si mesma. Apds o falecimento da paciente, aos
55 anos, o Dr. Alzheimer examinou seu cérebro e descreveu as alteragdes, que hoje sdo
conhecidas como as principais alteragdes histologicas da doenca. A Organizagao Mundial da
Satide (OMS) estima que o nimero de casos com deméncia seja de 55,2 milhdes no mundo e
este nimero deverd aumentar nos proximos anos, podendo chegar a 139 milhdes até o ano de
2050. No Brasil, o nimero de pessoas com deméncias ja ultrapassa 1,2 milhdo (OMS, 2021).

Nao se sabe por que a Doenga de Alzheimer ocorre; porém, os sintomas associados a
DA devem-se, em parte, a morte de neurdnios; ao aparecimento de placas na parte externa dos
neurdnios, formadas pelo depodsito de uma proteina chamada B-amiloide (A) e de emaranhados
neurofibrilares que resultam da hiperfosforilagdo anormal da proteina tau, emaranhados estes
que levam, gradativamente, a morte neural. Todas estas caracteristicas sdo estudadas em
hipoteses levantadas para a busca de um tratamento. Quando hé a morte de neurdnios, ocorre
uma queda do nivel de receptores colinérgicos e de acetilcolina (ACh) no cérebro; responsaveis
pela transmissdo dos estimulos nervosos de um neurdnio a outro, sua atividade e permanéncia
na fenda sinaptica sao reguladas pela enzima acetilcolinesterase (AChE) e também pela
butirilcolinesterase (BuChE); um foco importante de pesquisas tem sido aumentar a atividade
colinérgica na esperanga de melhorar a cognicdo, sendo chamada assim de Hipodtese
Colinérgica e um método de tratamento desta hipdtese € inibir a degradagao intrassindptica da
acetilcolina usando inibidores de colinesterases (PATRICK, 2013).

A Figura 1 compara um cérebro saudavel e um cérebro com a Doenga de Alzheimer e
suas principais alteragdes, mostrando os depdsitos de proteina AP e os emaranhados

neurofibrilares.



Figura 1:Cérebro saudavel (esquerda) vs. Cérebro com Alzheimer (direita) (Adaptado de
BIORENDER, 2020).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo apresentados conceitos que justificam a busca por novas moléculas
que possuam atividade anticolinesterdsica, fundamentais para o tratamento da Doenca de

Alzheimer.

2.1 A HIPOTESE COLINERGICA

O fundamento da hipotese colinérgica estd relacionado a capacidade de farmacos
potencializadores da funcdo colinérgica central induzirem uma melhora do perfil cognitivo e,
também, de alguns efeitos comportamentais provenientes da Doenga de Alzheimer (VIEGAS
JR., BOLZANI, et al., 2004)

Hé um grande numero de neurotransmissores no corpo, sendo a acetilcolina (3) um dos
mais importantes: responsavel pela contracdo dos musculos esqueléticos; interrupcao de
funcdes como digestdo, defecacdo e miccdo; além da estimulagdo do coracdo (PATRICK,
2013). Este neurotransmissor € sintetizado a partir da Colina (2) e da Acetil-coenzima A (1) no
terminal axonio, gerando um subproduto denominado Coenzima A e esta reagdo e catalisada
pela enzima Colina Acetiltransferase, como pode ser observado na Figura 2a. De maneira geral

os ésteres de colina sdo degradados pelas colinesterases de acordo com a Figura 2b.

Colina
0 Acetiltransferase
@® (0]

a- + HOL"SN(CHy)y — = @

COA)& ( 3)3 - /U\O/\/N(CHS)3

Acetilcoenzima A (1) Colina (2) AChE Acetilcolina (3)
| 0] Colinesterases ’ o)
- \ l \
b /E‘\/\O)LR /'E\/\O/H + HO)kR
Ester de colina Colina (2)

Acido carboxilico
R = CH; (acetilcolina)

R = CH,CH,CH, (butirilcolina)

Figura 2: A- Sintese da acetilcolina (adaptado de ARAUJO, SANTOS & GONSALVES, 2016). B-
Hidrolise dos ésteres de colina pelas colinesterases.



Na fenda sinaptica (Figura 3) a acetilcolina € hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase
(AChE) e o produto resultante (a colina) ¢ entdo transportado de volta para o terminal axonio

regenerando o ciclo de acetilcolina (SILVERTHORN, 2017).

Figura 3: Ciclo da acetilcolina (SILVERTHORN, 2017).

A utiliza¢do de farmacos inibidores de colinesterase impede a enzina de degradar a
acetilcolina (Figura 4), bloqueando seu sitio ativo. Este impedimento acarreta em maiores
niveis de ACh disponivel na fenda sinaptica, levando a um aumento de comunicagao entre as
células nervosas, acarretando assim, na estabilizacao e at¢ mesmo na melhora dos sintomas da

deméncia (GOODMAN e GILMAN, 2003).



Figura 4: Mecanismo de acdo dos anticolinesterasicos (Adaptado de PATRICK, 2013).

Segundo Patrick (2013), a AChE também pode desempenhar um papel ativo nos
depositos de proteina AP em cérebros com Alzheimer. O sitio de ligagdo periférico da enzima
¢ capaz de se ligar a proteina B-amildide, que em vias normais ¢ solivel e possui uma funcao
antioxidante. Porém, na ligacdo a acetilcolinesterase, a proteina sofre uma alteragao
conformacional e torna-se insolivel. Um dos ramos de pesquisa para medicamentos a serem
desenvolvidos propde que estes interrompam a progressao da doenga ao impedir a ligagdo da
proteina B-amiléide ao sitio periférico de liga¢do da acetilcolinesterase.

O planejamento destes fArmacos anticolinesterdsicos depende da forma do sitio ativo da
enzima, suas interagdes com a acetilcolina e seu mecanismo de hidrolise. O sitio ativo (Figura
5) da acetilcolinesterase se encontra na base de uma fenda de 20 A e, na entrada da fenda, existe
um sitio de ligacao periférico. Acredita-se que este sitio inicial desempenhe um papel crucial
no reconhecimento da acetilcolina como substrato. Uma de suas principais interagdes ¢ a
cation-m entre o anel heteroaromatico de um residuo de triptofano e o nitrogénio quaternario
carregado de acetilcolina. Apos a acetilcolina ser “capturada”, ela é rapidamente levada através
da fenda para o sitio ativo. Esse processo ¢ auxiliado pelo fato de que esta fenda ¢ revestida
com 14 residuos de aromaticos, que também formam ligagdes cation-n com a acetilcolina e,

assim, canalizam o substrato para baixo da fenda (PATRICK, 2013).



Figura 5: O sitio ativo de acetilcolinesterase humana (hAChE) (Adaptado de GOULART e
colaboradores, 2021).

Os principais aminoacidos do sitio ativo sdo os residuos que se ligam a acetilcolina,
bem como os envolvidos no seu mecanismo de hidrélise, sdo eles: serina, histidina e glutamato,
como pode ser observado pela Figura 6a.

No mecanismo de hidrélise (Figura 6b), a acetilcolina se aproxima e a serina atua como
um nucledfilo utilizando seu par de elétrons para formar uma ligagdo com o éster de
acetilcolina. A histidina age como um catalisador acido e protona a por¢ao alcoxi (OR) do
intermediario, transformando em um grupo de saida melhor. O grupo carbonila ¢ restituido e
expulsa a colina. A subunidade acila da acetilcolina € agora vinculada covalentemente ao sitio
ativo. A colina sai do sitio ativo e € substituida por 4gua, que atua como um nucleéfilo e ataca
o grupo acila. A agua ¢ normalmente um nucle6filo pobre, mas a histidina auxilia o processo
novamente, agindo como um catalisador basico e removendo um proéton. Ao final, a hidrolise
da serina acetilada regenera o sitio catalitico da enzima e forma um equivalente do acido

carboxilico correspondente (PATRICK, 2013).



Figura 6: a) Sitio ativo da acetilcolinesterase (Adaptado de PATRICK, 2013). b) Representagdo do
mecanismo catalitico de hidrolise pelas colinesterases (GOULART et.al., 2021).



Além da colinesterase, a butirilcolinesterase (BuChE) ¢ uma segunda enzima capaz de
metabolizar a acetilcolina. Apesar da BuChE compartilhar esta funcao, segundo a literatura,

seu papel no cérebro ainda ndo esta totalmente elucidado (WILLIAMS, ZHOU e ZHAN, 2019).

2.2 A BUTIRILCOLINESTERASE (BuChE)

A existéncia da colinesterase no soro humano foi demonstrada por Valquist em 1935.
Allen em 1940 demonstrou a existéncia de outra colinesterase nas hemacias, diferente daquela
do soro. Existem, portanto, dois tipos de colinesterases, cada uma com um comportamento
distinto (RUSSO, 1977). Enquanto a acetilcolinesterase esta localizada principalmente nos
neurdnios, a butirilcolinesterase (também chamada de pseudocolinesterase ou colinesterase
plasmatica) estd distribuida pelo corpo inteiro: presente nos pulmdes, plasma, cérebro, figado
e coracdo. A BuChE ¢ andloga a AChE (Figura 7): ambas as enzimas possuem uma garganta
de 20 A, composta por um sitio anidnico periférico, um sitio de ligagdo da colina, um sitio
catalitico oxianion, um sitio de ligacdo acila e um sitio de triade catalitica — cadeias laterais de
residuos de serina, histidina e glutamato (HA, MATTHEW e YEONG, 2020). Sua sequéncia
de aminoacidos apresenta uma semelhanga de aproximadamente 70%, porém suas estruturas
tridimensionais se diferem e a principal diferenca entre a AChE e a BuChE ocorre no sitio de
ligacdo acila; enquanto ha dois residuos de fenilalanina (Phe295 e Phe297) na AChE, que
impedem o acesso de moléculas mais volumosas no sitio catalitico, estes sdo substituidos por
dois residuos alifaticos (Leu286 e Val288) na BuChE. Além disso, seis dos catorze residuos
aromaticos que revestem a garganta da AChE e o sitio perifério anionico sao substituidos por
residuos alifaticos na BuChE. Desde modo, a cavidade da BuChE é cerca de 200 A maior que
a cavidade da AChE (PURGATORIO, DE CANDIA, et al., 2019), possibilitando uma agao de
moléculas inibidoras de maior volume. A Tabela 1 resume estas diferengas entre o sitio ativo

de ambas as enzimas.



Figura 7: O sitio ativo butirilcolinesterase humana (hBChE) (Adaptado de GOULART e
colaboradores, 2021).

Tabela 1: Residuos chaves presente no sitio ativo da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase.

(Adaptado de HA, MATTHEW & YEONG, 2020).

Sitios no Centro Residuos de Aminoacidos Envolvidos

Ativo AChE BuChE

Sitio Anidonico Asp74, Tyr72, Tyr 124, Trp

Asp70, Asn72, GInl124
Periférico 286

Sitio ligante de

Trp86, Ala337
Colina Trp86, Tyr337

Fenda Oxianion Glyl16, Glyl117, Ala199
Gly118, Gly119, Ala201

Sitio ligante acila Phe295, Phe297 Leu286, Val288
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Triade catalitica Ser203, His447, Glu327 Ser198, His438, Glu325

Uma caracteristica importante que distingue a BuChE da AChE ¢ sua resposta cinética
frente a concentracdo de ACh; refletida em seus valores de afinidade pelo substrato (Km)
(Figura 8). A butirilcolinesterase (pseudocolinesterase) ¢ menos eficiente na hidrolise de ACh
quando ha baixas concentragdes, porém, muito eficiente em concentracdes elevadas. Em
cérebros com DA, conforme ha a diminui¢ao dos niveis de acetilcolina presentes, sua principal
enzima também diminui, entretanto, os niveis de BuChE aumentam. A razao entre BuChE e
AChE muda drasticamente nas regides corticais podendo chegar a uma propor¢ao onze vezes
maior (HA, MATTHEW e YEONG, 2020), evidenciando o carater compensatorio da BuChE
na auséncia de AChE. Desta forma a BuChE parece ter papel importante na hidrolise da ACh
em fase tardia da DA e seus os inibidores seletivos sao potenciais candidatos a fArmacos para

o tratamento da DA em estagios avangados (GOULART, 2021).

[}

L
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E _ — Butirilcolinesterase
S (BuChE)

I

(1]

b

o

(]

»] o

| - Acetilcolinesterase
g1 -- (AChE)

CONCENTRAGAO SUBSTRATO

Figura 8: Velocidades de hidrolise da AChE e BuChE, frente a concentragdes crescentes de substrato
(adaptada de RUSSO, 1977).

A explicagdo da inibicdo da acdo da AChE por elevadas concentracdes de substrato
(ACh) foi dada por Haldane em 1930. Este autor postulou que uma molécula do substrato deve
fixar-se a dois pontos da enzima antes que a rea¢do ocorra (Figura 9a). Havendo numerosas

moléculas de substrato em seu entorno, a enzima combina-se com a acetilcolina de tal forma
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que ndo se processa a atividade enzimadtica (Figura 9b). Quando hé excesso de substrato a

fixacdo se faz em um ponto apenas, diminuindo a velocidade de hidrolise (RUSSO, 1977).

a)

. Ligogdo
Colina «~ Ester

Acetilcoling
Acetilcolinesterase (ACO)

(ACOE) (ACOE)+(ACO)

Figura 9a-b:Relacdo estrutura-hidrolise da acetilcolina (RUSSO, 1977).

2.3 OUTRAS HIPOTESES

Outras hipdteses também sao levantadas para explicar a DA, que ¢ considerada uma
doenca multifatorial e uma delas ¢ a Hipotese Amiloide. Desde sua descoberta, os sintomas da
DA sao associados aos emaranhados neurofibrilares e a presenca de placas formadas pelo
peptideo beta-amiloide, que ¢ o resultado da quebra da proteina precursora amiloide (PPA).
Embora ndo se possa dizer com clareza a fun¢do fisioldgica da PPA, ela parece exercer um
papel importante no desenvolvimento do cérebro, na regulagdo da atividade da proteina G, na
memoria e na plasticidade sinaptica; (NALIVAEVA e TURNER, 2013), onde fragmentos com
diversas funcdes fisioldgicas sdo gerados a partir desta proteina.

Duas secretases, a y-secretase e a f-secretase (BACE-1), quebram a PPA em diferentes
lugares, como pode ser observado na Figura 10, originando fragmentos amiloidogenicos AP de
diferentes tamanhos; os fragmentos que cont¢tm 40 e 42 residuos de aminodcidos sao
denominados respectivamente: APi.40 € APi-42, produzidos pela BACE-1. Na hipotese amiloide
a APi.0 teria a capacidade de interagir com ions metalicos presentes no cérebro e formar

oligbmeros e, em seguida, as fibrilas, encontradas nas placas amiloides da Figura 1. Apesar do
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primeiro fragmento ser o mais comum, o segundo fragmento ¢ mais hidrofobico e ¢ considerado
o de maior potencial amiloidogénico, embora, ambos sejam capazes de se agregar e originar

protofibrilas, fibrilas e entdo, placas insoluveis (DE FALCO, CUKIERMAN, et al., 2016).

Figura 10: Quebra da Proteina Precursora Amiloide (Adaptado de WANG et. al., 2012).

Apesar da forca cientifica da hipotese amiloide, at¢ o momento os ensaios clinicos nao
conseguiram demonstrar claramente seu beneficio e, como consequéncia, esta teoria vem sendo
questionada (McDADE et. al., 2021), dando margem para uma nova ética acerca das pesquisas
de anticolinesteraricos.

Em 2018, apenas algumas semanas apos a farmacéutica Merck & Co. publicar os
resultados de seu ensaio do inibidor de BACE-1 Verubecestat® (4) e seu insucesso em tratar a
DA nas fases leve e moderada, as agdes da empresa despencaram. A empresa Johnson &
Johnson e o parceiro Shionogi encerraram o desenvolvimento em estidgio avangado de
Atabecestat® (5) em pacientes assintomaticos por questdes de seguranga. As estruturas dos
farmacos estdo mostradas na Figura 11. Resultados completos dos estudos da Merk no New
England Journal of Medicine (EGAN et. al., 2018) apontam que duas doses diferentes do
medicamento nao retardaram a progressao clinica da doenca nas fases leve e moderada, apesar
de alcancar reducdo quase maxima de f-amiloide (Ap), sugerindo assim que uma vez que a
demeéncia estd presente, a progressao da DA pode ser independente da producdo dos residuos

AB.
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Figura 11: Estrutura dos farmacos Verubecestat® e Atabecestat® respectivamente.

Outra hipotese muito importante para compreender a Doenga de Alzheimer como um
todo ¢ a Hipotese da Proteina Tau, baseada no processo de hiperfosforilagdo da proteina Tau
(PTau). Esta proteina esta associada aos microtibulos das células nervosas, onde reacoes de
fosforilacdo sdo fundamentais para a estabilidade desses neuronios. Nos portadores da Doenca
de Alzheimer, mutacdes fazem ocorrer uma fosforilagao descontrolada levando a desintegragdo
destes microtubulos, formando filamentos helicoidais que se depositam e atuam como barreiras
fisicas ao transporte axonal, prejudicando a transmissdo sinaptica, como pode ser observado na

Figura 12 (DESIGNUA, 2020).

Figura 12: Resultado da hiperfosforilagdo da proteina Tau em neurdnios (Adaptado de DESIGNUA,
2020).
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2.4 FARMACOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA DOENCA DE ALZHEIMER

Atualmente os inibidores de colinesterases (I-ChE) sdo os principais farmacos
licenciados e aprovados pela FDA (Administracdo de Alimentos e Medicamentos) nos Estados

Unidos para o tratamento da Doenga de Alzheimer; sdo eles: donepezila (6) (Aricept®),

galantamina (7) (Reminyl®) e rivastigmina (8) (Exelon®), mostrados na Figura 13.
N h|l
AN

Donepezila (6) Galantamina (7) Rivastimina (8 Tacrina (9)

Figura 13: Inibidores de colinesterase (PETRONILHO, PINTO e VILLAR, 2011).

Os estudos de farmacos I-ChE comegaram em 1993 com a tacrina (9) e esta se tornou o
alicerce da terapia baseada na Hipotese Colinérgia; entretanto seu uso possui efeitos colaterais
fortes como: dores musculares, nduseas, dor de estomago, vomitos, perda de peso, e também
uma grande hepatotoxicidade, em cerca de 50% dos casos segundo Forlenza (2005). Devido a
esses efeitos, a tacrina (9) ndo ¢ mais comercializada.

Alguns anos depois a donepezila (6) foi aprovada (1996) e seus efeitos colaterais mais
comuns sdo: diarreia, tonturas, perda de apetite, dores musculares, nduseas, cansago, problemas
para dormir, vomitos e perda de peso. A donepezila (6) ¢ altamente especifica para a
acetilcolinesterase encontrada principalmente no interior do cérebro, e parece nao afetar a
butirilcolinesterase, diferentemente da tacrina (9) e rivastigmina (8), que inibem as
colinesterases em todo o corpo (BARNER e GRAY, 1998).

A galantamina (7) é um produto natural, isolado de varias espécies do género Eucharis
como a E. amazonica e E. x glandiflora (LUIZ JUNIOR & MARCUCCI, 2016); ¢ um inibidor
reversivel seletivo para acetilcolinesterase, que também pode ser preparado sinteticamente.
Seus efeitos permanecem mesmo apds o término do tratamento, além de estimular os receptores

nicotinicos de ACh pré e pods-sinapticos, gerando uma maior liberagdo de acetilcolina e
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melhorando a capacidade cognitiva. Suas caracteristicas promoveram um grande avango no
planejamento de novos farmacos no tratamento da DA (VIEGAS JR., BOLZANI, et al., 2004).
Contudo, atualmente o farmaco mais utilizado para a DA ¢ a rivastigmina, pela sua inibig¢do
tanto de AChE quanto de BuChE, apresentando uma maior eficacia no aumento dos niveis de
colina no cérebro sem a alta hepatoxicidade da tacrina (FERRO, GUIMARAES e
GONCALVES, 2019).

Um resumo sobre as principais caracteristicas dos I-ChE pode ser observado na Tabela

Tabela 2: Caracteristicas gerais dos inibidores das colinesterases (Adaptado de FORLENZA, 2005).

Tacrina Donepezila Rivastigmina Galantamina

Disponivel no ano 1993 1997 1998 2000

Enzimas Inibidas AchE e BuchE AchE AchE e BuchE AchE

Ainda é comercializada? Nao Sim Sim Sim
Modulagao dos receptores nicotinicos? Nao Nao Nao Sim

Em razdo da grande importancia dos inibidores de colinesterases como estratégia no
combate a Doenca de Alzheimer e, devido aos seus graves efeitos colaterais adversos, cresce a

necessidade pela busca de novos farmacos com agao inibitoria semelhantes.

2.5 NUCLEO INDOL E SUAS PROPRIEDADES

O nucleo indol é formado por um sistema aromatico constituido de um anel de benzeno
condensado a um anel nitrogenado de cinco membros, o pirrol; ocorrendo na natureza em
diversos alcaloides e também sendo parte da estrutura da dietilamida do 4cido lisérgico (LSD),
por exemplo. O indol ¢ considerado uma estrutura privilegiada em Quimica Medicinal por estar
presente em diferentes arcabougos moleculares e possuir propriedades versateis de interacao
intermolecular, com excelentes caracteristicas de farmaco (druglike) que resultam em
quimiotecas bioativas de interesse medicinal (HORTON, BOURNE & SMYTHE, 2003).

Podemos encontrar na literatura pesquisas envolvendo o grupo indol em diversos
segmentos, com destaque para atividades antimicrobiana, analgésica, anticancer,
antihipertensiva, anti-asma, antimalarica e também anti-Alzheimer (CAMPAGNA et. al.,
2010).

O trabalho de Campagna e colaboradores em 2010 mostrou a sintese e avaliagao de

derivados inddlicos (10), como pode ser observado na Figura 14, atuando como inibidores dos
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agregrados neurofibrilares da -A tipicos da DA. As moléculas (11), (12) e (13) serviram como
inspiracao para o grupo de pesquisa de CAMPAGNA e colaboradores pois segundo Levine 111
(2007) estas moléculas atuam na inibicdo das interagdes entre proteinas. Nas novas
arilhidrazona-1H-2-indolinonas de CAMPAGNA et. al. (2010), sdo descritos varios

substituintes em 3 posi¢oes diferentes da molécula (10).

FsC
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Arilhidrazona-1H-2-indolinonas (10)  Indol Fluorinado (11) Melatonina (12) Hidroxindol (13)
Figura 14: Inibidores de agregados neurofibrilares (Adaptado de CAMPAGNA et. al., 2010).

Dentre 45 moléculas sintetizadas por CAMPAGNA et. al., (2010), a molécula (14) foi
a que mais se destacou (Figura 15) nos testes in vitro, com melhores valores de concentragido

inibitéria média Clso (na ordem de micromolar - uM) e melhor solubilidade em agua.

Cl

N—-NH

HO /
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Figura 15: Molécula mais promissora de CAMPAGNA e colaboradores (Adaptado de CAMPAGNA
et. al., 2010).

O composto selecionado foi submetido a testes biofisicos com a AB1.40 (Figura 16) e

mostrou uma clara diminuigao e atraso da formagao de fibrilas amiloides.
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Figura 16: Efeito do inibidor neurofibrilar: A ABi.40 (50 uM) foi incubada sozinha (figuras A-C) e na
presenga de 5 uM do composto (14) (D-F). Aliquotas de cada reacdo foram testadas em varios
periodos de tempo. Na reacéo de controle: (A) no tempo zero; (B) no dia 3; (C) apos 7 dias. Na

presenca de (14): (D) no tempo zero; (E) no dia 3; (F) apos 7 dias. As barras da escala preta sdo da
ordem de 100 nm (CAMPAGNA et. al., 2010).

Algumas N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxamidas (15) planejadas
por Ghanei-Nasab e colaboradores em 2016, foram testados para a AChE e BuChE e, a maioria
delas apresentou atividade significativa para AChE (Figura 17). O melhor resultado foi obtido
com o composto cujo Ri e R3 sdo hidrogénios e R» sendo a subunidade 7-(4-fluorobenzil)oxi
exibindo valor de Clso de 0,16 uM. Resultados de docking com a AChE, mostraram que este
derivado pode ocupar o sitio anidnico periférico (PAS) e o sitio anidnico catalitico (CAS) desta
enzima, e o anel inddlico também interage com o PAS por meio de uma interacdo n-n com o

residio de aminoécido Trp279.
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Figura 17: Inibidores de colinesterases e moléculas alvo de Ghanei-Nasab e colaboradores, destaque
para o composto com maior atividade (Adaptado de GHANEI-NASAB et. al., 2016).

2.6 GUANIDINAS E SUAS PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Moléculas contendo o nucleo guanidinico apresentam diversas atividades biologicas,
dentre elas podemos destacar: anti-HIV, anti-bactericida, antiparasitica etc. Esta atividade
ocorre devido a capacidade de interagdo por ligacdes de hidrogénio e também devido a sua
estrutura basica, capaz de ligar-se a espécies carregadas negativamente como carboxilatos (16)

ou fosfatos (17) (SACZEWSKI & BALEWSKI, 2009), como pode ser observado pela Figura

18.
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Figura 18: Ligacio do ion guanidinico com oxianios (Adaptado de ESPIRITO SANTO, 2017).

Algumas moléculas com este nucleo sdao estudadas para o tratamento da Doenga de

Alzheimer, e segundo a literatura, a presenca do grupamento guanidinico com o nitrogénio
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protonado consegue interagir com o sitio ativo das colinesterases (ROZENGART, BASOVA,
etal., 2003).

Em 2007 foram registradas patentes de Terfenilacilguanidinas (18), mostradas na Figura
19, pois apresentaram eficdcia na inibi¢ao da enzima B-secretase, podendo ser utilizadas como
farmacos para o tratamento da DA, prevenindo assim a formagao dos depositos da proteina AP

(HU, 2007).
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Figura 19: Terfenilguanidinas inibidoras de B-secretase (Adaptado de HU, 2007).

Novos compostos com uma subunidade guanidinica foram sintetizados por Neto e
colaboradores em 2017, estes podem ser observados na Figura 20. Todos os resultados
revelaram que as guanilhidrazonas sdo candidatos muito promissores, mostrando interacao com
aminodacidos da triade catalitica da acetilcolinesterase. Os estudos destacaram o composto (19)
com resultados (94,31% de inibicdo) mais satisfatorios que a tacrina (93,50%), sendo o
composto mais ativo com Clso=1,97 uM, porém os autores ressaltam que mais experimentos

bioldgicos devem ser realizados para confirmar os resultados da pesquisa.
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Figura 20: Estrutura das guanilhidrazonas para o tratamento da DA (Adaptado de NETO et al., 2017).

Recentemente, acilguanidinas bromopirrélicas (22) desenvolvidas por nosso grupo de
pesquisa LaDMol-QM na UFRRIJ e descritas na tese de doutorado da discente Paula do N.
Goulart - resultados ainda ndo publicados (2021), demostraram o carater farmacoforico da
subunidade acilguanidina ligada ao ntcleo dibromopirrélico para a inibigado seletiva da BuChE,
importante para a fase tardia da DA. As acilguanidinas sintetizadas por Goulart foram
identificadas como inibidoras seletivas de BuChE, in vitro, com valores de Clso das moléculas
mais promissoras variando entre 2,0 ¢ 4,8 uM e os estudos de docking molecular realizados
demonstraram que tanto o nucleo bromopirrélico como a fungdo acilguanidina realizam
importantes interagcdes com aminodcidos presentes no sitio ativo da BuChE (Figura 21); do tipo
Bromo-m, interagdes de hidrogénio e interagcdes entre os NHs guanidinicos e o residuo de
aminoacido do acido glutdmico. Adicionalmente, a avalia¢ao in silico também indicou que as

acilguanidinas bromopirrélicas descritas também possuem bom perfil druglike.

Figura 21: Acilguanidinas inibidoras de BuChE sintetizadas pelo grupo LADMOL-QM (Adaptado de
GOULART et. al., 2021 - Tese PPGQ - UFRRJ).

Tendo em vista as importantes propriedades farmacoforicas do nucleo heterociclico

indol e da subunidade guanidinica, as quais sdo também corroboradas por resultados de
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pesquisas anteriores do LADMOL-QM, ¢ natural a busca pelo planejamento estrutural e sintese
de compostos originais que preservem estes atributos como candidatos a novos farmacos para
o tratamento da Doenca de Alzheimer (DA), adotando ferramentas de planejamento como o
bioisosterismo e estudando as propriedades farmacocinéticas das moléculas sintetizadas para

garantir uma caracteristica adequada de farmaco (druglike).

2.7 BIOISOSTERISMO COMO FERRAMENTA DE PLANEJAMENTO

O conceito de bioisosterismo segundo Barreiro e Fraga (2008) refere-se a: compostos
ou subunidades estruturais de compostos bioativos que apresentam volumes moleculares,
formas, distribuigcdes eletronicas e propriedades fisico-quimicas semelhantes, capazes de
apresentar propriedades biologicas semelhantes. Dentre as ferramentas para o planejamento de
um farmaco, o bioisosterismo ocupa o lugar de destaque por sua versatilidade.

O bioisosterismo surgiu a partir do principio de isosterismo, desenvolvido por
Langmuir, aplicado em moléculas de substincia bioativas, ao estudar o comportamento
quimico e a reatividade de determinadas substancias com atomos de igual nimero de elétrons
de valéncia, como o N> e CO, por exemplo. Em, 1970, Burger classificou e dividiu os
bioisdsteros em duas grandes categorias: Bioisosteros Classicos e Bioisosteros Nao-cléassicos.
O Bioisosterismo Classico (Figura 22) entre a procaina (23), um anestésico e a procainamida
(24), usada no tratamento de arritmia cardiaca, atende de maneira geral as exigéncias de Grimm

sobre a Regra do Hidreto.

0 K Bioisosterismo o (
N Classico N
o i S NER N e
H
HoN HoN

23) (24)

Figura 22: Exemplo de modificacdo bioisostérica classica (Adaptado de ELIAS, OLIVEIRA &
SILVEIRA, 2018).

Na Regra do Hidreto, a adi¢gdo de um hidreto a um atomo fornece um pseudo-atomo
com as mesmas propriedades fisicas daqueles presentes na coluna imediatamente posterior da

Tabela Periodica.
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Tabela 3: Regra do Hidreto de Grimm (Adaptado de BARREIRO & FRAGA, 2009).

Numero de Elétrons
6 7 8 9 10 11
C N N\ O F Ne Na*
CH *  NH- -OH FH NeH
-CHa- -NH; OH, FH,
-CH3 NH: H;O"
CHs NH,*

J& o Bioisosterismo ndo-classico (Figura 23) ndo atende as regras eletronicas e estéricas

dos bioisodsteros classicos, mas podem produzir atividade biologia similar (SILVA, 2009).

e S

OH
isoproterencol

Analogo sulfonamidico

(25) \{ ' (26)

Figura 23: Exemplo de bioisosterismo ndo-classico (Adaptado de SILVA, 2009).

2.8 PROPRIEDADES DRUGLIKE

Os estudos acerca do caminho que um principio ativo percorre no organismo vivo a
partir de sua administragdo até atingir a circulagdo para enfim exercer o efeito desejado e ser
excretado pelo corpo, fazem parte da fase de planejamento chamada farmacocinética. Os
estudos de propriedades ADME sao fundamentais na busca por novos candidatos a firmacos,

pois avaliam e exploram teoricamente, os processos farmacocinéticos de absor¢ao (A),
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distribuicdo (D), metabolizacdo (M) e excre¢do (E). Tendo em vista estas propriedades, ao
longo do tempo foram desenvolvidos por pesquisadores varios métodos chamados de regras ou
filtros, fazendo assim um candidato a farmaco ter um melhor “perfil druglike” (RODRIGUES
et. al., 2021).

O método mais popular empregado para a predi¢do da absor¢do oral de novos
candidatos a fArmacos ¢ a Regra de Lipinski. O estudo de Lipinski foi baseado em um conjunto
de dados coletadas do World Drug Index (WDI) ¢ estabeleceu que candidatos a farmacos
apresentariam baixa absor¢do oral e permeabilidade se infringisse ao menos duas propriedades:

v Massa Molar maior que 500;
v Numero de doadores de ligagdo de hidrogénio maior que 5;
v" Nuamero de aceptores de ligacdo de hidrogénio maior que 10;

v Coeficiente de parti¢do octanol/agua (Log P) maior que 5.

Esta regra partiu da observagdo de que a maioria dos medicamentos administrados por
via oral no mercado sdo moléculas relativamente pequenas e moderadamente lipofilicas, o que
garante a boa solubilidade e permeagao; sendo assim o aumento da massa molar pode impedir
a difusdo através das cadeias laterais alifaticas compactadas na bicamada lipidica das
membranas biologicas. O Log P € a razao entre a concentracao da substancia na fase organica
e sua concentragdo na fase aquosa. Deve haver um equilibrio na solubidade, pois firmacos mais
lipossoluveis sdo melhores absorvidos, porém, esta reducdo de hidrossolubilidade pode
comprometer etapas anteriores, como dissolugao e solubilizacdo do farmaco (MODA, 2007).

Além das propriedades abordadas por Lipinski, outros pardmetros sdo considerados
para a avaliagdo da biodisponibilidade oral segundo as regras de Veber e Lovering. Veber e
colaboradores (2002) propuseram em seu estudo que a biodisponibilidade oral de farmacos esté
relacionada a duas propriedades:

v Area de superficie polar topologica (TPSA) < 140 Az;

v' Numero de liga¢des rotacionaveis < 10

Onde quanto maior a presenga de ligacdes rotaciondveis maior o numero de
conformacgdes significativamente diferentes. Segundo Veber e colaboradores, um menor
numero de ligacdes rotacionaveis ¢ ideal para garantir a estabilidade conformacional da
molécula e sua passagem através das membranas. A TPSA ¢ definida como a area de superficie

ocupada por atomos de nitrogénio e oxigénio, diretamente associados a capacidade de formagao
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das ligacdes de hidrogénio e também a polaridade da molécula, que influencia na interagdo com
as membranas celulares e sua migragao para a porg¢ao lipidica.

Por outro lado, na teoria de Lovering e colaboradores (2009) verificou que a
complexidade da molécula ¢ um fator significativo na transicdo de candidatos a farmacos até a
aprovacdo do medicamento. As propriedades mais importantes para a determinacdo dessa
complexidade molecular sdo:

v" Porcentagem de carbonos com hibridizagdo sp’;

v" Numero de centros quirais

Na teoria de Lovering uma alta porcentagem de carbonos com hibridizagdo sp® tornam
o composto estruturalmente mais complexo, permitindo a exploracdo de espagos quimicos
diversos que ndo sao acessiveis com moléculas planas, por exemplo. Ou seja, quanto maior a
complexidade do prototipo a fArmaco melhor sua poténcia ou especificidade a um sitio ativo,
sem necessariamente aumentar seu peso molecular (LOVERING, 2009).

Estes estudos tedricos de farmacocinética podem contribuir para que possiveis triagens
sejam conduzidas na tentativa de facilitar o processo de tomada de decisdo e aumentar a
probabilidade de encontrar ou desenvolver compostos viaveis farmacologicamente em seres
humanos. A partir dos dados obtidos pela analise farmacocinética, observando as propriedades
medicinais de subunidades importantes na quimica medicinal e com o auxilio da ferramenta de
bioisosterismo, ¢ possivel propor uma série de compostos que venham a ser inibidores da
enzima butirilcolinesterase, candidatos a prototipos de fArmacos para o tratamento da Doencga

de Alzheimer.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos gerais o planejamento estrutural, a sintese,
caracterizagdo estrutural e avaliagdo farmacologica in vitro e in silico de derivados 1H-indol-
2-acilguanidinicos com estrutura quimica original, planejados como candidatos a novos
protétipos de farmacos inibidores seletivos de BuChE potencialmente tteis para o tratamento

da Doenca de Alzheimer.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese e caracteriza¢io estrutural (RMN de H' e C'®) dos novos derivados 1H-indol-2-
acilguanidinicos;

e Avaliagdo do perfil farmacologico dos novos compostos sintetizados (estudos in vitro
da inibi¢ao da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase);

e Estudo das propriedades ADME e druglike utilizando o software SwissADME;

e Estudos de modelagem molecular por docking dos compostos planejados com a

butirilcolinesterase;

3.2 PLANl:ZJAMENTO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS 1H-INDOL-2-
ACILGUANIDINICOS

O planejamento estrutural dos novos derivados 1H-indol-2-acilguanidinicos (30a-h) foi
baseado na série de alcilguanidinas bromopirrdlicas desenvolvidas por Goulart (2021) (29),
as quais, por sua vez foram planejadas como andlogos sintéticos do alcaloide marinho
dispacamida (27) e hibridagdo molecular com inibidores seletivos de BuChE (28). As
acilguanidinas inddlicas descritas neste trabalho foram planejadas pela troca bioisostérica do
nucleo dibromopirrédlico presente nas acilguanidinas bromopirrdlicas previamente descritas,

pelo anel heterociclico indol, o qual estd presente em diversas classes de substancias
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bioativas, inclusive inibidores seletivos de BuChE. Adicionalmente, assim como na série
bromopirrodlica, foram mantidos os diferentes substituintes aromaticos ligados ao nitrogénio
acilguanidinico como fonte de variabilidade estrutural da série, importante para a

compreensao futura das relagdes estrutura-atividade (REA) (Figura 24).

o H Acilguanidinas bromopirrélicas
H,N (GOULART,2021)
HN)§N Hibridag&do Molecular
28 Bioisosterismo/Homologagao
/"o N 29 » Br H NH
DRSS (o N @
(27) : 1 Br NH
Br H o ! } H 0]
Alcaloide Bromopirrélico  Inibidor seletivo de BuChE
Dispacamida Bioisosterismo

Figura 24: Fluxograma do planejamento estrutural e relagdes estruturais entre os prototipos e os
novos derivados planejados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para identificarmos uma rota sintética viavel para a obtengdo dos compostos alvo, fez-
se necessario uma analise retrossintética dos mesmos. Desta forma, de acordo com o Esquema
1, partindo da acilguanidina inddlica (30a), através da desconexdo da ligagdo carbono-
nitrogénio da func¢do guanidina podemos identificar como precursores a benzilamina A e o
sinton B, o qual pode corresponder ao reagente C. Um sinton ¢ uma unidade hipotética,
geralmente um ion, que auxilia a visualiza¢do das possiveis abordagens sintéticas a serem
empregadas na preparagdo das moléculas-alvo.

Através da desconexdo do carbono carbonilico € o nitrogénio da isotiouréia de C
podemos identificar o reagente E e o sinton D como possiveis precursores. O reagente E, por
sua vez, pode ser identificado como produto da reagdo entre uma isometiltiouréia (reagente F)
e o anidrido Boc (H), equivalente ao sinton G. A isometiltioureia (F) ¢ o produto reagdo de
metilagdo do reagente comercial tiouréia (H). O sinton D, por sua vez, tem como possivel
regente correspondente o cloreto de 4cido inddlico (I), o qual, por interconversdo de grupo
funcional (IGF), identificamos como derivado do &cido carboxilico indolico, disponivel

comercialmente, que sera o principal reagente de partida (J) (Esquema 1).



28

- D @
HN
HN VI:JIL\/I N A
A\ 3 N
NH — H,N . B 0]

N ¢}
. H o Reagente (A) Sinton (B)
Acilguanidina inddlica-alvo

M*&E@Q\y WA K

B) Reagente equivalente (C Sinton (D) Reagente (E)

Z /;
S
A
T
{

s 0o /‘< s” 0
S = N SN @KOJ<

Reagente (E) Reagente (F) Sinton (G)

%
i s
HN SNH  —— HZNJ\NH2 * CHjl

Reagente (F) Reagente (H)

0 0
N = NI
H

H

Sinton (D) Reagente equivalente (1) Reagente

@ﬁok = >I\OJOLOJOJ\OJ<

Sinton (G) Reagente equivalente (K)

Esquema 1: Analise retrossintética do projeto.

Apo6s andlise retrossintética descrita acima, podemos propor a rota sintética mostrada
no Esquema 2 para a obtencdo dos compostos acilguanidinicos planejados (30a-h). Dessa
forma, partindo do reagente comercial 1H-indol-2- acido carboxilico (J) podemos obter o
cloreto de 4cido correspondente através da reacdo com cloreto de tionila ou cloreto de oxalila
e posteriormente obtermos o intermediario-chave (C) pela reacao do cloreto de acido com o

agente guanilante (E). Este ultimo pode ser obtido a partir da tiouréia (H) apds reagdes de
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metilacao do atomo de enxofre, em uma reagao de substitui¢do nucleofilica bimolecular (SN>),

e posterior protecdo de um dos nitrogénios com anidrido Boc, em uma reagdo de substituigao

nucleofilica a carbonila.

Gl = o, @mﬂw

Reagente (J)

1H-indol-2-acido carboxilico Reagente equivalente (C)
30a
d (30a) HN S
A HN‘< Reagentes e condigdes: a- Cloreto de oxalila ou cloreto de tionila,DCM,
NH t.a, 24h; b- Agente guanilante (reagente E), piridina, DCM, t.a, 3-4h; c-
” o Benzilamina, Et3N, DIPEA, DCM, t.a, 24h; d- TFA, DCM, t.a, 24h;

Acilguanidina inddlica-alvo

Esquema 2: Analise retrossintética do projeto.

De acordo com as rotas descritas anteriormente, foi feito primeiramente a reagdo de

metilagdo da tiouréia (31) com iodeto de metila em metanol sob refluxo para obtenc¢do do sal

isometiltiourénio (32) como um sélido amarelo em 90% de rendimento. O mecanismo de

metilacdao da tiouréia consiste em uma reagdo de substituicao nucleofilica bimolecular (SN>),

na qual o enxofre ataca o carbono eletrofilico da metila, deixando o iodeto livre na forma de

sal de amodnio e formando o isometil tiourdnio (Esquema 3). A partir do sal de isometiltiourénio

foi realizada a reagdo de protecio de um dos nitrogénios para obtengcdo do derivado

monoprotegido correspondente (33) em 85% de rendimento.

.
HoN " NH, 90 min HoN™ SNH, I- <34) >~ HyN
) (32) DCM, Et3N, 24h, t.a. (33)

(31)

HyC ™ oL, 65° s >L )k )K J< s o
G\\ metanol, 65°C /g NJ\OJ<

Esquema 3: Reagdes para obtencao do agente guanilante (33).
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O mecanismo proposto para a reacdo de monoprote¢ao do sal passa por uma reagao de

substituicdo nucleofilia acilica. Inicialmentente, o nitrogénio de uma das aminas age como

nucleofilo e ataca o carbono carbonilico do dicarbonato de di-terc-butila (anidrido Boc -

(Boc)20) (34). Consequentemente, a ligagdo C=0 se quebra e um intermedidrio tetraédrico ¢é

formado, seguido da abstra¢do do hidrogénio do amonio por uma base presente no meio, neste

caso a trietilamina. O intermediario tetraédrico formado ¢ instavel, assim, o ion carbonato é

eliminado, restituindo a ligagdo dupla, resultando na formagdo da 2-metil-isotioureia N-

protegida. O carbonato de terc-butila eliminado sofre decomposicdo em CO> (gas) e terc-

butéxido (Esquema 4). Esta reagdo ¢ realizada através da adicdo lenta de anidrido Boc em

diclorometano sobre excesso do sal em meio basico para garantir a monoprotecao e obten¢ao

do agente guanilante, um solido branco obtido em 85% de rendimento, o qual foi caracterizado

através de seu espectro de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio ('H) e

Carbono 13 (1*C) (DEPTQ).

SCH;3 SCH,4 s’

ot ), o — L o
. " 7< (B) 7< O_(c>o

&
— 0
R A o T< WL o >L ' 6)koj<
BH 7< (33) | (E)

(D) co,t - 6J<

(G)

Esquema 4: Mecanismo proposto para a obtengdo do agente guanilante (33).

O espectro de RMN 'H (Figura 25) mostra as metilas do grupo Boc como um tnico

simpleto (s) em 1,5 ppm, a metila do enxofre como um simpleto em 2,45 ppm e os hidrogénios

ligados ao nitrogénio em 7,2 ppm.



31

Figura 25: Espectro de RMN 'H do agente guanilante (33).

De posse do agente guanilante (33), a etapa seguinte consistiu na formacao do cloreto
de acido a partir do reagente comercial acido carboxilico inddlico, para posterior obtengao do
intermediario chave para formacdo das acilguanidinas. Primeiramente o acido carboxilico
indolico (35) foi submetido a reacdo com cloreto de oxalila em diclorometano e N,N-
dimetilformamida, para formagao do cloreto de acido, em seguida o meio reacional ¢ evaporado
e o produto bruto ¢ solubilizado em diclorometano e submetido a reagdo com o agente

guanilante em piridina (Esquema 5).

0 1- cloreto de oxalila, HN—<\
m( DMF, DCM, t.a, 24h m _{
N oH . o~
H H

2- agente guanilante (33),
(39) Py, DCM, t.a, 3-4h, 54% (36)

Esquema 5: Obtencao do intermediario-chave.
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O mecanismo para a formagdo do cloreto de acido indolico (36) estd ilustrado no
Esquema 6, no qual podemos observar que a reagcdo gera o desprendimento de monoxido de
carbono (CO), dioxido de carbono (CO7) e &cido cloridrico (HCI). Adicionalmente, ha a
formacao do intermediario reagente de Vilsmeyer (E), eletréfilo que ira reagir como o acido
carboxilico para formagdo do cloreto de acido correspondente. O cloreto de acido (37) ¢
extremamente reativo frente a presenca de 4gua (umidade presente na atmosfera) e nucledfilos

em geral, esta espécie ndo ¢ isolada ou estocada, sendo usada in situ.

0 o) o i
Cl . HJ\N/ 0 OC| )C\I
Cl _ O St O - H \Kl/
. ® " S ISR T
A) o © < ®
P \+ \+
Cl N— N—
OH / /
[ I\/ g o)
N o ° )C\Iv/ g ) _<H D Oa<H - . N g
H H” °N” -HCl N Lo - N (0O N O
' " 0 o "
F G .. 37
(F) () HJLN/ (37)
®)!

Esquema 6: Mecanismo proposto para a formacao do cloreto de acido.

Por sua alta reatividade, apds evaporagdo do solvente, o cloreto de acido formado na
primeira etapa reage com o agente guanilante (33) na presenca de diclorometano e piridina,
através de uma reagdo de substitui¢ao nucleofilica acilica (Esquema 7) para a obtengao do

intermediario (36), que foi purificado a partir da técnica de cromatografia liquida em coluna

aberta.
~
j\\ Boc c, _\ Boc, _\S Boc,
NN N_<N+H N_:<NH HN—/<N
(37) N © NoLor T N © /
(A) (B) (36)

Esquema 7: Proposta de mecanismo para a obtengdo do intermediario-chave.
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O intermedidrio chave (36) obtido teve sua estrutura confirmada por espectros de RMN
'H e RMN '3C (DEPTQ) (Figuras 26 e 27). No espectro de hidrogénio podemos observar a
presenca dos hirogénios das metilas do grupo de protecdo BoCc como um tnico simpleto em
1,53 ppm, a metila do enxofre como um simpleto em 2,61 ppm, os cinco hidrogénios do
heterociclo indol aparecem em quatro sinais na regido entre 7,71-7,13 ppm, além do NH da

amida em 12,5 ppm e NH do indol em 9,18 ppm.
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Figura 26: Espectro de RMN 'H do intermediario-chave.

O espectro de carbono (DEPTQ) (Figura 25) mostra o sinal das metilas do Boc em 27,9
ppm, a metila do enxofre em 14,9 ppm, o carbono quaternario do grupo terc-butila em 83,6
ppm, os CH’s aromaticos entre 127 ¢ 110 ppm, além dos carbonos carbonilicos na regido de

170 ppm.
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Figura 27: Espectro de RMN '3C (DEPTQ) do intermediario-chave.
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Adicionalmente, também foi feito o espectro de massas do intermediario-chave (36),

através do qual pode-se identificar alguns fragmentos caracteristicos da molécula sintetizada

(Figura 28).
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Figura 28: Espectro de massa do intermediario chave.

De posse do intermediario-chave (36) e apos a caracterizagao de sua estrutura, como
descrito acima, a etapa seguinte consistiu nas reagdes de condensacdo com as aminas (a-h) para

a formacgao das acilguanidinas protegidas (38a-h).

Inicialmente foi feita reacdo com a fenetilamina (g) em diclorometano, trietilamina e
DIPEA (di-isopropiletilamina) para a formacao da acilguanidina inddlica (38g) (Esquema 8),
fornecendo o produto como um 6leo castanho que através de uma analise inicial do espectro de
ressonancia magnética nuclear, verificou-se como estando impuro com excesso de amina.

Diante disso, todas as acilguanidinas protegidas passaram por um processo de purificacdo a
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partir da técnica de cromatografia liquida em coluna aberta, e ap0s esta etapa seu aspecto fisico,

assim como de todos os produtos desta série, passou a ser de um so6lido branco cristalino.

HN—< fenetil EtsN,
\ ene |am|na 3 HN s o
4 % DIPEA, DCM, t.a, 24h < J<
N

(

Esquema 8: Formacao da acilguanidina fenetilica protegida.

A reacao de adi¢ao das aminas ocorre através do ataque nucleofilico do nitrogénio da
amina (Esquema 9) ao carbono iminico eletrofilico do intermediario-chave (36) formando um
intermediario tetraédrico a partir do qual ocorre a restauragdo da dupla ligagdo iminica com a
perda do grupo tiometila na forma de metanotiol (HSMe), de odor desagradavel e caracteristico

perceptivel ao longo da execugdo e isolamento das reagdes em questdo.

BOC\
BO(g Boc NH
N N HN—2
/) NH
HN +,H _ AN ( .
N o) . N H
H HoN ” 0 +H
B
(36) ) (A) (B)
BOC\
N
HN—
— N HN
(389)

Esquema 9: Proposta de mecanismo de formagao das acilguanidinas monoprotegidas.

A Tabela 4 resume algumas caracteristicas de todas as acilguanidinas protegidas

sintetizados.
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Tabela 4: Acilguanidinas protegidas, rendimentos reacionais e caracteristicas fisicas.

NBoc
HN—4
% HN-W
N @)
H
Derivado w R (%) | P.F. (°C) | Aspecto Fisico
38a Benzil 61,28 | 158-160 Soélido branco
38b Picolil 8,47 | 126-128 Solido branco

38¢ p-fluor-benzil | 36,51 | 128-130 Soélido branco
38d p-cloro-benzil | 56,23 | 150-152 Soélido branco
38e p-metil-benzil | 68,32 | 146-148 Soélido branco
38f p-metoxi-benzil | 75,36 | 148-150 Soélido branco
38¢g fenetil 54,94 | 150-152 Soélido branco
38h fenilpropil 75,58 | 138-140 Soélido branco

A acilguanidina (38a) foi caracterizada através de seus espectros de RMN 'H (Figura
27) e RMN B3C (Figura 28). Esta classe de derivados tem como sinais de hidrogénio
caracteristicos as metilas do grupo de prote¢do Boc, que aparecem como um simpleto com
integracao de nove hidrogénios entre 1,5 ppm, os sinais de hidrogénio da amida em torno de 12
ppm, os hidrogénios ligados aos nitrogénios da funcdo guanidina entre 8,5 ¢ 9 ppm, e os
metilenos espagadores que separam o anel aromatico e a funcao acilguanidina em torno de 4,8
ppm. Os sinais dos anéis aromaticos aparecem na regido caracteristica em torno de 7 ppm.
Adicionalmente, ¢ importante observarmos o desaparecimento do sinal correspondente a metila
do grupo tiometila em 2,5 ppm, do intermediario chave anterior (36). Abaixo, ¢ mostrado o
espectro de RMN 'H (Figura 29) do derivado acilguanidinico protegido (38a) para ilustrar os

sinais caracteristico desta classe.
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Figura 29: Espectro de RMN 'H da acilguanidina (38a) monoprotegida.

Os espectros de RMN 3C (DEPTQ) dos derivados (38a-h) apresentam como
caracteristicas principais a presenca dos sinais das carbonilas e carbono iminico (C=N) entre
153 e 172 ppm, os carbonos das metilas e o carbono quaternario do grupo de protecdo Boc em
torno de 28 e 83 ppm, respectivamente, além do sinal do metileno, ou metilenos (a depender do
substituinte), em torno de 44 ppm. Os sinais dos carbonos do anel aromético aparecem em torno
de 107 e 136 ppm. Também observarmos o desaparecimento do sinal correspondente ao
carbono da metila do grupo tiometila do intermediario anterior (36), em torno de 15 ppm.
Abaixo, é mostrado o espectro de RMN 3C (DEPTQ) do derivado acilguanidinico protegido

(38a) para ilustrar os sinais caracteristico desta classe (Figura 30).
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Figura 30: Espectro de RMN '3C (DEPTQ) da acilguanidina monoprotegida (38a).

Os sinais no espectro de RMN 'H e RMN *C (DEPTQ) de toda a série das acilguanidinas

monoprotegidas estdo resumidos na Tabela 5 e 6, respectivamente.



Tabela 5: Principais sinais nos espectros de RMN 'H (500 MHz, CDCl;, 8-ppm) que permitem a

caracterizagdo dos derivados acilguanidinicos protegidos (38a-h).

o:<o%

N
HN—4
% HN-W
N O
H
' CH (CHz)3
Composto d NH's (Aromaticos) CH: (Boc)
38a Benzil 12,33/8,97/891 | 7.67-7,11 4.8 1,51
38b Picolil 12,27/9,36/9,24 8,66-7.11 4.9 1,53
38c¢ p-fluor-benzil | 12,32/8,99/8,86 |  7,68-7,07 4,77 1,51
38d p-cloro-benzil | 12,31/8,95/8,89 | 7,68-7,10 4,76 1,51
38e p-metil- 12,33/9,00/8.86 | 7,68-7.11 4,75 1,50
benzil *
38f P-metoxi-—| 15 349 05/3.82 7,68-6,92 4,74 1,50
benzil **
38g fenetil 12,29/9,04/8,64 |  7.69-7.12 3,84/3,02 1,51
38h fenilpropil | 12,34/8,96/8,61 | 7,69-7,12 3’62/22’77/ 1,5 1,52

*: Sinal do grupo metila como um simpleto em 2,36 (integrag@o para 3 hidrogénios).

**: Sinal do grupo metoxila como um simpleto em 3,81 (integragdo para 3 hidrogénios).
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Tabela 6: Principais sinais nos espectros de RMN *C (DEPTQ, 500 MHz, CDCI3, 3-ppm) que

permitem a caracterizagdo dos derivados acilguanidinicos protegidos (38a-h).

O
o=( %
N
Y/
HN
@j‘%—«ﬁw—w
N @]
H
. C=Oe CH .. | Cquat CH;3
Codigo w C=N Aromético Cquater. Aromatico Boc CH: Boc
171,97/
. ) 128,90- 137,69/ 136,53/
38a | Benzil | 1563/ 10735 135,67/ 128.19 83,52 | 4523 28,05
153,30
171,77
o ’ 149,36- 153,16/ 136,51/
38b | Picolil | /156,72/ | o0 13571/ 128.20 83.46 | 46,83 |28.08
156,09
172,02/ 153,31/ 136,59/
38¢ pl;ﬂr‘ll"ﬁ' 163,32/ 1(2)333 135.60/ 13345/ | 83.62 | 44.45 |28.05
enz 156,27 ’ 129,51
ddoroe | 17200 | 150 14 136,60/ 136,20/
38d pb 0| 15631 | o7y 135,55/ 133,61/ | 83,46 | 46,83 |28,08
enzit 1 153,31 ’ 128,14
| 171,95/ 137,52/ 136,53/
38e %‘meﬁf; 156,23/ 1(2)32? 135,72/ 134,61/ | 83,46 | 44,97 | 28,05
enzi 153,08 ’ 128.2
p- 17197/ | 3951 153,28/ 136,56/
38f | metoxi- | 159,23/ | 0775, 135,74/ 129,66/ | 83,45 | 44,71 | 28,05
benzil** | 156,17 ’ 128,20
171,93/
. ’ 128,78- 138,60/ 136,56/ 42,78/
38g | fenetil 115563’3‘2%/ 107,28 135,76/ 128,74 83.36 | 3566 |28:02

*: Sinal do grupo metila em 21,16 ppm.

**: Sinal do grupo metoxila em 55,33 ppm.

A etapa seguinte consistiu na remo¢ao do grupo de protecdo Boc em meio acido para a
obtencdo das acilguanidinas desprotegidas correspondentes (30a-h) (Esquema 10). A reagdo
foi realizada em acido trifluoroacético (TFA) e diclorometano a temperatura ambiente durante
pelo menos 48h, até a confirmacdo do consumo total da acilguanidina protegida de partida

através das placas de cromatografia em camada fina analitica, levando a formagao dos
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compostos finais desprotegidos (30a-h) em bons rendimentos apds uma etapa de isolamento

consistindo apenas na remocao do TFA e do solvente utilizado sob vacuo.

=
N— HN-W
HN— O TFA, DCM N HN—(
N HN-W NH
N0 t.a, 48h, 46-85% N ©
30a-h
(38a-h) (30a-h)

Esquema 10: Reacdo de desprotegdo das acilguanidinas.

O mecanismo proposto para a reacao de desprote¢do esté ilustrado no Esquema 11 e se
inicia com a protonacao do oxigénio da carbonila do grupo Boc e posterior rearranjo com a
perda de 2-metilpropeno e dioxido de carbono (CO») para a formacao das acilguanidinas livres

(30a-h). A Tabela 7 resume algumas caracteristicas dos intermedidrios protegidos sintetizados.

F
F
3N Y _
o7 0y  © H (o OH (o
" :O:<N +QJ:< O:<N O<:.<+
N N-H
HN— HN—4 HN-L HN—4
% NH @—§ NH —= NH ==— <I\>—§ NH
N oW N oW N OW  +H N oW
" : 3 (D) :
(38a-h) (A) . (E)
N
PN T e
— N N/[( W
D NH H N
-CO, (30a-h)

Esquema 11: Proposta de mecanismo para a desprotegdo em meio acido das acilguanidinas.




Tabela 7: Acilguanidinas indolicas desprotegidas (livres) sintetizadas, rendimentos

reacionais e caracteristicas fisicas.
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NH
HN—/
% HN-W
N O
H
Derivado W Ren((l;/n;ento P.F. (°C) | Aspecto Fisico
(1]
30a Benzil 73:3% | 98210 | Solido marrom
acinzentado
30b Picolil 70,33 i Oleo castanho
escuro
p-fluor- 72,48 Oleo castanho
30c . -
benzil escuro
30d p-clor.o- 46,56 212214 Soh.do marrom
benzil acinzentado
30e p-met}l- 80,21 212214 Soh.do marrom
benzil acinzentado
30f p—meth1— 49,88 216218 Soh.do marrom
benzil acinzentado
30g fenetil 74,06 196-198 | Solido marrom
acinzentado
30h | fenilpropil | %7 | 158-160 | SOlido marrom
acinzentado

Todas as acilguanidinas (30a-h) foram caracterizadas através de seus respectivos
espectros de RMN 'H e RMN *C (DEPTQ) realizados em Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-
d6) , cujos principais sinais estdo mostrados nas Tabelas 8 e 9 respectivamente. Os espectros
do derivado 30a sdo utilizados como exemplos para esta série de derivados. Os principais sinais
de hidrogénio (Figura 31) que caracterizam as acilguanidinas livres sdo aqueles ligados aos
nitrogénios, em 12,1 (NHCO) e 11,5/9,5/9,03 ppm (outros NH’s guanidinicos). Estes derivados
também podem ser caracterizados pela presenca dos sinais dos aromaticos entre 7 € 8§ ppm.
Adicionalmente, observamos 0 dupleto (d) em 4,6
ppm correspondendo ao metileno espagador. Nota-se também a auséncia do sinal referente as
metilas do grupo Boc, em 1,5 ppm, confirmando a desprotecao. Os sinais em 2,5 ppm e 3,5 ppm

¢ referente ao solvente utilizado para a realizacdo da ressonincia magnética nuclear.
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Figura 31: Espectro de RMN 'H do composto (30a).

No espectro de RMN *C (DEPTQ) (Figura 32) podemos destacar os sinais da carbonila
e do carbono iminico, ambos da funcdo acilguanidina, em 161 e 153 ppm respectivamente.
Observamos também o metileno espagador em 44,8 ppm além de ndo ser possivel observar os
sinais que caracterizariam a presenga do grupo Boc, em torno de 28 ppm (metilas) e em torno
de 80 ppm (carbono quaternario da terc-butila), confirmando mais uma vez o sucesso da

desprotecao.
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Figura 32: Espectro de RMN 3C do composto (30a).

Os sinais no espectro de RMN 'H e RMN *C (DEPTQ) de toda a série das acilguanidinas

desprotegidas estdo resumidos na Tabela 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 8: Principais sinais de RMN 'H (DMSO-d6, 3-ppm) para as acilguanidinas finais (30a-h).

NH
HN—
©f\>—§ HN-W
N o
H
Composto w NH's CH (Aromaticos) CH:
30a Benzil 12,11/11,5/9,54/9,03 7,74-7,12 4,66
30b Picolil 12,17/11,58/9,75/8,65 8,65-5,76 4,79
30¢ p-fluor-benzil |  12,10/11,43/9,46/9,18 7,75-7,12 4,63
30d | p-cloro-benzil | 12,10/11,42/9,48/8,95 7,75-7,12 4,64
30e p-metil- 12,10/11,57/9,51/9,01 7,74-7,13 4,60
benzil*
30f p-metoxi- 12,09/11,40/9,36/8,97 7.74-6,98 4,55
benzil **
30g fenetil 12,08/9,16 7,73-7.11 3,64/2,94
30h Fenilpropil 12,09/11,49/9,21/8,90 7,74-7,12 3,39/2.69/1,92

*: Sinal do grupo metila como um simpleto em 2,32 (integracdo para 3 hidrogénios)

**: Sinal do grupo metoxila como um simpleto em 3,77 (integrac@o 3 hidrogénios)

Tabela 9: Principais sinais de RMN *C (DEPTQ, DMSO-d6, §-ppm) para as acilguanidinas finais

(30a-h).
NH
HN—4
% HN-W
N o)
H
[ ‘e CH:
Comp. W C=0e C=N | CH Aromatico | Cquater Aromatico =
30a Benzil | 161,74/153,91 | 129,17-107,9 138,45/136,26/127,07 | 44,81
30b Picolil | 161,80/154,18 | 149,19-107,9 138,47/128,68/126,24 | 46,06
p-fluor- i 159,01/153,77/138,47/12 | 46,06
30c benzil 163,12/161,58 | 130,14-107,91 8.7/127.04
p-cloro- 138,48/135,38/132,87/12 | 44,13
30d benzil 161,57/ 153,88 | 129,74-107,92 8.70/127.04
30e p-meful- 161.73/153.84 | 129.69-107.88 138,44/137,57/133,19/1 | 44,60
benzil * 27,07
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p_
30f metoxi- 159,02 129,11-107,37 138,00/127,56/126,61 | 43,97
benzil **

30g fenetil | 161,36/153,38 | 128,89-107,52

138,06/137,95/128,20/1 | 42,48/

26,62 33,69
- 41,39/

30h emifmp 161,66/153,73 | 128,87-107.84 | 141,49/138,44/127,07 | 32,48/
29.88

*: Sinal do grupo metila em 21,17 ppm

**: Sinal do grupo metoxila em 55,2 ppm

41 TRIAGEM FARMACOLOGICA IN VITRO FRENTE AS ENZIMAS
ACETILCOLINESTERASE (AChE) E BUTIRILCOLINESTERASE (BuChE)

A triagem farmacoldgica foi realizada pelas alunas de doutorado do grupo LadMol-QM
(UFRRJ) Nathalia Nadur e Larissa Ferreira. As acilguanidinas protegidas e livres sintetizadas
foram submetidas a triagem farmacoldgica para avaliar a acdo das mesmas sobre a atividade
das enzimas AChE e BuChE através do método de Ellman. A metodologia consiste na clivagem
enzimadtica da acetiltiocolina (39a) ou butiriltiocolina (39b) promovida pela AChE ou BChE,
levando a formagdo de 4cido acético ou butirico, respectivamente e tiocolina (40). A tiocolina
¢ um marcador da atividade enzimatica, que ao reagir com o Reagente de Ellman, o 4cido 5,5-
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) (41), leva a formagao do acido 2-nitro-4-tiobenzodico (42) e
do acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzoico (43). O produto acido 2-nitro-4-tiobenzodico (42)
apresenta coloragdo amarela, a qual pode ser quantificada por medida da absorbancia em um
leitor de microplaca para ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), um espectofotometro
equipado com filtro de luz a A = 415 nm. Desta forma, a atividade da enzima ¢ medida de
maneira indireta por meio da reagdao do produto de clivagem enziméatica com um reagente pro-

cromoforico (Esquema 12).
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AChE para (39a)

Q o
+ BuChE para (39b) +
N(CH + H3C)sN
g A = . (HoCN_~ g
(39a) R=CH,3 acido acético R=CHj Ti(g:(l)i)na
(39b) R=(CH;),CH3 acido butirico R=(CH,),CHs
HOOC
COOH
oo
S NO,
DTNB (41)
(HaC)sN,
HOOC 2 HS COOH
O,N S NO,
(43) N . (42) . -
acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzéico acido 2-nitro-4-tiobenzéico

Esquema 12: Reagdes do ensaio de Ellman.

A Tabela 10 mostra os resultados obtidos para os derivados protegidos frente as enzimas
AChE e BuChE. Os resultados mostram que os derivados protegidos (38a-h), de forma geral
nao foram capazes de inibir a atividade das enzimas AChE e BuChE na concentragdo de triagem
utilizada (30uM). A Unica excessdo foi o derivado picolila (38b), o qual foi capaz de inibir a
atividade da BuChE em 54,8% na concentragdo de triagem utilizada no ensaio (30uM). Através
desses resultados, observamos de forma geral que, a presenga do grupo Boc parece ser ruim
para a inibi¢do dessas enzimas, o que ja havia sido observado na série de acilguanidinas

bromopirrdlicas descritas por Goulart (2021).
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Tabela 10: Atividade anticolinesterasica dos derivados guanidinicos protegidos (38a-h) na

concentragao de 30 uM.

NBoc
HN—4
% HN-W
N (@]
H
e~ % de inibicao
. % de inibicao Clso b
Derivado W sobre a AChE® (uM)® ];(l)llgﬁ E?C Clso (uM)

38a benzil 0 - 0 -
38b picolil 15,3 - 54,8 -
3gc | P-fluor- 10,9 ; 11,4 ;

benzil
3gq | Prcloro- 7.4 ; 22 ;

benzil
3ge | Prmeti- 10,6 ] 53 ;

benzil
3gf | P-metoxi- 19.4 ; 7.5 ;

benzil
38¢g fenetil 0 - 8,9 -
38h fenilpropil 8,8 - 0,7 -

SAChE de enguia elétrica; ® Concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade
colinesterasica, dados obtidos = desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes;

°‘BuChE de soro equino.

Os resultados da triagem in vitro para os derivados acilguanidinicos livres (30a-h)
(Tabela 11) mostraram que a maioria dos compostos sao inibidores fracos das enzimas AChE
e BuChE, com exce¢ao dos derivados (30c¢) e (30d). Estes derivados, os quais possuem os
substituintes p-cloro-benzil e p-fluorobenzil, se destacam na série proposta como inibidores
seletivos de BuChE, com inibi¢ao de 63,9% e 74,1%, respectivamente, e poténcias de Clso de
5,9 uM e 5,5 uM, respectivamente. Estes derivados possuem substituintes halogénios, com alta
eletronegatividade, na posi¢do para do anel benzeno e apenas um metileno como unidade
espagadora. Adicionalmente, podemos destacar que de forma geral a remogao do grupo Boc,
ou seja, a presen¢a da subunidade aciguanidina livre ¢ importante para a atividade de inibi¢ao

da butirilcolinesterase (BuChE), o que também corrobora os resultados descritos por Goulart.
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Tabela 11: Atividade anticolinesterasica dos derivados guanidinicos livres (30a-h) na concentragio de

30 uM.

\ HN—/
@EN o)
H

NH

HN-W

. inoi/;izgo Clyy | 7 de inibigdo b
Derivado W sobre a (UM liobre ac Clso (uM)
AChE? uChE

30a benzil 6,2 - 45 -
30b picolil 26,3 - 22,3 -
30c

30d

30e p-metil-benzil 12,8 - 6,7 -

30f P 23,2 ; 33,6 i
30g fenetil 8,0 - 42,1 -
30h fenilpropil 22,7 - 44.6 19,8

SAChE de enguia elétrica; ® Concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade

colinesterasica, dados obtidos = desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes;

‘BuChE de soro equino.

Comparando a série de acilguanidinas inddlicas deste projeto com a série de

acilguanidinas bromopirrolicas previamente descritas, a presenca do anel heterociclo bromado

parece ser muito importante para a atividade anti-BuChE destes derivados. Ao comparar com

os resultados recentes do grupo LADMOL-QM de Goulart (2021), a presenga de bromo em

analogos pirrdlicos (44) e (45) com os mesmos substituintes p-fluor-benzil e p-cloro-benzil

promove uma % de inibi¢do sobre a BuChE elevada (Figura 33). Infelizmente os Clso para estes

derivados bromopirrolicos ainda ndo foram feitos, o que ¢ muito importante para uma melhor

comparagdo com a série indolica analoga.

Br

(44)

praat

Iz _

F

% de inibicdo sobre a BUuChE= 92,5

(45)

Br™ H

-2

Cl

% de inibicdo sobre a BuChE= 91,5
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Figura 33: % de inibigdo de compostos sintetizados pelo grupo LADMOL-QM (GOULART, 2021).

4.2 ANALISE DAS PROPRIEDADES ADME E DRUGLIKE

Parametros fisico-quimicos como: Area de superficie polar topoldgica, log P,
solubilidade, absorc¢do intestinal humana (HIA) e permeacdo da barreira hematoencefilica
(BBB) através de um grafico chamado BOILEDD-EGG foram analisados no software
SWISSADME para as acilguanidinas protegidas (38a-h) e livres (30a-h). Um resumo das
propriedades dos compostos e enquadramento nas regras e filtros farmacocinéticos de Lipinski

e Veber estdao na Tabela 12.

Tabela 12: Propriedades farmacocinéticas das acilguanidinas protegidas e produtos finais

desprotegidos.
Composto W TPSA (A%) | logP | Veber |Lipinski

38a benzil 95,58 3,71

38b picolil 108,47 2,96

38¢ p-fluor-benzil 95,58 3,9

38d p-cloro-benzil 95,58 4,15

38e p-metil-benzil 95,58 3,93

38f p-metoxi-benzil 104,81 3,59

38¢g fenetil 95,58 4,01

38h fenilpropil 95,58 4,29 Nio
30a benzil 80,77 2,57

30b picolil 93,66 1,8

30c¢ p-fluor-benzil 80,77 2,79

30d p-cloro-benzil 80,77 2,99

30¢ p-metil-benzil 80,77 2,92

30f p-metoxi-benzil 90 2,56

30g fenetil 80,77 2,81

30h fenilpropil 80,77 3,16

As acilguanidinas protegidas apresentaram um valor calculado de Area de Superficie
Polar em torno de 95 A2, a excecdo foi o derivado com o substituinte picolila com valor de

TPSA calculado igual a 108,4 A2 Os compostos protegidos obtiveram logP entre 2,96 e 4,29.
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Estes valores, além dos parametros tedricos como tamanho, polaridade, flexibilidade e
insaturagdes colocam estas moléculas dentro do radar de biodisponibilidade, indicando que as
mesmas tém grande probabilidade de apresentarem biodisponibilidade oral. Ja as
acilguanidinas desprotegidas correspondentes apresentaram valores de TPSA calculado em
torno de 80 A, com excecdo dos derivados com os substituintes picolila (93,66 A) e metoxila
(90,00 A). Os valores de log P para as acilguanidinas desprotegidas ficaram em torno de 1,8-
3,16 para a maioria dos derivados, o derivado menos lipofilico, mais polar, foi o derivado
picolilico com logP de 1,8 e os mais lipofilicos foram aqueles com os substituintes
fenilpropilico com logPs de 3,16. Com excecdo do nimero de insaturagdes, todos os valores
calculados colocam as acilguanidinas desprotegidas dentro do radar de biodisponibilidade,
indicando alta probabilidade de absor¢ao gastrointestinal.

Os graficos BOILED-EGG gerados pelo software SWISSADME exemplifica estes
dados. Todos os compostos avaliados, tanto protegidos (Figura 34) quanto as acilguanidinas
livres (Figura 35), aparecem dentro de uma area branca do modelo BOILED-EGG; todos os
compostos que ficam nesta area do grafico BOILED-EGG, de acordo com o software, possuem
uma alta probabilidade de absor¢ao gastrointestinal, porém fora de uma area amarela, esta
regido ¢ uma area destinada a compostos com alta probabilidade de atravessar a barreira

hemato-encefalica, o que seria desejavel para os candidatos atuarem no sistema nervoso central.

Figura 34: Modelo BOILED-EGG para as acilguanidinas protegidas (38a-h).



53

As acilguanidinas livres (Figura 35) aparecem bem mais perto da drea amarela que as
acilguanidinas protegidas, indicando que futuras modificagdes podem ser feitas para otimizar

esta questdo farmacocinética.

Figura 35: Modelo BOILED-EGG para as acilguanidinas desprotegidas (30a-h).

4.3 ANALISE DO ANCORAMENTO MOLECULAR (DOCKING)

O docking da série de compostos foi realizado pelo aluno de doutorado do grupo
LaDMol-QM (UFRRJ) Lucas Caruso. Para a realiza¢do do estudo de ancoramento molecular
entre os compostos € a enzima BuChE foi utilizado um modelo de enzima analago a
butirilcolinesterase de enguia elétrica (EeBuChE), que possui a vantagem de uma alta
similaridade com a enzima humana a um baixo custo, previamente empregado em outros
trabalhos do grupo LADMOL-QM (SANTOS et. al., 2019), para publica¢des de artigos e teses
de doutorado; sendo assim um modelo valido que produz respostas consistentes quando
comparados com as analises in vitro do grupo.

Na analise de ancoramento molecular do programa GOLD, cada corrida do programa
produz um encaixe da molécula e um valor de “Score”, um nimero adimensional que representa
a afinidade da interacao molécula-enzima, portanto, por analogia, quanto maior o Score de uma
pose da molécula, melhor sua interagdo, o GoldScore auxilia a avaliacdo da melhor posi¢do de
ancoramento. A Figura 36 mostra a perspectiva de ancoramento de uma molécula da série, na

cavidade da enzima EeBuChE, todas as outras moléculas também se alocaram nesta regido.
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Para a analise de docking apenas os compostos finais de acilguanidinas livres (30a-h) foram

estudados.

Figura 36: Ancoramento do composto (30a) na cavidade da enzima EEBuChE.

Foi verificado que, de forma geral, as moléculas dessa série interagem dentro da
cavidade do sitio ativo através de algumas interagdes principais com os residuos de
aminoacidos Glutamato225, Serina226, Histidina466 e Triptofanol10. Os compostos (30a),
(30b), (30c¢), (30d) e (30e) apresentaram comportamentos semelhantes (Figura 37) e interacao
do tipo: ligacdo de hidrogénio entre o NH indélico e o residuo do aminoacido His466, interagao
entre o0 NH guanidinico e o residuo do aminoéacido Ser266, interagdo do carboxilato do residuo
de Glu225 com a guanidina protonada e a interacao m-m entre o anel aromatico da acilguanidina
e o residuo do aminoécido Try110. O residuo de Triptofano259 destacado ndo esta emparelhado
em uma posicao favoravel e ndo foi concluida nenhuma interagdo com os compostos. Cabe
destacar que os compostos (30¢) e (30d) possuem um maior nimero de interagdes
intermoleculares (em relagdo a série proposta) com a a enzima butirilcolinesterase visto no
ensaio de docking como também uma alta porcentagem de inibi¢do de acordo com o ensaio in

Vitro, ou seja, os mesmos compostos se destacaram nos dois ensaios realizados independentes.
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Figura 37: Docking dos compostos (30a), (30b) (30c¢), (30d) ¢ (30e)

Esta tendéncia pode ser melhor visualizada na Figura 38 com a sobreposi¢do dos 5

compostos (30a), (30b) (30c), (30d) e (30e).
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Figura 38: Sobreposigdo de docking dos compostos (30a), (30b) (30c¢), (30d) ¢ (30e).

Ao realizar uma analise de docking comparando compostos sintetizados anteriormente
(Figura 39) pelo grupo de pesquisa LADMOL-QM (GOULART, 2021); estruturalmente
semelhantes ao deste projeto e com testes de inibicdo enzimdtica favoraveis para a BuChE,
podemos perceber que o estudo de modelagem molecular foi satisfatério e de concordancia
com uma tendéncia prevista, onde moléculas semelhantes produzem o mesmo encaixe na
enzima BuChE e com intera¢des andlogas. Destaque para a interagdo do tipo n- do derivado
benzilaminico (30a) e do residuo de Trp110, com um emparelhamento mais favoravel que o

derivado de GOULART (2021).
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Figura 39: Sobreposi¢ao de docking do composto de GOULART (2021) em laranja e do derivado
(30a) em roxo.

Para o composto (30f), na melhor pose de docking ocorre a perda da interagdo com o
carboxilato e o nitrogénio protonado, sendo substituida por mais uma interacao entre o NH da
guanidina e o residuo de Glu225 (Figura 40). Também ha a perda da interagdo entre o anel

aromatico da acilguanidina e o residuo do aminoacido Try-110.
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Figura 40: Docking do composto (30f).

Os compostos (30g) e (30h) com dois e trés metilenos espagadores respectivamente nao
possuem interagao com a Histidina, restando apenas para o composto (30g) uma interacao com
o H do grupo indol e o residuo de Serina226 e uma interagao do tipo ligacao de hidrogénio da
guanidina com o residuo Glu225. Para o (30h) foi encontrada apenas uma interacdo do tipo

ligacao de hidrogénio com o NH e o residuo de Glutamato225 (Figura 41).

Figura 41: Docking dos compostos (30g) e (30h) respectivamente.
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A tendéncia de comportamento (interacao m-m entre o anel aromadtico da acilguanidina
e o residuo do aminoécido triptofano) mostra substituintes com grupos retiradores de elétrons
(fluor e cloro) no grupo de maior interagcdo com a enzima, enquanto nos derivados que possuem
uma cadeia maior (com dois e trés metilenos — ¢ uma possibilidade maior de conformagdes
considerando suas ligagdes de rotacdo livre) e um grupo doador (metoxila), ha duas ou uma
interacdo apenas; abrindo margem para se explorar como perspectiva futura deste trabalho
outros substituintes retiradores e doadores de elétrons e outros tamanhos de cadeia para nivel

de aferigao e validagao do estudo.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este trabalho gerou 16 novas 1H-indol-2-acilguanidinas (entre protegidas e
desprotegidas) com estrutura quimica original planejadas de forma racional através de
estratégias classicas da Quimica Medicinal. As metodologias sintéticas e de purificagao
aplicadas se mostraram satisfatdrias, gerando rendimentos de moderados a bons, e todos os
compostos foram devidamente caracterizados por RMN 'H e RMN !3C.

Os derivados1H-indol-2-acilguanidinas (30c) e (30d) se destacaram como inibidores
seletivos de BuChE, inibindo a atividade desta enzima em mais de 60% na concentracdo de 30
uM e Clso de 5,997 e 5,498 uM, respectivamente. A relagdo estrutura-atividade corroborou
resultados prévios do nosso grupo de pesquisa, demonstrando a importancia da funcao
acilguanidina livre para a inibi¢do seletiva de BuChE, bem como a presenca de substituintes
eletronegativos na posi¢ao para do anel benzeno, sugerindo que halogénios como substituintes
contribuem para melhor atividade inibitéria. Os resultados também sugerem que a presenca do
nucleo heterociclo bromado ¢ importante para uma melhor inibicdo da BuChE, o que ainda
precisa ser melhor avaliado experimentalmente.

Os resultados in vitro foram corroborados pelos estudos de docking com a BuChE, que
exibiram os compostos ancorados com as subunidades indolicas, guanidinicas e
acilguanidinicas voltadas para o interior da cavidade enzimatica, isto €, no CAS, tendo como
interagdes principais: ligagdo de hidrogénio entre o anel indolico e o residuo de Histidina 466,
a interagdo de hidrogénio entre os NH’s guanidinicos e a Serina 226, interagdo entre o
nitrogénio protonado da guanidina e o residuo de Glutamato 225 e interagao do tipo m-m entre
o anel aromatico das diferentes aminas propostas para a série de derivados e o residuo de
Triptofano 110.

A previsdo de propriedades farmacocinéticas ¢ druglike indicou que as moléculas
propostas tém caracteristicas adequadas como candidatos a protétipos de farmacos, com grande
probabilidade de boa absor¢do gastrintestinal e perfil druglike adequado de acordo com as
regras de Lipinski e Veber. Esses estudos também indicaram que as acilguanidinas livres tém
maior potencial para atravessar a barreira hematoencefalica que os andlogos protegidos
correspondentes.

De forma geral podemos concluir que o planejamento estrutural dos novos compostos
foi bem sucedido pois dois derivados forram identificados como inibidores seletivos de BuChE.

Como perspectivas, algumas investigagdes ainda precisam ser feitas para otimiza¢ao e melhor
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compreensdo de REA, como por exemplo a sintese de derivados inddlicos bromados e/ou
derivados inddlicos com a subunidade acilguanidina na posi¢do 3 do heterociclo.
Adicionalmente, temos a perspectiva de realizagdo de ensaios de atividade antioxidante e

complexagdo com metais bem como a investigacdo de outros alvos farmacologicos.
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6. MATERIAIS E METODOS

Para a padronizagdo dos experimentos faz-se necessario destacar os seguintes

equipamentos, métodos de andlise e metodologia de purificagio:

e Fase organica das reagdes seca sob sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente
evaporado a pressao reduzida em evaporador rotatorio, modelo RV 10 digital e banho
IKA, modelo HB 10 digital;

e Acompanhamento das reacdes feito através da técnica de cromatografia em camada fina
analitica (CCFA), na qual foram utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF- 254,
Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizagdo das substancias em CCFA foi
realizada em lampada ultravioleta (A= 254 ¢ 365 nm);

e A purificagdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografia liquida
em coluna aberta. Para a confec¢do da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh
(Merck). Como fase moével, utiliza-se misturas solventes de acordo com as propriedades
fisico-quimicas de cada composto;

e Espectros de RMN 'H obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (ICE-UFRRJ), operando a 500MHz, respectivamente. Amostras
dissolvidas em CDCl; e DMSO-d6, contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro;

e Espectros de RMN 3C obtidos operando a 400 MHz e a 500 MHz, em aparelho Bruker
Avance-400 e Bruker Avance-500 (ICE-UFRRYJ), respectivamente, € as amostras foram
dissolvidas em CDCls; e DMSO-d6, contendo TMS como referéncia interna. As areas
dos picos foram obtidas por integracao eletronica e sua multiplicidade descrita com: s-
simpleto / sl-simpleto largo / d-dubleto / t-tripleto / gq-quarteto / m-multipleto / dd-duplo
dubleto;

Para a sintese dos derivados foi necessario a obtencdo de dois blocos de construgao:
primeiramente foi sintetizado o bloco da isometiltioureia protegida, para entdo sintetizar o
cloreto de acido indolico, formando assim o intermediario chave e na sequéncia foi feita a
sintese dos derivados guanidinicos substituidos, seguidos pela reagdo de desprote¢do em meio

acido.
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6.1 PROCEDIMENTOS SINTETICOS

s CHil s~ _

L = e
HoN™ NH, MeOH, 65 °C HoN" SNH,

(31) (32)

Esquema 13: Sintese do sal 2-metil-isotiourdnio.

Em um baldo de 100 ml foram adicionados tioureia (5 g; 0,065 mol), iodeto de metila
(4,1 ml; 0,065 mol) e metanol (100ml). A mistura foi aquecida a 65 °C por 90 minutos. O
metanol foi removido sob vacuo no evaporador rotatorio, restando no baldo um s6lido amarelo.
O produto resultante foi transferido para um funil de Buchner e lavado com Et>O gelado (5x50

ml), sob vacuo. (Rendimento: 92,30%)

REACAO DE PROTECAO DA ISOMETILTIOUREIA

S/
/g - Anidrido Boc (34) s~ o
|
HoN"SNH, > )<
. DCM, Et3N, 24 h, t.a. HZN)\\NJ\O
(32) (33)

Esquema 14: Sintese do agente guanilante, a N-Boc-S-metilisotioureia.

A um baldo contendo o sal de isometiltioureia (4g; 18,32 mmols), diclorometano
(DCM) (20 ml) e Et3N (2,556 ml; 18,32 mmols), em banho de gelo, foi adicionado lentamente
(gota-a-gota), ao longo de uma hora aproximadamente, uma solug¢ao de anidrido Boc (BOC>0)
(2 g; 9,16 mmols) em 10 ml de diclorometano. O banho de gelo foi removido e a reacao ficou
sob agitacdo até o outro dia em temperatura ambiente. O isolamento foi feito com extragao
liquido-liquido utilizado agua destilada, gerando um o6leo transparente que com o tempo se

solidifica na forma de um so6lido branco com odor forte e caracteristico. (Rendimento: 85%)
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RMN 'H (500 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): & 7.28 (s, 1H), 2.45 (s, 3H), 1.51 (s, 9H).
RMN C (500 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): & 171,7 (C=0); & 160,9 (C=N); & 78,1
(C(CHs)3); 6 28,2 (C(CH3)3); 6 3,1 (SCH3).

SINTESE DO INTERMEDIARIO-CHAVE TERC-BUTIL-((1H-INDOL-2-
CARBOXAMIDO)(METILTIOOMETILENO)CARBAMATO

1- Cloreto de Oxalila, DCM, DMF 0 0o
7
o e TR L e
(35) H,NT N7 N0 H 0 77
(33) (36)

Piridina, DCM, t.a., 4h

Esquema 15: Sintese do cloreto de 4cido indoélico.

A uma suspensao de 4cido carboxilico indolico (800 mg; 4,9 mmol) em DCM (10 ml),
adiciona-se cloreto de oxalila gota-a-gota (1,28 ml; 14,9 mmol) e N,N-dimetilformamida
(DMF) (0,05 ml). Apds 24 horas a 40 °C a mistura foi concentrada no rotavapor e imediatamente
levada a seguinte reacdo de formagdo do intermediario chave. Caracteristica: solido
amarelo/amarronzado.

A isometiltioureia monoprotegida (950 mg; 5 mmol) foi solubilizada em 15 ml de
diclorometano e 1,5 ml de piridina. O cloreto de acido foi solubilizado em diclorometano (10
ml) e foi adicionado gota-a-gota a solugdo da amina. A mistura continou sob agitacdo a
temperatura ambiente por aproximadamente 4 horas. A mistura reacional foi diluida e realiza-
se uma extragdo com agua destilada e posteriormente uma cromatografia em coluna aberta para

a purificagdo do produto. (Rendimento: 53,71%).

RMN 'H (500 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): 12,5 (s, 1H, NHCO); 9,18 (s, 1H, NH indol);
7,71-7,13 (5 H, aromaticos); 2,61 (s, 3 H, SCH3 metilas); 1,53 (s, 9H, CH3z Boc).
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DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (6-ppm): 171,89 (C=0); 170,21 (C=0); 150,84 (C=N);
137,46/134,64,127,94; 125,66/122,86/120,76/111,97/110,15 (CH aromaticos); (3 Cquaternario
aromaticos); 83,60 (Cquaternario Boc); 27,92 (CH3 Boc), 14,94 (SCH3).

CONDENSACAO DAS AMINAS DE INTERESSE

Y Y

0 0
o:< Amina, DCM, Et;N, DIPEA o:<
N N

/)
OO C-% e
N o) ” 0
(9)
H, H,N

(36) (38a-h)
) )
H,N H,N HoN HoN H,N H2N N
=
F cl CH; O

Esquema 16: Procedimento geral para a obtencdo das acilguanidinas protegidas.

(@) (b) () (d (e) () (h

Em um baldo contendo o intermediario-chave em diclorometano (79,1 mg; 0,2375
mmol), foi adicionado 0,1 ml de EtsN e 0,1 ml de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), em
seguida adicionou-se 1.1 equivalentes da amina de interesse. A mistura reacional ficou sob
temperatura ambiente por 24 horas. O isolamento ¢ feito realizando uma extra¢do liquido-

liquido utilizando 4gua destilada.
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s
{;

(38a)

RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 12,33 (s, 1H, NHCO); 8,97 (s, 1H, NHC=N);
8,91 (s, 1 H, NH indol); 7,67-7,11 (10 H, aromaticos); 4,8 (d, 2H, J = 4,4 Hz, CH»); 1,51 (s,
9H, CHs Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (6-ppm): 171,97 (C=0); 156,3 (C=0); 153,3 (C=N); 128,9
— 107,35 (10 CH aromaticos); 137,69/136,53/135,67/128,19 (4 Cquaternario aromaticos);
83,52 (Cquaternario Boc); 45,23 (CHb»); 28,05 (CH3 Boc).

7 N\
—N
HN
HN o)
Cry-474
H 0] O%

(38b)

RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 12,27 (s, 1H, NHCO); 9,36 (s, 1H, NHC=N);
9,24 (s, 1 H, NH indol); 8,66 - 7,11 (9 H, aromaticos); 4,9 (d, 2H, J = 5,1 Hz, CH>); 1,53 (s,
9H, CHs Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (6-ppm): 171,77 (C=0); 156,72 (C=0); 156,09 (C=N);
149,36-107,08 (9 CH aromaticos); 153,16/136,51/135,71/128,20 (4 Cquaternario aromaticos);
83,46 (Cquaternario Boc); 46,83 (CHb»); 28,08 (CH3 Boc).
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(38¢c)
RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 12,32 (s, 1H, NHCO); 8,99 (s, 1H, NHC=N);
8,86 (s, 1 H, NH indol); 7,68-7,07 (9 H, aromaticos); 4,77 (d, 2H, J = 5,7 Hz, CH»); 1,51 (s,
9H, CHs3 Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (6-ppm): 172,02 (C=0); 163,32 (C=0); 156,27 (C=N);
129,57-107,47 (9 CH aromaticos); 153,31/136,59/135,60/133,45/129,51 (5 Cquaternario
aromaticos); 83,62 (Cquaternario Boc); 44,45 (CH»); 28,05 (CHs Boc).

By,

o=<O

N
HN—4
I
N o
H

cl
(38d)

RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 12,31 (s, 1H, NHCO); 8,95 (s, 1H, NHC=N);
8,89 (s, 1 H, NH indol); 7,68-7,10 (9 H, aromaticos); 4,76 (d, 2H, J = 5,7 Hz, CH»); 1,51 (s,
9H, CHs Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (6-ppm): 172,01 (C=0); 156,31 (C=0); 153,31 (C=N);,
129,14-107,51 (9 CH aromaticos); 136,60/136,20/135,55/133,61/128,14 (5 Cquaternario
aromaticos); 83,46 (Cquaternario Boc); 46,83 (CH>); 28,08 (CHs Boc).
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CH,

_IZN
HN— O
I w4
Vb o
H
(38e)
RMN 'H (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 12,33 (s, 1H, NHCO); 9,00 (s, 1H, NHC=N);

8,86 (s, 1 H, NH indol); 7,68-7,11 (9 H, aromaticos); 4,75 (d, 2H, CH»); 2,36 (s, 3 H, CHs
metilas); 1,50 (s, 9H, CHz Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (6-ppm): 171,95 (C=0); 156,23 (C=0); 153,28 (C=N);
129,56-107,31 (9 CH aromaticos); 137,52/136,53/135,72/134,61/128,2 (5 Cquaternario
aromaticos); 83,46 (Cquaternario Boc); 44,97 (CH»); 28,05 (CH3 Boc), 21,16 (CH3).

OCH;

HN—G.
% L o

(38f)
RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 12,34 (s, 1H, NHCO); 9,05 (s, 1H, NHC=N);
8,82 (s, 1 H, NH indol); 7,68-6,92 (9 H, aromaticos); 4,74 (d, 2H, CH»); 3,81 (s, 3 H, CH3
metoxila); 1,50 (s, 9H, CH3z Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 171,97 (C=0); 159,23 (C=0); 156,17 (C=N);
129,21-107,34 (9 CH aromaticos); 153,28/136,56/135,74/129,66/128,20 (5 Cquaternario
aromaticos); 83,45 (Cquaternario Boc); 55,33 (CHs metoxila); 44,71 (CH>); 28,05 (CHs Boc).
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(389)
RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 12,29 (s, 1H, NHCO); 9,04 (s, 1H, NHC=N);
8,64 (s, 1 H, NH indol); 7,69-7,12 (10 H, aromaticos); 3,84 (dd, 2H, CH>); 3,02 (t, 2H, CH>»);
1,51 (s, 9H, CH3 Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (6-ppm): 171,93 (C=0); 156,32 (C=0); 153,28 (C=N);
128,78-107,28 (10 CH aromaticos); 138,60/136,56/135,76/128,74 (4 Cquaternario
aromaticos); 83,36 (Cquaternario Boc); 42,78 (CH>); 35,66 (CH>); 28,02 (CH3 Boc).

(38h)
RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 12,34 (s, 1H, NHCO); 8,96 (s, IH, NHC=N);
8,61 (s, 1 H, NH indol); 7,69-7,12 (10 H, aromaticos); 3,62 (dd, 2H, CH»); 2,77 (t, 2H, CH>);
2,05 (p, 2H, CH»); 1,52 (s, 9H, CH3 Boc).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (6-ppm): 171,91 (C=0); 156,39 (C=0); 153,42 (C=N);
128,57-107,27 (10 CH aromaticos); 141,09/136,22/135,77/128,22 (4 Cquaternario
aromaticos); 83,37 (Cquaternario Boc); 40,52 (CHb»); 33,05 (CHb»); 30,70 (CH»); 28,07 (CH3
Boc).
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DESPROTECAO FINAL EM MEIO ACIDO
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Esquema 17: Procedimento geral para a obtengdo das acilguanidinas desprotegidas.

H
Cl

A uma solu¢do da acilguanidina protegida em DCM (5 ml) sdo adicionados 4
equivalentes de acido trifluoracético (TFA). A mistura fica sob agitagdo a temperatura ambiente

até o consumo total do reagente de partida (entre 48 ¢ 72 horas). O produto € isolado evaporando

b
HN
©\/\§—§ NH
N o
H

(30a)

a mistura reacional em pressao reduzida.

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-ppm): 12,11 (s, 1H, NHCO); 11,5 (s, 1H, NH);
9,54 (s, 1H, NHC=N); 9,03 (s, 1 H, NH indol); 7,74-7,12 (10 H, aromaticos); 4,66 (dd, 2H,
CH»).
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DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 161,74 (C=0); 153,91 (C=N); 129,17-107,9
(10 CH aromaticos); 138,45/136,26/127,07 (3 Cquaternario aromaticos); 44,81 (CH>).

7\

=N
Jlﬁ
HN
4w
N 6]
H

(30b)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 12,17 (s, IH, NHCO); 11,58 (s, 1H, NH);
9,75 (s, 1H, NHC=N); 8,65 (s, 1 H, NH indol); 8,65-5,76 (9 H, aromaticos); 4,79 (dd, 2H, CH»).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 161,80 (C=0); 154,18 (C=N); 149,19-107,9
(9 CH aromaticos); 138,47/128,68/126,24 (3 Cquaterndrio aromaticos); 46,06 (CH>).

F

HN
©\/\\—§ NH
N ©

H
(30c)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 12,10 (s, 1H, NHCO); 11,43 (s, 1H, NH);
9,46 (s, IH, NHC=N); 9,18 (s, 1 H, NH indol); 7,75-7,12 (9 H, aromaticos); 4,63 (d, 2H, CH>).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 163,12 (C=0); 161,58 (C=N); 130,14-107,91
(9 CH aromaticos); 159,01/153,77/138,47/128,7/127,04 (5 Cquaternario aromaticos); 46,06
(CH).



72

Cl

i
HN
% NH
N o
H

(30d)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 12,10 (s, 1H, NHCO); 11,42 (s, 1H, NH);
9,48 (s, 1H, NHC=N); 8,95 (s, 1 H, NH indol); 7,75-7,12 (9 H, aromaticos); 4,64 (dd, 2H, CH>).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 161,57 (C=0); 153,88 (C=N); 129,74-107,92
(7 CH aromaticos); 138,48/135,38/132,87/128,70/127,04 (5 Cquaternario aromaticos); 44,13
(CHy).

CHj,

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 12,10 (s, 1H, NHCO); 11,57 (s, 1H, NH);
9,51 (s, 1H, NHC=N); 9,01 (s, 1 H, NH indol); 7,74-7,13 (9 H, aromaticos); 4,60 (dd, 2H, CH>»);
2,32 (s, 3H, CH3 metila).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 161,73 (C=0); 153,84 (C=N); 129,69-107,88
(7 CH aromaticos); 138,44/137,57/133,19/127,07 (4 Cquaternario aromaticos); 44,60 (CHb»);
21,17 (CH3 metila)
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(30f)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 12,09 (s, IH, NHCO); 11,40 (s, 1H, NH);
9,36 (s, IH, NHC=N); 8,97 (s, 1 H, NH indol); 7,74-6,98 (9 H, aromaticos); 4,55 (dd, 2H, CH>);
3,77 (s, H, CH3 metoxila).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 159,02 (C=0); 129,11-107,37 (7 CH
aromaticos); 138,00/127,56/126,61 (3 Cquaternario aromaticos); 43,97 (CHy); 55,20 (CH3

metoxila)

(@)
N HN—
(309)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 12,08 (s, 1H, NHCO); 9,16 (s, 1 H, NH);
7,73-7,11 (10 H, aromaticos); 3,64 (m, 2H, CH»); 2,94 (t, 2H, CH>).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 161,36 (C=0); 153,38 (C=N); 128,89-107,52
(8 CH aromaticos); 138,06/137,95/128,20/126,62 (4 Cquaternario aromaticos); 42,48 (CHb);
33,69 (CH2).
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o
HN
©\/\>—§ NH
N 0
H
(30h)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 12,09 (s, IH, NHCO); 11,49 (s, 1H, NH);
9,21 (s, IH, NHC=N); 8,90 (s, 1 H, NH indol); 7,74-7,12 (10 H, aromaticos); 3,39 (q, 2H, CH>);
2,69 (t, 2 H, CH>); 1,92 (qu, 2H, CH>»).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 161,66 (C=0); 153,73 (C=N); 128,87-107,84
(8 CH aromaticos); 141,49/138,44/ 127,07 (3 Cquaternario aromaticos); 41,39 (CH>); 32,48
(CHy); 29,88 (CH>);

6.2 AVALIACAO IN VITRO DOS NOVOS DERIVADOS GUANIDINICOS E
ACILGUANIDINICOS SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ACETILCOLINESTERASE (AChE) E BUTIRILCOLINESTERASE (BuChE)

A atividade anticolinesterasica foi determinada de acordo com o método adaptado de
Ellman (ELLMAN, 1961). Todas as solugdes utilizadas nos ensaios foram preparadas em
tampao tris-HC1 0,02 M com potencial hidrogenionico (pH = 7,5) e as solugdes estoque dos
compostos foram preparadas em EtOH (10 mM). Em uma placa de 96 pogos de fundo plano
foram adicionadas solugdes de tratamento com o composto inibidor nas concentragdes finais
variando entre 300 uM e 0,07831 uM. O controle veiculo (EtOH) foi utilizado como referéncia
(controle negativo). Foram adicionados dacido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) a
butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE) na presenca de albumina sérica bovina
(BSA). A absorbancia foi registada utilizando um leitor de placas iMark (Bio-Rad) equipado
com um filtro de luz de comprimento de onda (A) no valor de 415 nm e esta medida usada como
uma referéncia em branco. Apos incubag¢do de 10 minutos a temperatura ambiente, iodeto de
butiriltiocolina (BCTI) foi adicionado e a absorbancia foi registrada a temperatura ambiente a

A =415 nm por 10 vezes com intervalos de 30 segundos a cada leitura. A atividade enzimatica
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foi calculada como percentagem da média dos valores de absorbancia medidos para o controle
tratado com DMSO, descontada da média dos valores de referéncia em branco. Os ensaios
foram realizados em triplicatas (para o calculo do desvio-padrdo). Os valores de Clso foram
calculados no programa Graphpad Prism 7.0 usando o modelo de regressao ndo-linear para

inibi¢do dose-resposta.

6.3 ESTUDO DE INTERACAO ENZIMATICA IN SILICO DOS DERIVADOS
GUANIDINICOS E ACILGUANIDINICOS

As moléculas foram desenhadas em 2D no software ChemDraw ¢ sua otimizagao de
parametros como: conformagao e comprimento de ligagdo foram feitos no Spartan via método
semi-empirico PM-6, onde também houve a criagdo do modelo 3D das mesmas, considerando
suas respectivas formas catidnicas, visto que em meio biologico (pH=7), estas encontram-se
protonadas. Assim sendo, as moléculas foram ancoradas no sitio ativo da enzima. Foram feitas
10 corridas de ancoramento para cada analogo desprotegido, totalizando 80 poses de
ancoramento molecular (docking).

O software GOLD 5.6 (CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) foi utilizado para
realizar o ancoramento molecular das moléculas com a estrutura cristalografica da BuChE de
enguia elétrica (Electrophorus electricus) (EeBuChE) obtida no banco de dados de proteinas
(PDB, do inglés Protein Data Bank) de codigo 1CB2 e resolugao de 4,5 A. Foram utilizados o
raio de ligagdo a 15 A em torno de atomo de oxigénio do residuo da serina 203 e a fungdo
Goldscore e para a previsao da interagao do compostos com a EeBChE. Apo6s a anélise de todas
poses no GOLD 5.6, observou-se que nem sempre o maior valor de Goldscore representava de
fato a pose correta, pois este método busca mecanicamente por melhores interagdes mesmo que
nao acompanhe os angulos e tamanhos de ligacdo condizentes com a realidade, acarretando

assim um erro associado que foi levado em consideragdo no momento da analise.
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8. ANEXOS
Anexo 1: Espectro de RMN 'H do composto (33) em CDClz a 500 MHz
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Anexo 3: Espectro de RMN *C do composto (36) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 4: Espectro de RMN 'H do composto (38a) em CDCl; a 500 MHz
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Espectro de RMN 3C do composto (38a) em CDClz a 500 MHz

Anexo 5
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Anexo 6: Espectro de RMN 'H do composto (38b) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 7: Espectro de RMN *C do composto (38b) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 8: Espectro de RMN 'H do composto (38c) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 9: Espectro de RMN !*C do composto (38c) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 10: Espectro de RMN 'H do composto (38d) em CDCl3 a 500 MHz
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Espectro de RMN !*C do composto (38d) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 12: Espectro de RMN 'H do composto (38e) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 13: Espectro de RMN *C do composto (38¢) em CDClz a 500 MHz
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Anexo 14: Espectro de RMN 'H do composto (38f) em CDClz a 500 MHz
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Anexo 15: Espectro de RMN *C do composto (38f) em CDClz a 500 MHz
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Espectro de RMN 'H do composto (38g) em CDClz a 500 MHz
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Anexo 17: Espectro de RMN *C do composto (38g) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 18: Espectro de RMN 'H do composto (38h) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 19: Espectro de RMN *C do composto (38h) em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 20: Espectro de RMN 'H do composto (30a) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 21: Espectro de RMN *C do composto (30a) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 22: Espectro de RMN 'H do composto (30b) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 23: Espectro de RMN *C do composto (30b) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 24: Espectro de RMN 'H do composto (30c) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 25: Espectro de RMN *C do composto (30¢c) em DMSO-d6 a 500 MHz

- 16312
. = 161.58
\ 159.01
153,77

I

|
HN
\

!
>>—HN

—138.47
130.14

3 130.08
_ ~~128.70
- Y 127.04
m 126.18

A 123.04

— 121.20
j\ 116.60

116.04
115.87
\113.20

107.91

HN
HN

Hn

—— —46.18
44,14
e e — 39.96

£0+3G- 4
£0+35
80+3T
80+3¢
80+3¢
80+3¢
80+3€
80+3b
80+3b
80+3p



(wdd) 14
0T &I 0¢ ST 0¢ S€ Oy S 0SS SS 09 SS9 0L SZ 08 S8 06 S6 00T S0T OIT SIT 0TI

S0

00

: 1.95{

0.9
| 4.08\i

2.0
11.06"

Anexo 26: Espectro de RMN 'H do composto (30d) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 28: Espectro de RMN 'H do composto (30e) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 29: Espectro de RMN *C do composto (30e) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 30: Espectro de RMN 'H do composto (30f) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 31: Espectro de RMN *C do composto (30f) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 32: Espectro de RMN 'H do composto (30g) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 33:

112

Espectro de RMN !*C do composto (30g) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 34: Espectro de RMN 'H do composto (30h) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Anexo 35: Espectro de RMN *C do composto (30h) em DMSO-d6 a 500 MHz
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