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RESUMO 

Os produtos naturais são uma das principais fontes de inspiração para o desenvolvimento 

de novos candidatos a protótipos de fármacos. Dentre os produtos de origem natural, os 

alcaloides bromopirrólicos são de grande interesse dos químicos medicinais por serem uma classe 

de metabólitos secundários exclusivamente marinhos, produzidos por esponjas, e com diversas 

atividades biológicas. O presente trabalho descreve o planejamento estrutural, a síntese e 

avaliação, in vitro e in silico, de novos derivados bromopirrólicos guanidínicos e acilguanidínicos 

desenhados como análogos estruturais de alcaloides marinhos oroidínicos. O planejamento 

estrutural se baseou em estratégias como o bioisosterismo, hibridação molecular e homologação 

para o planejamento de modificações nas subunidades características destes alcaloides, como a 

cadeia alquílica espaçadora e a subunidade guanidínica cíclica. A estratégia sintética explorou a 

reação de condensação entre o intermediário-chave 1-(terc-butiloxicarbonil)-3-(4,5-

dibromopirrol-2-carbonil)-2-metil-2-isotioureia com diferentes aminas e posterior remoção do 

grupo de proteção (N-Boc) em meio ácido para a obtenção das acilguanidinas alvo. Os análogos 

guanidínicos acíclicos foram obtidos através da reação entre o intermediário 2-tricloroacetil-4,5-

dibromopirrol, ou 2-tricloroacetil-pirrol, e amino-alquilguanidinas N,N’-bis-protegidas 

previamente sintetizadas, e posterior reação de desproteção em meio ácido. Foram sintetizados 

em bons rendimentos 32 compostos originais (68a-c; 69a-c; 50a-f; 62a-h; 62g’; 62h’; 51a-h; 

51g’; 51h’), entre guanidinas e acilguanidinas (protegidas e desprotegidas), análogos sintéticos 

dos alcaloides marinhos oroidínicos, todos caracterizados por RMN de 1H e RMN de 13C. A 

triagem in vitro sobre as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) 

identificou a guanidina 68c como um inibidor não seletivo de AChE (CI50 de 22,8µM) e BuChE 

(CI50 de 27,3 µM) e 50c como um inibidor seletivo de BuChE (CI50 de 13,3µM). As acilguanidinas 

se destacaram como inibidores seletivos de BuChE, principalmente as acilguanidinas livres 51a 

e 51g com CI50 de 4,8 µM e 3,8 µM, respectivamente, e 52c, 52d e 52f com inibição da BuChE 

maior que 83% a 30 µM. A relação estrutura-atividade mostrou a importância da função 

acilguanidina livre para a inibição seletiva de BuChE, assim como a presença dos substituintes 

bromos no anel. Os estudos de docking molecular corroboraram os resultados experimentais 

mostrando a importância das subunidades bromopirrol, acilguanidina e anel benzílico para 

interação com os resíduos de aminoácidos presentes no sítio ativo da BuChE. Adicionalmente, 

a avaliação in silico das propriedades ADME e druglike mostrou que as novas guanidinas 

e acilguanidinas bromopirrólicas tem potencial para boa absorção gastrointestinal e bom 

perfil drug-likeness. 

Palavras Chave: acilguanidinas, guanidinas, alcaloides marinhos, química medicinal, 

Butirilcolinesterase 
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ABSTRACT 

Natural products are one of the main sources of inspiration for development of new drug 

prototypes candidates. Among products of natural origin, bromopyrrolic alkaloids are of 

great interest to medicinal chemists because they are a class of exclusively marine 

secondary metabolites, produced by sponges, and with diverse biological activities. The 

present work describes design, synthesis and evaluation, in vitro and in silico, of new 

guanidines and acylguanidines bromopyrrole derivatives designed as structural analogues 

of oroidine marine alkaloids. Structural planning was based on strategies such as 

bioisosterism, molecular hybridization and homologation for planning changes in the 

characteristic subunits of these alkaloids, such as the spacer alkyl chain and the cyclic 

guanidine subunit. Synthetic strategy explored the condensation reaction between the key 

intermediate 1-(tert-butyloxycarbonyl)-3-(4,5-dibromopyrrol-2-carbonyl)-2-methyl-2-

isothiourea with different amines and subsequent removal of the protection group (N-

Boc) in acid medium to obtain the target acylguanidines. The acyclic guanidinic analogs 

were obtained by the reaction between the intermediate 2-trichloroacetyl-4,5-

dibromopyrrole, or 2-trichloroacetyl-pyrrole, and previously synthesized N,N'-bis-

protected amino-alkylguanidines, and subsequent deprotection reaction in acidic medium. 

We synthesized 32 original compounds (68a-c; 69a-c; 50a-f; 62a-h; 62g'; 62h'; 51a-h; 

51g'; 51h') in good yields, among guanidines and acylguanidines (protected and 

unprotected), which are synthetic analogs of oroidinic marine alkaloids, all characterized 

by 1H NMR and 13C NMR. In vitro screening for acetylcholinesterase (AChE) and 

butyrylcholinesterase (BuChE) inhibition, identified guanidine 68c as a non-selective 

inhibitor of AChE (CI50 of 22.8µM) and BuChE (CI50 of 27.3 µM) and 50c as a selective 

inhibitor of BuChE (IC50 of 13.3 µM). Acylguanidines stood out as selective BuChE 

inhibitors, mainly free acylguanidines 51a and 51g with IC50 of 4.8 µM and 3.8 µM, 

respectively, and 52c, 52d and 52f with BuChE inhibition greater than 83% at 30 µM. 

Structure-activity relationship showed the importance of free acylguanidine function for 

selective inhibition of BuChE, as well as the presence of bromine substituents in pyrrole 

ring. The molecular docking studies corroborated by showing the importance of 

bromopyrrole, acylguanidine and benzyl ring subunits for interaction with the amino acid 

residues in BuChE active site. Additionally, in silico evaluation of ADME and druglike 

properties showed that new bromopyrrole guanidines and acylguanidines have the 

potential for good gastrointestinal absorption and good drug-likeness properties. 
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1.INTRODUÇÃO 

1.1 Alcalóides Bromopirrólicos 

Os alcalóides bromopirrólicos constituem uma família de produtos naturais marinhos 

que foram identificados como metabólitos secundários de esponjas marinhas. 2Desde 

meados da década de 1970, cerca de 140 compostos foram classificados como alcalóides 

bromopirrólicos e se apresentam como estruturas que variam de simples a derivados 

policíclicos mais complexos. Esses produtos naturais são associados a uma ampla gama 

de atividades biológicas e, sendo assim, têm sido de grande interesse tanto para produtos 

naturais quanto para síntese orgânica.3 É relatado que esses alcalóides têm um conjunto 

diversificado de atividades farmacológicas, como antibacteriana, antitubercular,4 

anitibiofilme,5 antineoplásico 6e agentes antivirais.7,8 

Dentre os organismos marinhos, as esponjas marinhas se destacam como a fonte mais 

importante de alcaloides bromopirrólicos apresentando importantes atividades 

farmacológicas.9 Os compostos dessa classe de alcalóides são caracteriados 

estruturalmente pela presença das subunidades bromopirrólica, carboxamida e 

imidazólica funcionalizada, conectadas através de uma cadeia espaçadora alifática. A 

maioria dos alcaloides marinhos bromopirrólicos são chamados de alcaloides oroidínicos, 

em referência ao primeiro e mais simples membro representante da classe, a oroidina 

(figura 1).10 

1.1.1 Oroidina 

A oroidina (1) é o alcaloide marinho bromopirrólico de maior abundância e é 

considerado como o precursor dos demais alcaloides desta classe. A oroidina (1) foi o 

primeiro composto isolado dessa família, a partir da esponja Agelas oroides.11 A síntese da 

oroidina foi publicada pela primeira vez em 2006 e a partir daí, vários análogos sintéticos 

vêm sendo descritos.12 13 

A classe de alcalóides oroidínicos se mostra bem adequada para uso como um 

ponto de partida para o desenvolvimento de novos análogos que podem ser triados quanto 

às suas atividades biológicas.14 

 

 
Figura 1. Estrutura química da oroidina e características estruturais. 

 

1.1.2 Dispacamidas 

As dispacamidas (2A, 2B, 3C e 3D) são alcaloides marinhos bromopirrólicos 

isolados de esponjas marinhas de diversas espécies caribenhas do gênero Agelas, como 

mostrado na figura 3.15 Farmacologicamente, as dispacamidas revelaram atividades 

inibidoras significativas contra algumas quinases importantes como GSK-3, DYRK1A e 

CK 1 o que pode levar à inspiração para a pesquisa a respeito de novos inibidores potentes 

dessas quinases que desempenham papéis importantes no diabetes e distúrbios 

neurodegenerativos, por exemplo Doença de Alzheimer.16 Também apresentaram 

(1) 
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atividades anti-histamínica pronunciada in vivo no modelo íleo da cobaia por meio de 

uma ligação reversível não competitiva aos receptores de histamina.17 18  Elas diferem da 

oroidina na configuração da ligação dupla; na cadeia espaçadora propenílica da oroidina, 

a ligação dupla está entre os carbonos C-9 e C-10 e apresentam configuração E. Já nas 

dispacamidas, a ligação dupla está entre os carbonos C-10 e C-11 na cadeia espaçadora e 

apresenta configuração Z devido ao nitrogênio do anel imidazolônico ser o grupo de maior 

prioridade na regra CIP (Cahn Ingold Prelog).19 A figura 3 ilustra as estruturas químicas 

das dispacamidas mencionadas.  

 

    

Figura 2. Espécies de Agelas caribenhas (A e C) e Axinella corrugata. (B e D) 

(ADAPTADO DE SPONGEGUIDE,2020.)14 

 

 

Figura 3 - Estrutura química das dispacamidas (2a, 2b, 3c, 3d). 

 

Estruturalmente, as dispacamidas são caracterizadas pela presença de uma 

unidade aminoimidazolônica conectada ao núcleo bromopirrólico através de uma cadeia 

espaçadora propenílica, que tem como substituinte o grupo hidroxila (no caso das 

dispacamidas 3c e 3d)20, como mostrado na figura 4 a seguir. 
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Figura 4. Estrutura química geral das dispacamidas. 

 

1.1.3 Outros importantes alcalóides oroidínicos 

Dentre os muitos membros conhecidos desta classe de alcaloides, isolados de mais 

de vinte esponjas de vários gêneros, podemos citar alguns exemplos como a himenidina 

(4) que foi isolada pela primeira vez da esponja Hymeniacidon sp (figura 5)21 e também 

foi isolada da esponja Agelas clathrodes.22 23  Seu esqueleto se assemelha ao da oroidina 

(1), porém é não-bromada na posição 5 do pirrol. Esse composto apresenta atividade 

antiserotoninérgica e antimuscarínica.18 A himenidina, bem como a taurodiscapamida A 

exibem inibição significativa contra o crescimento de bactérias Gram positivas 

Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis e as bactérias Gram negativas Escherichia coli 

e Pseudomonas aeruginosa, além de mostrar inibição contra a proliferação do fungo 

Candida albicans.24 A taurodispacamida A (8)  também apresentou boa atividade 

antibacteriana25,26 

 

  
Figura 5. À esquerda, esponja Hymenidacion sp (Adaptado de FAPERJ,2020)27E à 

direita, esponja Agelas clathrodes (Adaptado de BIOLIB, 2020).28 

 
 

Também podemos destacar a a midpacamida (5), que também foi isolada de 

esponjas marinhas do gênero Agelas e apresentou atividade antibacteriana.29  A 

midpacamida (5) difere da oroidina (1) pelo substituinte N do anel pirrol, na 

funcionalização da cadeia de três carbonos, bem como na oxidação do anel imidazol, que 

na midpacamida (5) é um grupo metil hidantoína na posição 3. Essa classe de alcalóides 

apresenta interessantes atividades apoptóticas30.  

As ageladinas representam um grupo de compostos com potentes propriedades 

anti-inflamatórias. A Ageladina A (6), é um alcalóide pirrol aminoimidazólico isolado da 

esponja marinha Agelas nakamurai isolado por Fusetani e colaboradores. Sabe-se que 

essa classe de alcalóides inibe vários subtipos de metaloproteinases de matriz (MMPs), 

associadas a doenças inflamatórias causadas por infiltração de macrófagos, como doenças 

de pele, aterosclerose, aneurismas e cânceres.3132 e a dispirina (7) mostrou excelente 

atividade anti-histamínica.33 As mukanadinas E (9) e G (10) também são uma classe de 

grande interesse farmacêutico, apresentando atividades antifúngicas 34 35   - essas três 
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últimas classes de alcaloides oroidinícos apresentaram significativa atividade 

anticolinérgica (Figura 6). 

 
 

Figura 6. Estruturas químicas de alguns representantes da classe dos alcaloides 

marinhos oroidínicos.27 

 

Atualmente, admite-se que esses alcalóides desempenham o papel de marcadores 

químicos dessas esponjas filogeneticamente relacionadas.36 Os alcaloides oroidínicos 

representam uma grande diversidade estrutural e atividades farmacológicas com 

potenciais terapêuticos, o que dá a essa classe de substâncias importantes potenciais 

químicos e farmacológicos a serem explorados para o planejamento e síntese de novos 

candidatos a protótipos de fármacos. 37 

1.2 A Doença de Alzheimer (DA) 

 A demência é caracterizada por um declínio cognitivo progressivo levando a 

deficiência ocupacional. No entanto, a DA deve ser diferenciada de outras causas de 

demência, incluindo demência vascular, demência com corpos de Lewy, doença de 

Parkinson com demência, demência frontotemporal e demências reversíveis.38 No 

entanto, a DA pode ser considerada a mais representativa dessas doenças, correspondendo 

a cerca de 60% a 70% dos casos totais. 39 

 Quando o primeiro caso de uma mulher de 51 anos apresentando deterioração de 

memória relativamente rápida juntamente com distúrbios psiquiátricos foi diagnosticado 

como DA por Alois Alzheimer em 1907, esta doença foi considerada um distúrbio 

relativamente incomum com uma variedade de doenças progressivas e condições 

neurológicas fatais, incluindo demência senil e idade precoce de início.41 Após seu 

falecimento foram comprovadas, através de exames, atrofia e deposições anormais de 

proteínas no cérebro, o que levou o psiquiatra Alzheimer à conclusão de que se tratava de um 
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caso específico de demência. Anos depois, Emil Kraepelin deu o nome à doença em 

homenagem ao psiquiatra alemão.40 

A doença de Alzheimer (DA) é uma das doenças neurodegenerativas mais comuns 

que frequentemente causam demência e afetam indivíduos de meia idade à velhice, 

aproximadamente um em cada quatro indivíduos com mais de 85 anos.37 A DA tem vários 

fatores etiológicos, incluindo genética, fatores ambientais e estilos de vida gerais41 e suas 

marcas fisiopatológicas incluem deposição de proteína β-amilóide (peptídeo Aβ) extracelular 

na forma de placas senis e depósitos intracelulares da proteína tau associada a microtubulos 

como emaranhados neurofibrilares (NFTs) nos cérebros com Alzheimer. Estudos clínicos e 

neuropatológicos subsequentes identificaram placas senis e NFTs como as causas mais 

comuns da doença em idosos. A DA é geralmente reconhecida como uma entidade clínico-

patológica com múltiplas causas. Especificamente, o diagnóstico desta doença é baseado não 

apenas na perda de memória e comprometimento de pelo menos um outro domínio cognitivo, 

mas também em um declínio na função cerebral global, uma deterioração na capacidade de 

realizar atividades da vida diária e o aparecimento de distúrbios em função social ou 

ocupacional. Além disso, déficits psicométricos idiopáticos característicos na avaliação 

clínica e outras confirmações post mortem da presença das lesões características mencionadas 

acima são bastante necessárias para o seu diagnóstico.  A DA é caracterizada pela perda 

maciça de neurônios e tecido cerebral, como mostrado na comparação da figura 7, bem como 

pela degeneração neurovascular e interrupção da função sináptica a começar pelo hipocampo- 

área que desempenha papel essencial nas funções cognitivas42. Suas principais características 

são: a presença de placas na superfície extracelular dos neurônios, constituidas por agregados 

de pepitídeos β-amilóide (Aβ) e depósitos intracelulares de filamentos neurofibrilares 

insolúveis compostos por formas hiperfosforiladas da proteína tau (PTau) – figura 8.43 A DA 

também está associada a outros eventos bioquímicos como déficit do neurotransmissor 

acetilcolina,44 estresse oxidativo,45 neuroinflamação46 e disfunção da homeostase metálica.47 
 

 
Figura 7. Atrofia do tecido cerebral. (Adaptado de DREAMSTIME, 2020)48 
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A placa beta-amilóide se espalha por todo o cérebro em um estágio inicial, décadas 

antes de o paciente perceber sinais da doença. A proteína Tau, por outro lado, começa a 

se espalhar em um estágio posterior, do lobo temporal para outras partes do cérebro. 

Quando ocorre o espalhamento dessa proteína, os neurônios começam a morrer e o 

paciente experimenta os primeiros problemas com a doença.49 

 

 
Figura 8. Ilustração da origem dos emaranhados de de neurofibrilas, formados a partir 

da hiperfosforilação da proteína tau e desestabilização dos microtúbulos celulares. 

(Adaptado de ZAINAGHI, 2006)50 

 

 É importante destacar que não existe um teste simples para realizar o diagnóstico 

da doença de Alzheimer. Os estudos baseiam-se na identificação das modificações 

cognitivas específicas, de acordo com os critérios do National Institute of Neurologic and 

Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer Disease and Related Disorders 

Association.51 Apesar dos avanços significativos nos exames de imagem cerebral, a 

confirmação segura da DA só é obtida ao examinar o cérebro após a morte. As novas 

pesquisas sobre o desenvolvimento de testes que podem detectar biomarcadores da 

doença de Alzheimer ainda incluem apenas o estágio inicial.28 

O risco de desenvolver a DA pode ser influenciado por fatores genéticos e 

exógenos, no entanto, o fator de risco mais relevante é a idade42 e, numericamente, a 

porcentagem de indivíduos com DA praticamente duplica a cada 5 anos de idade a partir 

dos 60 anos. A ocorrência dessa doença em indivíduos com 60 anos é de 1%, porém, 

observa-se um incremento exponencial nessa porcentagem, com o aumento da idade, de 

modo que a prevalência é em torno de 30% em pessoas com 85 anos.52 

Os fatores de risco genéticos que podem levar a uma predisposição à DA são, 

principalmente, mutações na APP (proteína trans-membrana encontrada 

preferencialmente nas terminações nervosas), na presenilina e também alguns fatores 

exógenos.53 As presenilinas são proteínas cujas funções ainda não estão bem 

estabelecidas, mas sabe-se que existe relação dos seus genes correspondentes (PSEN1 e 

PSEN2) com a doença de Alzheimer.54,55,56 Sabe-se que mutações nesses genes estão 

relacionadas com alterações na clivagem da APP, aumentando a produção de β-amiloide 

(figura 9), ocasionando casos de Alzheimer de início precoce.57,58  
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Figura 9. Diferenças entre o cérebro normal e o cérebro com a DA. Os neurônios têm 

dificuldades de comunicação entre si, em função das placas senis (Adaptado de 

BALTAR, 2007)59 
 

A neuropatologia da DA inclui também a hiperfosforilação da proteína Tau que 

origina a formação de tranças neurofibrilares e pode conduzir, por si só, à patologia e 

sintomatologia associadas à DA, como se observa na figura 10. As tranças neurofibrilares 

são visíveis, habitualmente, em doenças neurodegenerativas e resultam da 

hiperfosforilação das proteínas Tau, que se agregam intracelularmente de forma anormal. 

As funções das proteínas Tau no seu estado normal incluem a regulação dinâmica de 

microtúbulos, que dependem do estado de fosforilação. Observando a figura 11, percebe-

se que as alterações na fosforilação da Tau, têm um impacto na estabilidade dos 

microtúbulos, alterando o transporte axonal e comprometendo a viabilidade neuronal, 

com consequente impacto a nível cognitivo.60 

 

Figura 10. Deposição de placas beta senis e tranças neurofibrilares. A figura representa 

as duas principais evidências patológicas associadas à doença de Alzheimer (Adaptado 

de SOUZA, 2017)61 
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Os fatores de risco exógenos incluem: trauma cerebral,28 tabagismo,62,63 

obesidade,64,65 diabetes,66 hipertensão, 67,68colesterol ,69 níveis elevados de homocisteína 
70, e exposição exógena a metais 71incluindo chumbo 72mercúrio,73 e alumínio. 74,75, 76 O 

risco de desenvolver a doença de Alzheimer pode ser reduzido, evitando os fatores de 

risco exógenos, além de promover estímulos à capacidade neuronal,77,78 como a leitura, 

jogos que estimulem a mente e memória e tocar instrumentos musicais27; ter boa 

alimentação, através da ingestão de vitamina B12, ácido fólico, antioxidantes como 

vitamina E, ácidos graxos insaturados, cereais e peixes ;79,80 e realizar atividades físicas 

regulares.81 

A figura 11 ilustra a diferença entre neurônios normais e neurônios lesionados. Na 

situação (a), a proteína Tau apresenta-se na sua forma normal estabilizando os 

microtúbulos e não se verifica hiperfosforilação da proteína. Não há alteração da função 

neuronal. Por outro lado, na situação (b), a proteína Tau apresenta defeito e, 

consequentemente, não consegue fixar os microtúbulos. Ocorre hiperfosforilação desta 

proteína e formação de tranças neurofibrilares, que conduzem a lesão neuronal e 

posteriormente ao aparecimento da AD. 

 

 
Figura 11. Comparação entre neurônios normais e lesionados (Adaptado de SOUZA, 

2017)82 
  

 A DA é uma doença heterogênea conduzida pela interação entre múltiplos fatores 

deletérios. Sua origem e o modo como exatamente estes fatores contribuem para o 

progresso da doença continuam indeterminados até o momento. Estas irresoluções 

levaram a propostas de várias hipóteses baseadas nas alterações dos aspectos moleculares 

e fisiopatológicos observadas no cérebro do portador da DA, como uma tentativa de 

explicar a complexidade e a natureza multifatorial da DA. Entre as mais importantes 

hipóteses estão: déficit colinérgico, amiloide, propagação da PTau, estresse oxidativo, 

inflamação e disfunção metálica 
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1.2.1 Hipótese Colinérgica 

 O núcleo basal de Meynert é uma região responsável pela produção da enzima 

colina acetiltransferase (ChAT), sendo uma das áreas mais danificadas pela doença de 

Alzheimer. A ChAT é transportada para regiões como hipocamo, córtex cerebral e 

amígdala, sendo responsável por catalisar a reação de síntese da acetilcolina (13) que é 

um neurotransmissor responsável por regular o desempenho cognitivo e o processo de 

aprendizado e memória (Figura 12). Uma vez sintetizada, parte da acetilcolina (13) é 

transportada e armazenada em vesículas sinápticas (b) (Figura 13).  

 

Figura 12. Síntese da Acetilcolina. 
 

 Após ser liberada inteiramente por exocitose, a acetilcolina interage 

especificamente com os receptores colinérgicos presentes nas membranas pré e pós-

sinápticas, transmitindo a mensagem entre os neurônios (c), ou sofre hidrólise pela enzima 

acetilcolinesterase (AChE), gerando como produtos um acetato e colina (d) (Figura 13).83 

Na DA, observa-se a diminuição dos neurônios colinérgicos e atrofia cerebral, 

especialmente no córtex, no hipocampo, nos gânglios basais de Meynert, causando déficit 

de transmissão colinérgica. Estudos comprovam uma diminuição na quantidade de 

acetilcolina, acetil-transferase e acetilcolinesterase em cérebro de pacientes com doença 

de Alzheimer. Nesse contexto, o papel do sistema colinérgico se mostra fundamental nas 

questões associadas à memória e nos processos de aprendizagem no cérebro humano, o 

que leva a concluir que a degeneração do sistema colinérgico contribui expressivamente 

com o comprometimento das funções cognitivas em indivíduos com DA. 84 

A hipótese colinérgica representa a base racional para o desenvolvimento de 

estratégias que tem como foco a otimização da neurotransmissão colinérgica. Níveis 

sinápticos de acetilcolina podem ser aumentados através da inibição da 

acetilcolinesterase, usando precursores de acetilcolina, aumentando a liberação de 

acetilcolina ou agonistas muscarínicos, entretanto a única abordagem eficaz comprovada 

no tratamento dos sintomas cognitivos e funcionais da DA foi baseada nos inibidores 

colinesterásicos. 
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Figura 13. Sinapse colinérgica. Síntese da acetilcolina (13) catalisada pela enzima 

colina acetiltransferase (a); armazenamento (b); interação com receptores (c); 

decomposição da acetilcolina (13) pela enzima acetilcolinesterase (d); e retorno da 

colina ao terminal axônio para nova síntese de acetilcolina (13) (e) (Adaptado de 

BIONINJA)85 

 

1.2.2. Formação das placas beta-amiloides  

 O estudo sobre placas beta-amiloides foi publicado pela primeira vez em 1991 por 

John Hardy e David Allso, para identificar mutações no gene da proteína precursora Aβ 

(APP) no cromossomo 21, também encontrada em indivíduos portadores da Síndrome de 

Down, que apresentam histórico de depósitos de  placas Aβ no final da infância ou no 

início da idade adulta e desenvolvem posteriormente as características neuropatológicas 

características da DA.86 Essa observação sugeriu que o metabolismo de APP e a 

deposição de Aβ eram os eventos cruciais na evolução na doença de Alzheimer. Sendo 

assim, o peptídeo Aβ desempenha um fundamental fator a ser considerado na origem da 

doença devido sua neurotoxicidade, capaz de levar à formação das placas senis e 

desencadear uma sequência de eventos, resultando na morte celular.87 Os peptídeos Aβ 

são originados a partir da clivagem da APP, uma proteína de membrana integral altamente 

conservada e cuja expressão está localizada principalmente em torno da sinapse do tecido 

neuronal. Sua importância essencial para a formação de sinapses. A APP pode ser 

transformada pela enzima α-secretase, depois pela enzima γ-secretase na via não 

amiloidogênica; este processo não produz Aβ insolúvel. Na via amiloidogênica, a APP é 
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primeiramente clivada pela β-secretase e depois pela γ-secretase, produzindo peptídeos 

Aβ fibrilogênicos que possuem diferentes tamanhos, de 38 a 42 aminoácidos (Figura 

14).77, 88 

Este modelo defende que a neurodegeneração na DA inicia-se com a clivagem da 

proteína percursora amiloide (PPA), resultando em um processo contínuo de acúmulo, 

agregação e depósito de formas tóxicas da substância beta-amiloide. Este depósito no 

tecido cerebral é seguido de agregação e polimerização na forma de placas senis, 

causando a distrofia dos neurônios adjacentes, destruição do citoesqueleto e consequente 

formação de emaranhados neurofibrilares.89,90,91 Parte da neurotoxicidade das placas senis 

deve-se à agregação de metais, como zinco e cobre, às fibras amiloidais insolúveis. Além 

disso, as placas amiloides podem desempenhar outros papeis na cascata inflamatória, pelo 

fato de ativarem a micróglia e os astrócitos (o que conduzirá à posterior morte neuronal). 

O peptídeo beta-amiloide também é capaz de aumentar a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica e causar aumento da vasoconstrição, favorecendo o processo 

inflamatório. O excesso de inflamação leva à neurodegeneração, podendo resultar na 

demência observada na DA.79,81   
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Figura 14. Neurônios em condições fisiológicas normais (A) e neurônios de portador da 

DA, cercados por placas βamilóides (em amarelo) (B). Clivagem normal pelas enzimas 

α- γ-secretases (à esquerda) e anormal pelas enzimas β-γ-secretases (à direita) da APP; 

deposição de agregados peptídicos Aβ no cérebro (C) (Adaptado de (HARDY & 

SELKOE, 2002; RAJASEKHAR & GOVINDARAJU, 2018).   

 

Sabe-se que portadores da doença de Alzheimer possuem acúmulo dessas placas 

no entorno de suas células neuronais. A longo prazo, o acúmulo destas placas leva à morte 

neuronal em regiões específicas, como mencionado anteriormente. O peptídeo β-

Amiloide (Aβ) é o principal componente destes depósitos extracelulares de amiloides no 

tecido cerebral de portadores de DA e estão presentes principalmente na região do 

hipocampo. O mecanismo de clivagem proteolítica da PPA pode ocorrer por duas vias, 

sendo elas a via não-amiloidogênica 7 e a amiloidogênica. Segundo essa hipótese, duas 

secretases, a β-secretase e a γ-secretase, clivam a PPA em diferentes lugares, originando 
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fragmentos de peptídeo Aβ de diferentes tamanhos, em especial com 40 e 42 resíduos, 

sendo eles respectivamente os peptídeos Aβ1-40 e Aβ1-42.92,93 Embora o fragmento de 

Aβ1-40 seja o mais comum, atualmente considera-se que o fragmento de Aβ1-42, o mais 

hidrofóbico, possui um maior potencial amiloidogênico, apesar de ambos serem capazes 

de se agregar e originar protofibrilas, fibrilas e, por fim, placas insolúveis.94 Em cérebros 

saudáveis o peptídeo Aβ também é formado, mas sofre uma degradação proteolítica por 

proteases de degradação de peptídeos Aβ (AβDPs), que são responsáveis por regular os 

níveis de peptídeos Aβ no cérebro (Figura 15), mostrando que no paciente com DA existe 

um desbalanço nesse processo natural.95 

 

 
Figura 15. Proteólise da APP. Formação dos peptídeos Aβ, levando à formação das 

placas Aβ insolúveis em cérebros portadores da DA (Adaptado de RANG e 

colaboradores, 2015)83 

 

Na presença do peptídeo em sua forma mais tóxica (Aβ1-42), os neurônios do 

córtex e do hipocampo também sofrem modificações, resultando na indução de déficits 

cognitivos e de memória, ainda que não ocorra a morte neuronal.96 Portanto, o acúmulo 

progressivo do peptídeo e a série de eventos amiloidogênicos que levam à formação das 

placas, verificado experimentalmente por meio da administração repetida de peptídeos 

Aβ em ratos, são considerados importantes mecanismos nas fases iniciais de perda da 

memória.97 Dessa forma, a produção de agregados de placas Aβ é considerada central na 

patologia da DA, ainda que estas deposições possam ser também detectadas em pequenas 

quantidades em cérebros de idosos sadios (Figura 16).98 
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Figura 16. Comparação entre neurônios saudáveis e de portadores da DA (com 

agregação de placas Aβ) (Adaptado de HARDY & HIGGINS, 1992) 

 

1.2.3. Hipótese da Proteína Tau (PTau) 

 Nessa hipótese, a abordagem da doença de Alzheimer leva em consideração a 

hiperfosforilação da proteína Tau (PTau), que promove a desintegração de microtúbulos 

e a agregação intracelular de PTau para formar emaranhados neurofibrilares intracelulares 

(ENF).99 A proteína Tau está associada ao microtúbulo (MAP), e atua modulando a 

estabilidade dos microtúbulos, principalmente os microtúbulos axonais, já que a proteína 

tau é predominantemente encontrada nos axônios dos neurônios, sendo sua fosforilação 

fundamental para garantir a estabilidade da função desses neurônios. No entanto, em 

portadores de DA, observa-se uma fosforilação desordenada, que leva à desintegração 

dos microtúbulos, que formam os filamentos que se agregam dentro da célula, formando 

filamentos helicoidais emparelhados, que se depositam e atuam como barreiras físicas ao 

transporte axonal, prejudicando a transmissão sináptica (Figura 17).100 
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Figura 17. Hiperfosforilação da PTau (Adaptado de CITRON, 2010)101 

 

Apesar da PTau desempenhar um papel importante na DA, a hipótese PTau por si 

só não é suficiente para explicar todas as condições sintomáticas observadas na DA.102 

Ambas as hipóteses estão intimamente ligadas entre si, já que os agregados Aβ e a 

hiperfosforilação da PTau juntos, desempenham um papel crucial no avanço da DA. Não 

existe um consenso sobre a identificação do evento que inicia a DA, há estudos que 

defendem a teoria de que os agregados Aβ desencadeia a taupatia e outros o contrário.103 

Entretanto, estudos recentes evidenciam que pepitídeos Aβ podem induzir a 

hiperfosforilação da proteína PTau, entretanto os fatores que desencadeiam este 

desequilíbrio ainda não são bem entendidos.104 
 

1.2.4 Hipótese dos metais 

 Essa hipótese leva em consideração a instabilidade homeostática de íons metálicos 

(Cu, Fe, Zn e Al) observada no cérebro de portadores de DA78 As altas concentrações 

desses metais no cérebro interagem com a placa Aβ levando à produção de agregados que 

se mostram tóxicos para o metabolismo neuronal. Os íons de cobre e zinco são conhecidos 

por acelerar a agregação de peptídeos Aβ levando a formação de placas senis.105 Metais 

com redutores ligados a Aβ (por exemplo, Cu e Fe) demostraram estabilizar os 

oligômeros dos peptídeos Aβ,106 e estão diretamente envolvidos na formação de espécies 

reativas de oxigênio,  resultando em estresse oxidativo que leva a morte neuronal.107 

  

 Em cérebros saudáveis, os íons metálicos estão em baixas concentrações. E essa 

concentração é rigorosamente regulada através da barreira hematoencefálica.108 Quando 

esses íons metálicos estão em desequilíbrio, ocorrem consequências tóxicas para a 

sobrevivência das células, como aumento da resposta ao estresse oxidativo e o 

enovelamento incorreto de proteínas, contribuindo com a evolução de doenças 

neurodegenerativas.109 Existem estudos demonstrando alterações da homeostase 

metálica, incluindo ferro (Fe), cobre (Cu) e zinco (Zn) em paciente com a DA. No entanto, 

não apenas os metais fisiológicos têm sido implicados na evolução dessa doença, também 

são reportados alguns metais considerados tóxicos, tais como o alumínio, o chumbo e o 

mercúrio.110 
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 Em neurônios vulneráveis de pacientes com a doença de Alzheimer, o ferro ligado 

ao RNA pode sofrer oxidação via reação de Fenton causando anormalidades no RNA, 

resultando em uma redução da síntese de proteínas. O cobre exerce distúrbios oxidativos 

semelhantes no tecido neuronal. Além de interagir com a APP sofrendo redução de cobre 

(II) a cobre (I), o cobre também contribui para o aumento da produção do intermediário 

radicalar hidroxila. Sabe-se também que enzimas pró-oxidantes (como xantina oxidase, 

ferroxidase, óxido nítrico sintase) podem ser ativadas indiretamente por esses íons 

metálicos.111 ,112 

1.2.5 Hipótese do Estresse oxidativo 

 O oxigênio é fundamental para o funcionamento de todas as células vivas do nosso 

organismo,113 assim como as espécies reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN) 

quando possuem geração e homeostase controlada, desempenham um papel fundamental 

na sinalização celular e na luta contra infecções.114 Entretanto, quando ocorre o 

desequilíbrio entre a homeostase pró-oxidante / antioxidante, o aumento da geração de 

ERO/ERN e radicais livres provocam estresse e danos oxidativos nas células.103 Como o 

cerébro possui um consumo de oxigênio significativo, quando comparado aos demais 

orgãos do corpo, torna-se altamente provável a ocorrência de estresse oxidativo, que 

ocasiona danos às funções fisiológicas e ocasiona a morte neuronal.89 Sabe-se também 

que os hidroperóxidos contribuem para a maturação dos eritrócitos e participam dos 

processos de diferenciação e proliferação celular.115 

 

 Em condições normais, as espécies consideradas oxidantes normalmente não 

mostram danos oxidativos significativamente altos, pois existem mecanismos de proteção 

(incluindo enzimas como a superóxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa 

peroxidase (GPx) e compostos antioxidantes como as vitaminas C e E). O estresse 

oxidativo ocorre quando os mecanismos de proteção antioxidante ficam sobrecarregados, 

como resultado da produção excessiva das espécies oxidativas. 116 O estresse oxidativo 

no cérebro de pacientes com DA se manifesta com o aumento da oxidação proteica, 

peroxidação lipídica, oxidação do DNA e RNAm e formação de espécies reativas de 

oxigênio, ocasionando danos ao funcionamento celular.117 

Alterações mitocondriais observadas em indivíduos com DA também contribuem 

para aumentar o estresse oxidativo, porque ao sofrerem disfunção, as mitocôndrias podem 

aumentar a liberação de EROs e provocar uma crise energética através da perda de ATP. 

Os neurônios são bastante afetados pelas mutações no DNA das mitocôndrias, pois sua 

principal fonte energética é a cadeia transportadora de elétrons dentro da mitocôndria. 

Existe uma importante relação entre a hipótese da beta amiolide e o estresse oxidativo: a 

βA desempenha uma importante função no aumento do estresse oxidativo em portadores 

de Doença de Alzheimer. Na mitocôndria, os agregados βA inibem a cadeia 

transportadora de elétrons, diminuindo a respiração celular e induzindo a liberação de 

EROs.118 A figura 18 ilustra o processo de estresse oxidativo. 
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Figura 18. Dano mitocondrial na doença de Alzheimer. A superprodução de amilóide 

(A) danifica as mitocôndrias, causando disfunção dos complexos mitocondriais I e IV, 

que resultam na superprodução de espécies reativas de oxigênio (ROS) e na depleção 

ATP (Adaptado DE LUQUE e colaboradores, 2014)119 

1.2.6 Tratamento da DA 

 As terapias atuais para o tratamento da doença de Alzheimer não são capazes de 

curar a doença. Os medicamentos disponíveis não desfazem as alterações cerebrais que 

causam a DA, apenas atuam no controle dos transtornos cognitivos e da progressão da 

doença.120 Além disso, muitas abordagens terapêuticas têm sido aplicadas com foco nos 

sintomas comportamentais como, agitação, depressão, alucinações e delírios. Tais 

sintomas se mostram mais comuns com a progressão da doença.121 O tratamento 

sintomático da DA baseia-se em dois modos de ação diferentes: inibidores de 

colinesterases e antagonismo do receptor de N-metil-D-aspartato.  

 O composto dicarboxílico L-glutamato é o aminoácido livre mais abundante no 

sistema nervoso central (SNC). A maior parte do L-glutamato presente no tecido nervoso 

(70%) apresenta funções metabólicas (participa da biossíntese de proteínas, entre outras) 

idênticas às exercidas por este aminoácido nos outros tecidos.122 Além dessas funções, o 

L-glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no SNC de mamíferos, tendo 

importante papel em alterações plásticas associadas às funções de aprendizagem e 

memória, regulação neuroendócrina, assim como em algumas doenças 

neurodegenerativas, tais como doença de Huntington, doença de Parkinson, doença de 

Alzheimer, epilepsia e na formação de redes neurais durante o desenvolvimento.123,124,125 

 A acetilcolina (13) é encontrada no cérebro, medula espinhal e gânglios do sistema 

nervoso autônomo. É sintetizada pela transferência do grupo acetila do acetil-CoA para a 

colina, um álcool de amônio quaternário (15) - enzimaticamente catalisada (colina 

acetiltransferase) - e atua em receptores inotrópicos (nicotínicos) e metabotrópicos 

(muscarínicos). A acetilcolina livre, não ligada a receptores, é hidrolisada pela 

acetilcolinesterase (AChE), em ácido acético e colina, como mostra a Figura 19, como 

um mecanismo fisiológico para interromper suas ações.126,73 
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Figura 19. Hidrólise dos éteres de colina pelas colinesterases. 

 

A acetilcolina está diretamente relacionada com processos cognitivos e, 

consequentemente, à doença de Alzheimer, o que tem sido importante na estratégia 

terapêutica usando anticolinesterásicos. A inibição da AChE aumenta a concentração de 

ACh nas sinapses e resulta na produção de respostas nos receptores colinérgicos 

muscarínicos e nicotínicos. A fisostigmina (20) foi um dos primeiros inibidores de 

acetilcolinisterase estudados, produzindo poucas melhorias nos sintomas congitivos e seu 

uso foi limitado devido à administração em muitas doses e às reações adversas severas.127 

São exemplos de fármacos anticolinesterásicos utilizados no tratamento de primeira linha 

para pacientes com DA fraca a moderada: a Tacrina (23),128 descontinuada em 2013, 

Donepezila (24),129 Rivastigmina (21)130 e Galantamina (22).131 Esses fármacos não 

apresentam o grupamento carbamato (exceto a Rivastigmina) e são classificados como 

anticolinesterásicos não-clássicos. 

 

Figura 20. Estruturas químicas da fisostigmina (20), rivastigmina (21), galantamina 

(22), tacrina (23) e donepezila (24). 
 

  A tacrina (23) (tetrahidroaminoacridina, Cognex ™) foi o primeiro fármaco 

aprovado para o tratamento da DA e é classificada como um inibidor de 

acetilcolinesterase não-clássico. É um inibidor reversível e não competitivo de 

acetilcolinesterase e butirilcolinesterase.132 A molécula da tacrina (23) foi inicialmente 

sintetizada como um antisséptico, em 1940 por Adrian Albert na Austrália. Na década de 

setenta, William Summers começou a usar a tacrina (23) para o tratamento do coma por 
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overdose e delírio. Posteriormente, na década de oitenta, Summers e colaboradores, na 

UCLA, demonstram a utilidade do uso da tacrina (23) por via oral para tratar pacientes 

com DA.133 Em 1993 acontece a aprovação da tacrina (23) pelo FDA para o tratamento 

da DA. Entretanto, embora houvesse eficácia terapêutica, esse fármaco possuía efeitos 

adversos significativos relacionados à sua alta hepatotoxicidade, o que levou a sua 

descontinuação em 2013.134 ,135 

A donepezila (24) (Aricept™), uma indanona-benzilpiperidina, dá origem a uma nova 

classe de inibidores reversíveis e não competitivos de acetilcolinesterase não relacionados 

à tacrina (23) ou fisostigmina (20). O fármaco apresenta uma alta seletividade para a 

acetilcolinesterase e possui ação central tendo maior afinidade para a AChE do cérebro 

do que aquela encontrada no sistema nervoso periférico, aumentando assim os níveis de 

acetilcolina na fenda sináptica.136 A donepezila (24) é majoritariamente metabolizada 

pelo fígado, pelas enzimas hepáticas CYP2D6 e CYP3A4, podendo interagir com 

fármacos que inibem essas enzimas.137 Quando comparada à tacrina (23), a donepezila 

(24) se mostra mais seletiva contra a AChE central, maior tempo de meia-vida e pouco 

potencial para hepatotoxicidade.  

A rivastigmina (21) (Exelon™) é um arilcarbamato que possui inibição reversível de 

ação longa, que inibe a acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase com afinidades 

semelhantes,138 porém seletivo para a acetilcolinesterase cerebral e com baixa toxicidade. 

Tem meia-vida de apenas duas horas, porém é capaz de inibir a AChE por mais de dez 

horas devido à lenta dissociação da enzima carbamilada. A rivastigmina (21) possui 

metabolismo não hepático, tornando raras as interações medicamentosas.139 

A galantamina (22) (Razadyne™) é um alcaloide terciário que atua na melhora da 

função colinérgica como inibidor reversível, competitivo e seletivo da acetilcolinesterase 

(AChE)140 e como um modulador alostérico dos receptores colinérgicos nicotínicos. Ao 

se ligar à subunidade α potencializa a resposta à acetilcolinesterase.141 Entretanto, não 

possui ação central, de modo que efeitos colaterais periféricos podem ser observados no 

tratamento com esse fármaco.130 

 

1.3 Colinesterases e Inibidores 

As colinesterases, pertencentes à família das serina hidrolases presentes nas 

sinapses colinérgicas, são responsáveis por catalisar a hidrólise dos ésteres de colina, 

permitindo que o neurônio colinérgico, ao ser ativado, retorne ao seu estado de repouso. 

Existem duas formas de colinesterase codificadas por dois genes distintos, 

acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE, E.C. 3.1.1.8) 

(Figura 21).142 Ambas são formadas por subunidades globulares catalíticas, das quais são 

constituídas as formas solúveis. A AChE encontra-se mais abundantemente no sistema 

nervoso central, no líquido cefalorraquidiano. Já a BuChE encontra-se no plasma 

sanguíneo sendo por este motivo conhecida também como colinesterase plasmática. Em 

outros locais, as unidades catalíticas encontram-se ligadas a proteínas acessórias à 

membrana basal (na junção neuromuscular), à membrana neuronal nas sinapses neuronais 

colinérgicas e também à membrana dos eritrócitos, cuja função é desconhecida. 73 
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Figura 21. O sítio ativo de acetilcolinesterase humana (hAChE)122 (A; pdb 4ey4) e 

butirilcolinesterase humana (hBChE) (B; pdb 1p0i).123 Os resíduos da tríade catalítica 

(em palitos) e do sítio oxiânion (em linhas) estão representados em azul. Os principais 

resíduos aromáticos da cavidade de ligação à colina estão em amarelo. Os resíduos do 

PAS localizados na borda do canal profundo estão em verde (Adaptado de 

MASSOULIÉ e colaboradores, 1993) 

 

A AChE e BuChE apresentam semelhanças estruturais. Comparativamente, seus 

aminoácidos apresentam 65% de semelhança. Ambas contêm um sítio aniônico catalítico 

(SAC) no final de um canal profundo e estreito repleto de aminoácidos aromáticos, e um 

sítio aniônico periférico (SAP) localizado na entrada do canal (Figura 22).143 

Tríades catalíticas de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase humanas (hAChE) 

e (hBuChE) conservam os aminoácidos: Ser203, His447, Glu334 em hAChE e Ser198, 

His438, Glu325 em hBuChE.144Além da tríade catalítica, o sítio ativo contém a cavidade 

do grupo acila, que acomoda o grupo acil do substrato durante a catálise; a cavidade de 

ligação à colina; e o sítio oxiânion.145, 146 ,147 
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Figura 22. A – sítio ativo da acetilcolinesterase humana (hAChE) (pdb 4ey4).148 B – 

sítio ativo da butirilcolinesterase humana (hBChE) (B; pdb 1p0i)149. C – Sobreposição 

dos sitos ativos da hAChE e hBChE. D – Representação da superfície do canal profundo 

da hAChE (cinza). E – Representação da superfície do canal profundo da hBChE 

(cinza). Os resíduos estão representados: no PAS (em verde); na tríade catalítica (em 

magenta); na cavidade oxiânion (em laranja); no sítio de ligação de acil (em ciano); no 

sítio de ligação de colina (em amarelo) (Adaptado de PDB, 2020.) 
  

 Nas duas enzimas, a tríade catalítica Ser, His, Glu é conservada.118 E, assim, o 

mecanismo catalítico envolve a ativação do grupo hidroxila da serina via sistema de 

revezamento de carga que envolve o ânion carboxilato do glutamato, o ânion imidazol da 

histidina e o ânion hidroxila da serina, aumentando-se a nucleofilicidade do sistema, 

fazendo-o capaz de atacar o carbono eletrofílico do substrato, gerando um intermediário 

tetraédrico. Após sucessivas transferências de próton entre o intermediário e o resíduo de 

histidina, a colina é liberada, resultando na serina acetilada. Ao final, a hidrólise da serina 

acetilada regenera o sítio catalítico da enzima e forma um equivalente do ácido 

carboxílico correspondente (Figura 22).150 ,151 
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Figura 23. Representação da hidrólise pelas colinesterases (Adaptado de Harel e 

colaboradores, 1996.) 

Considerando os inibidores de acetilcolinesterase já conhecidos e utilizados para 

o tratamento da DA, é importante destacar as interações importantes entre eles e a enzima. 

Embora todos os inibidores da colinesterase tenham como alvo a  AChE visando a 

diminuir a clivagem da acetilcolina, cada inibidor liga-se a diferentes resíduos de 

aminoácidos nas cavidades da AChE, conforme revelado pelas estruturas de raios-X 

ligadas ao inibidor da acetilcolinesterase do Torpedo Califórnica (Tc-AChE ).152,153,154  

A donepezila (20) interage em uma das cavidades inferiores com um resíduo de 

triptofano (Trp-84) e em uma cavidade superior com um outro resíduo ( Trp-279)152. Para 

a Galantamina o que se obsevra é a interação com o Trp-84 do sítio ativo e uma ligação 

de hidrogênio com o resíduo de glutamato (Glu 199)153. Outro inibidor comercializado 

para DA, a rivastigmina, parece apresentar interações semelhantes às da Donepezila e da 

Galantamina em Tc AChE. 155 Estudos cinéticos realizados Tc-AChE, mostram a 

rivastigmina como um inibidor reversível.152 O caso da rivastigmina apresenta uma 

questão adicional a ser considerada: não há estrutura de raios-X da rivastigmina com 

AChE humana, apenas com Tc-AChE. Adicionalmente, no sistema Tc-AChE, devido à 

carbamilação, a rivastigmina é clivada em duas porções químicas no complexo formado, 

além de ocorrer a carbamilação na formação do complexo. Não é bem compreendido, no 

entanto, se a carbamilação é essencial para a hidrólise da acetilcolina pela rivastigmina, 

uma vez que esse processo não acontece com a Donepezila ou com a Galantamina. 156 

1.3.1 Butirilcolinesterase (BuChE) 

 Estudos indicam que a quantidade de acetilcolinesterase (AChE) no cérebro 

diminui com a progressão da DA. Em contrapartida, a atividade enzimática da 

butirilcolinesterase permanece inalterada e/ou aumenta, compensando a diminuição de 
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AChE. Estudos com camundongos geneticamente modificados, com desativação da 

AChE, mostraram que os mesmos não sofreram hiperativação colinérgica na ausência 

desta enzima, indicando que a hidrólise da ACh foi controlada pela BuChE.157 

 Como a BuChE é relativamente abundante no plasma (cerca de 3mg/litro), e é 

capaz de degradar um grande número de compostos contendo éster, ela desempenha 

importantes funções farmacológicas e toxicológicas, como no metabolismo de 

lipoproteínas e fármacos. Sendo, por exemplo, uma enzima com potencial desintoxicante 

usada contra organofosfatos neurotóxicos158 159 A BuChE é inespecífica, hidrolisa tanto 

a ACh, mas com taxa de hidrólise mais lenta, quanto outros ésteres como a butirilcolina 

(BuCh) e é amplamente distribuída em vários tecidos, como no plasma, pulmões, fígado, 

coração, sistema nervoso central e periférico, principalmente de origem glial.160 

A análise por cristalografia raio-X da BChE demonstrou que a sua atividade 

catalítica se deve a uma tríade de aminoácidos, serina, histidina e glutamato localizados 

no fundo de uma fenda de 20 Å. A diversidade entre as enzimas AChE e BChE resulta da 

variação de aminoácidos na sequência que determina o tamanho e forma do sítio 

ativo161,162, o que, analisando a figura 21, sugere que a butirilcolinesterase acomode 

melhor substratos mais volumosos, quando comparada à AChE. 

No cérebro de indivíduos saudáveis, a AChE é a principal enzima responsável pela 

regulação da acetilcolina. No entanto, nos estágios avançados da DA, o nível de AChE 

no cérebro diminui gradativamente até 90%, enquanto observa-se aumento de até 165% 

dos níveis butirilcolinesterase,163,164 o que mostra o caráter compensatório da BuChE na 

ausência de AChE, e consequentemente, sua relevância para a hidrólise da ACh nos 

estágios avançados da doença de Alzheimer.  

A  BChE também apresenta relevante importância em outras funções metabólicas.  

Existem evidências que mostram que a butirilcolinesterase está envolvida em funções não 

clássicas, 165,166 como a proliferação celular e diferenciação sugerindo uma possível 

influência na tumorigênese. Barbosa e colaboradores conduziram um estudo no qual foi 

avaliada a atividade histoquímica da BChE em tumores cerebrais e constatou-se que em 

tumores cerebrais menos agressivos a atividade da BChE era baixa ou moderada, 

enquanto que, em tumores mais agressivos, a atividade dessa enzima era mais elevada. 
167 A enzima BChE afeta a proliferação celular devido aos seus efeitos antiapoptóticos, 

que podem influenciar nos estágios iniciais do desenvolvimento de tumores, bem como 

desempenhar um importante papel nos estágios posteriores da transformação tumoral, 

colaborando para o crescimento celular.168  

A BChE também tem sido associada a alguns fatores de risco no desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, como por exemplo: obesidade, metabolismo de lípideos, 

pressão sanguínea e arterial e resistência à insulina. 169Estudos realizados com obesos 

adultos compararam a atividade da BChE entre obesos e pessoas com boa nutrição e 

verificaram maiores valores na atividade da BChE em obesos.170,171 

Embora a BuChE tenha menor afinidade pela acetilcolina se comparado a AChE, sua 

atividade parece ser crucial para o processo quando há presença de altos níveis de Ach. 

Desta forma a butirilcolinesterase (BuChE) parece desempenhar uma importante função 

na hidrólise da acetilcolina em estágios mais avançados da doença de Alzheimer (DA) e 
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seus os inibidores seletivos são potenciais candidatos a fármacos para o tratamento da 

DA, conforme o avanço da enfermidade. 

1.3.2 Inibidores de Butirilcolinesterase 

Uma grande variedade de novas entidades químicas (NEQ’s) com propriedades 

inibitórias seletivas sobre a butirilcolinesterase vem sendo planejadas e investigadas 

como potenciais candidatos a fármacos para o tratamento da DA. Diversas classes de 

compostos sintéticos e naturais tem sido descritas na literatura, destacando-se algumas 

classes como seletivas contra a butirilcolinesterase: carbamatos, derivados indólicos, 

benzimidazólicos, fenotiazínicos, quinolínicos, derivados da tacrina e triazóis. Alguns 

dos compostos dessas classes são reportados a seguir.  

1.3.2.1 Derivados de carbamatos 

Os carbamatos constituem uma importante classe de compostos orgânicos em 

química medicinal, sendo utilizados também como inseticidas, fungicidas e parasiticidas 

no setor agrícola e também com atividades anticâncer, anti-HIV e asma, por exemplo, 

como o irinotecan, efavirenz, ritonavir, zafirlucast, etc.172 Os carbamatos também se 

destacam como uma importante classe de derivados anticolinesterásicos, sendo inibidores 

reversíveis que interagem de maneira covalente com as colinesterases, da mesma forma 

que a ACh, porém são hidrolisados pela AChE mais lentamente. Podemos destacar como 

importantes exemplos de anticolinesterásicos clinicamente úteis, o alcaloide fisostigmina 

(20), um metilcarbamato natural também denominado eserina, (CI50 AChE 28nM e CI50 

BuChE 16nM), usado no tratamento do glaucoma desde 1877, e a rivastigmina (21), um 

análogo simplificado do primeiro, importante no tratamento de primeira linha para 

pacientes com DA leve a moderada.173,174 Diferentes estruturas contendo a subunidade 

carbamato tem sido extensivamente estudadas também na busca por inibidores seletivos 

de BuChE, como mostrado nos exemplos relacionados a seguir. A figura 22 mostra dois 

dos compostos importantes e seletivos (25) IC50 BuChE 1,82µM e (26) IC50 BuChE 

0,17 µM descritos por Jones e colaboradores dentro da classe dos carbamatos.175 

 

Figura 24. Estruturas químicas dos compostos carbamato-isossorbida-5-lipoato.  

 

1.3.2.2 Derivados Indólicos 

O núcleo indólico é um heteroaromático bicíclico importante dentro da síntese 

orgânica e da química medicinal. Está presente nas proteínas na forma do aminoácido 

triptofano, nos alcaloides indólicos, como a estricnina e LSD (dietilamina do ácido 

lisérgico), e em importantes fármacos de diferentes classes como no AINE indometacina, 

no fármaco para enxaqueca sumatriptano e no antiemético ondansetron, usado como 

adjuvante no tratamento de quimioterapia do câncer.176 O núcleo indólico também está 

presente em diversos protótipos inibidores seletivos de BuChE descritos na literatura, 

alguns dos quais são descritos abaixo. 

Alguns compostos planejados por Purgatório e colaboradores estão mostrados a 

seguir, na figura 23. Uma nova série de derivados 1,2,3,4,5,6-hexahidroazepino[4,3-
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b]indol (HHAI), os quais foram testados para atividade anticolinesterásica e agregação 

Aβ amiloide.68 Os novos derivados HHAI’s foram identificados como inibidores potentes 

e seletivos de BuChE (27a-e) (CI50 BChE  , respectivamente). A partir da análise dos 

dados de CI50, observa-se que a atividade anti-BuChE foi potencializada com o aumento 

do número de unidades metilênicas na cadeia espaçadora dos derivados 27a-e, o que 

corrobora com as características dos respectivos sítios ativos de AChE e BuChE. 177 

      

 

Figura 25. Novos protótipos indólicos inibidores BuChE. (27 a-e). 

 

1.3.2.3 Derivados Benzimidazólicos 

 O núcleo benzimidazol, também conhecido como 1,3-benzodiazol, está presente 

em várias classes importantes de fármacos, como os anti-helmínticos albendazol, 

fenbendazol, oxfenbendazol, thiabendazol e mebendazol e, os inibidores da bomba de 

prótom, úteis no tratamento da úlcera péptica, omeprazol, lansoprasol e pantoprasol. A 

versatilidade sintética, bem como a diversidade de atividades farmacológicas fazem deste 

núcleo uma importante estrutura privilegiada em química medicinal.178 ,179 

 Como exemplo de compostos com atividade seletiva anti-BuChE, podemos 

destacar os novos derivados 2-amino-benzimidazólicos substituídos (28a (CI50 BChE 

1,57µM) e 28b (CI50 BChE 2,03))180 estudados e sintetizados por Zhu e colaboradores 

(Figura 24). 

 

Figura 26. Derivados Benzimidazólicos (28a e 28b) 

 

1.3.2.4 Derivados Fenotiazínicos 

 O núcleo heteroaromático tricíclico fenotiazina está presente em diversos 

compostos com interessantes atividades terapêuticas. Podemos citar como algumas das 

importantes classes de fármacos contendo este heterociclo, os anti-Parkinsonianos, 

neurolépticos, antidepressivos e anti-histamínicos.181 Alguns derivados fenotiazínicos 

inibidores seletivos de BuChE são descritos a seguir. 

 Os trabalhos de Gonzalez-Munoz e colaboradores levaram à identificação de 

novos derivados N-acilamino-fenotiazinas (29-36) como inibidores seletivos de BuChE 

(Figura 27) com potencial para atravessar BHE.182,183 Esses derivados também 

Composto R1 R2 X n CI50 BChE (µM)

27a CH2 1 2

27b CH2 2 0,7

27c CH2 3 0,86

27d CH2 4 0,28

27e H C=O _ 0,002

H
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apresentaram propriedades neuroprotetoras contra os danos causados por estresse 

oxidativo. 

 Observa-se que o aumento de carbonos nas cadeias espaçadoras promovem uma 

melhora na atividade seletiva anti-BuChE, como já constatado em outros trabalhos. Os 

estudos de relação estrutura-atividade revelaram a importância das duas unidades 

metilênicas como espaçador, bem como da presença da amina terciária na cadeia lateral. 

 

 

Figura 27. Derivados N-acilaminotiazínicos-fonotiazínicos (27-34) inibidores seletivos 

de BuChE. 

1.3.2.5. Derivados quinolínicos 

A quinolina, 1-aza-naftaleno ou benzo[β]piridina, é um composto 

heteroaromático de nitrogênio. O núcleo quinolínico pode ser encontrado em diversos 

compostos bioativos naturais e sintéticos, com diversas atividades como: antimaláricos, 

antibacterianos, antifúngicos, anti-inflamatórios, analgésicos, etc.184 

Knez e colaboradores planejaram derivados (37-39) (Figura 28) e os compostos 

foram avaliados frente a inibição da BuChE recombinante humana, AChE murina e 

agregação Aβ. Os autores constataram que o grupamento metóxi-etileno é fundamental 

para a atividade colinesterásica. De forma geral, os compostos reportados por esses 

autores apresentaram atividades razoáveis na inibição da agregação Aβ. 185 
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Figura 28. Derivados quinolínicos (37-39) inibidores seletivos de BuChE candidatos a 

agentes multifuncionais para o tratamento da DA. 
 

1.3.2.6. Derivados da tacrina 

 O núcleo nitrogenado tricíclico 1,2,3,4-tetrahidroacridina está presente na 

molécula da tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina), primeiro anti-ChE aprovado 

para o tratamento da DA.186 Devido à toxicidade hepática da tacrina, uma grande 

variedade de derivados tem sido extensivamente investigada na busca por fármacos mais 

seguros para o tratamento da DA. 

 Chen e colaboradores propuserem uma série de compostos (40a-b CI50 BChE 7,6 

µM e CI50 BChE 3,9 µM, respectivamente.) como promissores inibidores seletivos de 

BuChE candidatos a agentes multialvos para o tratamento da DA (Figura 29).187 A nova 

série contém o núcleo farmacofórico para as colinesterases, 9-amino-1,2,3,4-

tetrahidroacridina (tacrina), ligado ao esqueleto do furbiprofeno através de espaçador 

alquílico de diferentes tamanhos. Adicionalmente, a cadeia lateral alifática tem um grupo 

doador de óxido nítrico, cuja liberação está relacionada à relaxação vascular. 

 

Figura 29. Derivados da tacrina (40a-b) inibidores seletivos de BuChE. 
 

 Outra interessante classe de compostos foi mostrada no estudo de Benchekroun e 

colaboradores.188 ,189  Dentre os compostos testados, alguns deles mostrados na figura 30 

e destaca-se o derivado 41, o mais potente e seletivo para BuChE, quando comparado à 

AChE com CI50 eqBuChE = 1,0 nM e CI50 eeAChE = 115,5 nM, se mostrando 115 vezes 

mais seletivo para butirilcolinesterase. 
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Figura 30. Novos derivados híbridos tacrina-ácido ferúlico (41-43) inibidores seletivos 

de BuChE. 

1.3.2.7 Derivados triazólicos 

 O núcleo heterocíclico triazol está presente em diversos protótipos descritos por 

suas atividades anticâncer, antibacterianas, antiparasitárias, antimaláricos, antivirais, 

neuroprotetores e inibidores de colinesterases.190,191  Devido à ampla utilização de 

derivados triazólicos em compostos biologicamente ativos, Nisa e colaboradores 

descreveram uma nova série de derivados 1,2,4-triazóis do escitalopram (figura 31).107 

Os derivados triazólicos foram submetidos aos ensaios de inibição da atividade de ambas 

enzimas colinesterásicas. Dois derivados foram identificados como bons inibidores 

seletivos de BuChE: 44a (R = 2-F) e 44b (R = 4-F), CI50 = 4,52 µM e CI50 = 5,31 µM 

respectivamente, com 44a sendo 41 vezes mais seletivo para BuChE e 44b sendo 49 vezes 

mais seletivo. 

 

 

Figura 31. Derivados híbridos triazol-escitalopram inibidores seletivos de BuChE (44a-

b) 

Alguns derivados de 1,2,4-triazóis-tiadiazóis foram planejados como agentes 

duais inibidores de ChE’s e MAO (monoaminoxidases) (figura 32).192 O derivado 46 

apresentou CI50 de 0,056 µM para a BuChE e se mostrou um inibidor não seletivo para 

as monoaminooxidades (CI50 MAO-A = 2,89 µM e CI50 MAO-B = 2,97 µM), valor 

comparável com o inibidor seletivo clorgylina utilizada como padrão (IC50 MAO-A = 

3,64 µM). Santos e colaboradores193 descreveram novos derivados 3-amino-1,2,4-triazóis 

(47a-d), planejados através da hibridação molecular com a donepezila (20) e 
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bioisosterismo não clássico. O amino-triazol 44c (n = 5) foi o mais seletivo para BuChE 

demonstrando ser mais potente na atividade anti-BuChE que o padrão utilizado 

(donepezila: CI50 BuChE = 2,39 µM).  

 

Figura 32. Derivados híbridos triazólicos inibidores seletivos de BuChE (45-47) 
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2. OBJETIVOS E PLANEJAMENTO ESTRUTURAL 

O presente trabalho descreve o planejamento, a síntese, a avaliação in vitro e in 

silico de novos compostos guanidínicos (50a-f) e acilguanidínicos (51a-h; 51g’; 51h’) 

planejados como análogos estruturais dos alcaloides bromopirrólicos oroidínicos, 

oroidina (1) e dispacamida (2). Os novos derivados foram planejados como inibidores 

seletivos da enzima butirilcolinesterase (BuChE) candidatos a protótipos de fármacos 

para o tratamento da Doença de Alzheimer (DA). As guanidinas e acilguanidinas foram 

planejadas através de modificações estruturais nos protótipos naturais (1 e 2), alcaloides 

oroidínicos, e inibidores seletivos de BuChE (48 e 49) (Figura 33). A subunidade 

guanidínica cíclica, presente nos protótipos oroidina e dispacamida, nesta última uma 

acilguanidina cíclica, aparece na forma acíclica diretamente ligada ao carbono carbonílico 

formando a subunidade acilguanidina, que é o espaçador entre o núcleo pirrólico ou 

dibromopirrólico e os diferentes substituintes aromáticos que garantem a variabilidade 

estrutural da série (51a-h; g1g’; 51h’) para avaliação de relações estrutura atividade 

(REA). Na série de derivados guanidínicos acíclicos (50a-f), a subunidade guanidina está 

conectada ao núcleo 2-carbóxi-pirrol ou 2-carbóxi-4,5-dibromopirrol através de um 

espaçador alquílico, que varia de duas a quatro unidades metilênicas, gerando uma série 

homóloga. O núcleo 4,5-dibromopirrólico foi mantido nas séries planejadas, 

considerando-se que esta é uma das principais características dos alcaloides oroidínicos 

e também considerando a relação bioisostérica entre o pirrol e o núcleo indólico, presente 

em alguns inibidores potentes e seletivos de BuChE (48 e 49)194. 

Dessa forma, constituem objetivos específicos deste trabalho: 

a- Sintetizar e caracterizar estruturalmente (RMN de 1H, RMN de 13C e ponto 

de fusão) os novos derivados guanidínicos e acilguanidínicos bromopirrólicos planejados 

como análogos estruturais dos alcaloides oroidínicos; 

b- Realizar triagem in vitro dos novos compostos sintetizados frente a 

capacidade de inibição das enzimas AChE e BuChE; Determinar as potências (CI50) dos 

derivados com maior percentual de inibição (>50% de inibição), bem como o índice de 

seletividade (IS) entre as enzimas BuChE/AChE e a relação estrutura-atividade (REA); 

c- Determinar o perfil farmacocinético in silico para os compostos 

selecionados na triagem in vitro com as enzimas-alvo; 

d- Realizar estudos de docking (atracamento molecular) com os melhores 

compostos selecionados na triagem in vitro com as enzimas-alvo; 
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Figura 33-Relações estruturais entre os novos compostos guanidínicos (50a-f) e 

acilguanidínicos (51a-h, 51g’, 51h’) planejados e os protótipos oroidínicos (1-2) e os 

indóis inibidores seletivos de BuChE (48-49). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Estratégia Sintética 

A estratégia sintética adotada para a obtenção dos novos derivados pirrólicos e 

bromopirrólicos guanidínicos acíclicos (50a-f)) e acilguanidínicos (51a-h; 51g’ e 51h’) 

pode ser observada através das respectivas análises retrossintéticas mostradas nos 

esquemas 1 e 2. 

Para a série de derivados pirrólicos e bromopirrólicos guanidínicos acíclicos (50a-

f), podemos observar, através da desconexão de duas ligações C-N, que os compostos 

finais podem ser sintetizados a partir da guanidina bis-protegida correspondente (B) após 

remoção dos grupos de proteção N-Boc (terc-butoxicarbonil - Boc) em meio ácido. A 

guanidina acíclica bis-protegida (B), por sua vez, é obtida pela reação de substituição à 

carbonila do derivado 2-tricloroacetilpirrol ou 2-tricloroacetil-4,5-dibromopirrol (C) com 

intermediário amino-alquilguanidínico bis-protegido (D), o que pode ser observado no 

esquema através da desconexão de uma ligação C-N. Também pela desconexão de uma 

ligação entre o carbono imínico e nitrogênio da amina (C-N), as amino-alquilguanidinas 

bis-protegidas (D) podem ser obtidas através da guanilação dos diaminoalcanos 

correspondentes (E) com o agente guanilante, a N,Nʹ-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (F). O 

agente guanilante (F) pode ser obtido através da proteção dos nitrogênios da 

metilisotiouréa (G), a qual é obtida pela S-metilação da tiouréia (H), em uma reação de 

substituição nucleofílica de segunda ordem (SN2). O esquema 1 ilustra a análise descrita. 

 

Esquema 1-Análise retrossintéica para obtenção da série de guanidinas acíclicas (50a-

f). 

Através da desconexão de uma ligação C-N podemos observar que os derivados 

acilguanidínicos bromopirrólicos (51a-h, 51g’ e 51h’) (A) podem ser obtidos pela 

remoção do grupo de proteção N-Boc das acilguanidinas protegidas correspondentes (C). 

Estas, por sua vez, através da desconexão da ligação C-N da amida, podem ser obtidas 

através da reação entre benzilaminas ou homólogos de interesse com o intermediário 

isometiltioureia bromopirrólico (C), em uma reação de substituição no carbono imínico. 

O intermediário-chave (C) pode ser obtido através da reação entre o cloreto de ácido 

pirrólico (D) e o agente guanilante N-Boc-S-metilisotiouréia (F). O agente guanilante é 

obtido pela reação de monoproteção da metilisotiouréia (G), a qual é obtida pela S-

metilação da tiouréia (H) (Esquema 2). 
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Esquema 2-Análise retrossintética para obtenção da série de acilguanidinas pirrólicas e 

bromopirrólicas (51a-h, 51g’, 51h’). 
 

3.2. Síntese das Guanidinas Acíclicas Pirrólicas e Bromopirrólicas (50a-f) 

Para a síntese dos derivados guandínicos acíclicos (50a-f), foi necessário a 

obtenção de dois blocos de construção: primeiramente foi sintetizado o bloco 4,5-

dibromo-2-tricloro-acetilpirrol (C) e na sequência foi feita a síntese das amino-

alquilguanidinas acíclicas bis-protegidas (D), como identificado na análise retrossintética 

mostrada no Esquema 1.   

A primeira etapa realizada foi a reação de bromação do reagente comercial 2-

tricloro-acetilpirrol (66), que consiste em uma substituição eletrofílica aromática (SEAr) 

do reagente comercial (66) com bromo molecular (Br2) em ácido acético glacial (AcOH) 

à temperatura baixa. O produto sólido, 2-tricloro-acetil-4-5-dibromopirrol (67) foi obtido 

em 75% de rendimento (Esquema 3). O mecanismo de SEAr ocorre através do ataque 

nucleofílico da ligação dupla do anel pirrólico à molécula de bromo com formação 

intermediário catiônico (B e D) e posterior perda do próton para a restituição da 
aromaticidade do anel formando o derivado bromado. O mesmo processo ocorre 

novamente levando ao produto dibromado (Esquema 4). O derivado 4,5-dibromo-2-

tricloro-acetilpirrol pode ser identificado espectroscopicamente através de um sinal 

característico no RMN 1H do hidrogênio ligado ao nitrogênio do anel pirrólico (em δ= 

5,00 ppm) e um único sinal referente ao único hidrogênio ligado ao anel pirrólico (em δ= 

7,2 ppm). E no espectro DEPTQ, é possível notar sinais característicos em torno de (δ=99 

ppm) e (δ=103 ppm) referentes aos carbonos bromados do anél pirrólico. 
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Esquema 3-Reação de bromação do 2-tricloroacetilpirrol. 

 

Esquema 4-Mecanismo da reação de bromação do 2-tricloroacetilpirrol. 

 

De posse dos blocos de construção bromopirrólicos (66 e 67), a etapa seguinte foi 

a obtenção dos intermediários amino-alquilguanidínicos bis-protegidos (65a-c). 

Primeiramente sintetizamos o agente guanilante, N,Nʹ-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63), 

de acordo com o esquema 5. A síntese foi realizada a partir do reagente comercial tiouréia 

(52), através de reação de S-metilação com iodeto de metila (CH3I) em 

metanol (MeOH), sob refluxo. Nesta reação o enxofre da tiuréia age como nucleófilo e o 

iodeto de metila como fonte de metila eletrofílica. O produto (53) foi obtido 

como um sólido amarelo em rendimento bruto igual a 90% e ponto de fusão igual a 238-

240°C com decomposição (literatura igual a 244 oC com decomposição). O mecanismo 

de S-metilação da tiouréia consiste em uma substituição nucleofílica (SN2), na qual o 

enxofre ataca o carbono eletrofílico da metila, deixando o iodeto livre na forma de sal de 

amônio e formando o isometil tiouronium (53) (Esquema 5). O produto 53 foi 

caracterizado pelos sinais dos hidrogênios da metila ligada ao enxofre, em δ=2,5 ppm, e 

pelos hidrogênios do grupo amino em δ=8,5ppm. 

 

 
Esquema 5-Síntese do sal isometiltiouronium (53). 

  

A segunda etapa consistiu na reação de proteção dos dois nitrogênios do sal de 

isometiltiouréia (53) para formação da N,Nʹ-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63), a partir da 

reação entre o intermediário 53 e di-terc-butil-dicarbonato (anidrido do ácido terc-

butilcarboxílico – [(Boc)2O]) em diclorometano e solução saturada de bicarbonato de 
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sódio (NaHCO3). O grupo de proteção Boc é frequentemente utilizado para a proteção de 

aminas a fim de se mascarar as propriedades nucleofílicas desse grupo funcional. A 

reação gerou o produto bis-protegido (63) em 79% de rendimento como um óleo amarelo 

claro que posteriormente se cristalizou em um sólido branco. O mecanismo desta reação 

é uma substituição nucleofília acílica, na qual o nitrogênio (NH2) da 2-metil isotiouréia 

(53) age como nucleófilo e ataca o carbono carboxílico do [(Boc)2O]. Consequentemente, 

a ligação C=O se quebra e um intermediário tetraédrico é formado (C), seguida da 

abstração do hidrogênio do amônio por uma base presente no meio, neste caso o 

bicarbonato de sódio. O intermediário tetraédrico formado é instável, assim, o íon 

carbonato (E) é eliminado, já que é uma base mais fraca que a amina, restituindo, então, 

a ligação dupla. O mesmo processo ocorre com o segundo grupamento amino resultando 

na formação da N,Nʹ-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63). O carbonato de terc-butila (E) 

eliminado sofre decomposição em CO2 (gás) e terc-butóxido (G) (Esquema 18). A N,Nʹ-

bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63) é identificada por um sinal característico no RMN 1H dos 

hidrogênios das metilas dos grupos Boc em δ=1,5ppm e pelo sinal dos hidrogênios da 

metila ligada ao enxofre, em torno de δ=2,5ppm . No espectro de carbono 13 os principais 

sinais também são os carbonos referentes às metilas do grupo Boc em 27,9 e 27,2 ppm e 

a metila ligada ao enxofre em 14,7 ppm. 

 

Esquema 6-Síntese do agente guanilante N,Nʹ-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63). 
 

 

Esquema 7-Proposta para o mecanismo de formação do agente guanilante, 

isometiltiouréia bis-protegida (63). 

 

De posse do agente guanilante (63) foi realizada a síntese dos intermediários 

amino-alquilguanidínicos bis-protegidos (65a-c), através da reação entre 63 e os 

diaminoalcanos homólogos de interesse (etilenodiamina (a), 1,3-diaminopropano (b) e 
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1,4-diaminobutano (c)) em diclorometano a temperatura ambiente (Esquema 19). As 

amino-alquilguanidinas bis-protegidas (65a-c) foram obtidas em rendimentos que 

variaram entre 75 a 80% (Tabela 1) como óleos transparentes. Os produtos obtidos foram 

conservados em refrigerador e utilizados no dia seguinte sem purificação prévia ou 

caracterização. Isto foi necessário devido à instabilidade destes derivados, os quais, em 

temperaturas mais altas, tendem a gerar produto de ciclização (65D)195 das amino-

alquilguanidinas, observando-se o aparecimento de mancha mais polar na CCF e 

diminuição da intensidade da mancha referente ao produto de interesse.  

 

Esquema 8 - Síntese das amino-alquilguanidinas bisprotegidas homólogas (65a-c) e 

produto lateral de ciclização (65d). 

  

 O mecanismo proposto para a formação dos produtos 65a-c começa pelo ataque 

nucleofílico do par de elétrons do grupo amina do diaminoalcano (a, b ou c) sobre o 

carbono imínico do agente guanilante (63) com quebra da ligação π e consequente 

formação do intermediário tetraédrico (B/C), posteriormente o par de elétrons do 

nitrogênio restaura a dupla ligação imínica com eliminação do grupo tiometila sob a 

forma de metilmercaptam (D), o qual tem um odor bem característico que pode ser 

percebido ao longo da execução das reações em questão (Esquema 9). 

 

Esquema 9-Proposta de mecanismo para a formação das amino-alquilguanidinas 

bisprotegidas homólogas (65a-c). 
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Tabela 1. Tabela de rendimentos reacionais e característica físicas das amino-

alquilguanidinas (65a-c) 

 

Tendo em mãos os blocos de construção necessários para a construção das 

guanidinas finais alvos deste trabalho, a etapa seguinte consistiu na realização das reações 

de condensação entre o 2-tricloroacetilpirrol (66) ou 4,5-dibromo-2-tricloroacetilpirrol 

(67) e as amino-alquilguanidinas acíclicas bis-protegidas (65a-c). As reações foram 

realizadas em diclorometano e trietilamina a temperatura ambiente (Esquema 21), os seis 

derivados pirrólicos alquilguanidínicos bis-protegidos foram obtidos com rendimentos 

entre 60-80%, após purificação em coluna cromatográfica (eluente hexano/acetato de 

etila em gradiente de concentração). Dentre os derivados obtidos, três derivados são 

dibromados no anel pirrólico (69a-c), outros três são não bromados (68a-c) e variam 

também no espaçador alquílico, que tem de duas a quatro unidades metilênicas (Tabela 

2). O mecanismo reacional proposto consiste em uma substituição nucleofílica à 

carbonila, com o ataque nucleofílico do grupo amino livre das aminoalquilguanidinas 

bisprotegidas ao carbono eletrofílico da carbonila levando à quebra da ligação π e 

formação do intermediário tetraédrico (A) com posterior eliminação do grupo tricloro-

acetil na forma de CHCl3 e restauração da dupla ligação (Esquema 10). 

 

Esquema 10-Síntese das guanidinas acíclicas bis-protegidas (68a-c; 69a-c). 

 
 

 

 

 
Produto n Rendimento (%) Aspecto físico 

65a 1 76 Óleo transparente 

65b 2 71 Óleo transparente 

65c 3 80 Óleo transparente 
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Esquema 11-Proposta de mecanismo para a formação das guanidinas acíclicas bis-

protegidas (68a-c; 69a-c). 

 

 

Tabela 2-Guanidinas acíclicas bis-protegidas (68a-c; 69a-c) sintetizadas, rendimentos 

reacionais e características físicas. 

 
Derivados R n R (%) PF (oC) Aspecto físico 

68a H 1 71 118-121 sólido amarelo 

68b H 2 75 129-131 sólido castanho 

68c H 3 80 119-123 sólido castanho 

69a Br 1 82 - óleo castanho claro 

69b Br 2 60 112-115 sólido castanho 

69c Br 3 69 135-137 sólido amarelo 
 

As guanidinas acíclicas bis-protegidas (68a-c; 69a-c) foram caracterizadas 

através dos dados de RMN de 1H e RMN 13C (DEPT Q). As figuras 34 e 35 mostram os 

espectros de RMN 1H e RMN 13C (DEPTQ) do derivado 69b para ilustrar as 

características gerais dos sinais observados nos espectros desta classe de compostos. No 

espectro de RMN 1H os principais sinais que caracterizam os produtos são o hidrogênio 

do NH da subunidade amida e os hidrogênios ligados aos nitrogênios guanidínicos, os 

quais podem ser observados como simpletos ou sinais largos em 11,58 ppm, 8,54 ppm e 

8,06 ppm, respectivamente. Adicionalmente, observamos o hidrogênio (CH) do núcleo 

pirrólico na região dos aromáticos em 6,98 ppm, os hidrogênios dos metilenos 

espaçadores, em 3,45ppm (multipleto com integração de 4 H’s) e 1,73ppm (multipleto 

com integração de 2 H’s), e as metilas dos grupos de proteção Boc, em 1,51ppm (simpleto 

com integração de 18 H’s). No espectro de RMN13C (DEPTQ), podemos observar quatro 

sinais entre 153-163 ppm correspondentes aos carbonos das três carbonilas (da amida e 

dos dois carbamatos) e do carbono imínico da função guanidina. Observamos também o 
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sinal do carbono pirrólico (CH) em 112,9 ppm, os carbonos quaternários do pirrol em 

127,3/104,9/99,3 ppm, os carbonos metilênicos em 36,8/35,2/28,6 ppm, os carbonos 

quaternários das terc-butilas em 83,4 e 80,2ppm, além das metilas dos grupos Boc em 

28,5 e 28,0 ppm. 

 

Figura 34-Espectro RMN 1H (500 MHz) CDCl3 (δ-ppm) do composto 69b. 
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Figura 35. Espectro RMN 13C (DEPTQ) (500 MHz) CDCl3 (δ-ppm) do composto 69b. 
 

 

Tabela 3-Guanidinas bis-brotegidas sintetizadas (68a-c; 69a-c) e principais sinais 

observados no RMN1H (CDCl3 - δ em ppm) 

(s) = simpleto; (sl) = sinal largo;  

 

 

 

 

 

 n R NH’s (s ou sl) CH’s pirrol (s)   CH2  

 

-C(CH3)3 (s) 

 

68a 1 H 11,51/11,45/8,47/8,10 6,83/6,73/6,05 3,45 1,40/1,40 

68b 2 H 11,58/9,72/8,52 6,96/6,89/6,18 3,51/3,41/1,72 1,51 

68c 3 H 11,47/9,71/8,39 6,89/6,65/6,20 345-3,41/1,98 1,49 e 1,44 

69a 1 Br 12,69/11,49/8,44/8,19  6,86 3,48/1,98 1,46 e 1,40 

69b 2 Br 11,58/8,56/8.08 6,99 3,43/1,73 1,51 

69c 3 Br 12,65/11,52/8,32/8,13 6,92 3,30/3,22 1,48 e 1,40 
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Tabela 4-Guanidinas bis-brotegidas sintetizadas (68a-c; 69a-c) e principais sinais 

observados no RMN13C (DEPTQ, CDCl3 - δ em ppm) 

 

De posse dos derivados guanidínicos acíclicos bis-protegidos (68a-c) e (69a-c), 

foram realizadas as reações de desproteção em meio ácido, para remoção dos grupos de 

proteção N-Boc e consequentemente a obtenção dos produtos finais, as guanidinas 

acíclicas livres correspondentes (50a-h) (Esquema 12). Foi utilizado nestas reações o 

ácido trifluoroacético (TFA), um ácido muito comum usado na desproteção de ésteres 

terc-butílicos por ser um ácido forte (pKa = -0,25, em água) solúvel em diclorometano, o 

que representa uma condição branda e eficiente. Os rendimentos das reações de 

desproteção se mostraram muito bons, próximos de 100% e são mostrados na Tabela 5.   

 

Esquema 12- Reação de desproteção em meio ácido para obtenção das guanidinas 

acíclicas finais (50a-f) 

 

O mecanismo proposto para a reação de desproteção das guanidinas acíclicas (68a-c e 

69a-d) em meio ácido está ilustrado no Esquema 13, para o composto final 50a, e se inicia com 

a protonação do oxigênio da carbonila do grupo de proteção Boc e posterior rearranjo com a 

perda de 2-metilpropeno (C) e dióxido de carbono (CO2). O mesmo processo ocorre com o 

outro grupamento Boc do outro nitrogênio guanidínico para a formação das guanidinas acíclicas 

finais (50a-f). 

 
 n R C=O 

 

C=N 

 

C’s pirrol  -C(CH3)3 

 

CH2 

 

-C(CH3)3 

 

68a 1 H 163,5/156,3/152,3 161,4 126,6/121,7/

110,2/108,9 

83,3/78,7 40,5/38,9 28,4/28,1 

68b 2 H 163,6/157,4/153,8 157,4 126,4/121,2/

110,2/109,6 

83,7/79,8 36,9/ 

34,9/30,3/ 

28,0/28,6 

68c 3 H 163,5/156,4/153,3 161,5 121,4/109,5/

109,4 

83,3/79,5 40,5/39,1/2

6,9/26,4 

28,1/28,4 

69a 1 Br 163,1/156,3/152,3 161,4 128,6/121,7/

110,2/108,9 

83,3/78,7 38,9/ 28,4/28,1 

69b 2 Br 163,2/157,5/153,3 159,7 127,4/112,9/

104,9/99,3 

83,4/80,2 36,8/35,2/2

8,6 

28,5/28,0 

69c 3 Br 163,7/155,2/152,8 159,4 128,9/112,8/

104,9/98,2 

83,4/78,8 40,1/38,7/2

7,0/26,6 

28,5/28,1 
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Esquema 13-Proposta de mecanismo para a reação de desproteção das guanidinas 

acíclicas em meio ácido. 

 

Tabela 5-Guanidinas acíclicas pirrólicas e bromopirrólica (50a-f) sintetizadas, 

rendimentos reacionais e características físicas. 

 
Derivados R n R (%) PF (oC) Aspecto físico 

50a H 1 97 - óleo castanho claro 

50b H 2 94 182-185 sólido castanho 

50c H 3 99 - óleo amarelo claro 

50d Br 1 98 - óleo castanho escuro 

50e Br 2 99 - óleo castanho escuro 

50f Br 3 97 151-152 sólido amarelo claro 

 

Os compostos-alvo finais, as guanidinas acíclicas pirrólicas e bromopirrólicas 

sintetizadas (50a-f) foram caracterizadas através de seus respectivos espectros de RMN 
1H e RMN 13C (DEPTQ). As figuras 36 e 37 ilustram os espetros de hidrogênio e carbono 

13, respectivamente, da guanidina bromopirrólica 50d, nos quais podemos observar os 

principais sinais que caracterizam esta série de derivados. Os sinais de hidrogênio que 

caracterizam esta guanidina são o NH do grupo amida em 12,76 ppm (simpleto com 

integração de 1 H), os NH’s da guanidina livre em 8,29 e 7,64 ppms (tripletos com 

integração de 1 H), o sinal do hidrogênio pirrólico (CH) em 6,92 ppm (simpleto com 

integração de 1 H) e os sinais dos dois metilenos espaçadores em 3,33 e 3,27 ppm 

(multipletos com integração de 2H’s cada um). Adicionalmente, os hidrogênios das 

metilas dos grupos de proteção Boc não são observadas, em torno de 1,5 ppm, 

confirmando a realização da desproteção. 
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Os sinais característicos no espectro de carbono 13 são a carbonila e o carbono 

imínico da função guanidina em 159,8 e 157,4 ppm, respectivamente. Observa-se também 

os carbonos do núcleo pirrólico em 113,3 ppm (CH), 128,3 ppm (carbono quaternário 

ligado a carboxamida), os carbonos ligados ao bromo em 105,2 e 98,3 ppm, além dos 

carbonos metilênicos (CH2) em 40,8 e 38,4 ppm. Adicionalmente, não são observados os 

carbonos característicos do grupo Boc em torno de 28 ppm (metilas) e 80 ppm (carbono 

quaternário da terc-butila), corroborando mais uma vez que a desproteção foi bem 

sucedida. A Tabela 6 resume os principais sinais característicos para esta série de 

derivados. 

 

Figura 36. Espectro de RMN 1H (500 MHz) em DMSO-d6 (δ-ppm) da guanidina 

bromopirrólica 50d. 
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Figura 37-Espectro RMN 13C (DEPTQ) (500 MHz) em DMSO-d6 (δ-ppm) da 

guanidina bromopirrólica 50d. 

 

Tabela 6- Guanidinas acíclicas pirrólicas e bromopirrólica sintetizadas (50a-f) e 

principais sinais observados no RMN 1H em DMSO-d6 (δ-ppm) 

(s) = simpleto; (sl) = sinal largo; (t) = tripleto  

 

 

 
 R n NHCO  

 (s ou sl) 

NH”s (s, sl ou t)) CH pirrol (s) CH2 

50a H 1 11,49 8,16/7,86/7,65 6,87/6,76/6,10 3,34/3,27 

50b H 2 11,46 8,16/7,77 6,85/7,85/6,08 3,26/2,81/1,76 

50c H 3 12,42 8,05/7,71 6,85/6,76/6,08 3,24/3,14/1,51 

50d Br 1 12,76 8,29/7,64 6,93 3,33/3,27 

50e Br 2 12,69 8,16/7,65 6,91 3,25/3,15/1,68 

50f Br 3 12,67 8,17/7,63 6,92 3,21/3,11/1,49 
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Tabela 7-Guanidinas acíclicas pirrólicas e bromopirrólica sintetizadas (50a-f) e 

principais sinais observados no RMN13C ((DEPTQ, DMSO-d6, (δ-ppm) 

 

 

3.1.2. Síntese das Acilguanidinas (51a-h; 51g’ e 51h’)  
 

A primeira etapa da síntese dos novos compostos acilguanidínicos pirrólicos e 

bromopirrólicos planejados (51a-h; 51g’ e 51h’) foi a obtenção do agente guanilante N-Boc-S-

metilisotiouréia (55) fundamental para a posterior obtenção dos intermediários-chave 60 e 61.  

A obtenção do agente guanilante (55) se inicia com a reação de substituição nucleofílica 

bimolecular (SN2) entre a tiouréia (52) e iodeto de metila (CH3I) para a obtenção do sal de iodo 

isometiltiouronium (53), a partir do qual foi realizada a reação de proteção de um dos 

nitrogênios para obtenção do derivado monoprotegido correspondente (55) (Esquema 14). O 

mecanismo proposto para a reação de monoproteção do sal (53) passa por uma reação de 

substituição nucleofília acílica. Inicialmentente, o nitrogênio (NH2) de 53 age como nucleófilo 

e ataca o carbono carboxílico do [(Boc)2O] (54). Consequentemente, a ligação C=O se quebra 

e um intermediário tetraédrico é formado (C), seguida da abstração do hidrogênio do amônio 

por uma base presente no meio, neste caso a trietilamina (Et3N). O intermediário tetraédrico 

(D) formado é instável, assim, o íon carbonato (E) é eliminado, já que é uma base mais fraca 

que a amina, restituindo, então, a ligação dupla, resultando na formação da 2-metil isotiouréia 

N-protegida (55). O carbonato de terc-butila (G) eliminado sofre decomposição em CO2 (gás) 

e terc-butóxido (G) (Esquema 15). Esta reação é realizada através da adição lenta de anidrido 

Boc (Boc2O, di-terc-butil-dicarbonato) em diclorometano sobre excesso do sal 53 em meio 

básico para garantir a monoproteção e obtenção do agente guanilante (55), um sólido branco 

obtido em 85% de rendimento, que foi caracterizado através de seu espectro de RMN 1H no 

qual podemos observar os sinais característicos das metilas do grupo Boc e da metila ligada ao 

átomo de enxofre, respectivamente em 1,51 (com integração igual a nove hidrogênios ) e 2,45 

ppm (com integração de três hidrogênios). No espectro de RMN 13C (DEPTQ) foi observado a 

presença de um sinal em campo alto, em 28,17 ppm referente aos carbonos metílicos do grupo 

terc-butila, além dos sinais referentes aos carbonos quaternários: um em 78,11 ppm 

correspondente ao carbono quaternário do grupo terc-butila e outro sinal em 160,98 referente 
ao carbono do carbamato. 

 

 R n CO e CN CH pirrol CH2 C-Br 

50a H 1 161,2/157,47 122,1/110,6/109,1 41,0/38,3 - 

50b H 2 161,4 122.0/110,3/108,9 37,3/35,9/28,2 - 

50c H 3 161,3/157,3 121,7/110,2/108,9 40,9/38,3/27,2/26,6 - 

50d Br 1 159,8/157,4 113,3 40,8/38,9 105,2/98,3 

50e Br 2 159,1/156,8 112,6 38,5/35,9/28,7 104,6/97,9 

50f Br 3 159,3/157,2 112,9 40,9/38,5/26,9/26,5 104,8/98,2 
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Esquema 14-Síntese do agente guanilante, a N-Boc-S-metilisotiouréia (55). 

 
 

 

Esquema 15-Proposta de mecanismo de formação do agente guanilante, a N-Boc-S-

metilisotiouréia (55). 

 

De posse do agente guanilante (55) passamos para a etapa seguinte, que consistiu na síntese 

dos intermediários-chave pirrol- e 4,5-dibromopirrol-2-carboxamido-(tiometil)-

metilenocarbamato de terc-butila (60 e 61) (Esquema 18). Para tal foi necessária a obtenção 

dos ácidos carboxílicos pirrólico (58) e bromopirrólico (59), os quais foram obtidos a partir do 

reagente comercial 2-pirrolcarboxaldeído (56) (Esquema 16). O aldeído (56) foi submetido a 

uma reação de substituição eletrofílica aromática (SEAr), cujo mecanismo está ilustrado no 

Esquema 28, com bromo (Br2) em ácido acético glacial para obtenção do derivado dibromado 

correspondente (57) em 55% de rendimento. Os ácidos carboxílicos correspondentes (58 e 59) 

foram obtidos em cerca de 60% de rendimento a partir dos respectivos aldeídos (56 e 57) através 

de reação de oxidação com óxido de prata (Ag2O), um agente oxidante brando e com baixo 

potencial de oxidação, adequado para aldeídos, os quais estão em um estágio de oxidação 

intermediário entre os álcoois e ácidos carboxílicos. 177 
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Esquema 16 - Síntese dos ácidos carboxílicos pirrólico (58) e bromopirrólico (59). 

 

Esquema 17-Proposta mecanística para a reação de bromação do pirrol-2-

carboxaldeído (59). 
 

  

Os ácidos pirrólicos (58 e 59) foram caracterizados através da análise dos respectivos 

espectros de RMN 1H, onde podemos observar a ausência do sinal referente ao hidrogênio 

característico do grupamento aldeído em torno de 9,3 ppm, bem como o surgimento do sinal 

em torno de 12 ppm referente ao hidrogênio da carboxila do ácido carboxílico e os CH’s do 

pirrol em 6,96/6,72/6,13 ppm para o derivado não bromado. No caso do derivado bromado 

somente um sinal de grupo CH é observado em 6,83 ppm.  

Os ácidos carboxílicos (58 e 59) foram então submetidos a reação para a obtenção dos 

intermediários-chave (60 e 61) (Esquema 18). Para tal, os ácidos foram submetidos à reação 

com o cloreto de oxalila (COCl2) em dimetilformamida (DMF), quantidade catalítica, e 

diclorometano como solvente, para a formação do cloreto de ácido correspondente. O 

mecanismo para a formação do cloreto de ácido está ilustrado no Esquema 19 e mostra que há 

o desprendimento de monóxido de carbono (CO), dióxido de carbono (CO2) e ácido clorídrico 

(HCl). Outra característica desta reação é a formação do intermediário reagente de Vilsmeyer 

(E), eletrófilo que irá reagir como o ácido carboxílico para formação do cloreto de ácido 

correspondente. Uma vez que o cloreto de ácido é extremamente reativo frente à presença de 

água (umidade presente na atmosfera) e nucleófilos em geral, esta espécie não é isolada ou 
estocada, sendo usada in situ. Desta forma, após evaporação do solvente, o cloreto de ácido 

formado na primeira etapa reage com o agente guanilante (55) na presença de diclorometano e 

piridina, através de uma reação de substituição nucleofílica à carbonila (Esquema 20) para a 

obtenção dos derivados 60 e 61 com um rendimento que varia entre 70-80%.  
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Esquema 18 - Esquema de síntese dos intermediários chave pirrol- e 4,5-dibromopirrol-

2-carboxamido-(tiometil)-metilenocarbamato de terc-butila (60 e 61). 

 

 

Esquema 19 - Proposta de mecanismo de formação dos derivados cloretos de ácido 

(H). 

 

Esquema 20-Proposta de mecanismo de reação entre o agente guanilante (55) e os 

cloretos de ácido, para formação dos intermediários-chave (60 e 61). 

  

Os intermediários chave (60 e 61) foram caracterizados através de seus espectros de RMN 
1H e RMN 13C (DEPTQ) nos quais podemos observar principalmente os sinais característicos 

das metilas do grupo Boc, da metila ligada ao enxofre, além dos sinais que caracterizam o 

núcleo pirrólico e a carboxamida. Os principais sinais observados nos espectros de RMN 1H e 

RMN 13C (DEPTQ) dos intermediários-chave (60 e 61) estão ilustrados no esquema 21. 
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Esquema 21-Principais sinais observados nos espectros de RMN1H (azul)) e RMN13C 

(vermelho) dos intermediários-chave (60 e 61) (500 MHz, CDCl3, δ-ppm). 

  

  

O intermediário-chave 61 foi submetido a reação com as aminas de interesse [(a) 

benzilamina, (b) picolilamina, (c) p-flúor-benzilamina, (d) p-cloro-benzilamina, (e) p-

metoxibenzilamina, (f) p-toluilbenzilamina, (g) fenetilamina e (h) 3-fenilpropanamina) (Figura 

36) em diclorometano, trietilamina e DIPEA (di-isopropiletilamina) para a formação das 

acilguanidinas bromopirrólicas planejadas (62a-h). O intermediário-chave não bromado (60) 

foi submetido às mesmas condições reacionais, porém somente utilizando a fenetilamina e 3-

fenilpropanamina para a obtenção das acilguanidinas correspondentes (62g’ e 62h’) (Esquema 

22). As acilguanidinas foram obtidas em bons rendimentos, entre 70-85%, e a reação ocorre 

através do ataque nucleofílico do nitrogênio da amina ao carbono imínico eletrofílico do 

intermediário-chave formando um intermediário tetraédrico a partir do qual ocorre a 

restauração da dupla ligação imínica com a perda do grupo tiometila na forma de metanotiol 

(HSMe), de odor desagradável e característico perceptível ao longo da execução e isolamento 

das reações em questão (Esquema 23). 

 

Esquema 22-Síntese das acilguanidinas protegidas (62a-h; 62g’; 62h’). 
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Figura 36- Aminas (a-f) selecionadas para a síntese dos compostos acilguanidínicos 

planejados. 
 

 

 
Esquema 23-Proposta para o mecanismo de formação das acilguanidinas protegidas 

(62a-h; 62g’; 62h’). 

Tabela 8-Acilguanidinas pirrólicas e bromopirrólicas protegidas, rendimentos 

reacionais e características físicas. 

 
Derivados R W R (%) PF (oC) Aspecto físico 

62a Br Benzil 69 171-172 Solido branco 

62b Br Picolil 85 159-163 Solido amarelo claro 

62c Br p-fluor-benzil 72 155-158 Solido amarelo claro 

62d Br p-cloro-benzil 77 167-168 Sólido amarelo claro 

62e Br p-metil-benzil 80 183-185 Sólido branco 

62f Br p-metóxi-benzil 59 147-150 Solido castanho claro 

62g Br fenetil 75 131-132 Solido amarelo claro 

62h Br fenilpropil 82 164-167 Sólido castanho claro 

62g’ H fenetil 63 151-154 Sólido castanho claro 

62h’ H Fenilpropil 72 159-160 Sólido amarelo claro 

 

As acilguanidinas protegidas foram caracterizados através de seus espectros de RMN 
1H e RMN 13C (DEPTQ).  Esta classe de derivados tem como sinais de hidrogênios 
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característicos as metilas do grupo de proteção Boc, que aparecem como um simpleto com 

integração de nove hidrogênios entre 1,50 ppm, os sinais de do hidrogênio da amida em torno 

de 12 ppm, os hidrogênios ligados aos nitrogênios da função guanidina entre 8-10 ppm e os 

metilenos espaçadores que separam o anel aromático e a função acilguanidina em torno de 4,6 

ppm. Os sinais dos anéis aromáticos aparecem na região característica em torno de 7 ppm, 

variando entre multipletos, quando o anel não é substituído, ou o padrão a/b característico para 

os anéis substituídos em para. Adicionalmente, é importante observarmos o desaparecimento 

do sinal correspondente à metila do grupo tiometila em 2,5ppm do intermediário-chae anterior 

(60 ou 61). 

Os espectros de RMN 13C (DEPTQ) dos derivados 62a-f, 62g’ e 62h’ apresentam como 

características principais a presença dos sinais das carbonilas e carbono imínico (C=N) entre 

153 e 169 ppm, os carbonos das metilas e o carbono quaternário do grupo de proteção Boc em 

torno de 28 e 83 ppm, respectivamente, além do sinal do metileno, ou metilenos, em torno de 

40 ppm. Os sinais dos carbonos do anel aromático aparecem em torno de 120 e 130 ppm. 

Também observarmos o desaparecimento do sinal correspondente ao carbono da metila do 

grupo tiometila do intermediário anterior (60 ou 61), em torno de 15 ppm.  

Abaixo, são mostrados os espectros de RMN 1H e RMN 13C (DEPTQ) do derivado 

acilguanidínico protegido 62a para ilustrar os sinais característico desta classe (Figuras 37 e 

38).  

 

Figura 37. Espectro RMN 1H (500 MHz) CDCl3 (δ-ppm) do composto 52a. 
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Figura 38. Espectro RMN 13C (DEPTQ, 500 MHz) CDCl3 (δ-ppm) do composto 52a. 
 

Tabela 9- Principais sinais nos espectros de RMN1H (500 MHz, CDCl3, δ-ppm) que 

permitem a caracterização dos derivados acilguanidínicos protegidos (62a-h; 62g’; 

62h’). 

 
 R W NH’s CH 

(pirrol) 

CH 

(Aromático) 

CH2 CH3 

62ª Br Benzil 12,07/9,37/8,89 (s) 6,89 (s) 7,32-7,80 

(m) 

4,69 (s) 1,49 (s) 

62b Br Picolil 11,92/10,61/9,26/8,

70 (s) 

6,89 (s) 7,33/7,38/7,

27 (s) 

4,79 (s) 1,53 (s) 

62c Br p-fluor-benzil 12,06/9,46/8,86 (s) 6,89 (s) 7,33/7,06 4,65 (s) 1,49 (s) 

62d Br p-cloro-benzil 12,07/8,92(s) 6,92(s) 7,33/7,36 4,69(s) 1,52(s) 

62e Br p-metil-benzil* 12,08/8,91 (s) 6,95 (s) 7,29/7,21 4,68 (s) 1,52 (s) 

62f Br p-metóxi-benzil** 12,08/8,85 (s) 6,92 (s) 7,28/6,91 4,65 (s) 1,51 (s) 

62g Br fenetil 12,07/8,67 (s) 6,95 (s) 7,35/7,28 3,78/2,98 (s) 1,52 (s) 

62h Br fenilpropil 12,05/8,62 (s) 6,83 (s) 7,31 (t)/7,22 

(dd) 

3,52 

(dd)/2,52 

(t)/1,99 (m) 

1,52 (s) 

62g’ H fenetil 12,37/9,26/8,53 (s) 7,00/6,93

/6,29 (s) 

7,37-7,27 3,78/2,99 (s) 1,51 (s) 

62h’ H fenilpropil 12,43/8,50 (s) 6,95/6,90

/6,27 (s) 

7,36-7,22 

(m) 

3,56(m)/2,75 

(t)/2,03 (m) 

1,53/1,57 

(s) 
a Sinal do grupo metila como um simpleto em 2,38 (integração 3 hidrogênios) 

b Sinal do grupo metoxila como um simpleto em 3,83 (integração 3 hidrogênios) 
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Tabela 10. Principais sinais nos espectros de RMN13C (DEPTQ, 500 MHz, CDCl3, δ-

ppm) que permitem a caracterização dos derivados acilguanidínicos protegidos (62a-h; 

62g’; 62h’). 

 

a Sinal do grupo metila em 21,2 ppm 

b Sinal do grupo metoxila em 55,3 ppm 

 

A etapa final consistiu na remoção do grupo de proteção Boc em meio ácido para a 

obtenção das acilguanidinas desprotegidas 50a-h; 50g’ e 50h’ (Esquema 24). Da mesma forma 

que a metodologia usada para a desproteção das guanidinas acíclicas da série anterior, esta etapa 

também foi realizada em TFA (ácido trifluoroacético) e diclorometano a temperatura ambiente. 
196As reações demoraram cerca 48h para o consumo total das acilguanidinas protegidas e 

levaram à formação quantitativa dos compostos finais desprotegidos após remoção do TFA e 

do solvente sob vácuo. O mecanismo proposto para a reação de desproteção está ilustrado no 

Esquema 25 e se inicia com a protonação do oxigênio da carbonila do grupo Boc e posterior 

rearranjo com a perda de 2-metilpropeno e dióxido de carbono (CO2) para a formação das 

acilguanidinas livres finais (51a-h; 51g’; 51h’). 

 

 
Esquema 24 - Desproteção em meio ácido para obtenção das acilguanidinas livres 

(51a-h; 51g’; 51h’) 
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Esquema 25-Proposta mecanística para a desproteção em meio ácido (exemplificado 

para 62a) que leva à obtenção das acilguanidinas livres planejadas (ilustrado para a 

obtenção de 51a). 

 

 

Tabela 10 - Acilguanidinas pirrólicas e bromopirrólicas desprotegidas (livres) 

sintetizadas, rendimentos reacionais e características físicas. 

 
Derivados R W R (%) PF (oC) Aspecto físico 

51a Br Benzil 100 160-162 Sólido amarelo claro 

51b Br Picolil 98 155-159 Sólido castanho claro 

51c Br p-fluor-benzil 100 169-171 Sólido amarelo escuro 

51d Br p-cloro-benzil 100 178-180 Sólido amarelo claro 

51e Br p-metil-benzil 98 172-174 Sólido branco 

51f Br p-metóxi-benzil 100 151-154 Sólido castanho claro 

51g Br fenetil 97 139-142 Sólido amarelo claro 

51h Br fenilpropil 99 153-154 Sólido amarelo claro 

51g’ H fenetil 100 160-162 Sólido branco 

51h’ H fenilpropil 100 139-143 Sólido amarelo claro 

 

Todas as acilguanidinas pirrólicas e bromopirrólicas sintetizadas (51a-h; 51g’; 

51h’) foram caracterizadas através de seus respectivos espectros de RMN1H e RMN13C 

(DEPTQ), cujos principais sinais estão mostrados nas tabelas 11 e 12. Os espectros do 

derivado 51e são utilizados como exemplos para esta série de derivados. Os principais 

sinais de hidrogênio (Figura 38) que caracterizam as acilguanidinas bromopirrólicas são 

aqueles ligados aos nitrogênios, em 13,4 (NHCO) e 11,37/9,45/8,93 ppm (outros NH’s 

guanidínicos). Estes derivados também podem ser caracterizados pela presença dos sinais 

dos aromáticos, que, no caso do derivado 51e, mostram dois sinais: um multipleto entre 
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7,27-7,30 ppm com integração de três hidrogênios (dois CH’s da fenila e CH pirrólico) e 

um dupleto em 7,20 ppm com integração de dois hidrogênios, correspondentes aos outros 

dois CH’s da fenila para-substituída. Adicionalmente, observamos o dupleto em 4,54 

ppm correspondendo ao metileno espaçador e a metila como um simpleto em 2,30 ppm. 

Nota-se também a ausência do sinal referente às metilas do grupo Boc, em 1,5 ppm, 

confirmando a desproteção. 

 

 

Figura 38-Espectro RMN 1H (500 MHz) DMSO-d6 (δ-ppm) do composto 52e. 
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 No espectro de RMN13C (DEPTQ) (Figura 40) podemos destacar os sinais da 

carbonila e do carbono imínico, ambos da função acilguanidina, em 158,4 e 153,4 ppm, 

respectivamente. Observamos também os dois sinais dos CH’s da fenila para-substituída 

em 129,2 e 127,4 ppm, além do CH do pirrol em 117,0, os carbonos quaternários da fenila 

em 137,1 e 132,7 ppm, os carbonos pirrólicos ligados ao bromo em 110,6 e 99,5 ppm, o 

carbono pirrólico ligado à carbonila em 125,1 ppm, o metileno espaçador em 44,1 ppm e 

a metila em 20,7 ppm. Também não se observam os sinais que caracterizariam a presença 

do grupo Boc, em torno de 28 ppm (metilas) e em torno de 80 ppm (carbono quaternário 

da terc-butila), confirmando mais uma vez o sucesso da desproteção. 

 

Figura 39-Espectro RMN 13C (DEPTQ) (500 MHz) DMSO-d6 (δ-ppm) do composto 

52e. 
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Tabela 11- Principais sinais de RMN1H (DMSO-d6, δ-ppm) para as acilguanidinas 

finais (51a-h; 51g’; 51h’). 

 
 R W NH’s CH 

(pirrol) 

Aromáticos CH2’s 

51a Br Benzil 13,40/11,37/9,45/8,93 (s) 7,30 (m) 7,30-7,38 

(m) 

4,55 (d) 

51b Br Picolil 13,49/11,58/9,87/8,97 (s) 7,42-7,36 (m) 8,61 (s)/7,89 

(s)/7,42-7,36 

(m) 

4,75 (s) 

51c Br p-fluor-benzil 13,40/11,28/9,44/8,90 (s) 7,48-7,39 (m) 7,48-7,39 

(m) 

4,57 (d) 

51d Br p-cloro-benzil 9,39 (s)/ 11,25 (s) 7,27 (s) 7,41 (d)/7,48 

(d) 

4,60 (d) 

51e Br p-metil-benzila 13,40/11,36/9,45/8,93 (s) 7,36-7,21 (m) 7,36-7,21 

(m) 

4,54 (d) 

51f Br p-metóxi-benzilb 13,44/11,07/9,20 7,21 (s) 7,34 (d) / 

6,98 (d) 

4,50 (d) 

51g Br fenetil 13,49/11,42/9,19/8,86 (s) 7,25 (s) 7,32 (s) 3,59/2,89 

(s) 

51h Br fenilpropil 13,42/11,03/8,95 (s) 7,30-7,23 (m) 7,30-7,23 

(m) 

2,65/1,87/1

,25 (m) 

51g’ H fenetil 12,17/11,10/9,18/8,81 (s) 6,28 (s) 7,34-7,16 

(m) 

3,59 

(dd)/2,91 

(t) 

51h’ H fenilpropil 12,17/11,09/9,19/8,80 (s) 6,29 (s) 7,31 

(t)/7,25-7,19 

(m) 

3,349dd)/2

,66(m)/1,8

9(m) 
a Sinal do grupo metila como um simpleto em 2,30 ppm (integração 3 hidrogênios) 

b Sinal do grupo metoxila como um simpleto em 3,75 ppm (integração 3 hidrogênios) 
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Tabela 12-Principais sinais de RMN13C (DEPTQ, DMSO-d6, δ-ppm) para as 

acilguanidinas finais (51a-h; 51g’; 51h’). 

 
 R W CO e CN Pirrol Aromáticos CH2’s  

51ª Br Benzil 154,12 117,45/99,9 127,6/128,2/129,1

/136,24 

44,7 

51b Br Picolil 159,0 125,5/117,5/111,1

/99,6 

154,2/149,2/138,0

/123,5/122,1 

46,1 

51c Br p-fluor-benzil 154,10 115,85/107,71/99,

96 

130,07 44,10 

51d Br p-cloro-benzil 166,9/ 

154,28 

99,90/117,65 129,05/129,69/ 

131,34/132,83/ 

135,44 

44,03 

51e Br p-metil-benzila 158,4/153,4 127,4/117,0/110,6

/99,5 

137,1/132,7/129,2

/127,4 

44,1 

51f Br p-metóxi-benzilb 159,0 117,0/99,4 129,0/127,6/114,1 43,9 

51g Br fenetil 159,1/153,5 117,3/111,1/99,8 138,4/129,3/128,9

/127,0 

42,8/33,

9 

51h Br fenilpropil 157,16 116,6 128,9/128,7/126,5 41,4/32,

4/29,9 

51g’ H fenetil 160,5/154,2 138,4/127,1/115,7

/110,8 

129,3/128,9/127,2

/123,5 

42,7/34,

2 

51h’ H fenilpropil 160,5/154,1

2 

141,5/126,4/115,5

/110,8 

128,9/128,7/127,1

/126,4 

41,2/32,

5/29,9 
a Sinal do grupo metila em 20,7 ppm 

b Sinal do grupo metoxila em 55,2 ppm 
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3.3. Triagem farmacológica in vitro frente as enzimas Acetilcolinesterase (AChE) e 

Butirilcolinesterase (BuChE) 
 

As guanidinas e acilguanidinas pirrólicas e bromopirrólicas planejadas e 

sintetizadas foram submetidas à triagem farmacológica para avaliar a ação das mesmas 

sobre a atividade das enzimas AChE e BuChE através do método de Ellman.197 A 

metodologia consiste na clivagem enzimática da acetiltiocolina ou butiriltiocolina 

promovida pela AChE ou BChE, levando a formação de ácido acético ou butírico, 

respectivamente, e tiocolina. Este último é um marcador da atividade enzimática, que ao 

reagir com o DTNB, leva a formação do ácido 2-nitro-4-tiobenzóico e do ácido 2-nitro-

3-mercaptotiobenzóico. O produto ácido 2-nitro-4-tiobenzóico apresenta coloração 

amarela, a qual pode ser quantificada por medida da absorbância em um leitor de placas 

equipado com filtro de luz a λ = 415 nm. Desta forma, a atividade da enzima é medida de 

maneira indireta por meio da reação do produto de clivagem enzimática com um reagente 

pró-cromofórico (Esquema 26). Todos os compostos foram testados na concentração de 

30µM e a donepezila foi utilizada como padrão de referência. 

 

Esquema 26-Reação ocorrida no ensaio de Ellman. 

 

A tabela 13 mostra os resultados obtidos para os derivados guanidínicos bis-

protegidos (68a-c; 69a-c) frente as enzimas AChE e BuChE. Os resultados mostram que 

os derivados 68a-c e 69a-c apresentaram, de forma geral, inibição fraca ou moderada das 

enzimas testadas. Dentre os derivados, podemos destacar o composto não bromado 68c, 

o qual possui quatro metilenos espaçadores entre a função guanidina e a carboxamida, 

como o melhor inibidor de AChE e BuChE, com percentual de inibição de 64,3% e 

49,0%, respectivamente. Adicionalmente, foi determinado o CI50 para a inibição das 

enzimas AChE e BuChE pelo derivado 68c, o qual se mostrou um inibidor não seletivo 

dessas enzimas com CI50 de 22,8 µM e 27,3 µM, respectivamente. Através desses 

resultados, observamos também que, de forma geral, a presença do bromo no anel 

pirrólico não parece ser fundamental para a atividade dos compostos testados, com 

exceção do composto 69b, que se mostrou um melhor inibidor de AChE e BuChE (44,7% 
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de inibição para as duas enzimas) em comparação a seu análogo não bromado 68b (13,0 

% de inibição para a AChE e 5,0% de inibição para a BuChE). 

 

Tabela 13- Atividade anticolinesterásica dos derivados guanidínicos acíclicos bis-

protegidos (68a-c; 69a-c) 

 

 

Derivado R n % de inibição 

sobre a AChEb 

CI50 

(µM)a 

% de inibição 

sobre a BuChEc 

CI50 

(µM)a 

IS 

68a H 1 20,9 - 31,2 - - 

68b H 2 13,0 - 5,5 - - 

68c H 3 64,3 22,8 49,0 27,3 0.84 

69a Br 1 27,1 - 32,8 - - 

69b Br 2 44,7 - 44,7 - - 

69c Br 3 23,9 - 10,3 - - 

Donepezila - - - 0,007 - 2,39 341 
aConcentração necessária para inibir 50% da atividade colinesterásica, dados obtidos ± 

desvio padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes; bAChE de enguia elétrica; 
cBuChE de soro equino; Índice de seletividade (IS) é dado como AChE CI50 / BuChE 

CI50. 

 

 Os resultados da triagem in vitro para os derivados guanidínicos acíclicos livres 

(50a-f) (Tabela 14), mostrou que a maioria dos compostos são inibidores fracos das 

enzimas AChE e BuChE. A única exceção foi a guanidina 50c, um derivado não bromado 

e com quatro unidades metilênicas como espaçador entre a carboxamida e a função 

guanidina. Este derivado se mostrou um inibidor seletivo de BuChE, com inibição de 

71,2% na concentração de 30 µM e CI50 de 13,3 µM. Como na série anterior, o derivado 

mais ativo foi um composto com mais unidades metilênicas no espaçador e não bromado. 

Adicionalmente, aparentemente para o derivado 50c, a remoção do grupo Boc foi benéfica 

para a atividade seletiva anti-BuChE, visto que o análogo protegido deste derivado (68c, 

da série anterior) inibiu as duas enzimas com percentual semelhante na mesma 

concentração testada e CI50 superior tanto para AChE (22,8 µM) quanto BuChE (27,3 

µM). 
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Tabela 14-Atividade anticolinesterásica dos derivados guanidínicos acíclicos livres 

(50a-f) 

 

 

Derivado R n % de inibição 

sobre a AChEb 

CI50 

(µM)a 

% de inibição 

sobre a BuChEc 

CI50 

(µM)a 

IS 

50a H 1 35,0 - 33,8 - - 

50b H 2 10,7 - 21,7 - - 

50c H 3 36,0 - 71,8 13,3 - 

50d Br 1 37,1 - 39,6 - - 

50e Br 2 36,7 - 36,7 - - 

50f Br 3 4,3 - 5,0 - - 

Donepezila - - - 0,007 - 2,39 341 
a Concentração necessária para inibir 50% da atividade colinesterásica, dados obtidos ± 

desvio padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes; bAChE de enguia elétrica; 
cBChE de soro equino; Índice de seletividade (IS) é dado como AChE CI50 / BuChE CI50. 

 

Os resultados da triagem in vitro para os derivados acilguanidínicos protegidos 

(62a-h; 62g’; 62h’) (Tabela 15), destacou três derivados como bons inibidores seletivos 

de BuChE. São eles 62a (benzil, CI50 de 11,7 µM para BuChE), 62b (picolil, CI50 de 22,8 

µM para BuChE) e 62g (fenetil, CI50 de 2,0 µM para BuChE), o que parece sugerir, assim 

como dados da literatura já mostraram, que o aumento ca cadeia metilênica espaçadora 

favorece a inibição seletiva da BuChE. Porém no caso desta série de compostos o limite 

parece ser duas unidades metilênicas, visto que o homólogo com cadeia espaçadora de 

três unidades metilênicas (62h, 29,3% de inibição a 30 µM) a perda de atividade foi 

significativa. Isto pode ser devido a impedimento estérico no sítio ativo da enzima e/ou 

maior flexibilidade conformacional da molécula. Outra característica que parece ser 

importante para esta série de acilguanidinas é a presença do bromo no anel pirrólico, uma 

vez que a ausência dos átomos de bromo (62g’; 40,7% de inibição a 30 µM) resultou em 

considerável perda de atividade anti-BuChE comparativamente ao análogo dibromado 

correspondente (62g; 91,3% de inibição a 30 µM; CI50 de 2,0 µM). 
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Tabela 15-Atividade anticolinesterásica dos derivados guanidínicos acíclicos 

bis-protegidos (62a-h; 62g’; 62h’) 

 

 

Derivado R W % de inibição 

sobre a AChEb 

CI50 

(µM)a 

% de inibição 

sobre a BuChEc 

CI50 

(µM) a 

IS 

62 a Br Benzil 1,9 - 48,4 11,7 - 

62b Br Picolil 12,7 - 47,8 22,8 - 

62c Br p-fluor-benzil 4,3 - 10,1 - - 

62d Br p-cloro-benzil 2,2 - 20,1 - - 

62e Br p-metil-benzil 2,7 - 7,5 - - 

62f Br p-metóxi-benzil 7,0 - 45,3 - - 

62g Br fenetil 63,3 22,2 91,3 2,0 11,1 

62h Br fenilpropil 0,4 - 29,4 - - 

62g’ H fenetil 3,7 - 40,7 - - 

62h’ H fenilpropil 6,4 - 24,1 - - 

Donepezila - - - 0,007 - 2,39 341 
a Concentração necessária para inibir 50% da atividade colinesterásica, dados obtidos ± 

desvio padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes; bAChE de enguia elétrica; 
cBuChE de soro equino; Índice de seletividade (IS) é dado como AChE CI50 / BuChE 

CI50. 

Os derivados acilguanidínicos livres (62a-h; 62g’; 62h’) corroboram com os 

resultados da série guanidínica acíclica (50a-f) (Tabela 14), pois também mostram que a 

presença da subunidade guanidina livre é importante para a atividade inibitória sobre a 

BuChE (Tabela 17). Todos os compostos acilguanidínicos livres inibiram a enzima 

BuChE em percentual superior a 50% na concentração testada (30 µM), diferentemente 

dos análogos protegidos correspondentes (Tabela 16) dos quais somente três compostos 

foram ativos. A única excessão foram os derivados 51h (44,5%) e 51h’ (32,9%), os quais 

possuem três unidades metilênicas entre o anel aromático e a subunidade guanidínica, 

corroborando os resultados da série protegida correspondente que mostrou que este 

tamanho de cadeia prejudicou a atividade inibitória dos compostos sobre a BuChE. 

Adicionalmente, a presença da acilguanidina livre também levou ao aumento da potência 

anti-BuChE dos derivados 51a (4,8 µM) e 51b (17,7 µM) em comparação com os 

análogos protegidos 62a (11,7 µM) e 62b (22,8 µM). Podemos destacar ainda as 

acilguanidinas 51c (p-fluor-benzil), 51d (p-cloro-benzil) e 51f (p-metóxibenzil) com 

inibição da BuChE superior a 80% na concentração de triagem utilizada (30 µM). Assim 

como na série anterior a presença do anel dibromopirrólico se mostrou fundamental para 

a inibição seletiva da BuChE, uma vez que os análogos não bromados no anel pirrólico 

se mostraram menos ativos que os compostos bromados correspondentes. 
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Tabela 16-Atividade anticolinesterásica dos derivados guanidínicos acíclicos bis-livres 

(51a-h; 51g’; 51h’) 

 

Derivado R W % de inibição 

sobre a AChEb 

CI50 

(µM)a 

% de inibição 

sobre a BuChEc 

CI50 

(µM)a 

IS 

51ª Br Benzil 37,8 - 86,1 4,8 - 

51b Br Picolil 42,3 - 57,9 17,7 - 

51c Br p-fluor-benzil 28,4 - 92,5 - - 

51d Br p-cloro-benzil 21,5 - 91,5 - - 

51e Br p-metil-benzil 25,7 - 52,3 - - 

51f Br p-metóxi-benzil 62,5 - 83,2 - - 

51g Br fenetil 66,9 21,5 90,01 3,8 5,7 

51h Br fenilpropil 25,4 - 44,5 - - 

51g’ H fenetil 44,3 - 53,7 - - 

51h’ H fenilpropil 23,3 - 32,9 - - 

Donepezila - - - 0,007 - 2,39 341 
a Concentração necessária para inibir 50% da atividade colinesterásica, dados obtidos ± 

desvio padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes; bAChE de enguia elétrica; 
cBChE de soro equino; Índice de seletividade (IS) é dado como BuChE CI50/AChE CI50. 

 

3.4. Estudos in silico das propriedades ADME das guanidinas e acilguanidinas 198 
 

Os estudos acerca dos diversos caminhos que o princípio ativo deve percorrer no 

complexo compartimento biológico, desde a sua administração por via oral até atingir a 

circulação sistêmica para exercer o efeito terapêutico desejado, fazem parte da chamada 

fase farmacocinética.199 Os estudos de propriedades de ADME é muito importante para 

aindústria farmacêutica, pois avaliam e exploram teoricamente, em previsões das 

prorpiedades, os processos farmacocinéticos de absorção (A), distribuição (D), 

metabolismo (M) e excreção (E), nos estágios iniciais do processo de descoberta de 

fármacos. Pode-se supor, portanto, que o estudo das propriedades ADME podem 

contribuir para que possíveis triagens sejam conduzidas de forma clara e objetiva. 

Sendo assim, com o objetivo de avaliar a drugability, ou farmacoabilidade, das 

guanidinas e acilguanidinas que se destacaram na triagem enzimática, as propriedades 

farmacocinéticas (ADME) foram avaliadas in silico. Utilizamos o SwissADME 

(http://www.swissadme.ch), uma ferramenta gratuita da internet que permite avaliar 

parâmetros farmacocinéticos e a drugability de pequenas moléculas. São avaliados 

parâmetros como área de superfície polar topológica (TPSA), log P, solubilidade, 

absorção intestinal humana (HIA), permeação da barreira hematoencefálica (BBB), etc. 

Foram selecionados para esta etapa os compostos que se destacaram na triagem 

enzimática. Dessa forma, avaliamos as guanidinas acíclicas 68c (CI50 de 22,8 µM e 27,3 

µM para AChE e BuChE, respectivamente) e 50c (CI50 de 13,3 µM para BuChE), além 

das acilguanidinas 62a (CI50 de 11,7 µM para BuChE), 62b (CI50 de 22,8 µM para 

BuChE), 62g (CI50 de 2,0 µM para BuChE), 51a (CI50 de 4,8 µM para BuChE), 51b (CI50 

de 17,7 µM para BuChE) e 51g (CI50 de 3,8 µM para BuChE). Avaliamos também o perfil 
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das acilguanidinas livres 51c (p-fluor-benzil), 52d (p-cloro-benzil) e 52f (p-metóxi-

benzil), as quais também se destacaram como inibidores seletivos de BuChE (inibição 

maior que 80%), apesar de não terem tido suas potências determinadas até o momento. 

A guanidina acíclica 68c foi avaliada e o radar de biodisponibilidade (Figura 40), 

que permite a avaliação rápida da drug-likeness, levando em consideração a 

lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturação, previu este 

composto como não biodisponível oralmente por ser muito flexível, ou seja, a molécula 

possui muitas ligações rotacionáveis. Todos os outros parâmetros, como tamanho, 

lipofilicidae, instauração, polaridade e solubilidade estão dentro da área ótima para 

biodispolibilidade oral. 

 

Figura 40 - Radar de biodisponibilidade para a guanidina 68c. A área rosa representa a 

faixa ótima para cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3 entre −0.7 e +5.0, tamanho: 

Peso molecular entre 150 e 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 and 130 Å, 

solubilidade: log S até 6, saturação: fração de carbonos com hibridização sp3 de no 

mínimo 0.25, e flexibilidade: até 9 ligações rotacionáveis.) 

 

O radar de biodisponibilidade (Figura 41) para a guanidina 50c, análogo 

desprotegido de 68c, mostra que este derivado deve ter biodisponibilidade oral, pois todos 

os parâmetros avaliados a colocam dentro da faixa rosa, faixa ótima para 

biodisponibilidade. Neste caso, como não temos a presença dos grupos Boc esta guanidina 

tem menor número de ligações rotacionáveis e portanto um perfil de flexibilidade melhor 

que seu análogo 68c. 
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Figura 41-Radar de biodisponibilidade para a guanidina 50c. A área rosa representa a 

faixa ótima para cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3 entre −0.7 e +5.0, tamanho: 

MW entre 150 e 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 and 130 Å, solubilidade: log S 

até 6, saturação: fração de carbonos com hibridização sp3 de no mínimo 0.25, e 

flexibilidade: até 9 ligações rotacionáveis. 
 

A guanidina 68c apresentou um valor calculado de TPSA de 133,9 A˚ e log P de 

2,79; seu análogo não protegiddo, 50c, apresentou valor calculado de TPSA de 106,7 A˚ 

e log Ps de 0,12. Estas características colocam 68c e 50c na área branca do modelo 

BOILED-Egg (Figura 42), com alta probabilidade de absorção grastrointestinal, porém 

com poucas chances de atravessar a barreira hemato-encefálica, o que seria desejável para 

os candidatos atuarem no sistema nervoso central. Adicionalmente, as guanidinas 68c e 50c 

apresentam bom perfil drug-likeness de acordo com as regras de Lipinski, Ghose, Veber 

(somente 50c), Egan (somente 50c) e Muegge. 

 

Figura 42-Modelo BOILED-Egg para as guanidinas 68c (azul) e 50c (vermelho). Área 

branca: absorção gastrointestinal; Área amarela: absorção gastrintestinal e penetração na 

barreira hemato-encefálica. 
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Analisando o perfil ADME para as acilguanidinas protegidas 62a, 62b e 62g 

observamos que todas devem ter biodisponibilidade oral, com todos os parâmetros 

avaliados as colocando dentro da faixa rosa, faixa ótima, do radar de biodispolibilidade. 

 

 

 

Figura 43 - Radar de biodisponibilidade para as acilguanidinas 62a, 62b e 62g. A área 

rosa representa a faixa ótima para cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3 entre −0.7 

e +5.0, tamanho: MW entre 150 e 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 and 130 Å, 

solubilidade: logP S até 6, saturação: fração de carbonos com hibridização sp3 de no 

mínimo 0.25, e flexibilidade: até 9 ligações rotacionáveis. 

 

A acilguanidina 62a apresentou valor de TPSA calculado igual a 95,5 Ao e logP de 3,99; 

62b apresentou valor de TPSA calculado igual a 108,4 Ao e logP de 3,24; 62g apresentou valor 

de TPSA calculado igual a 78,5 Ao e logP de 4,44. Estas características colocam as três 

acilguanidinas protegidas na área branca do modelo BOILED-Egg (Figura 44), com alta 

probabilidade de absorção grastrointestinal, porém fora na área amarela que indicaria 

capacidade de atravessar a barreira hemato-encefálica, o que seria desejável para os 

candidatos atuarem no sistema nervoso central. A molécula 62g, com maior LogP é que 

aparece mais próxima a região amarela, indicando uma maior probabilidade de penetração no 

sistema nervoso central. Adicionalmente, as acilguanidinas 62a, 62b e 62g apresentam bom 

perfil drug-likeness de acordo com as regras de Lipinski, Veber e Egan. 
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Figura 44-Modelo BOILED-Egg para as para as acilguanidinas 62a (molécula 1), 62b 

(molécula 2) e 62g (molécula 3). Área branca: absorção gastrointestinal; Área amarela: 

absorção gastrintestinal e penetração na barreira hemato-encefálica. 

Analisando o perfil ADME para as acilguanidinas livres 51a, 52b e 52g 

observamos que, com exceção do número de insaturações, os demais parâmetros 

avaliados as colocam dentro da faixa rosa, faixa ótima, do radar de biodispolibilidade 

(Figura 45). 

 

 

Figura 45 - Radar de biodisponibilidade para as acilguanidinas livres 51a, 51b e 51g. A 

área rosa representa a faixa ótima para cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3 entre 

−0.7 and +5.0, tamanho: MW entre 150 e 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 e 130 

Å, solubilidade: logP S até 6, saturação: fração de carbonos com hibridização sp3 de no 

mínimo 0.25, e flexibilidade: até 9 ligações rotacionáveis. 
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A acilguanidina 51a apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 Ao e logPs 

de 2,88; 51b apresentou valor de TPSA calculado igual a 81,6 Ao e logPs de 2,52; 51g 

apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 Ao e logPs de 3.22. Estas características 

colocam as três acilguanidinas protegidas na área branca do modelo BOILED-Egg 

(Figura 46), com alta probabilidade de absorção grastrointestinal e bem próximas da área 

amarela que indicaria capacidade de atravessar a barreira hemato-encefálica, o que seria 

desejável para os candidatos atuarem no sistema nervoso central. Adicionalmente, as 

acilguanidinas 51a, 51b e 51g também apresentam bom perfil drug-likeness de acordo com 

as regras de Lipinski, Veber e Egan. 

 

 

 

 

Figura 46-Modelo BOILED-Egg para as para as acilguanidinas 51a (molécula 1), 51b 

(molécula 2) e 51g (molécula 3). Área branca: absorção gastrointestinal; Área amarela: 

absorção gastrintestinal e penetração na barreira hemato-encefálica. 
 

Analisando o perfil ADME para as acilguanidinas livres 51c (p-fluor-benzil), 51d 

(p-cloro-benzil) e 52f (p-metóxi-benzil), as quais também se destacaram como inibidores 

seletivos de BuChE, observamos também que, com exceção do número de insaturações, 

os demais parâmetros avaliados as colocam dentro da faixa rosa, faixa ótima, do radar de 

biodispolibilidade (Figura 47). 
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A acilguanidina 51c apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 Ao e logP de 3,15; 

51d apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 Ao e logP de 3,40; 51f apresentou valor de 

TPSA calculado igual a 90,0 Ao e logP de 2,87. Estas características colocam as três 

acilguanidinas protegidas na área branca do modelo BOILED-Egg (Figura 48), com alta 

probabilidade de absorção grastrointestinal e próximas da área amarela que indicaria 

capacidade de atravessar a barreira hemato-encefálica, perfil desejável para candidatos a 

fármacos com atuação no sistema nervoso central. Adicionalmente, as acilguanidinas 51c, 

51d e 51f também apresentam bom perfil drug-likeness de acordo com as regras de 

Lipinski, Veber e Egan. 

Figura 47- Radar de biodisponibilidade para as acilguanidinas livres 51c, 51d e 51f. A 

área rosa representa a faixa ótima para cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3 entre 

−0.7 and +5.0, tamanho: MW entre 150 e 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 e 130 Å, 

solubilidade: logP S até 6, saturação: fração de carbonos com hibridização sp3 de no 

mínimo 0.25, e flexibilidade: até 9 ligações rotacionáveis. 
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Figura 48-Modelo BOILED-Egg para as para as acilguanidinas 51c (molécula 1), 51d 

(molécula 2) e 51f (molécula 3). Área branca: absorção gastrointestinal; Área amarela: 

absorção gastrintestinal e penetração na barreira hemato-encefálica. 

 

3.5 Estudo de interação enzimática in silico dos análogos acilguanidínicos 

 

Para a realização do estudo de docking molecular entre os compostos da série de 

acilguanidinas e a enzima ecBuChE foi utilizado o modelo obtido por homologia 

disponível no banco de dados do Swiss-Model 

(https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q9N1N9). A utilização de um modelo 

obtido por homologia é necessária pois só há disponível do Protein Data Bank dados 

referentes a butirilcolinesterase humana (hBuChE) e não da ecBuChE que foi utilizado 

nos ensaios enzimáticos de atividade biológica. O modelo por homologia foi obtido 

utilizando o template da enzima butirilcolinesterase humana (hBuChE – PDB 6I2T) 
200com identidade de sequência de 90,4%.)201 202 

 O estudo de docking molecular foi realizado utilizando o programa GOLD 5.6 

(CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) com a função GoldScore e os compostos a serem 

estudados foram previamente tratados, através da minimização de energia via método 

semi-empírico PM6 (Spartan ’14 V1.1.4 [Wavefunction, Inc]), considerando suas 

respectivas formas catiônicas, visto que em meio biológico (pH=7,5), estes encontram-se 

protonados. Foi determinado um raio de exploração 15 Å em torno do átomo de oxigênio 

da cadeia lateral do resíduo de Ser - 226 e então os compostos foram ancorados para 

realização do docking molecular. 203 204 

As colinesterases possuem dois locais de ligação conhecidos: o CAS, onde as 

enzimas hidrolisam seus substratos; e o PAS, ambos localizados nas extremidades de um 

longo canal no sitio ativo destas enzimas. Ambos os locais foram explorados no estudo 

de ancoragem, para determinar como ocorre a interação desses compostos no sítio ativo 

da BuChE. 

https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q9N1N9
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No programa GOLD, as funções de encaixe produzem valores de scores que são 

valores adimensionais, entendidas como “pontuações de aptidão”. A pontuação de cada 

pose identificada é calculada como o negativo da soma de uma série de termos de energia 

envolvidos no processo de interação proteína-ligante, para que quanto mais positiva a 

pontuação, melhor a interação. Os valores de scores são um indicativo de quão boa é a 

posição do ancoramento, o que significa que uma pontuação mais alta indica uma melhor 

interação entre o ligante e o local de ligação. 

Normalmente, os maiores valores de score refletem uma melhor interação do 

ligante com a proteína, entretanto, após a análise de todas as soluções geradas pelo 

programa GOLD 5.6, observou-se que nem sempre o maior valor representava de fato a 

pose correta. As poses escolhidas nas figuras abaixo foram selecionadas com base nos 

valores de scores obtidos, bem como na análise qualitativa do modo de interação entre o 

ligante e o receptor. 

Analisando o resultado do screening realizadocom as guanidinas e acilguanidinas 

(68 a-c, 69 a-c, 50 a-f) e (51a -h’ e 62 a-h’) a uma concentração de 30µM, é possível 

observar que a série mais promissora parece ser a das acilguanidinas livres (51a-h’). 

Sendo assim, optou-se por realizar o estudo de modelagem molecular (docking molecular 

com a enzima BuchE) dessa série para avaliar o perfil de interação entre os compostos 

mais ativos a 30µM e a enzima mencionada.  

 

3.5.1 Docking molecular para as acilguanidinas com a Butirilcolinesterase 

 

 Considerando as moléculas estudadas através do screening para inibição 

enzimática, aquelas escolhidas para o estudo do perfil de interação foram aquelas cuja 

taxas de inibição mostraram-se superiores a 50%. Essas moléculas e os resultados 

correlacionados estão mostrados abaixo, na tabela 17. Foi verificado que, de forma geral, 

as moléculas dessa série interagem dentro da cavidade do sítio ativo através de algumas 

interações principais, como: a interação bromo-π entre o bromo ligado ao anel pirrolico 

com o anel aromático referente ao resíduo do aminoácido triptofano (Trp-259), a 

interação π em forma de ‘T’ entre o anel pirrólico e o resíduo do aminoácido fenilalanina 

(Phe-357), a interação de hidrogênio entre o NH pirrólico e o resíduo do aminoácido 

histidina (Hys- 466), a interação entre o NH guanidínico e o resíduo do aminoácido ácido 

glutâmico (Glu- 225) e a interação entre o anel aromático da acilguanidina e o resíduo do 

aminoácido triptofano (Trp-110). 
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Tabela 17- Porcentagens de inibição para os melhores compostos avaliados no 

screening. 

 

Composto 
EeAchE – EeBuchE 

% inibição AChE em 

30mM 

% inibição BuChE em 

30mM códigos R R1 n X 

51ª Br H 1 CH 37,8 86,1 

51b Br H 1 N 42,3 57,9 

51c Br F 1 CH 28,4 92,5 

51d Br Cl 1 CH 21,5 91,5 

51e Br CH3 1 CH 25,7 52,3 

51f Br CH3O 1 CH 62,5 83,2 

51g Br H 2 CH 66,9 90,01 

51h Br H 3 CH 25,4 44,5 

51g’ H H 2 CH 44,3 53,7 

51h’ H H 3 CH 23,3 32,9 

 

 

 Ao analisar os compostos mais ativos da série 51 a-h’ pode-se observar que tais 

moléculas apresentam um perfil semelhante ao considerar as interações bromo-π, as 

interações do tipo ‘T’, as interações de hidrogênio para os nitrogênios do anel pirrólico e 

dos grupamentos acilguanidínicos.  A figura 49, a seguir, ilustra as interações 

mencionadas, comparando os compostos 51c, 51d, 51f e 51a, indicando diferenças 

mínimas de distância entre as moléculas e os resíduos de aminoácidos. 
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Figura 49-Comparação entre os dockings dos compostos 51c (A) (R = Br, R1=F, n=1, 

X=CH), 51d (B) (R = Br, R1=Cl, n=1, X=CH), 51f (C) (R = Br, R1=OCH3, n=1, 

X=CH)e 51a (D) (R = Br, R1=H, n=1, X=CH). 
 

 

 Pode-se também ressaltar que a presença de grupos substituintes na fenila das 

acilguanidinas parece interferir na atividade inibitória. Quando são comparados os 

compostos 51c, 51d e 51 f, que possuem como substituintes no anel um átomo de flúor, 

um átomo de cloro e um grupo metoxila, respectivamente, com o composto 51a, com a 

fenila não substituída, verifica-se que as melhores atividades são aquelas relacionadas aos 

compostos 51c (R=Br, R1 = F, n=1, X=CH  inibição = 92,5%) e 51d (R=Br, R1 = Cl, 

n=1, X=CH  , inibição = 91,5%), sugerindo que halogênios como substituintes 

contribuem para um acréscimo no valor da atividade.  

Para o composto 51b (R=Br,R1 = H, n=1, X=N), nota-se que o modo de interação 

é semelhante às anteriores para o anel bromopirrólico, no entanto, o anel picolil se mostra 

ocupando uma cavidade  diferente daquela ocupada pelos demais anéis aromáticos dos 

outros derivados acilguanidínicos, o que pode ser observado na figura 50 a seguir, que 

compara as interações dos compostos 51d (R=Br, R1 = Cl, n=1, X=CH)  e 51b (R=Br, 

R1 = H, n=1, X=N). Essa diferença de interação pode justificar o descréscimo de 

atividade inibitória para o composto 51b.  

(A) (B) 

(C) (D) 



95 
 

 

 

Figura 50 - (A) Docking molecular para o composto 51b. (B) Superfície de van der 

waals representando a sobreposição dos compostos 51d e 51 b e a enzima BchE. (C) 

Representação da superfície interna do sítio ativo da enzima BchE e sobreposição dos 

compostos 51d e 51b. 
 

Considerando a diferença entre os homólogos, observa-se que o composto 

fenetílico (51g. R=Br, R1=H, n=2, X=CH) apresenta melhor atividade (90,1%), quando 

comparado ao seu análogo benzílico (51ª, R=Br, R1 = H, n=1, X=CH), atividade 86,1%, 

sugerindo que o sítio ativo acomoda bem um grupo metilênico adicional, verificando-se 

um aumento de atividade. No entanto, para o análogo com três grupos metilenos (51h, 

R=Br, R1 = H, n=3, X=CH), observamos um decréscimo na atividade inibitória (44,5%). 

A figura 51 abaixo mostra o ancoramento molecular dos compostos 51a, 51g e 51h, 

sobrepostos no interior do sítio ativo. O composto 51g mostra um valor de inibição 

(90,1%) comparável aos valores encontrados para os compostos que apresentam 

halogênios como substituintes no anel fenílico, como por exemplo o 51c (R=Br,R1=F, 

n=1, X=CH)(inibição = 92,5%).  

(A) (B) 

(C) 
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Figura 51- Docking molecular para os compostos 51a (R=Br, R1=H, n=1, X=CH), 

51g (R=Br, R1=H, n=2, X=CH)e 51h(R=Br, R1=H, n=3, X=CH). A figura ilustra a 

sobreposição das moléculas mencionadas dentro da cavidade do sítio ativo da enzima 

BuChE.  
 

Outro fator importante a ser destacado é a ausência dos átomos de bromo no anel 

pirrólico, que parece contribuir para um decréscimo no valor da atividade inibitória. Isso 

pode ser observado quando são comparados os compostos 51g (R=Br, R1=H, n=2, 

X=CH) e 51g’ (R=H, R1=H, n=2, X=CH). No ancoramento molecular desses compostos 

é possível observar que são perdidas a interação bromo-π e a interação de hidrogênio 

referente ao NH (do anel pirrólico) para o composto com o anel pirrólico não bromado. 

A figura 52 a seguir ilustra a diferença observada entre o composto bromado e o não 

bromado e suas respectivas interações com a enzima BuChE. 

  

 

 

Figura 52- Comparação entre os dockings moleculares dos compostos 51g (R=Br, 

R1=H, n=2, X=CH) e 51g’(R=H, R1=H, n=2, X=CH). 

 
 

 

 

(A) (B) 
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4. Conclusões 
 Neste trabalho foram planejados e sintetizados em bons rendimentos 32 

compostos originais (68a-c; 69a-c; 50a-f; 62a-h; 62g’; 62h’; 51a-h; 51g’; 51h’), entre 

guanidinas e acilguanidinas (protegidas e desprotegidas), análogos sintéticos dos 

alcaloides marinhos oroidínicos, todos caracterizados por RMN1H e RMN13C. A triagem 

in vitro sobre as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) 

revelou que a guanidina pirrólica protegida 68c é um inibidor não seletivo de AChE (CI50 

de 22,8µM) e BuChE (CI50 de 27,3 µM) e que a guanidina pirrólica livre 50c é um inibidor 

mais potente e seletivo de BuChE (CI50 de 13,3µM). As novas acilguanidinas 

bromopirrólicas se destacaram como inibidores seletivos de BuChE, especialmente as 

acilguanidinas livres 51a (benzil), 51c (p-flúor-benzil), 51d (p-cloro-benzil), 51f (p-

metóxi-benzil) e 51g (fenetil), as quais inibiram a atividade BuChE em mais de 80% na 

concentração de 30 µM. Os resultados mostraram a importância da função acilguanidina 

livre para a inibição seletiva de BuChE, bem como da presença dos bromos no anel 

pirrólico. Os resultados in vitro foram corroborados pelos estudos de docking com a 

BuChE, os quais mostraram que as acilguanidinas bromopirrólicas interagem dentro da 

cavidade do sítio ativo através da interação bromo-π com o anel aromático do aminoácido 

triptofano (Trp-259), interação π em forma de ‘T’ entre o anel pirrólico e o resíduo do 

aminoácido fenilalanina (Phe-357), interação de hidrogênio entre o NH pirrólico e o 

resíduo do aminoácido histidina (Hys- 466), interação entre o NH guanidínico e o resíduo 

do aminoácido ácido glutâmico (Glu- 225) e interação entre o anel aromático da 

acilguanidina e o resíduo do aminoácido triptofano (Trp-110). Adicionalmente, avaliação 

in silico das propriedades ADME e druglike mostrou que de forma geral as novas 

guanidinas e acilguanidinas obtidas tem potencial para boa absorção gastrointestinal e 

bom perfil drug-likeness. 

 Como perspectivas para este trabalho temos a conclusão da determinação dos CI50 

para os derivados 51c, 51d, 51e e 51f, além da realização dos estudos de cinética 

enzimática para as acilguanidinas mais potentes. É importante ressaltar que a obtenção 

destes resultados fazia parte dos objetivos iniciais deste trabalho, o que não foi possível 

realizar devido à pandemia e, consequentemente, à limitação de acesso ao prédio e seus 

laboratórios. 
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5. Materiais e Métodos 

5.1 Informações gerais 

As reações químicas foram acompanhadas por análises por cromatografia em camada 

fina (CCF) utilizando placas de sílica de 200 µm de espessura utilizando-se como fase móvel 

n-hexano/acetato de etila e diclorometano/metanol em diferentes combinações e proporções.  A 

visualização das substâncias por CCF foi realizada em lâmpada de ultravioleta (254 e 365 nm). 

As fases orgânicas foram secas com sulfato de sódio (Na2SO4) anidro e os solventes 

orgânicos foram removidos sob pressão reduzida em evaporador rotatório, modelo RV 10 

digital e banho IKA, modelo HB 10 digital. 

Os compostos foram purificados por cromatografia líquida de adsorção em coluna 

flash, isolera Biotage, modelo ISSO-4SV (ICE-UFRRJ). Para a confecção da pastilha, utilizou-

se sílica gel 70-230 mesh (Merck). E para a fase móvel foram utilizados n-hexano/acetato de 

etila e diclorometano/metanol em diferentes proporções de acordo com as propriedades físico-

químicas de cada composto. 

Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos em espectrômetros Bruker Avance-

500 e Bruker Avance-400 (ICE-UFRRJ), operando a 500/400 MHz, e 125/100 MHz, 

respectivamente. As amostras (20 - 25mg) foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO-d6) 

ou clorofórmio (CDCl3) e colocadas em tubos de 5 mm de diâmetro. Os deslocamentos 

químicos (d) foram expressos em parte por milhão (ppm) a partir do padrão interno tetrametil-

silano (TMS), e as constantes de acoplamento (J) foram dadas em Hertz (Hz). As áreas dos 

picos foram obtidas por integração eletrônica e suas multiplicidades foram descritas do seguinte 

modo: s -simpleto; d -dupleto; dd -duplo dupleto; t -tripleto; td – tripleto de dupleto; dt–dupleto 

de triplete; q - quarteto; qu-quinteto; h –hepteto; m -multipleto; sl –sinal largo. 

 

 

5.2 Procedimentos Sintéticos 

Síntese do sal 2-metil-isotiourônio 205 (R=90%, Sólido amarelo, ponto de fusão 96-100°C) 

  

 

Esquema 27. Síntese do sal 2-metil-isotiourônio (53) (Hickey, 2012) 
 

Uma mistura de tioureia (52) (3g; 0,039 mol), iodometano (CH3I) (2,5 ml; 0,039 mol) e metanol 

(30 ml) foi aquecida sob refluxo durante aproximadamente noventa minutos. O metanol foi 

removido sob vácuo e o sólido amarelo obtido foi transferido para um funil de Buchner e lavado 

com éter dietílico (5x15 ml). (R = 90%; PF literatura: 117oC; PF determinado: 96-100oC). 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 8,89 (NH2, s, 2H); 2,56 (CH3, s, 3H). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 171,1 (-CSCH3); 13,5 (-SCH3);  

 

Síntese da isometiltioureia mono-Boc (55)(R=80%, sólido branco, ponto de fusão 75-79°C) 
206 
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Esquema 28. Síntese da isometiltioureia mono-Boc (55) (Guerritz, 2012) 
 

Em um balão de 50 mL foram adicionados 1g (4,58 mmol) do sal metil isotiouréia (53) em 10 
ml de diclorometano. Sob banho de gelo foram adicionados 639µL de trietilamina (4,58 mmol) 

e sobre esta solução foram adicionados gota a gota durante um período de 45 minutos 500mg 

(2,293 mmol) de di-terc-butil-dicarbonato (Boc2O ou anidrido BOC) (54) dissolvidos em 5 ml 

diclorometano. O banho de gelo foi removido e a reação deixada permaneceu sob agitação por 

um período de aproximadamente 24h. A mistura reacional foi diluída com 15 ml de 

diclorometano e a fase orgânica lavada com água (2 x 10 ml), seca com sulfato de sódio anidro 

e concentrada em evaporador rotatório. O produto (55) foi obtido como um sólido branco em 

60% de rendimento. PF determinado: 75-78 °C; PF literatura: 77 °C. 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 8,56 (s, NH2); 2,32 (s, 3H, CH3); 1,41 (s, 9H, 

3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 171,7 (C=O); 160,9 (C=N); 78,1 (C(CH3)3); 

28,2 (C(CH3)3); 13,1 (SCH3). 

 

Síntese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxaldeído(R=60%, Sólido violeta, ponto de fusão 146-

150°C) 207 

 

Esquema 29. Síntese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxaldeído (57) 
 

10,52 mmol de Bromo (2 eq) em ácido acético glacial (5 ml) foi adicionado lentamente a uma 

solução do pirrol-2-carboxaldeído (56) (5,26 mmol) em 10 ml de ácido acético glacial sob 

banho de gelo e água. A mistura fica sob agitação durante 1h. Após consumo total do material 

de partida, a mistura reacional é vertida sobre uma mistura de água destilada e gelo, filtrada em 

funil de Buchner e o sólido obtido é lavado com água gelada. O produto (57) foi obtido como 

um sólido em 60% de rendimento. (PF da literatura: 144-148oC; PF determinado: 146-150oC).  

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 10,40 (sl, 1H, NH); 9,34 (s, 1H, CHO); 6,97 (s, 

1H, CH pirrol). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm):  177,9 (C=O); 123,2 (CH pirrol); 113,4 (CCHO); 

102,2 (C-Br); 
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Reação de oxidação do aldeído pirrólico  

 

Esquema 30. Reação de oxidação do aldeído pirrólico (56-57) 
 

A uma suspensão de Ag2O (2eq; 3,96 mmol) em 50 ml solução de hidróxido de sódio 

8,5%, adiciona-se o aldeído (1,98 mmol; 1 eq) em 5 ml de etanol. A mistura fica sob agitação 

e refluxo durante noventa minutos ou até consumo total do aldeído de partida. O precipitado 

formado é filtrado e lavado com água quente. O filtrado mais as lavagens são acidificados com 

HCl concentrado e extraídos com diclorometano. O produto é obtido como um sólido em 60% 

de rendimento. 

4,5-Dibromopirrol-2-ácido carboxílico (58) (R=60%, sólido roxo, ponto de fusão 146-

150°C) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 12,97 (s, 1H, OH); 12,77 (sl, 1H, NH); 6,83 

(s, 1H, CH pirrol). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 160, 3 (C=O); 124,9 (COOH); 116,9 (CH 

pirrol); 106,8 e 98,7 (C-Br).  

 

Pirrol-2-ácido carboxílico (59) (R= 88%, sólido roxo, ponto de fusão, 90-92°C) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 12,26 (s, 1H, OH); 6,96 (s, 1H, CH pirrol); 

6,72 (s, 1H, CH pirrol); 6,13 (s, 1H, CH pirrol). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 161, 9 (C=O); 123,6 (COOH); 

123,9/114,7/109,4 (CH’s pirrol). 
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Síntese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxamido-(tiometil)-metilenocarbamato de terc-butila 

(Adaptado de Konig, 2010)208 

 

Esquema 31. Síntese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxamido-(tiometil)-

metilenocarbamato de terc-butila (60) 
 

A uma solução do ácido (58 ou 59) (1452 mg;5,4 mmol) em 40 ml de diclorometano foi 

adicionado 1,8 ml de cloreto de oxalila sob agitação. Após dez minutos adicionou-se 2 gotas de 

DMF e a mistura ficou sob agitação a temperatura ambiente por 24 horas. A solução escura foi 

concentrada em evaporador rotatório para gerar o cloreto de ácido correspondente. A amina 

(55) (1g, 5,4 mmol) foi solubilizada em 30 ml de diclorometano e 1,5 ml de piridina. O cloreto 

de ácido solubilizado em diclorometano foi adicionado gota a gota à solução da amina. A 

mistura continuou sob agitação a temperatura ambiente durante duas a quatro horas. A mistura 

reacional foi diluída com água e extraída com diclorometano. A fase orgânica foi seca com 

sulfato de sódio anidro e evaporada sob vácuo para gerar o produto (60 ou 61) como um sólido 

em aproximadamente 80% de rendimento.  

Pirrol-2-carboxamido-(tiometil)-metileno-carbamato de terc-butila (61) (R=80%, sólido 

amarelo claro, Ponto de Fusão 192-194°C) 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 9,55 (NHCO); 7,10 (s, 1H, CH pirrol); 7,02 (s, 

1H, CH pirrol); 6,30 (s, 1H, CH pirrol); 2,52 (s, 3H, -SCH3); 1,51 (s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 170,5 (NHCO); 151,1 (C=O ou C=N); 130,4 

(CC=O); 116,8 / 111,0 / 110,9 (CH’s pirrol); 83,4 (C(CH3)3); 27,9 (3CH3); 14,6 ppm (-SCH3). 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-tiometilmetileno-carbamato de terc-butila (60) 

(R=80%, Sólido amarelo claro, ponto de fusão: 194-197°C) 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 7,04 (s, 1H, CH pirrol); 2,51 (s, 3H, -SCH3); 1,52 

(s, 9H, 3CH3). 
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DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 119,3 (CH pirrol); 84,0 (C(CH3)3); 28,0 (3CH3); 

15,1 (-SCH3). 

 

Procedimento geral para a obtenção das acilguanidinas protegidas (62a-f, 62g’, 62h’)182 

 

Esquema 32. Procedimento geral para a obtenção das acilguanidinas protegidas (62a-h, 

62g’, 62h’) 
 

Uma mistura do intermediário chave isometiltioureia (60 ou 61) (1 eq), da amina de escolha 

(1,1 eq), trietilamina (1 eq) e DIPEA (1 eq) em diclorometano (10 ml / 1 mmol) foi agitada a 

temperatura ambiente durante 24h. Após a reação se completar, observada pelo consumo total 

do material de partida por CCF, dilui-se a mistura com diclorometano e lavou-se a fase orgânica 

com água destilada. A fase orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro e evaporada sob 

pressão reduzida. 

 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(benzilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62a) 

(R = 69%, sólido branco, ponto de fusão: 167-169°C ) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,06 (s, 1H, NHCO); 9,37 (s, 1H, NHC=N); 

7,37-7,32 (m, 5H, benzila); 6,89 (s, 1H, CH pirrol); 4,69 (d, 2H, J = 4,4 Hz, CH2); 1,49 (s, 9H, 

3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 168,9 (C=O); 156,3 (C=O); 153,1 (C=N); 137,6 

e 132,0 (C-Br); 129,1/127,9/127,7 (benzila); 116,9 (CH pirrol); 100,5 (Cq pirrol); 83,7 

(C(CH3)3); 45,1 ppm (CH2); 28,2 ppm (3CH3). 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(2-piridinil-metilamino)-metilenocarbamato de terc-

butila (62b) (R = 85%, sólido amarelo claro, após purificação em coluna cromatográfica 

eluente hexano x acetato de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão 159-163°C) 
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RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 11,92 (s, 1H, NHCO); 10,61 (s, 1H, NHC=N); 

9,20 (s, 1H, NH pirrol); 8,70/7,74/7,37/7,27 (4s, 4Hs, piridinil); 6,89 (s, 1H, CH pirrol); 4,79 

(sl, 2H, CH2); 1,53 (s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 168,5 (C=O); 155,7 (C=O); 153,0 (C=N); 149,2 

ppm (CH piridina); 137,1 (CH piridina); 132,1 (Cq piridina); 122,6 (CH piridina); 122,2 (CH 

piridina); 116,1 (CH pirrol); 100,5 (C-Br); 83,5(C(CH3)3); 47,0 (CH2); 28,1 (3CH3). 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido(p-flúor-benzilamina)metilenocarbamato de terc-

butila (62c) (R =72%, sólido amarelo claro, após purificação em coluna cromatográfica 

eluente hexano x acetato de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão 155-158°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,06 (s, 1H, NHCO); 9,46 (s, 1H, NHC=N); 

8,86 (NH pirrol); 7,34-7,32 (m, 2CH, benzila); 7,06 (d, J = 8,5 Hz, 2CH, benzila); 6,89 (s, 1H, 

CH pirrol); 4,63 (d, J = 5,2 Hz, 2H, CH2); 1,49 (s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 163,2 (C=O ou C-F); 156,2 (C=O); 153,2 (C=N); 

116,7 (2CH’s benzil); 115,9 (2CH’s benzil); 115,8 (CH pirrol); 83,7 (C(CH3)3); 44,6 (CH2); 

28,02 (3CH3). 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(p-cloro-benzilamina)-metilenocarbamato de terc-

butila (62d) (R = 77%, sólido amarelo claro, após purificação em coluna cromatográfica 

eluente hexano x acetato de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão 167-168°C) 
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RMN1H (500 MHz)  CDCl3 / TMS (δ-ppm): 1,52 (s, 9H, 3CH3); 4,68 (d, J = 5,9 Hz, 2H, 

CH2); 6,92 (s, 1H, CHpirrol); 7,28 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2CH aromatico); 7,36 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 

2CH aromatico); 8,92 (s, NH); 12,07 (s,NH). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 28,03(3CH3 Boc); 44,49(CH2); 83,82(C-CH3 

Boc); 100,58 (C-Br); 116,89(CHpirrol); 128,92(CH aromático); 129,07(CH aromático); 

153,20(C=O Boc); 156,25(C=N); 136,07 (C-fenila); 133,62 (C-Cl); 169,03(NH-C=O) 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(p-metil-benzilamina)-metilenocarbamato de terc-

butila (62e) (R = 80%, sólido branco, após purificação em coluna cromatográfica eluente 

hexano x acetato de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão 183-185°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,08 (s, 1H, NHCO); 8,91 (NH pirrol); 7,30 (d, 

J = 7,69 Hz, 2CH, toluila); 7,20 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2CH’s toluila); 7,30-7-21 (s, 1H, CH pirrol); 

4,68 (s, J = 5,9 Hz, 2H CH2); 2,38 (s, 3H, CH3); 1,52 (s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 156,1 (C=N); 153,1 (C=O); 153,1 (C=O); 134,8 

(C1 toluila); 129,6 (2CH toluila); 127,6 (2CH toluila); 116,9 (CH pirrol); 100,6 (C-Br); 83,7 

(C(CH3)3); 45,1 (CH2); 28,1 (3CH3); 21,2 (CH3). 
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4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(p-metóxi-benzilamina)-metilenocarbamato de terc-

butila (62f) (R = 59%, sólido castanho claro, ponto de fusão 147-150°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,08 (s, 1H, NHCO); 8,85 (NH pirrol); 7,30 (d, 

J = 8.5 Hz, 2CH, benzila); 7,94-6,98 (m, 3H, 2CH’s benzila, CH pirrol); 4,65 (d, J = 5.5 Hz, 

2H, CH2); 1,51 (s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 169,2 (C=ONH); 159,2 (C=O); 156,1 (COCH3); 

153,1 (C=N); 132,0 (Cq benzila); 129,5 (Cq pirrol); 100,5 (CBr); 129,0 (2CH’s benzil); 116,8 

(CH pirrol); 114,3 (2CH’s benzil); 83,6 (C(CH3)3); 44,7 (CH2); 28,0 (3CH3). 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(fenetilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62g) 

(R = 75%, sólido amarelo claro, após purificação em coluna cromatográfica eluente 

hexano x acetato de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão: 131-132°C) 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,07 (s, 1H, NHCO); 10,10 (sl, 1H, NHC=N); 

8,67 (s, 1H, NH pirrol); 7,37 (t, 2H, fenila); 7,28 (m, 3H, fenila); 6,95 (s, 1H, CH pirrol); 3,77 

(q, 2H, J= 7,02 e 7,27, CH2); 2,98 (t, 2H, CH2); 1,52 (s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 169,0 (C=O); 156,2 (C=O); 153,1 (C=N); 138,4 

(Cq fenila); 131,9 (Cq pirrol); 128,8 (4CH fenila); 126,7 (CH fenila); 116,6 (CH pirrol); 100,3 

(C-Br); 83,5 (C(CH3)3); 42,8 (CH2); 35,6 (CH2); 28,1 (3CH3). 

 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(propilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62h) 

(R = 82%, sólido castanho claro, após purificação em coluna cromatográfica eluente 

hexano x acetato de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão 164-167°C) 
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RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,05 (s, NHCO); 8,62 (s, NHCN); 7,31 (t, 

J = 7.4 Hz, 2H, 2CH fenila); 7,22 (m, 3H, 3CH’s fenila); 6,83 (s, 1H, CH pirrol); 3,52 

(dd, J = 13.2, 6.7 Hz, 2H, CH2); 2,72 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2); 2,04 – 1,86 (m, 2H, CH2); 

1,52 (s, 9H, 3CH3). 

 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 169,08 (C=O); 156,3 (C=O); 153,32 

(C=N); 140,98 (Cq fenila); 132,07 (Cq pirrol); 128,69 (2CH’s fenila); 128,54 (2CH’s  

fenila); 126,36 (CH fenila); 116,96 (CH pirrol); 100,49 (C-Br); 83,59 (C(CH3)3); 40,63 

(CH2); 33,20 (CH2); 30,89 (CH2); 28,18 (3CH3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pirrol-2-carboxamido-(fenetilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62g’) (R = 63%, 

sólido castanho claro, após purificação em coluna cromatográfica eluente hexano x 

acetato de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão 151-154°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,35 (s, 1H, NHCO); 9,28 (s, 1H, NHC=N); 

8,50 (s, 1H, NH pirrol); 7,38-7,32 (m, 2H, 2CH); 7,30-7,25 (m, 4H, 3CH’s fenila e CH pirrol) 

6,99 (s, 1H, CH pirrol); 6,91 (s, 1H, CH pirrol); 3,75 (dd, J = 13,8, 6,7 Hz, 2H, CH2); 2,97 (t, J 

= 7,5 Hz, 2H, CH2); 1,49 (s, 9H, 3CH3). 
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DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 171,0 (C=O); 156,0 (C=O); 153,3 (C=N); 138,7 

(Cq fenila); 131,2 (Cq pirrol); 128,8 (2CH’s fenila); 128,7,7 (2CH’s fenila); 121,6 / 114,2 / 

110,5 (3CH’s pirrol); 83,2 (C(CH3)3); 42,8 (CH2); 35,7 (CH2); 28,0 (3CH3). 

Pirrol-2-carboxamido-(propillamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62h’) (R = 72%, 

sólido amarelo claro, após purificação em coluna cromatográfica eluente hexano x acetato 

de etila, gradiente de concentração, ponto de fusão 159-160°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,43 (s, NHCO); 8,50 (s, NHC=N); 7,30 

(m, 5H, fenila); 6,95 (s, 1H, CH pirrol); 6,90 (s, 1H, CH pirrol); 6,27 (s, 1H, CH pirrol); 

3,63 – 3,40 (m, 2H, CH2); 2,75 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2); 2,09 – 1,95 (m, 2H, CH2); 1,53 

(s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 171,06 (C=O); 156,09 (C=O); 153,54 

(C=N); 141,35 (Cq fenila); 131,28 (Cq pirrol); 128,63 (2CH’s fenila); 126,18 (2CH’s 

fenila); 121,76 (CH fenila); 114,25 / 111,19 / 110,46 (3CH’s pirrol); 83,20 (C(CH3)3); 

40,46 (CH2); 33,19 (CH2); 30,83 (CH2); 28,32 (3CH3). 

 

Procedimento geral para a síntese das acilguanidinas livres (51a-h, 51g’, 51h’) (Guerritz, 

2012)182 

 

Esquema 33. Procedimento de desproteção em meio ácido para a síntese das 

acilguanidinas livres (51a-h, 51g’, 51h’) 
 

A uma solução da acilguanidina protegida (62a-h, 62g’, 62h’) (0,2 mmol) em diclorometano 

(5 ml) são adicionados 4 equivalentes de ácido trifluoracético (TFA). A mistura fica sob 

agitação a temperatura ambiente até consumo total do material de partida (24-48h). O produto 

é isolado evaporando-se a mistura reacional sob pressão reduzida. 
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N-(N-Benzilcarbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida  (51a) (R = 100%, sólido 

amarelo claro, ponto de fusão: 160-162°C) 

 
 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13,41 (sl, NH); 11,06 (sl, NH), 9,27 (sl, NH); 

7;39 (m, 5H, fenila); 7,21 (s, 1H, CH pirrol); 4,58 (d, 2H, CH2, J = 5,86 Hz). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 136,3 (Cq fenila); 129,1 (2CH fenila); 128,2 

(CH fenila); 127,8 (2CH fenila); 117,5 (CH pirrol); 99,9 (C-Br); 44,7 (CH2). 

 

N-(N-(2-Piridinilmetil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51b) (R = 

98%, sólido castanho claro, ponto de fusão: 155-159°C) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13,48 (sl, NH), 11.57 (sl, NH), 9.86 (sl, NH); 

8,95 (sl, NH); 8,60 (s, 1H, CH piridinil), 7.88 (s, 1H, CH pirrol), 7,42-7,36 (m, 3H, CH 

piridinil); 4.74 (s, 2H, CH2). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 159,0 (C=ONH); 154,2 (C=N); 125,5 (Cq 

piridinila); 111,1 (Cq pirrol); 149,2 / 138,0 / 123,5 / 122,1 (4CH piridinila); 117,1 (CH pirrol); 

99,8 (C-Br); 46,1 (CH2). 

 

N-(N-(4-fluorobenzil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51c) (R = 

100%, sólido amarelo escuro, ponto de fusão: 169-171°C) 

 

 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13,40 (s, NHCO); 11,28 (s, NH); 9,44 

(s, NH); 8,90 (s, NH); 7,48 – 7,39 (m, 2H, 2CH fenil); 7,25 (m, 3H, 2CH fenil e CH 

pirrol); 4,57 (d, J = 5.8 Hz, 2H, CH2). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 44,10(CH2); 99,96 (C-Br); 104,71(C-Br); 

115,85(CH pirrol); 130,0(CH aromático); 130,07(CHaromatico); 123,6(C-C=O); 

135,49(Cquaternario-aromatico); 154,10(C=NH). 
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N-(N-(4-clorobenzil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51d) (R = 100%, 

sólido amarelo claro, ponto de fusão: 178-180°C) 

 

 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13,43 (s, NHCO); 11,18 (s, NH); 9,39 

(s, NH); 7,47 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 2CH fenil); 7,40 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 2CH fenil); 7,26 (s, 

1H, CH pirrol); 4,59 (d, J = 5.9 Hz, 2H, CH2). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 44,03(CH2); 99,90 (C-Br); 117,65(CH 

pirrol); 129,05 e 129,69(2CH fenila); 131,34 (C-Cl); 132,83 e 135,44(2CH fenila); 154,28 

(C=NH); 166,9 (C=O). 

 

 

N-(N-(4-metilbenzil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51e) (R = 98%, 

sólido branco, ponto de fusão: 172-174°C) 

 

 

 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13,40 (s, NHCO); 11,36 (s, NH); 9,45 

(s, NH); 8,93 (s, NH); 7,36 – 7,24 (m, 3H, 2CH fenil e CH pirrol); 7,21 (d, J = 7.9 Hz, 

2H, 2CH fenil); 4,54 (d, J = 5.9 Hz, 2H, CH2); 2,30 (s, 3H, CH3). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 153,37 (NHCO ou C=N); 137,12 (Cq 

fenil); 132,71 (Cq fenil); 129,21 (2CH2 fenil); 127,39 (2CH2 fenil); 125,06 (Cq pirrol); 

117,02 (CH pirrol); 110,58 (C-Br); 99,45 (C-Br); 44,10 (CH2); 20,69 (CH3). 

 

N-(N-(4-metóxibenzil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51f) (R = 

100%, sólido castanho claro, ponto de fusão: 151-154°C) 
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RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13,44 (s, NH); 11,07 (s, NH), 9,20 (s, NH); 

7;34 (d, 2H, J = 8,4 Hz, 2CH fenila); 7,21 (s, 1H, CH pirrol); 6,98 (d, 2H, J = 8,4 Hz, 2CH 

fenila); 4,50 (d, 2H, J = 5,7 Hz, CH2); 3,75 (s, 3H, -OCH3). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 44,30 (CH2); 55,62 (CH3); 99,87 (C-Br); 

114,53 (2CH aromaticos); 117,41 (CH pirrol); 126,8 (-Cq pirrol); 129,46 (2CH aromaticos); 

159,41 (C4 fenila). 

 

N-(N-fenetilcarbamimidoil)-4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida (51g) (R = 97%, sólido 

amarelo claro, ponto de fusão 139-142°C) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13.39 (sl, NH), 11.40 (sl, NH), 9.18 (sl, NH), 

8.85 (sl, NH), 7.31 (m, 5H, fenila), 7.24 (s, 1H, CH pirrol), 3.59 (m, 2H, CH2), 2.89 (m, 2H, 

CH2). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 158.95 (C=O); 153,80 (C=NH);138,4 (Cq 

fenila); 129,27 (2CH fenila); 128,93 (2CH fenila); 127,06 (CH fenila); 117,49 (CH pirrol); 

111,1 (Cq pirrol); 99,90 (C-Br); 42.86 (CH2). 

 

 

N-(N-propilcarbamimidoil)-4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida (51h) (R = 99%, sólido 

amarelo claro, ponto de fusão: 153-154°C ) 

 

 
 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 13,42 (s, NHCO); 11,03 (s, NHCN); 

8,95 (s, NH pirrol); 7,23- 7,30 (m, 6H, fenila e CH pirrol); 2,65 (m, 2H); 1,87 (m, 2H); 

1,25(m, 2H).  

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm):  128,87 (2CH’s fenila); 128,73 (2CH’s 

fenila); 126,45 (CH fenila); 41,42 (CH2); 32,51 (CH2); 29,86 (CH2).  
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N-(N-fenetilcarbamimidoil)-pirrol-2-carboxamida (51g’) (R=100%, solido branco, ponto 

de fusão: 160-162°C) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 12,17 (sl, NH); 11,10 (sl, NH); 9,18 

(sl, NH); 8,81 (sl, NH); 7,37-730 (m, 4H,); 7,25 (s, 1H, CH fenila); 7,21 (s, 1H, CH 

pirrol), 7,16 (s, 1H, CH pirrol); 6,28 (s, 1H, CH pirrol); 3.61 (dd, J = 13.4, 6.8 Hz, 2H 

CH2), 2.91 (t, J = 7,3 Hz, 2H, CH2). 

 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 160,5 (C=ONH); 154,24 (C=NH); 138,4 (Cq 

fenila); 123,5 (Cq pirrol); 129,9 / 129,3 / 127,2 (CH”s fenila); 127,1 / 115,7 / 110,8 (CH’s 

pirrol); 42.86 e 34,1 (2CH2). 

 

N-(N-propillcarbamimidoil)-pirrol-2-carboxamida (51h’)(R=100%, solido amarelo 

claro, ponto de fusão: 139-143°C) 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 12,43 (s, NHCO); 8,50 (s, NHC=N); 7,30 

(m, 5H, fenila); 6,95 (s, 1H, CH pirrol); 6,90 (s, 1H, CH pirrol); 6,27 (s, 1H, CH pirrol); 

3,63 – 3,40 (m, 2H, CH2); 2,75 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2); 2,09 – 1,95 (m, 2H, CH2); 1,53 

(s, 9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 171,06 (C=O); 156,09 (C=O); 153,54 (C=N); 

141,35 (Cq fenila); 131,28 (Cq pirrol); 128,63 (2CH’s fenila); 126,18 (2CH’s fenila); 121,76; 
41,2-32,5-29,9 (3CH2) 

 

Síntese da isometiltioureia bis-protegida (63) 209 

 

Esquema 8. Procedimento de síntese do agente guanilante (63) 
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A uma solução do sal de isometiltiouréia (53) (10 mmol) em diclorometano (7,5 ml), adiciona-

se solução saturada de bicarbonato de sódio (7,5 ml) e di-terc-butil-dicarbonato (54) (40 mmol). 

A mistura reacional fica sob agitação a temperatura ambiente durante 24 horas. A mistura é 

particionada entre água destilada e diclorometano, a fase orgânica é lavada com água destilada 

e a fase orgânica é seca com sulfato de sódio anidro. A fase orgânica é evaporada em evaporador 

rotatório para fornecer o agente guanilante (63) como um sólido branco em 90% de rendimento. 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 2,40 (s, 3h, SCH3); 1,50 (s, 9H, 3CH3); 1,25 (s, 

9H, 3CH3). 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 28,0 (3CH3); 27,2 (3CH3); 14,7 (SCH3). 

Procedimento geral de síntese das amino-alquilguanidinas bis-protegidas (65a-c) 

 

Esquema 9. Procedimento para síntese das amino-alquilguanidinas bis-protegidas (65a-

c) 

 

A metilisotiouréia bis-protegida (63) (20.0 mmol) em CH2Cl2 (30 mL) foi adicionada de uma 

única vez sobre uma solução do diaminoalcano (50.0 mmol) in CH2Cl2 (44 mL). A reação ficou 

sob agitação a 21 °C durante 30-70 min. A mistura reacional foi lavada com água destilada (3 

× 25 mL), solução saturada de cloreto de sódio (30 mL), seca com Na2SO4 e filtrada. Após 

remoção do solvente, o óleo obtido é conservado na geladeira e usado sem purificação. Estes 

intermediários (65a-c) não foram caracterizados devido à instabilidade química dos mesmos. 

Todas as aminoalquilguanidinas bis-protegidas são obtidas como um óleo transparente. 

Procedimento geral de síntese dos derivados pirrol-2-carboxamido-alquilguanidínicos 

bis-protegidos (68a-c; 69ª-c) 

 

Esquema 10. Procedimento obtenção dos derivados pirrol-2-carboxamido-acilguanidínicos 

bis-protegidos (68a-c; 69a-c) 

A uma solução do tricloroacetilpirrol (66 ou 67) (2,35 mmol) em CH2Cl2 (40 ml) foi adicionada 

a aminoalquilguanidina bis-protegida (65a-c) (5,4 mmol) e 1,5 ml de trietilamina. A mistura 

ficou sob agitação à temperatura ambiente por 24h ou até consumo total dos materiais de patida. 
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A mistura reacional foi diluída com água destilada e extraída com CH2Cl2. A fase orgânica foi 

seca com sulfato de sódio anidro e evaporada sob vácuo para gerar o produto como um sólido 

em 70-80% de rendimento. 

Pirrol-2-carboxamido-etilguanidina bis-protegida (68a) (R = 71%, sólido amarelo escuro, 

após purificação em coluna cromatográfica eluente hexano x acetato de etila, gradiente 

de concentração, ponto de fusão 118-121°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 1,46 (s, 9H, 3CH3); 1,40 (s, 9H, 3CH3); 3,35-

3,48 (m, 2H, CH2); 6,05 (s, 1H, CH); 6,73 (s, 1H, CH); 6,83 (s, 1H, CH); 8,10 (t, NH); 8,47(t, 

NH); 11,45 (s, NH); 11,51(s, NH). 

RMN13C (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 163,5 (C=O); 161,4 (C=O); 156,3 (C=N); 

152,28 (C=O); 126,56 (Cq pirrol); 108,9 (CH); 110,2 (CH); 121,66 (CH); 78,7 e 83,3 (terc-

butilas Boc), 38,9 (CH2); 28,1 e 28,4 (metilas Boc) 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-etilguanidina bis-protegida (69a) (R = 82%, óleo 

castanho claro, após purificação em coluna cromatográfica eluente hexano x acetato de 

etila, gradiente de concentração) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 1,40 e 1,46 (2s, 18H, 6CH3); 1,98 (s, 2H, CH2); 

3,45 (s, 2H, CH2); 6,86 (s, 1H, CH); 8,19 (s, NH); 8,44 (s, NH); 11,49 (s, NH); 12,69 (s, NH). 

RMN13C (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 28,4 e 28,1 (metilas Boc); 38,9 (CH2); 78,5 e 

83,3 (terc-butilas Boc); 98,2 e 104,9 (2C-Br); 112,8 (CH); 128,6 (Cq pirrol); 152,3 (C=O); 

156,31 (C=O); 159,6 (C=N); 163,43 (C=O). 

Pirrol-2-carboxamido-propilguanidina bis-protegida (68b) (R = 75%, sólido castanho 

escuro, após purificação em coluna cromatográfica eluente hexano x acetato de etila, 

gradiente de concentração, ponto de fusão 129-131°C) 
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RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 1,51 e 1,50 (2sl, 18H, 6CH3); 1,72 (t, 2H, CH2); 

3,41-3,51 (dd, 4H, 2CH2); 6,18 (s, 1H, CH); 6,89 (s, 1H, CH); 6,96 (s, 1H, CH); 7,60 (m, NH); 

9,72 (s, NH); 11,61 (s, NH).  

RMN13C (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 28,2 e 28,5 (metilas Boc); 36,8/35,2/ 30,4 (3 

CH2); 79,8 e 83,7 (terc-butilas Boc); 109,6 (CH pirrol); 110,2 (CHpirrol); 121,2 (CHpirrol); 

125,4 (Cq pirrol); 153,4 (C=N); 157,4 (C =O); 161,3 (C =O); 163,6 (C =O). 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-propilguanidina bis-protegida (69b) (R = 60%, sólido 

amarelo, após purificação em coluna cromatográfica eluente hexano x acetato de etila, 

gradiente de concentração, ponto de fusão 112-115°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 11,58 (s, NHCO); 8,54 (s, NH); 8,06 (s, 

1H); 7,26 (s, NH); 6,98 (s, 1H, CH pirrol), 3,55 – 3,17 (m, 4H, 2CH2), 1.73 (s, 2H, CH2), 

1.51 (s, 18H, 3CH3). 

 

DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 163,2 (NHCO); 159,7 (C=N); 157,5 (C=O); 

153,2 (C=O); 127,4 (Cq pirrol); 112,9 (CH pirrol); 104,9 (C-Br); 99,3 (C-Br); 83,5 

(C(CH3)3); 80,2 (C(CH3)3); 36,8 (CH2); 35,1 (CH2); 30,4 (CH2); 28,6 (3CH3); 28,0 

(3CH3). 

 

Pirrol-2-carboxamido-butilguanidina bis-protegida (68c) (R = 80%, sólido amarelo,  

ponto de fusão 119-123°C) 
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RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 1,44 e 1,49 (m, 18H, metilas Boc); 1,58 (m, 4H, 

2CH2); 3,44-3,41 (m, 4H, 2CH2); 6,89/6,65/6,20 (s, CH’s pirrol); 8,39 (s, NH); 9,71 (s, NH); 

11,49 (s, NH). 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-butilguanidina bis-protegida (69c) (R = 69%, sólido 

amarelo, após purificação em coluna cromatográfica eluente hexano x acetato de etila, 

gradiente de concentração, ponto de fusão 135-137°C) 

 

 

RMN1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 1,44 (m, 18H, metilas Boc); 1,50 (m, 2CH2); 

3,51-3,40 (m, 2CH2); 6,79(s, 1H, CHpirrol); 7,42 (s, NH); 8,49 (s, NH); 11,49 (s, NH). 

RMN13C (500 MHz) CDCl3 / TMS (δ-ppm): 27,8 (CH2); 28,2 e 28,1 (6CH3 – Boc); 29,68 

(CH2); 39,7 (CH2); 40,3 (CH2); 79,8 (C quaternário Boc); 83,4 (Cquaternário Boc); 99,5 e 104,9 

(Cpirrol-Br); 113,1 (CH pirrol); 127,5 (Cq pirrol); 153,4 (C=O); 156,7 (C=O); 159,6 (C=N); 

163,3 (C=O). 

 

Procedimento geral de síntese dos derivados pirrol-2-carboxamido-alquilguanidínicos  

 

Esquema 11. Metodologia de desproteção das guanidinas acíclicas bis-protegidas (50a-f) 
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A uma solução do derivado guanidínico bis-protegido (68a-c ou 69a-c) (0,2 mmol) em 

diclorometano (5 ml) são adicionados 8 equivalentes de ácido trifluoracético (TFA). A mistura 

fica sob agitação a temperatura ambiente até consumo total do material de partida (24-48h). O 

produto é isolado evaporando-se a mistura reacional sob pressão reduzida. 

Pirrol-2-carboxamida-N-2-etilguanidina (50a)(R=97%, óleo castanho claro) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 11.49 (s, 1H, NHCO), 8.16 (s, 1H, NH), 7.86 

(s, 1H, NH), 7.65 (s, 1H, NH), 6.87 (s, 1H, CH pirrol), 6.76 (s, 1H, CH pirrol), 6.10 (s, 1H, CH 

pirrol), 3.34 (d, J = 5.4 Hz, 2H, CH2), 3.27 (d, J = 5.5 Hz, 2H, CH2). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 161.69 (CO), 157.47 (C=N), 126.32 (Cq 

pirrol), 122.10 (CH pirrol), 110.68 (CH pirrol), 109.10 (CH pirrol), 41.02 (CH2), 38.29 (CH2). 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida-N-2-etilguanidina (50b) (R=98%, óleo castanho 

escuro) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 12.76 (s, 1H, NHCO), 8.28 (t, J = 5.2 Hz, 

1H, NH), 7.59 (t, J = 5.2 Hz, 1H, NH), 6.92 (s, 1H, CH pirrol), 3.37 – 3.30 (m, 2H, CH2), 3.30 

– 3.22 (m, 2H, CH2). 

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 159.37 (CO), 156.87 (CN), 127.90 (Cq 

pirrol), 112.78 (CH pirrol), 104.94 (C-Br), 97.82 (C-Br), 40.36 (CH2), 37.88 (CH2). 

 

Pirrol-2-carboxamida-N-3-propilguanidina (50c) (R=94%, sólido castanho escuro, 182-

185°C) 

 

RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 11.46 (s, 1H, NHC=O), 8.16 (s, 1H, NH), 

7.77 (s, 3H, NH e NH2), 6.85 (s, 1H, CH pirrol), 6.75 (s, 1H, CH pirrol), 6.08 (s, 1H, CH pirrol), 

3.26 (s, 2H, CH2), 2.81 (s, 2H, CH2), 1.76 (s, 2H, CH2). 
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RMN13C (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 161.42 (C=O), 126.35 (Cq pirrol), 122.02 

(CH pirrol), 110.33 (CH pirrol), 108.96 (CH pirrol), 37.27 (CH2), 35.92 (CH2), 28.17 (CH2). 

 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida-N-3-propilguanidina (50d) (R=99%, óleo castanho 

escuro) 

 

RMN1H (400 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 12.71 (s, 1H, NH), 8.20 (s, 1H, NH), 7.77 (s, 

1H, NH), 6.94 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CH pirrol), 3.26 (d, J = 5.8 Hz, 2H, CH2), 3.15 (d, J = 5.8 Hz, 

2H, CH2), 1.75 – 1.65 (m, 2H, CH2). 

RMN13C (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 159.49 (C=O), 157.33 (C=N), 128.58 (Cq 

pirrol), 113.05 (CH pirrol), 105.07 (C-Br), 98.33 (C-Br), 38.90 (CH2), 36.41 (CH2), 29.12 

(CH2). 

Pirrol-2-carboxamida-N-4-butilguanidina (50e) (R=99%, óleo amarelo claro) 

 

RMN1H (400 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 11.41 (s, 1H, NH), 8.05 (t, J = 5.6 Hz, 

1H, NH), 7.67 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH), 6.85 (s, 1H, CH pirrol), 6.76 (s, 1H, CH pirrol), 

6.08 (dd, J = 5.8, 2.4 Hz, 1H, CH pirrol), 3.24 (d, J = 5.5 Hz, 2H, CH2), 3.14 (d, J = 5.7 

Hz, 2H, CH2), 1.51 (s, 4H, 2CH2). 

RMN13C (400 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 161.18 (C=O), 157.20 (C=N), 126.76 (Cq 

pirrol), 121.62 (CH pirrol), 110.17 (CH pirrol), 108.94 (CH pirrol), 40.94 (CH2), 38.27(CH2), 

27.16 (CH2), 26.50 (CH2). 

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida-N-4-butilguanidina (50f) (R=97%, sólido amarelo 

claro, ponto de fusão: 151-152°C) 
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RMN1H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 12.67 (s, 1H, NHCO), 8.17 (s, 1H, NH), 7.63 

(s, 1H, NH), 6.92 (s, 1H, CH pirrol), 3.44 (q, J = 7.0 Hz, 2H, CH2), 3.22 (d, J = 5.6 Hz, 2H, 

CH2), 3.11 (d, J = 5.5 Hz, 1H, CH2), 1.06 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH2). 

RMN13C (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (δ-ppm): 159.34 (C=O), 157.18 (C=N), 128.67 (Cq 

pirrol), 112.90 (CH pirrol), 104.82 (C-Br), 98.20 (C-Br), 40.91 (CH2), 38.47 (CH2), 26.90 

(CH2), 26.47(CH2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



119 
 

5.3 Avaliação Farmacológica 

5.3.1 Avaliação in vitro dos novos derivados guanidínicos e acilguanidínicos sobre a 

atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE)  

A avaliação da porcentagem de inibição dos compostos para atividade 

anticolinesterásica foi realizada de acordo com o método adaptado de Ellman (ELLMAN, 

1961)179. Todas as soluções utilizadas nos ensaios foram preparadas em tampão tris-HCl 

0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solução 1 M de HCl ou NaOH) e as soluções estoque dos 

compostos (62 e) e (62 a) foram preparados em solução de DMSO: EtOH (7:3)(35mM) e 

a dos demais compostos em solução de EtOH (35 mM). Em uma placa de 96 poços de 

fundo plano foram adicionados 150 μL de solução do composto inibidor (68a-c;69a-c; 

50a-f; 62a-h’; donepezila) em oito diferentes concentrações diluídas em série, as quais 

variam entre 50 – 0,001µM para AChE (fator de diluição=2) e de 50 - 0,1µM para BChE 

(fator de diluição=2). O controle veículo (DMSO - concentração final 0,02% v / v para 

AChE e 0,02% v / v para BChE), foi utilizado como referência (controle negativo). Em 

seguida, foram adicionados 60 μL de ácido 5,5′-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB, 

reagente de Ellman) a 1,1 mM e 30 μL de acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia 

elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE) a 0,20 U/mL 

na presença de 1 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA). A absorbância foi então 

registada utilizando um leitor de placas iMark (BioRad) equipado com um filtro de luz 

de = 415 nm e esta medida foi usada como uma referência em branco. Após uma 

incubação de 10 minutos a 25°C, 24 μL de solução do substrato iodeto de acetiltiocolina 

(ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) a 2,75 mM foram adicionados e a 

absorbância foi registrada após 5 minutos de incubação a 25°C a λ = 415 nm por 3 vezes 

dentro de 60 segundos. A atividade enzimática foi calculada como porcentagem referente 

à média dos valores de absorbância medidos para o controle tratado com DMSO e EtOH, 

descontada dos valores de referência em branco. Os ensaios foram realizados em 

triplicatas (para o cálculo do desvio-padrão) e os valores da porcentagem de inibição 

foram calculados com auxílio do programa Excel 2010. Os valores de CI50 foram 

calculados com auxílio do programa Graphpad Prism 7.0 utilizando o modelo de 

regressão não linear para a inibição dose-resposta. 

 

5.3.2. Estudo de interação enzimática in silico dos derivados guanidínicos e 

acilguanidínicos.  
 

As colinesterases possuem dois locais de ligação conhecidos: o CAS, onde as enzimas 

hidrolisam seus substratos; e o PAS, ambos localizados nas extremidades de um longo canal 

no sitio ativo destas enzimas. Ambos os locais foram explorados no estudo de ancoragem, 

para determinar como ocorre a interação desses compostos no sítio ativo da BchE 

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) foi realizada a 

previsão da interação de alguns dos derivados guanidínicos e acilguanidínicos ( com a enzima 

BChE a partir do programa GOLD 5.6 (CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) e a estrutura 

cristalográfica da BuChE de enguia elétrica (Electrophorus electricus) (EeAChE) obtida no 

banco de dados de proteínas (PDB, do inglês Protein Data Bank) de código 1CB2 e resolução 

de 4,5 Ǻ. Foram utilizados o raio de ligação a 15 Ǻ em torno de átomo de oxigênio do resíduo 

da serina 203 e a função Goldscore e para a previsão da interação do compostos com a 

EeBChE.  

Sendo assim, alguns dos compostos finais foram previamente tratados, através da 

minimização de energia via método semi-empírico PM6, considerando suas respectivas 
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formas catiônicas, visto que em meio biológico (pH aproximadamente igual a 7), estas 

estruturas encontram-se protonadas. 

Assim sendo, estes foram ancorados nos sítios ativos da EeBuchE.  No programa 

GOLD, as funções de encaixe produzem valores de scores que são valores adimensionais, 

capazes de medir “pontuações de aptidão”. A pontuação de cada pose identificada é calculada 

como o negativo da soma de uma série de termos de energia envolvidos no processo de 

interação proteína-ligante, para que quanto mais positiva a pontuação, melhor a interação. Os 

valores de scores são um guia de quão boa é a posição do ancoramento, o que significa que 

uma pontuação mais alta indica uma melhor interação entre o ligando e o local de ligação.   

Desse modo, os resultados exibiram os compostos ancorados com as subunidades 

pirrólicas, guanidínicas, acilguanidínicas e aromáticas voltadas para o interior da cavidade 

enzimática, isto é, no CAS, tendo como interações principais: a interação bromo - π entre o 

anel pirrólico bromado e o anel aromático do triptofano 259, a interação de hidrogêncio entre 

os NH’s pirrólicos e a Histidina 466 , a interação de hidrogênio entre os NH’s guanidínicos e 

o resíduo glutamato 225 e a interação entre os anéis aromáticos das fenilas com o resíduo do 

triptofano 110.  

 Neste contexto, foram avaliadas as demais estruturas cristalográficas da EeBChE 

disponíveis no PDB (1CO2 e 1EEA), utilizando a função Goldscore e o raio de ligação a 

15 e 20 Ǻ em torno de átomo de oxigênio do resíduo de serina presente no CAS.  
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6. Espectros 

 

Espectro 1-Composto (53) RMN 1H (500 MHz, DMSO – D6) 
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Espectro 2-Composto (53) RMN DEPT Q (500 MHz, DMSO – D6) 
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Espectro 3-Composto (55) RMN 1H (500 MHz, DMSO – D6) 

E
spctro felipe.077.001.1r.esp

8
.5

8
.0

7
.5

7
.0

6
.5

6
.0

5
.5

5
.0

4
.5

4
.0

3
.5

3
.0

2
.5

2
.0

1
.5

1
.0

C
h

em
ica

l S
h

ift (p
p

m
)

0

0
.05

0
.10

0
.15

0
.20

0
.25

0
.30

0
.35

0
.40

0
.45

0
.50

0
.55

0
.60

0
.65

0
.70

0
.75

0
.80

0
.85

0
.90

0
.95

1
.00

Normalized Intensity

9
.00

2
.88

1
.42

D
M

S
O

W
ater

1.41
1.44
1.45

2.32

8.58



124 
 

 

Espectro 4-(Composto 55) DEPTQ (500 MHz, DMSO – D6) 
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Espectro 5-Composto (58) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 6-Composto (58) DEPTQ (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 7-Composto (57)RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 8-Composto (57) DEPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 9-Composto (61) RMN1H(500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 10-Composto (61) DEPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 11-Composto (60) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 12-Composto (60) DEPT Q (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 13-Composto (62a) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
  



134 
 

 

Espectro 14-Composto (62a) DEPT Q (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 15-Composto (62b) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 16-Composto (62b) DPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 17-Composto (62g)RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 18-. Composto (62g) DEPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 19-Composto (62c) RMN1H (500 MHz, CDCl3). 
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Espectro 20-Composto (62c) DEPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 21-Composto (62d) RMN 1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 22-Composto (62d) RMN 13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 23-Composto (62f) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 24-Composto (62f) DEPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 25-Composto (62e) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 26-Composto (62e) DEPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 27-Composto (62g’) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 28-Composto (62g’) DEPTQ (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 29-Composto (51a) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 30-Composto (51a) DPTQ (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 31-Composto (62b)RMN1H (500 MHz, CDCl3) 



152 
 

 

Espectro 32-Composto (62b) DEPTQ (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 33-Composto (51g) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 34-Composto (51g) DEPTQ (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 35-Composto (51c) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 36-Composto (51c) RMN13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 37-Composto (59) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 38- Composto (51 f) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 39-Composto (62h) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 40-Composto (62h) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 41-Composto (62h’) RMN1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 42-Composto (62h’) RMN13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 43-Composto (51 e) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 44-Composto (51 e) RMN13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 45-Composto (51 d) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 46-Composto (51 d) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 47-Composto (51h) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 48-Composto (51h) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 49-Composto (51g’) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 50-Composto (51g’) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 51-Composto (51h’) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 52-Composto (51h’) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 53-Composto (63) RMN 1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 54-Composto (63) RMN 13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 55-Composto (68a) RMN 1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 56-Composto (68a) RMN 13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 57-Composto (68b) RMN 1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 58-Composto (68b) RMN 13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 59-Composto (68c) RMN 13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 60-Composto (69a) RMN 1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 61-Composto (69a) RMN 13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 62-Composto (69b) RMN 13H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 63-Composto (69b) RMN 13C (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 64-Composto (69c) RMN 1H (500 MHz, CDCl3) 
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Espectro 65-Composto (69c) RMN 13C (500 MHz, CDCl3)
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Espectro 66-Composto (50d) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 67-Composto (50d) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 68-Composto (50a) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 69Composto (50a) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 70-Composto (50e) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 71-Composto (50e) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 72-Composto (50b) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 73-Composto (50b) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 74-Composto (50f) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 75-Composto (50f) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 76-Composto (50c) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 77-Composto (50c) RMN 13C (500 MHz, DMSO-d6) 
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