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RESUMO
Os produtos naturais sdo uma das principais fontes de inspiracdo para o desenvolvimento

de novos candidatos a prototipos de farmacos. Dentre os produtos de origem natural, os
alcaloides bromopirrélicos sdo de grande interesse dos quimicos medicinais por serem uma classe
de metabolitos secundarios exclusivamente marinhos, produzidos por esponjas, e com diversas
atividades bioldgicas. O presente trabalho descreve o planejamento estrutural, a sintese e
avaliacdo, in vitro e in silico, de novos derivados bromopirrélicos guanidinicos e acilguanidinicos
desenhados como anélogos estruturais de alcaloides marinhos oroidinicos. O planejamento
estrutural se baseou em estratégias como o bioisosterismo, hibridacdo molecular e homologacédo
para o planejamento de modificacBes nas subunidades caracteristicas destes alcaloides, como a
cadeia alquilica espacadora e a subunidade guanidinica ciclica. A estratégia sintética explorou a
reacdo de condensacdo entre o intermediario-chave 1-(terc-butiloxicarbonil)-3-(4,5-
dibromopirrol-2-carbonil)-2-metil-2-isotioureia com diferentes aminas e posterior remocdo do
grupo de protecdo (N-Boc) em meio 4cido para a obtencdo das acilguanidinas alvo. Os analogos
guanidinicos aciclicos foram obtidos através da reagdo entre o intermediario 2-tricloroacetil-4,5-
dibromopirrol, ou 2-tricloroacetil-pirrol, e amino-alquilguanidinas N,N’-bis-protegidas
previamente sintetizadas, e posterior reacdo de desprotecdo em meio &cido. 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), analogos sintéticos
dos alcaloides marinhos oroidinicos, todos caracterizados por RMN de *H e RMN de *C. A
triagem in vitro sobre as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE)
identificou a guanidina 68c como um inibidor ndo seletivo de AChE (Clso de 22,8uM) e BuChE
(Clso de 27,3 uM) e 50c como um inibidor seletivo de BUChE (Clso de 13,3uM). As acilguanidinas
se destacaram como inibidores seletivos de BuChE, principalmente as acilguanidinas livres 51a
e 51g com Clsp de 4,8 uM e 3,8 pM, respectivamente, e 52¢, 52d e 52f com inibicdo da BUChE
maior que 83% a 30 pM. A relacdo estrutura-atividade mostrou a importancia da funcéo
acilguanidina livre para a inibicéo seletiva de BuChE, assim como a presenga dos substituintes
bromos no anel. Os estudos de docking molecular corroboraram os resultados experimentais
mostrando a importancia das subunidades bromopirrol, acilguanidina e anel benzilico para
interacdo com os residuos de aminoécidos presentes no sitio ativo da BuChE. Adicionalmente,
a avaliacéo in silico das propriedades ADME e druglike mostrou que as novas guanidinas
e acilguanidinas bromopirrolicas tem potencial para boa absorcao gastrointestinal e bom

perfil drug-likeness.

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

Butirilcolinesterase



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 'H NMR and *C NMR. In vitro screening for acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BuChE) inhibition, identified guanidine 68c as a non-selective
inhibitor of AChE (Clso of 22.8uM) and BuChE (Clso of 27.3 uM) and 50c as a selective
inhibitor of BUChE (ICsg of 13.3 uM). Acylguanidines stood out as selective BUChE
inhibitors, mainly free acylguanidines 51a and 51g with 1Cso of 4.8 uM and 3.8 pM,
respectively, and 52c, 52d and 52f with BUChE inhibition greater than 83% at 30 uM.
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.



Keywords: acylguanidines, guanidines, marine alkaloids, medicinal chemistry,
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1.INTRODUCAO

1.1 Alcal6ides Bromopirrolicos

111

1.1.2

Os alcaloides bromopirrélicos constituem uma familia de produtos naturais marinhos
que foram identificados como metab6litos secundarios de esponjas marinhas. 2Desde
meados da década de 1970, cerca de 140 compostos foram classificados como alcal6ides
bromopirrolicos e se apresentam como estruturas que variam de simples a derivados
policiclicos mais complexos. Esses produtos naturais sdo associados a uma ampla gama
de atividades bioldgicas e, sendo assim, tém sido de grande interesse tanto para produtos
naturais quanto para sintese organica.® E relatado que esses alcaléides tém um conjunto
diversificado de atividades farmacoldgicas, como antibacteriana, antitubercular,?
anitibiofilme,® antineoplésico ®e agentes antivirais.”®

Dentre os organismos marinhos, as esponjas marinhas se destacam como a fonte mais
importante de alcaloides bromopirrélicos apresentando importantes atividades
farmacoldgicas.® Os compostos dessa classe de alcaldides sdo caracteriados
estruturalmente pela presenca das subunidades bromopirrélica, carboxamida e
imidazolica funcionalizada, conectadas atraves de uma cadeia espacadora alifatica. A
maioria dos alcaloides marinhos bromopirrélicos sdo chamados de alcaloides oroidinicos,
em referéncia ao primeiro e mais simples membro representante da classe, a oroidina
(figura 1).1°

Oroidina

A oroidina (1) € o alcaloide marinho bromopirrélico de maior abundancia e é
considerado como o precursor dos demais alcaloides desta classe. A oroidina (1) foi o
primeiro composto isolado dessa familia, a partir da esponja Agelas oroides.!! A sintese da
oroidina foi publicada pela primeira vez em 2006 e a partir dai, varios analogos sintéticos
vém sendo descritos.*? 12

A classe de alcaloides oroidinicos se mostra bem adequada para uso como um
ponto de partida para o desenvolvimento de novos analogos que podem ser triados quanto
as suas atividades bioldgicas.**

NH

/ \5 5 \__\0 nucleo amino-

Br N -imidazdlico
H' O | 9y

. e 12
nucleo bromopirrélico- y (1)
-carboxamida

Figura 1. Estrutura quimica da oroidina e caracteristicas estruturais.

Dispacamidas

As dispacamidas (2A, 2B, 3C e 3D) sdo alcaloides marinhos bromopirrélicos
isolados de esponjas marinhas de diversas espécies caribenhas do género Agelas, como
mostrado na figura 3. Farmacologicamente, as dispacamidas revelaram atividades
inibidoras significativas contra algumas quinases importantes como GSK-3, DYRK1A e
CK 1 0 que pode levar a inspiragdo para a pesquisa a respeito de novos inibidores potentes
dessas quinases que desempenham papéis importantes no diabetes e distarbios
neurodegenerativos, por exemplo Doenca de Alzheimer.’®* Também apresentaram
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atividades anti-histaminica pronunciada in vivo no modelo ileo da cobaia por meio de
uma ligag&o reversivel ndo competitiva aos receptores de histamina.l” 8 Elas diferem da
oroidina na configuracdo da ligagdo dupla; na cadeia espagadora propenilica da oroidina,
a ligacdo dupla esté entre os carbonos C-9 e C-10 e apresentam configuracdo E. J& nas
dispacamidas, a ligagdo dupla esta entre os carbonos C-10 e C-11 na cadeia espacadora e
apresenta configuracdo Z devido ao nitrogénio do anel imidazol6nico ser o grupo de maior
prioridade na regra CIP (Cahn Ingold Prelog).'® A figura 3 ilustra as estruturas quimicas
das dispacamidas mencionadas.

Figura 2. Espécies de Agelas caribenhas (A e C) e Axinella corrugata. (B e D)
(ADAPTADO DE SPONGEGUIDE,2020.)%
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Figura 3 - Estrutura quimica das dispacamidas (2a, 2b, 3c, 3d).

Estruturalmente, as dispacamidas sdo caracterizadas pela presenca de uma
unidade aminoimidazolénica conectada ao nucleo bromopirrélico através de uma cadeia
espacadora propenilica, que tem como substituinte o grupo hidroxila (no caso das
dispacamidas 3c e 3d)?°, como mostrado na figura 4 a seguir.
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Figura 4. Estrutura quimica geral das dispacamidas.

1.1.3 Outros importantes alcaldides oroidinicos

Dentre os muitos membros conhecidos desta classe de alcaloides, isolados de mais
de vinte esponjas de varios géneros, podemos citar alguns exemplos como a himenidina
(4) que foi isolada pela primeira vez da esponja Hymeniacidon sp (figura 5)?! e também
foi isolada da esponja Agelas clathrodes.?? 2 Seu esqueleto se assemelha ao da oroidina
(1), porém é ndo-bromada na posicdo 5 do pirrol. Esse composto apresenta atividade
antiserotoninérgica e antimuscarinica.® A himenidina, bem como a taurodiscapamida A
exibem inibigdo 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 inibicdo contra a proliferacdo do fungo
Candida albicans.?* A taurodispacamida A (8) também apresentou boa atividade
antibacteriana®2

Figura 5. A esquerda, esnja ymenidacion sp (Adaptado de FERJ,2020)27E a
direita, esponja Agelas clathrodes (Adaptado de BIOLIB, 2020).?

Também podemos destacar a a midpacamida (5), que também foi isolada de
esponjas marinhas do género Agelas e apresentou atividade antibacteriana.® A
midpacamida (5) difere da oroidina (1) pelo substituinte N do anel pirrol, na
funcionalizacéo da cadeia de trés carbonos, bem como na oxidacéo do anel imidazol, que
na midpacamida (5) € um grupo metil hidantoina na posicdo 3. Essa classe de alcal6ides
apresenta interessantes atividades apoptoticas®.

As ageladinas representam um grupo de compostos com potentes propriedades
anti-inflamatorias. A Ageladina A (6), € um alcaldide pirrol aminoimidazolico isolado da
esponja marinha Agelas nakamurai isolado por Fusetani e colaboradores. Sabe-se que
essa classe de alcaldides inibe varios subtipos de metaloproteinases de matriz (MMPs),
associadas a doencas inflamatorias causadas por infiltracdo de macréfagos, como doengas
de pele, aterosclerose, aneurismas e canceres.®'3 e a dispirina (7) mostrou excelente
atividade anti-histaminica.®* As mukanadinas E (9) e G (10) também s&o uma classe de
grande interesse farmacéutico, apresentando atividades antifiingicas 3 3 - essas trés
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Gltimas classes de alcaloides oroidinicos apresentaram significativa atividade
anticolinérgica (Figura 6).
H
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Figura 6. Estruturas quimicas de alguns representantes da classe dos alcaloides
marinhos oroidinicos.?’

Atualmente, admite-se que esses alcaldides desempenham o papel de marcadores
quimicos dessas esponjas filogeneticamente relacionadas.®® Os alcaloides oroidinicos
representam uma grande diversidade estrutural e atividades farmacoldgicas com
potenciais terapéuticos, 0 que da a essa classe de substancias importantes potenciais
quimicos e farmacoldgicos a serem explorados para o planejamento e sintese de novos
candidatos a protétipos de farmacos. ¥’

1.2 A Doenca de Alzheimer (DA)

A deméncia é caracterizada por um declinio cognitivo progressivo levando a
deficiéncia ocupacional. No entanto, a DA deve ser diferenciada de outras causas de
deméncia, incluindo deméncia vascular, deméncia com corpos de Lewy, doenga de
Parkinson com deméncia, deméncia frontotemporal e deméncias reversiveis.® No
entanto, a DA pode ser considerada a mais representativa dessas doencas, correspondendo
a cerca de 60% a 70% dos casos totais.

Quando o primeiro caso de uma mulher de 51 anos apresentando deterioracao de
memodria relativamente rapida juntamente com distarbios psiquiatricos foi diagnosticado
como DA por Alois Alzheimer em 1907, esta doenca foi considerada um distarbio
relativamente incomum com uma variedade de doencas progressivas e condicGes
neuroldgicas fatais, incluindo deméncia senil e idade precoce de inicio.** Apds seu
falecimento foram comprovadas, através de exames, atrofia e deposi¢cGes anormais de
proteinas no cérebro, o que levou o psiquiatra Alzheimer a concluséo de que se tratava de um
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caso especifico de deméncia. Anos depois, Emil Kraepelin deu 0 nome a doenga em
homenagem ao psiquiatra alemé&o.*

A doenca de Alzheimer (DA) é uma das doengas neurodegenerativas mais comuns
que frequentemente causam deméncia e afetam individuos de meia idade a velhice,
aproximadamente um em cada quatro individuos com mais de 85 anos.®” A DA tem varios
fatores etioldgicos, incluindo genética, fatores ambientais e estilos de vida gerais** e suas
marcas fisiopatologicas incluem deposi¢ao de proteina -amildide (peptideo AP) extracelular
na forma de placas senis e depositos intracelulares da proteina tau associada a microtubulos
como emaranhados neurofibrilares (NFTs) nos cérebros com Alzheimer. Estudos clinicos e
neuropatoldgicos subsequentes identificaram placas senis e NFTs como as causas mais
comuns da doenca em idosos. A DA é geralmente reconhecida como uma entidade clinico-
patoldgica com maltiplas causas. Especificamente, o diagnostico desta doenca é baseado nao
apenas na perda de memoria e comprometimento de pelo menos um outro dominio cognitivo,
mas também em um declinio na funcéao cerebral global, uma deterioracdo na capacidade de
realizar atividades da vida diaria e o aparecimento de distirbios em funcdo social ou
ocupacional. Além disso, déficits psicométricos idiopaticos caracteristicos na avaliacdo
clinica e outras confirmacdes post mortem da presenca das lesGes caracteristicas mencionadas
acima sdo bastante necessarias para o seu diagnostico. A DA é caracterizada pela perda
macica de neurdnios e tecido cerebral, como mostrado na comparacéo da figura 7, bem como
pela degeneracao neurovascular e interrupgao da funcéo sinaptica a comecar pelo hipocampo-
area que desempenha papel essencial nas fung@es cognitivas*?. Suas principais caracteristicas
sdo: a presenca de placas na superficie extracelular dos neurdnios, constituidas por agregados
de pepitideos B-amildide (AP) e depositos intracelulares de filamentos neurofibrilares
insoltveis compostos por formas hiperfosforiladas da proteina tau (PTau) — figura 8.4 A DA
também esta associada a outros eventos bioquimicos como déficit do neurotransmissor
acetilcolina,* estresse oxidativo,*® neuroinflamag&o®® e disfuncéo da homeostase metalica.*’

CEREBRO SAUDAVEL CEREBRO COM ALZHEIMER

CORTEX ___ ATROFIA DO CORTEX
CEREBRAL [ cereBrAL

HIPOCAMPO ATROFIA DO
HIPOCAMPO

Figura 7. Atrofia do tecido cerebral. (Adaptado de DREAMSTIME, 2020)*
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A placa beta-amildide se espalha por todo o cérebro em um estagio inicial, décadas
antes de o paciente perceber sinais da doenca. A proteina Tau, por outro lado, comeca a
se espalhar em um estagio posterior, do lobo temporal para outras partes do cérebro.
Quando ocorre o espalhamento dessa proteina, 0s neurbnios comegam a morrer € 0
paciente experimenta os primeiros problemas com a doenca.*

Proteina Tal

Desestabilizacdo das
Subunidades dos
Microtdbulos

v Desinteqracio
¢ dos Microtibulos < Emaranhado
A ﬁ/ de TaU
sl P Q
L > * ¢ J:"' o ) -)J

Dasinteqracio
dos Microtibulos

Figura 8. llustracdo da origem dos emaranhados de de neurofibrilas, formados a partir
da hiperfosforilacdo da proteina tau e desestabilizacdo dos microtubulos celulares.
(Adaptado de ZAINAGH]I, 2006)°

E importante destacar que n&o existe um teste simples para realizar o diagnostico
da doenca de Alzheimer. Os estudos baseiam-se na identificacdo das modificacOes
cognitivas especificas, de acordo com os critérios do National Institute of Neurologic and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer Disease and Related Disorders
Association.®! Apesar dos avangos significativos nos exames de imagem cerebral, a
confirmacéo segura da DA soO é obtida ao examinar o cérebro apos a morte. As novas
pesquisas sobre o desenvolvimento de testes que podem detectar biomarcadores da
doenca de Alzheimer ainda incluem apenas o estagio inicial .28

O risco de desenvolver a DA pode ser influenciado por fatores genéticos e
exdgenos, no entanto, o fator de risco mais relevante é a idade*? e, numericamente, a
porcentagem de individuos com DA praticamente duplica a cada 5 anos de idade a partir
dos 60 anos. A ocorréncia dessa doenca em individuos com 60 anos é de 1%, porém,
observa-se um incremento exponencial nessa porcentagem, com o aumento da idade, de
modo que a prevaléncia é em torno de 30% em pessoas com 85 anos.>?

Os fatores de risco genéticos que podem levar a uma predisposi¢do & DA séo,
principalmente, mutacbes na APP (proteina trans-membrana encontrada
preferencialmente nas terminacfes nervosas), na presenilina e também alguns fatores
exogenos.>® As presenilinas sio proteinas cujas fungbes ainda ndo estdo bem
estabelecidas, mas sabe-se que existe relacdo dos seus genes correspondentes (PSENL1 e
PSEN2) com a doenga de Alzheimer.>*°>% Sabe-se que mutages nesses genes estio
relacionadas com alteragdes na clivagem da APP, aumentando a produg@o de 3-amiloide
(figura 9), ocasionando casos de Alzheimer de inicio precoce.>"*
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Figura 9. Diferencas entre o cérebro normal e o cérebro com a DA. Os neurdnios tém
dificuldades de comunicagdo entre si, em funcdo das placas senis (Adaptado de
BALTAR, 2007)*

A neuropatologia da DA inclui também a hiperfosforilacdo da proteina Tau que
origina a formacdo de trancas neurofibrilares e pode conduzir, por si sé, a patologia e
sintomatologia associadas a DA, como se observa na figura 10. As trancas neurofibrilares
sdo visiveis, habitualmente, em doencas neurodegenerativas e resultam da
hiperfosforilacéo das proteinas Tau, que se agregam intracelularmente de forma anormal.
As funcBes das proteinas Tau no seu estado normal incluem a regulacdo dindmica de
microtabulos, que dependem do estado de fosforilagdo. Observando a figura 11, percebe-
se que as alteragbes na fosforilagdo da Tau, ttm um impacto na estabilidade dos
microtabulos, alterando o transporte axonal e comprometendo a viabilidade neuronal,
com consequente impacto a nivel cognitivo.®

Neurdnio

. Dendrites

_ Axdnio

Bainha de Mielina

Placas senis = %
= Arborizagdo Terminal

Trancas
neurofibrilares

Cérebro AD

Figura 10. Deposicdo de placas beta senis e trancas neurofibrilares. A figura representa
as duas principais evidéncias patoldgicas associadas a doenga de Alzheimer (Adaptado
de SOUZA, 2017)%
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Os fatores de risco exdgenos incluem: trauma cerebral,® tabagismo,52%3
obesidade,®*®° diabetes,®® hipertensio, 8" %8colesterol ,%° niveis elevados de homocisteina
70 e exposicdo exdgena a metais "tincluindo chumbo "?mercurio,” e aluminio. 747 7 O
risco de desenvolver a doenca de Alzheimer pode ser reduzido, evitando os fatores de
risco exdgenos, além de promover estimulos & capacidade neuronal,””® como a leitura,
jogos que estimulem a mente e memoria e tocar instrumentos musicais?’; ter boa
alimentacdo, através da ingestdo de vitamina B12, 4cido folico, antioxidantes como
vitamina E, &cidos graxos insaturados, cereais e peixes ;>® e realizar atividades fisicas
regulares.

A figura 11 ilustra a diferenca entre neurdnios normais e neuronios lesionados. Na
situacdo (a), a proteina Tau apresenta-se na sua forma normal estabilizando os
microtubulos e ndo se verifica hiperfosforilacdo da proteina. Nao ha alteracdo da funcéo
neuronal. Por outro lado, na situacdo (b), a proteina Tau apresenta defeito e,
consequentemente, ndo consegue fixar os microtubulos. Ocorre hiperfosforilacdo desta
proteina e formacdo de trancas neurofibrilares, que conduzem a lesdo neuronal e
posteriormente ao aparecimento da AD.

Hiperfosforilacgo | P!

Proteina Tau

-
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saudavel - :
estabiliza Proteina Tau com defeito
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microtdbulos

microtibulos

Hiperfosforilagdo Tau

Cérebro AD

Figura 11. Comparagéo entre neurdnios normais e lesionados (Adaptado de SOUZA,
2017)8?

A DA é uma doenca heterogénea conduzida pela interacdo entre multiplos fatores
deletérios. Sua origem e 0 modo como exatamente estes fatores contribuem para o
progresso da doenca continuam indeterminados até o momento. Estas irresolucdes
levaram a propostas de varias hip6teses baseadas nas alteragdes dos aspectos moleculares
e fisiopatoldgicos observadas no cérebro do portador da DA, como uma tentativa de
explicar a complexidade e a natureza multifatorial da DA. Entre as mais importantes
hipdteses estdo: déficit colinérgico, amiloide, propagacdo da PTau, estresse oxidativo,
inflamacéo e disfuncdo metalica
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1.2.1 Hipotese Colinérgica

O nucleo basal de Meynert é uma regido responsavel pela produgdo da enzima
colina acetiltransferase (ChAT), sendo uma das areas mais danificadas pela doenca de
Alzheimer. A ChAT ¢ transportada para regides como hipocamo, cértex cerebral e
amigdala, sendo responsavel por catalisar a reacdo de sintese da acetilcolina (13) que €
um neurotransmissor responsavel por regular o desempenho cognitivo e o processo de
aprendizado e memoria (Figura 12). Uma vez sintetizada, parte da acetilcolina (13) é
transportada e armazenada em vesiculas sinapticas (b) (Figura 13).

Colina Acet|ICoI|na
| P Colina acetil- transferase

HO/\/g\ / \ )I\
(1)

CoASH
_CoA
oo

Acetil-Coenzima A
(12)

Figura 12. Sintese da Acetilcolina.

Apo6s ser liberada inteiramente por exocitose, a acetilcolina interage
especificamente com o0s receptores colinérgicos presentes nas membranas pré e pés-
sinapticas, transmitindo a mensagem entre os neurdnios (c), ou sofre hidrélise pela enzima
acetilcolinesterase (AChE), gerando como produtos um acetato e colina (d) (Figura 13).8

Na DA, observa-se a diminuicdo dos neurdnios colinérgicos e atrofia cerebral,
especialmente no cortex, no hipocampo, nos ganglios basais de Meynert, causando déficit
de transmissdo colinérgica. Estudos comprovam uma diminuicdo na quantidade de
acetilcolina, acetil-transferase e acetilcolinesterase em cérebro de pacientes com doenga
de Alzheimer. Nesse contexto, o papel do sistema colinérgico se mostra fundamental nas
questdes associadas @ memaria e nos processos de aprendizagem no cérebro humano, o
que leva a concluir que a degeneragdo do sistema colinérgico contribui expressivamente
com o comprometimento das funcdes cognitivas em individuos com DA. &

A hipdtese colinérgica representa a base racional para o desenvolvimento de
estratégias que tem como foco a otimizacdo da neurotransmissdo colinérgica. Niveis
sinapticos de acetilcolina podem ser aumentados através da inibicdo da
acetilcolinesterase, usando precursores de acetilcolina, aumentando a liberacdo de
acetilcolina ou agonistas muscarinicos, entretanto a Unica abordagem eficaz comprovada
no tratamento dos sintomas cognitivos e funcionais da DA foi baseada nos inibidores
colinesterasicos.
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Secrec¢do e Reabsorcdo de AcetilColina
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Figura 13. Sinapse colinérgica. Sintese da acetilcolina (13) catalisada pela enzima
colina acetiltransferase (a); armazenamento (b); interacdo com receptores (c);
decomposicéo da acetilcolina (13) pela enzima acetilcolinesterase (d); e retorno da
colina ao terminal axénio para nova sintese de acetilcolina (13) (e) (Adaptado de
BIONINJA)®

1.2.2. Formacéo 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 muta¢des no gene da proteina precursora AP
(APP) no cromossomo 21, também encontrada em individuos portadores da Sindrome de
Down, que apresentam histdrico de depositos de placas AP no final da infancia ou no
inicio da idade adulta e desenvolvem posteriormente as caracteristicas neuropatologicas
caracteristicas da DA.%® Essa observacdo sugeriu que o metabolismo de APP e a
deposicdo de AP eram os eventos cruciais na evolugdo na doenca de Alzheimer. Sendo
assim, o peptideo AP desempenha um fundamental fator a ser considerado na origem da
doencga devido sua neurotoxicidade, capaz de levar a formacdo das placas senis e
desencadear uma sequéncia de eventos, resultando na morte celular.8” Os peptideos A
séo originados a partir da clivagem da APP, uma proteina de membrana integral altamente
conservada e cuja expressao esta localizada principalmente em torno da sinapse do tecido
neuronal. Sua importancia essencial para a formacdo de sinapses. A APP pode ser
transformada pela enzima a-secretase, depois pela enzima y-Secretase na via nédo
amiloidogénica; este processo ndo produz AP insoluvel. Na via amiloidogénica, a APP ¢
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primeiramente clivada pela p-secretase e depois pela y-secretase, produzindo peptideos
AP fibrilogénicos que possuem diferentes tamanhos, de 38 a 42 aminodcidos (Figura
14).77, 88

Este modelo defende que a neurodegeneragdo na DA inicia-se com a clivagem da
proteina percursora amiloide (PPA), resultando em um processo continuo de acimulo,
agregacdo e depdsito de formas toxicas da substancia beta-amiloide. Este deposito no
tecido cerebral € seguido de agregacdo e polimerizagdo na forma de placas senis,
causando a distrofia dos neurdnios adjacentes, destrui¢do do citoesqueleto e consequente
formagc&o de emaranhados neurofibrilares.>%°! Parte da neurotoxicidade das placas senis
deve-se a agregacao de metais, como zinco e cobre, as fibras amiloidais insoltveis. Além
disso, as placas amiloides podem desempenhar outros papeis na cascata inflamatdria, pelo
fato de ativarem a microglia e os astrécitos (o que conduzira a posterior morte neuronal).
O peptideo beta-amiloide também é capaz de aumentar a permeabilidade da barreira
hematoencefalica e causar aumento da vasoconstricdo, favorecendo 0 processo
inflamatorio. O excesso de inflamacdo leva & neurodegeneragdo, podendo resultar na
deméncia observada na DA."8!
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Clivogem normal de Clivagem anormal do peoteing precursoro

proteina precursora de amilbide de amildide levando oo ocimulo excessive de amildide :
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Figura 14. Neurdnios em condicdes fisiologicas normais (A) e neurénios de portador da
DA, cercados por placas Bamildides (em amarelo) (B). Clivagem normal pelas enzimas
a- y-secretases (a esquerda) e anormal pelas enzimas -y-secretases (a direita) da APP;

deposicao de agregados peptidicos AP no cérebro (C) (Adaptado de (HARDY &
SELKOE, 2002; RAJASEKHAR & GOVINDARAJU, 2018).

Sabe-se que portadores da doenca de Alzheimer possuem acumulo dessas placas
no entorno de suas células neuronais. A longo prazo, o acimulo destas placas leva a morte
neuronal em regibGes especificas, como mencionado anteriormente. O peptideo p-
Amiloide (Ap) é o principal componente destes depoésitos extracelulares de amiloides no
tecido cerebral de portadores de DA e estdo presentes principalmente na regido do
hipocampo. O mecanismo de clivagem proteolitica da PPA pode ocorrer por duas vias,
sendo elas a via ndo-amiloidogénica 7 e a amiloidogénica. Segundo essa hipotese, duas
secretases, a f-secretase e a y-secretase, clivam a PPA em diferentes lugares, originando
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fragmentos de peptideo Ap de diferentes tamanhos, em especial com 40 e 42 residuos,
sendo eles respectivamente os peptideos Af1-40 e AB1-42.929 Embora o fragmento de
Ap1-40 seja 0 mais comum, atualmente considera-se que o fragmento de Af1-42, o mais
hidrofdbico, possui um maior potencial amiloidogénico, apesar de ambos serem capazes
de se agregar e originar protofibrilas, fibrilas e, por fim, placas insoltveis.* Em cérebros
saudaveis o peptideo A também é formado, mas sofre uma degradacéo proteolitica por
proteases de degradacdo de peptideos AS (ASDPSs), que sdo responsaveis por regular os
niveis de peptideos AB no cérebro (Figura 15), mostrando que no paciente com DA existe
um desbalango nesse processo natural.*®
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Figura 15. Proteodlise da APP. Formagao dos peptideos AP, levando a formagao das
placas AP insolaveis em cérebros portadores da DA (Adaptado de RANG e
colaboradores, 2015)8

Na presenca do peptideo em sua forma mais toxica (AS1-42), os neurdnios do
cortex e do hipocampo também sofrem modificacdes, resultando na inducéo de deficits
cognitivos e de memoria, ainda que ndo ocorra a morte neuronal . Portanto, o acimulo
progressivo do peptideo e a série de eventos amiloidogénicos que levam a formacao das
placas, verificado experimentalmente por meio da administracdo repetida de peptideos
Af em ratos, sdo considerados importantes mecanismos nas fases iniciais de perda da
memoria.®” Dessa forma, a producéo de agregados de placas Ag é considerada central na
patologia da DA, ainda que estas deposi¢fes possam ser também detectadas em pequenas
quantidades em cérebros de idosos sadios (Figura 16).%
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Células saudaveis

Figura 16. Comparacéo entre neurdnios saudaveis e de portadores da DA (com
agregacao de placas AP) (Adaptado de HARDY & HIGGINS, 1992)

1.2.3. Hipotese da Proteina Tau (PTau)

Nessa hipotese, a abordagem da doenca de Alzheimer leva em consideragéo a
hiperfosforilacdo da proteina Tau (PTau), que promove a desintegracdao de microtubulos
e aagregacdo intracelular de PTau para formar emaranhados neurofibrilares intracelulares
(ENF).% A proteina Tau esta associada ao microtibulo (MAP), e atua modulando a
estabilidade dos microtabulos, principalmente os microtibulos axonais, ja que a proteina
tau é predominantemente encontrada nos axonios dos neurénios, sendo sua fosforilacdo
fundamental para garantir a estabilidade da funcdo desses neurdnios. No entanto, em
portadores de DA, observa-se uma fosforilacdo desordenada, que leva a desintegracao
dos microtubulos, que formam os filamentos que se agregam dentro da célula, formando
filamentos helicoidais emparelhados, que se depositam e atuam como barreiras fisicas ao
transporte axonal, prejudicando a transmissao sinaptica (Figura 17).1%°
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Figura 17. Hiperfosforilacdo da PTau (Adaptado de CITRON, 2010)%*

Apesar da PTau desempenhar um papel importante na DA, a hipétese PTau por si
s6 ndo é suficiente para explicar todas as condi¢Oes sintomaticas observadas na DA.1%2
Ambas as hipdteses estdo intimamente ligadas entre si, j4 que os agregados AP e a
hiperfosforilacdo da PTau juntos, desempenham um papel crucial no avango da DA. Nao
existe um consenso sobre a identificagdo do evento que inicia a DA, hé estudos que
defendem a teoria de que os agregados AP desencadeia a taupatia e outros o contrario. %
Entretanto, estudos recentes evidenciam que pepitideos AP podem induzir a
hiperfosforilacdo da proteina PTau, entretanto os fatores que desencadeiam este
desequilibrio ainda ndo sdo bem entendidos.*%

1.2.4 Hipotese dos metais

Essa hipotese leva em consideragéo a instabilidade homeostatica de ions metalicos
(Cu, Fe, Zn e Al) observada no cérebro de portadores de DA™ As altas concentracdes
desses metais no cérebro interagem com a placa AP levando a produgao de agregados que
se mostram tdxicos para o metabolismo neuronal. Os ions de cobre e zinco sdo conhecidos
por acelerar a agregacdo de peptideos AP levando a formagcdo de placas senis.'® Metais
com redutores ligados a AP (por exemplo, Cu e Fe) demostraram estabilizar os
oligdmeros dos peptideos AB,% e estdo diretamente envolvidos na formagéo de espécies
reativas de oxigénio, resultando em estresse oxidativo que leva a morte neuronal.*%’

Em cérebros saudaveis, os ions metalicos estdo em baixas concentracdes. E essa
concentracéo ¢ rigorosamente regulada através da barreira hematoencefalica.%® Quando
esses ions metalicos estdo em desequilibrio, ocorrem consequéncias toxicas para a
sobrevivéncia das células, como aumento da resposta ao estresse oxidativo e o
enovelamento incorreto de proteinas, contribuindo com a evolugdo de doencas
neurodegenerativas.’®® Existem estudos demonstrando alteragdes da homeostase
metalica, incluindo ferro (Fe), cobre (Cu) e zinco (Zn) em paciente com a DA. No entanto,
ndo apenas os metais fisiologicos tém sido implicados na evolucao dessa doenca, também
sdo reportados alguns metais considerados toxicos, tais como o aluminio, o chumbo e o
mercurio. 11
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Em neurénios vulneraveis de pacientes com a doenca de Alzheimer, o ferro ligado
ao RNA pode sofrer oxidacao via reacdo de Fenton causando anormalidades no RNA,
resultando em uma reducgéo da sintese de proteinas. O cobre exerce distUrbios oxidativos
semelhantes no tecido neuronal. Além de interagir com a APP sofrendo reducéao de cobre
(11) a cobre (1), o cobre também contribui para 0 aumento da producéo do intermediario
radicalar hidroxila. Sabe-se também que enzimas pro-oxidantes (como xantina oxidase,
ferroxidase, 6xido nitrico sintase) podem ser ativadas indiretamente por esses ions
metalicos. ! 112

1.2.5 Hipotese do Estresse oxidativo

O oxigénio é fundamental para o funcionamento de todas as células vivas do nosso
organismo,**3 assim como as espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN)
quando possuem geragdo e homeostase controlada, desempenham um papel fundamental
na sinalizacdo celular e na luta contra infeccBes.!’* Entretanto, quando ocorre o
desequilibrio entre a homeostase pré-oxidante / antioxidante, o aumento da geracdo de
ERO/ERN e radicais livres provocam estresse e danos oxidativos nas células.'® Como o
cerébro possui um consumo de oxigénio significativo, quando comparado aos demais
orgdos do corpo, torna-se altamente provavel a ocorréncia de estresse oxidativo, que
ocasiona danos as funcdes fisiologicas e ocasiona a morte neuronal.®® Sabe-se também
que os hidroperoxidos contribuem para a maturagdo dos eritrécitos e participam dos
processos de diferenciaco e proliferacéo celular.!'®

Em condi¢Bes normais, as espécies consideradas oxidantes normalmente nédo
mostram danos oxidativos significativamente altos, pois existem mecanismos de protecao
(incluindo enzimas como a superdxido 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 protecdo antioxidante ficam sobrecarregados,
como resultado da producéo excessiva das espécies oxidativas. 16 O estresse oxidativo
no cérebro de pacientes com DA se manifesta com o aumento da oxidagdo proteica,
peroxidagdo lipidica, oxidacdo do DNA e RNAm e formagdo de espécies reativas de
oxigénio, ocasionando danos ao funcionamento celular.**’

AlteracBes mitocondriais observadas em individuos com DA também contribuem
para aumentar o estresse oxidativo, porque ao sofrerem disfungéo, as mitocondrias podem
aumentar a liberacdo de EROs e provocar uma crise energética através da perda de ATP.
Os neurdnios sdo bastante afetados pelas mutagcdes no DNA das mitocondrias, pois sua
principal fonte energética é a cadeia transportadora de elétrons dentro da mitocondria.
Existe uma importante relagdo entre a hipotese da beta amiolide e o estresse oxidativo: a
BA desempenha uma importante fungdo no aumento do estresse oxidativo em portadores
de Doenca de Alzheimer. Na mitocondria, os agregados PA inibem a cadeia
transportadora de elétrons, diminuindo a respiracdo celular e induzindo a liberacéo de
EROs.8 A figura 18 ilustra o processo de estresse oxidativo.

37



APP AR
oligémeros Oxidacdo Lipidica

-

Ca2+

(0] \
® Canal de Calcio

da membrana

) Y Y
. ® Aumento de EROs T
® > ) | celular
. Diminuicio de ATP

Complexo IV % (0] @

Complexo I

Figura 18. Dano mitocondrial na doenca de Alzheimer. A superproducao de amildide

(A) danifica as mitocondrias, causando disfuncdo dos complexos mitocondriais I e 1V,

que resultam na superproducéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e na deple¢édo
ATP (Adaptado DE LUQUE e colaboradores, 2014)°

1.2.6 Tratamento da DA

As terapias atuais para o tratamento da doenca de Alzheimer ndo sdo capazes de
curar a doenca. Os medicamentos disponiveis ndo desfazem as alteracdes cerebrais que
causam a DA, apenas atuam no controle dos transtornos cognitivos e da progressao da
doenca.’?® Além disso, muitas abordagens terapéuticas tém sido aplicadas com foco nos
sintomas comportamentais como, agitacdo, depressdo, alucinacdes e delirios. Tais
sintomas se mostram mais comuns com a progressio da doenca.! O tratamento
sintomatico da DA baseia-se em dois modos de acdo diferentes: inibidores de
colinesterases e antagonismo do receptor de N-metil-D-aspartato.

O composto dicarboxilico L-glutamato é o aminoacido livre mais abundante no
sistema nervoso central (SNC). A maior parte do L-glutamato presente no tecido nervoso
(70%) apresenta funcbes metabdlicas (participa da biossintese de proteinas, entre outras)
idénticas as exercidas por este aminoacido nos outros tecidos.*?? Além dessas funcdes, o
L-glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC de mamiferos, tendo
importante papel em alteracdes plasticas associadas as funcbes de aprendizagem e
memoria, regulacdo neuroenddcrina, assim como em algumas doengas
neurodegenerativas, tais como doenca de Huntington, doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, epilepsia e na formagéo de redes neurais durante o desenvolvimento 123124125

A acetilcolina (13) é encontrada no cérebro, medula espinhal e ganglios do sistema
nervoso autdnomo. E sintetizada pela transferéncia do grupo acetila do acetil-CoA para a
colina, um alcool de aménio quaternario (15) - enzimaticamente catalisada (colina
acetiltransferase) - e atua em receptores inotrépicos (nicotinicos) e metabotrdpicos
(muscarinicos). A acetilcolina livre, ndo ligada a receptores, é hidrolisada pela
acetilcolinesterase (AChE), em &cido acético e colina, como mostra a Figura 19, como
um mecanismo fisioldgico para interromper suas agoes. 25"
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Figura 19. Hidrdlise dos éteres de colina pelas colinesterases.

A acetilcolina estd diretamente relacionada com processos cognitivos e,
consequentemente, a doenca de Alzheimer, 0 que tem sido importante na estratégia
terapéutica usando anticolinesterasicos. A inibicdo da AChE aumenta a concentracao de
ACh nas sinapses e resulta na producdo de respostas nos receptores colinérgicos
muscarinicos e nicotinicos. A fisostigmina (20) foi um dos primeiros inibidores de
acetilcolinisterase estudados, produzindo poucas melhorias nos sintomas congitivos e seu
uso foi limitado devido & administracdo em muitas doses e as reacdes adversas severas.'?’
Séo exemplos de farmacos anticolinesterasicos utilizados no tratamento de primeira linha
para pacientes com DA fraca a moderada: a Tacrina (23),'?® descontinuada em 2013,
Donepezila (24),'%° Rivastigmina (21)**° e Galantamina (22).1*! Esses farmacos ndo
apresentam o grupamento carbamato (exceto a Rivastigmina) e sdo classificados como
anticolinesterasicos ndo-cléssicos.
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Figura 20. Estruturas quimicas da fisostigmina (20), rivastigmina (21), galantamina
(22), tacrina (23) e donepezila (24).

A tacrina (23) (tetrahidroaminoacridina, Cognex ™) foi o primeiro farmaco
aprovado para o tratamento da DA e € classificada como um inibidor de
acetilcolinesterase ndo-classico. E um inibidor reversivel e nio competitivo de
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase.®> A molécula da tacrina (23) foi inicialmente
sintetizada como um antisséptico, em 1940 por Adrian Albert na Australia. Na década de
setenta, William Summers comecgou a usar a tacrina (23) para o tratamento do coma por
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overdose e delirio. 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.1*® Em 1993 acontece a aprovacio da tacrina (23) pelo FDA para o tratamento
da DA. Entretanto, embora houvesse eficacia terapéutica, esse farmaco possuia efeitos
adversos significativos relacionados a sua alta hepatotoxicidade, o que levou a sua
descontinuacéo em 2013134 1%

A donepezila (24) (Aricept™), uma indanona-benzilpiperidina, da origem a uma nova
classe de inibidores reversiveis e ndo competitivos de acetilcolinesterase ndo relacionados
a tacrina (23) ou fisostigmina (20). O farmaco apresenta uma alta seletividade para a
acetilcolinesterase e possui acdo central tendo maior afinidade para a AChE do cérebro
do que aquela encontrada no sistema nervoso periférico, aumentando assim os niveis de
acetilcolina na fenda sinaptica.®® A donepezila (24) é majoritariamente metabolizada
pelo figado, pelas enzimas hepéticas CYP2D6 e CYP3A4, podendo interagir com
farmacos que inibem essas enzimas.'®” Quando comparada a 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 inibicdo reversivel de
acdo longa, que inibe a acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase com afinidades
semelhantes,**® 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 a lenta dissociacdo da enzima carbamilada. A rivastigmina (21) possuli
metabolismo ndo hepético, tornando raras as interagdes medicamentosas.**

A galantamina (22) (Razadyne™) é um alcaloide terciario que atua na melhora da
funcdo colinérgica como inibidor reversivel, competitivo e seletivo da acetilcolinesterase
(AChE)* e como um modulador alostérico dos receptores colinérgicos nicotinicos. Ao
se ligar a subunidade o potencializa a resposta a acetilcolinesterase.’*! Entretanto, nio
possui acdo central, de modo que efeitos colaterais periféricos podem ser observados no
tratamento com esse farmaco.'*

1.3 Colinesterases e Inibidores

As colinesterases, pertencentes a familia das serina hidrolases presentes nas
sinapses colinérgicas, sdo responsaveis por catalisar a hidrélise dos ésteres de colina,
permitindo que o neurdnio 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).12 Ambas sdo formadas por subunidades globulares cataliticas, das quais s30
constituidas as formas soltiveis. A AChE encontra-se mais abundantemente no sistema
nervoso central, no liquido cefalorraquidiano. JA& a BuChE encontra-se no plasma
sanguineo sendo por este motivo conhecida também como colinesterase plasmatica. Em
outros locais, as unidades cataliticas encontram-se ligadas a proteinas acessorias a
membrana basal (na jun¢do neuromuscular), 8 membrana neuronal nas sinapses neuronais
colinérgicas e também & membrana dos eritrocitos, cuja fungdo é desconhecida. "

40



hAChE hBChE
Aol 1
&,
I\Q* -‘ iw‘"
’ Tyr341 Tyr332
Dﬁﬂf ﬂj' Prai2n

} Trp82
is447
’ . Q AA 4
_/7 ’Z\Hsﬂs ¢
J". "
Gu:u\{ > C/ -‘

Figura 21. O sitio ativo de acetilcolinesterase humana (hAChE)*?? (A; pdb 4ey4) e
butirilcolinesterase humana (hBChE) (B; pdb 1p0i).1% Os residuos da triade catalitica
(em palitos) e do sitio oxianion (em linhas) estdo representados em azul. Os principais
residuos aromaticos da cavidade de ligacdo a colina estdo em amarelo. Os residuos do

PAS localizados na borda do canal profundo estédo em verde (Adaptado de
MASSOULIE e colaboradores, 1993)

A AChE e BuChE apresentam semelhancas estruturais. Comparativamente, seus
aminodcidos apresentam 65% de semelhanga. Ambas contém um sitio aniénico catalitico
(SAC) no final de um canal profundo e estreito repleto de aminoacidos aromaticos, e um
sitio ani6nico periférico (SAP) localizado na entrada do canal (Figura 22).14

Triades cataliticas de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase humanas (hAChE)
e (hBuChE) conservam os aminoacidos: Ser203, His447, Glu334 em hAChE e Ser198,
His438, Glu325 em hBuChE.**Além da triade catalitica, o sitio ativo contém a cavidade
do grupo acila, que acomoda o grupo acil do substrato durante a catalise; a cavidade de
ligacdo & colina; e o sitio oxianion, 145 146 147
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Figura 22. A — sitio ativo da acetilcolinesterase humana (hAChE) (pdb 4ey4).1%¢ B —
sitio ativo da butirilcolinesterase humana (hBChE) (B; pdb 1p0i)**. C — Sobreposigio
dos sitos ativos da hAChE e hBChE. D — Representacdo da superficie do canal profundo
da hAChE (cinza). E — Representacdo da superficie do canal profundo da hBChE
(cinza). Os residuos estdo representados: no PAS (em verde); na triade catalitica (em
magenta); na cavidade oxianion (em laranja); no sitio de ligagdo de acil (em ciano); no
sitio de ligacdo de colina (em amarelo) (Adaptado de PDB, 2020.)

Nas duas enzimas, a triade catalitica Ser, His, Glu é conservada.l!® E, assim, o
mecanismo catalitico envolve a ativacdo do grupo hidroxila da serina via sistema de
revezamento de carga que envolve o anion carboxilato do glutamato, o &nion imidazol da
histidina e o anion hidroxila da serina, aumentando-se a nucleofilicidade do sistema,
fazendo-o capaz de atacar o carbono eletrofilico do substrato, gerando um intermediario
tetraédrico. Apos sucessivas transferéncias de proton entre o intermediario e o residuo de
histidina, a colina é liberada, resultando na serina acetilada. Ao final, a hidrolise da serina
acetilada regenera o sitio catalitico da enzima e forma um equivalente do &cido
carboxilico correspondente (Figura 22).1%0 1151
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Figura 23. Representacdo da hidrolise pelas colinesterases (Adaptado de Harel e
colaboradores, 1996.)

Considerando os inibidores de acetilcolinesterase ja conhecidos e utilizados para
o tratamento da DA, é importante destacar as intera¢cdes 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 residuos de
aminoacidos nas cavidades da AChE, conforme revelado pelas estruturas de raios-X
ligadas ao inibidor da acetilcolinesterase do Torpedo Californica (Tc-AChE ).152:153.154

A donepezila (20) interage em uma das cavidades inferiores com um residuo de
triptofano (Trp-84) e em uma cavidade superior com um outro residuo ( Trp-279)°2, Para
a Galantamina o que se obsevra € a interagdo com o Trp-84 do sitio ativo e uma ligacédo
de hidrogénio com o residuo de glutamato (Glu 199)*3. Outro inibidor comercializado
para DA, a rivastigmina, parece apresentar interacdes semelhantes as da Donepezila e da
Galantamina em Tc AChE. ! Estudos cinéticos realizados Tc-AChE, mostram a
rivastigmina como um inibidor reversivel.’® O caso da rivastigmina apresenta uma
questdo adicional a ser considerada: ndo ha estrutura de raios-X da rivastigmina com
AChE humana, apenas com Tc-AChE. Adicionalmente, no sistema Tc-AChE, devido a
carbamilacdo, a rivastigmina é clivada em duas por¢des quimicas no complexo formado,
além de ocorrer a carbamilacdo na formacdo do complexo. N&do é bem compreendido, no
entanto, se a carbamilac&o é essencial para a hidrélise da acetilcolina pela rivastigmina,
uma vez que esse processo ndo acontece com a Donepezila ou com a Galantamina.

1.3.1 Butirilcolinesterase (BuChE)

Estudos indicam que a quantidade de acetilcolinesterase (AChE) no cérebro
diminui com a progressdo da DA. Em contrapartida, a atividade enzimética da
butirilcolinesterase permanece inalterada e/ou aumenta, compensando a diminuicédo de
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AChE. Estudos com camundongos geneticamente modificados, com desativacdo da
AChE, mostraram que 0os mesmos ndo sofreram hiperativacéo colinérgica na auséncia
desta enzima, indicando que a hidrdlise da ACh foi controlada pela BUChE.®’

Como a BuUChE ¢ relativamente abundante no plasma (cerca de 3mg/litro), e é
capaz de degradar um grande nimero de compostos contendo éster, ela desempenha
importantes funcdes farmacoldgicas e toxicologicas, como no metabolismo de
lipoproteinas e farmacos. Sendo, por exemplo, uma enzima com potencial desintoxicante
usada contra organofosfatos neurotoxicos'®® ° A BUChE ¢ inespecifica, hidrolisa tanto
a ACh, mas com taxa de hidrolise mais lenta, quanto outros ésteres como a butirilcolina
(BuCh) e é amplamente distribuida em varios tecidos, como no plasma, pulmdes, figado,
coragdo, sistema nervoso central e periférico, principalmente de origem glial %

A andlise por cristalografia raio-X da BChE demonstrou que a sua atividade
catalitica se deve a uma triade de aminoacidos, serina, histidina e glutamato localizados
no fundo de uma fenda de 20 A. A diversidade entre as enzimas AChE e BChE resulta da
variacdo de aminodcidos na sequéncia que determina o tamanho e forma do sitio
ativo'®+1%2 o que, analisando a figura 21, sugere que a butirilcolinesterase acomode
melhor substratos mais volumosos, quando comparada a AChE.

No cérebro de individuos saudaveis, a AChE é a principal enzima responsavel pela
regulacdo da acetilcolina. No entanto, nos estagios avangados da DA, o nivel de AChE
no cerebro diminui gradativamente até 90%, enquanto observa-se aumento de até 165%
dos niveis butirilcolinesterase,'®*!% o que mostra o carater compensatério da BUChE na
auséncia de AChE, e consequentemente, sua relevancia para a hidrolise da ACh nos
estagios avangados da doenca de Alzheimer.

A BChE também apresenta relevante importancia em outras fun¢des metabdlicas.
Existem evidéncias que mostram que a butirilcolinesterase esta envolvida em fung¢des ndo
classicas, %1% como a proliferacdo celular e diferenciagdo sugerindo uma possivel
influéncia na tumorigénese. Barbosa e colaboradores conduziram um estudo no qual foi
avaliada a atividade histoquimica da BChE em tumores cerebrais e constatou-se que em
tumores cerebrais menos agressivos a atividade da BChE era baixa ou moderada,
enquanto gque, em tumores mais agressivos, a atividade dessa enzima era mais elevada.
167 A enzima BChE afeta a proliferacio celular devido aos seus efeitos antiapoptéticos,
que podem influenciar nos estagios iniciais do desenvolvimento de tumores, bem como
desempenhar um importante papel nos estagios posteriores da transformagéo tumoral,
colaborando para o crescimento celular.1®®

A BChE também tem sido associada a alguns fatores de risco no desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, como por exemplo: obesidade, metabolismo de lipideos,
pressdo sanguinea e arterial e resisténcia a insulina. *%°Estudos realizados com obesos
adultos compararam a atividade da BChE entre obesos e pessoas com boa nutricdo e
verificaram maiores valores na atividade da BChE em obesos.'7%1"1

Embora a BuChE tenha menor afinidade pela acetilcolina se comparado a AChE, sua
atividade parece ser crucial para o processo quando ha presenca de altos niveis de Ach.
Desta forma a butirilcolinesterase (BuChE) parece desempenhar uma importante funcéo
na hidrolise da acetilcolina em estagios mais avangados da doenga de Alzheimer (DA) e
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seus os inibidores seletivos sdo potenciais candidatos a farmacos para o tratamento da
DA, conforme o avanco da enfermidade.

1.3.2 Inibidores de Butirilcolinesterase

Uma grande variedade de novas entidades quimicas (NEQ’s) com propriedades
inibitdrias seletivas sobre a butirilcolinesterase vem sendo planejadas e investigadas
como potenciais candidatos a farmacos 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 indolicos,
benzimidazolicos, fenotiazinicos, quinolinicos, derivados da tacrina e triazdis. Alguns
dos compostos dessas classes sdo reportados a seguir.

1.3.2.1 Derivados de carbamatos

Os carbamatos constituem uma importante classe de compostos organicos em
quimica medicinal, sendo utilizados também como inseticidas, fungicidas e parasiticidas
no setor agricola e também com atividades anticancer, anti-HIV e asma, por exemplo,
como o irinotecan, efavirenz, ritonavir, zafirlucast, etc.'’? Os carbamatos também se
destacam como uma importante classe de derivados anticolinesterasicos, sendo inibidores
reversiveis que interagem de maneira covalente com as colinesterases, da mesma forma
que a ACh, porém séo hidrolisados pela AChE mais lentamente. Podemos destacar como
importantes exemplos de anticolinesterasicos clinicamente Uteis, o alcaloide fisostigmina
(20), um metilcarbamato natural também denominado eserina, (Clso AChE 28nM e Clso
BuChE 16nM), usado no tratamento do glaucoma desde 1877, e a rivastigmina (21), um
analogo simplificado do primeiro, importante no tratamento de primeira linha para
pacientes com DA leve a moderada.l”™"* 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) 1IC50 BuChk 1,82uM e (26) 1C50 BuChE
0,17 pM descritos por Jones e colaboradores dentro da classe dos carbamatos.!’

R Sy @%W@

S\s
(25) (26)

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

1.3.2.2 Derivados Inddlicos

O nacleo indélico é um heteroaromatico biciclico importante dentro da sintese
organica e da quimica medicinal. Esta presente nas proteinas na forma do aminoacido
triptofano, nos alcaloides indélicos, como a estricnina e LSD (dietilamina do acido
lisérgico), e em importantes farmacos de diferentes classes como no AINE indometacina,
no farmaco para enxaqueca sumatriptano e no antiemético ondansetron, usado como
adjuvante no tratamento de quimioterapia do cancer.}’® O nicleo inddlico também esta
presente em diversos prototipos inibidores seletivos de BuChE descritos na literatura,
alguns dos quais sdo descritos abaixo.

Alguns compostos planejados por Purgatorio e colaboradores estdo mostrados a
seguir, na figura 23. Uma nova série de derivados 1,2,3,4,5,6-hexahidroazepino[4,3-
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blindol (HHAI), os quais foram testados para atividade anticolinesterasica e agregacao
AP amiloide.%® Os novos derivados HHAI’s foram identificados como inibidores potentes
e seletivos de BUChE (27a-e) (Clso BChE , respectivamente). A partir da analise dos
dados de Clso, observa-se que a atividade anti-BuChE foi potencializada com o aumento
do numero de unidades metilénicas na cadeia espacadora dos derivados 27a-e, 0 que
corrobora com as caracteristicas dos respectivos sitios ativos de AChE e BuChEg. *’7

R4
N Composto R1 R2 X n  [Cly BChE (UM)
X~ 27a CH, 1 2
27b @ 9y CH, 2 07
A\ 27¢ n CH, 3 0,86
27d CH, 4 0,28
N
\
27 H Cc=0 0,002
R2 € /\/@ -

Figura 25. Novos prototipos indolicos inibidores BuChE. (27 a-e).

1.3.2.3 Derivados Benzimidazolicos

O nucleo benzimidazol, também conhecido como 1,3-benzodiazol, estd presente
em varias classes importantes de farmacos, como os anti-helminticos albendazol,
fenbendazol, oxfenbendazol, thiabendazol e mebendazol e, os inibidores da bomba de
prétom, Gteis no tratamento da Ulcera péptica, omeprazol, lansoprasol e pantoprasol. A
versatilidade sintética, bem como a diversidade de atividades farmacologicas fazem deste
niicleo uma importante estrutura privilegiada em quimica medicinal 178 17®

Como exemplo de compostos com atividade seletiva anti-BuChE, podemos
destacar os novos derivados 2-amino-benzimidazolicos substituidos (28a (Clso BChE
1,57uM) e 28b (Clso BChE 2,03))' estudados e sintetizados por Zhu e colaboradores

(Figura 24).
H H
SO D
28a 28b

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

1.3.2.4 Derivados Fenotiazinicos

O nudcleo heteroaromatico triciclico fenotiazina estd presente em diversos
compostos com interessantes atividades terapéuticas. Podemos citar como algumas das
importantes classes de farmacos contendo este heterociclo, os anti-Parkinsonianos,
neurolépticos, antidepressivos e anti-histaminicos.’®! Alguns derivados fenotiazinicos
inibidores seletivos de BUChE séo descritos a seguir.

Os trabalhos de Gonzalez-Munoz e colaboradores levaram a identificagdo de
novos derivados N-acilamino-fenotiazinas (29-36) como inibidores seletivos de BUuChE
(Figura 27) com potencial para atravessar BHE.!%218 Esses derivados também
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apresentaram propriedades neuroprotetoras contra os danos causados por estresse
oxidativo.

Observa-se que 0 aumento de carbonos nas cadeias espagadoras promovem uma
melhora na atividade seletiva anti-BuChE, como ja constatado em outros trabalhos. Os
estudos de relagdo estrutura-atividade revelaram a importancia das duas unidades
metilénicas como espacador, bem como da presenca da amina tercidria na cadeia lateral.
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Figura 27. Derivados N-acilaminotiazinicos-fonotiazinicos (27-34) inibidores seletivos
de BuChE.

1.3.2.5. Derivados quinolinicos

A quinolina, 1-aza-naftaleno ou benzo[B]piridina, é um composto
heteroaromatico de nitrogénio. O nucleo quinolinico pode ser encontrado em diversos
compostos bioativos naturais e sintéticos, com diversas atividades como: antimalaricos,
antibacterianos, antifungicos, anti-inflamatdrios, analgésicos, etc.'8

Knez e colaboradores planejaram derivados (37-39) (Figura 28) e os compostos
foram avaliados frente a inibicdo da BuChE recombinante humana, AChE murina e
agregacdo ApB. Os autores constataram que o0 grupamento metoxi-etileno é fundamental
para a atividade colinesterasica. De forma geral, 0s compostos reportados por esses
autores apresentaram atividades razoaveis na inibicio da agregacgdo Ap. 1%
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Figura 28. Derivados quinolinicos (37-39) inibidores seletivos de BuChE candidatos a
agentes multifuncionais para o tratamento da DA.

1.3.2.6. Derivados da tacrina

O ndcleo nitrogenado triciclico 1,2,3,4-tetrahidroacridina estd presente na
molécula da tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina), primeiro anti-ChE aprovado
para 0 tratamento da DA.'® Devido a toxicidade hepatica da tacrina, uma grande
variedade de derivados tem sido extensivamente investigada na busca por farmacos mais
seguros para o tratamento da DA.

Chen e colaboradores propuserem uma série de compostos (40a-b Clso BChE 7,6
UM e Clso BChE 3,9 pM, respectivamente.) como promissores inibidores seletivos de
BuChE candidatos a agentes multialvos para o tratamento da DA (Figura 29).18” A nova
série conttm o nucleo farmacoforico para as colinesterases, 9-amino-1,2,3,4-
tetrahidroacridina (tacrina), ligado ao esqueleto do furbiprofeno através de espacador
alquilico de diferentes tamanhos. Adicionalmente, a cadeia lateral alifatica tem um grupo
doador de oxido nitrico, cuja liberagdo esta relacionada a relaxacéo vascular.

mH
XN
©\)j© 40a;m=2;n=6
N 40b;m=4;n=6
Figura 29. Derivados da tacrina (40a-b) inibidores seletivos de BUChE.

Outra interessante classe de compostos foi mostrada no estudo de Benchekroun e
colaboradores.'® 18 Dentre os compostos testados, alguns deles mostrados na figura 30
e destaca-se o derivado 41, 0 mais potente e seletivo para BUChE, quando comparado a
AChE com Clso eqBUChE = 1,0 nM e Clsp eeAChE = 115,5 nM, se mostrando 115 vezes
mais seletivo para butirilcolinesterase.

48



X X
N7 N7

Figura 30. Novos derivados hibridos tacrina-acido feralico (41-43) inibidores seletivos
de BuChE.

1.3.2.7 Derivados triazélicos

O nucleo heterociclico triazol estd presente em diversos prototipos descritos por
suas atividades anticancer, antibacterianas, antiparasitarias, antimalaricos, antivirais,
neuroprotetores e inibidores de colinesterases.’®®* Devido & ampla utilizacdo de
derivados triaz6licos em compostos biologicamente ativos, Nisa e colaboradores
descreveram uma nova série de derivados 1,2,4-triazéis do escitalopram (figura 31).1%
Os derivados triazdlicos foram submetidos aos ensaios de inibi¢do da atividade de ambas
enzimas colinesterasicas. Dois derivados foram identificados como bons inibidores
seletivos de BUChE: 44a (R = 2-F) e 44b (R = 4-F), Clsp = 4,52 uM e Clsp = 5,31 pM
respectivamente, com 44a sendo 41 vezes mais seletivo para BUChE e 44b sendo 49 vezes
mais seletivo.

44a-b \

(a) R=2-F
(b) R=4-F

Figura 31. Derivados hibridos triazol-escitalopram inibidores seletivos de BUChEk (44a-
b)

Alguns derivados de 1,2,4-triazbis-tiadiaz6is foram planejados como agentes
duais inibidores de ChE’s e MAO (monoaminoxidases) (figura 32).1°2 O derivado 46
apresentou Clsg de 0,056 uM para a BuChE e se mostrou um inibidor néo seletivo para
as monoaminooxidades (Clso MAO-A = 2,89 uM e Clso MAO-B = 2,97 uM), valor
comparavel com o inibidor seletivo clorgylina utilizada como padrdo (ICso MAO-A =
3,64 uM). Santos e colaboradores!®® descreveram novos derivados 3-amino-1,2,4-triazois
(47a-d), planejados através da hibridacdo molecular com a donepezila (20) e
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bioisosterismo ndo classico. O amino-triazol 44c¢ (n = 5) foi o mais seletivo para BUuChE
demonstrando ser mais potente na atividade anti-BuChE que o padrdo utilizado
(donepezila: Clso BUChE = 2,39 uM).

N}}HWU ©%*S Q@%/WZJ@
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(a) n=3
(b) n=4
(c) n=5
(d) n=6
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Figura 32. Derivados hibridos triazélicos inibidores seletivos de BUChE (45-47)
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2. OBJETIVOS E PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O presente trabalho descreve o planejamento, a sintese, a avaliagdo in vitro e in
silico de novos compostos guanidinicos (50a-f) e acilguanidinicos (51a-h; 51g’; 51h’)
planejados como andlogos estruturais dos alcaloides bromopirrdlicos oroidinicos,
oroidina (1) e dispacamida (2). Os novos derivados foram planejados como inibidores
seletivos da enzima butirilcolinesterase (BUChE) candidatos a protétipos de farmacos
para o tratamento da Doenca de Alzheimer (DA). As guanidinas e acilguanidinas foram
planejadas através de modificacdes estruturais nos prot6tipos naturais (1 e 2), alcaloides
oroidinicos, e inibidores seletivos de BuUChE (48 e 49) (Figura 33). A subunidade
guanidinica ciclica, presente nos prot6tipos oroidina e dispacamida, nesta Ultima uma
acilguanidina ciclica, aparece na forma aciclica diretamente ligada ao carbono carbonilico
formando a subunidade acilguanidina, que é o espacador entre o nucleo pirrdlico ou
dibromopirrélico e os diferentes substituintes aromaticos que garantem a variabilidade
estrutural da série (51a-h; glg’; 51h’) para avaliacdo de relacdes estrutura atividade
(REA). Na série de derivados guanidinicos aciclicos (50a-f), a subunidade guanidina esta
conectada ao nucleo 2-carboxi-pirrol ou 2-carboxi-4,5-dibromopirrol através de um
espacador alquilico, que varia de duas a quatro unidades metilénicas, gerando uma série
homologa. O nucleo 4,5-dibromopirrdlico foi mantido nas series planejadas,
considerando-se que esta é uma das principais caracteristicas dos alcaloides oroidinicos
e também considerando a relacdo bioisostérica entre o pirrol e o nicleo indolico, presente
em alguns inibidores potentes e seletivos de BUChE (48 e 49)!%,

Dessa forma, constituem objetivos especificos deste trabalho:

a- Sintetizar e caracterizar estruturalmente (RMN de *H, RMN de *C e ponto
de fusdo) os novos derivados guanidinicos e acilguanidinicos bromopirrolicos planejados
como andlogos estruturais dos alcaloides oroidinicos;

b- Realizar triagem in vitro dos novos compostos sintetizados frente a
capacidade de inibicdo das enzimas AChE e BuChE; Determinar as poténcias (Clso) dos
derivados com maior percentual de inibicdo (>50% de inibicdo), bem como o indice de
seletividade (IS) entre as enzimas BuChE/AChE e a relagéo estrutura-atividade (REA);

c- Determinar o perfil farmacocinético in silico para 0s 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-Relagdes estruturais entre 0s novos compostos guanidinicos (50a-f) e
acilguanidinicos (51a-h, 51g’, 51h’) planejados e os prototipos oroidinicos (1-2) e os
indadis inibidores seletivos de BUChE (48-49).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Estratégia Sintética

A estratégia sintética adotada para a obtencdo dos novos derivados pirrélicos e
bromopirroélicos guanidinicos aciclicos (50a-f)) e acilguanidinicos (51a-h; 51g’ e 51h’)
pode ser observada através das respectivas analises retrossintéticas mostradas nos
esquemas 1 e 2.

Para a série de derivados pirrolicos e bromopirrélicos guanidinicos aciclicos (50a-
f), podemos observar, através da desconexao de duas ligacGes C-N, que 0s compostos
finais podem ser sintetizados a partir da guanidina bis-protegida correspondente (B) ap6s
remocao dos grupos de protecdo N-Boc (terc-butoxicarbonil - Boc) em meio &cido. A
guanidina aciclica bis-protegida (B), por sua vez, é obtida pela reacdo de substituicdo a
carbonila do derivado 2-tricloroacetilpirrol ou 2-tricloroacetil-4,5-dibromopirrol (C) com
intermediario amino-alquilguanidinico bis-protegido (D), o que pode ser observado no
esquema através da desconexdo de uma ligacdo C-N. Também pela desconexao de uma
ligacdo entre o carbono iminico e nitrogénio da amina (C-N), as amino-alquilguanidinas
bis-protegidas (D) podem ser obtidas atraves da guanilacdo dos diaminoalcanos
correspondentes (E) com o agente guanilante, a N,N’-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (F). O
agente guanilante (F) pode ser obtido através da protecdo dos nitrogénios da
metilisotiouréa (G), a qual é obtida pela S-metilagdo da tiouréia (H), em uma reacéo de
substitui¢do nucleofilica de segunda ordem (Sn2). O esquema 1 ilustra a analise descrita.

«Boc
HN N
MNH MNH R Cl_ClI H H
HN R Cl Ng N
IH B I e
RN © RR© © ' Boc
(50af) (B) (C)
(A)
R=HouBr
n=1-3 ; g
S I~__NH,
J\ )\ —— Boch)\ ngoc tOHoNT 3
H,N H, < HN” “NH, (E)
(H) (G) (F)

Esquema 1-Anélise retrossintéica para obtengéo da série de guanidinas aciclicas (50a-

f).

Através da desconexdo de uma ligacdo C-N podemos observar que os derivados
acilguanidinicos bromopirrolicos (51a-h, 51g’ e 51h’) (A) podem ser obtidos pela
remocdao do grupo de protecdo N-Boc das acilguanidinas protegidas correspondentes (C).
Estas, por sua vez, através da desconexdo da ligacdo C-N da amida, podem ser obtidas
através da reacdo entre benzilaminas ou homologos de interesse com o intermediario
isometiltioureia bromopirrolico (C), em uma reacao de substituicdo no carbono iminico.
O intermediario-chave (C) pode ser obtido através da reacdo entre o cloreto de acido
pirrélico (D) e o agente guanilante N-Boc-S-metilisotiouréia (F). O agente guanilante €
obtido pela reacdo de monoprotecdo da metilisotiouréia (G), a qual € obtida pela S-
metilacdo da tiouréia (H) (Esquema 2).
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Esquema 2-Analise retrossintética para obtencao da série de acilguanidinas pirrdlicas e
bromopirrolicas (51a-h, 51g°, 51h°).

3.2. Sintese das Guanidinas Aciclicas Pirrolicas e Bromopirrolicas (50a-f)

Para a sintese dos derivados guandinicos aciclicos (50a-f), foi necessario a
obtencdo de dois blocos de construcdo: primeiramente foi sintetizado o bloco 4,5-
dibromo-2-tricloro-acetilpirrol (C) e na sequéncia foi feita a sintese das amino-
alquilguanidinas aciclicas bis-protegidas (D), como identificado na andlise retrossintética
mostrada no Esquema 1.

A primeira etapa realizada foi a reacdo de bromacdo do reagente comercial 2-
tricloro-acetilpirrol (66), que consiste em uma substituicdo eletrofilica aromatica (SEAr)
do reagente comercial (66) com bromo molecular (Brz) em acido acético glacial (AcOH)
a temperatura baixa. O produto sélido, 2-tricloro-acetil-4-5-dibromopirrol (67) foi obtido
em 75% de rendimento (Esquema 3). O mecanismo de SEAr ocorre através do ataque
nucleofilico da ligacdo dupla do anel pirrolico a molécula de bromo com formacéo
intermediario catiénico (B e D) e posterior perda do préton para a restituicdo 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
caracteristico no RMN *H do hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel pirrélico (em &=
5,00 ppm) e um Unico sinal referente ao Unico hidrogénio ligado ao anel pirrélico (em 6=
7,2 ppm). E no espectro DEPTQ, é possivel notar sinais caracteristicos em torno de (=99
ppm) e (6=103 ppm) referentes aos carbonos bromados do anél pirrdlico.

54



WCI Br,, AcOH
'ﬁ{ 10°C,
1h, 75%

Esquema 3-Reacéo de bromacdo do 2-tricloroacetilpirrol.
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Esquema 4-Mecanismo da reacdo de bromacdao do 2-tricloroacetilpirrol.

De posse dos blocos de construcdo bromopirrolicos (66 e 67), a etapa seguinte foi
a obtencdo dos intermediarios amino-alquilguanidinicos bis-protegidos (65a-c).
Primeiramente sintetizamos o agente guanilante, N,N’-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63),
de acordo com o esquema 5. A sintese foi realizada a partir do reagente comercial tiouréia
(52), através de reacdo de S-metilagio com iodeto de metila (CHszl) em
metanol (MeOH), sob refluxo. Nesta reacdo o enxofre da tiuréia age como nucledfilo e o
iodeto de metila como fonte de metila eletrofilica. O produto (53) foi obtido
como um solido amarelo em rendimento bruto igual a 90% e ponto de fusdo igual a 238-
240°C com decomposicao (literatura igual a 244 °C com decomposicdo). O mecanismo
de S-metilacdo da tiouréia consiste em uma substituicdo nucleofilica (Sn2), na qual o
enxofre ataca o carbono eletrofilico da metila, deixando o iodeto livre na forma de sal de
amonio e formando o isometil tiouronium (53) (Esquema 5). O produto 53 foi
caracterizado pelos sinais dos hidrogénios da metila ligada ao enxofre, em 6=2,5 ppm, e
pelos hidrogénios do grupo amino em 6=8,5ppm.

e

MeOH, 65°C o
HaN"¢ NH2 - 90min, 90% HZN/&ﬁHz |
(52) (53)

Esquema 5-Sintese do sal isometiltiouronium (53).

A segunda etapa consistiu na reacdo de protecdo dos dois nitrogénios do sal de
isometiltiouréia (53) para formacao da N,N’-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63), a partir da
reacdo entre o intermediario 53 e di-terc-butil-dicarbonato (anidrido do acido terc-
butilcarboxilico — [(Boc)20]) em diclorometano e solucdo saturada de bicarbonato de

55



sodio (NaHCO3). O grupo de protecdo Boc e frequentemente utilizado para a protecao de
aminas a fim de se mascarar as propriedades nucleofilicas desse grupo funcional. A
reacao gerou o produto bis-protegido (63) em 79% de rendimento como um 6leo amarelo
claro que posteriormente se cristalizou em um sdlido branco. O mecanismo desta reagdo
€ uma substituicdo nucleofilia acilica, na qual o nitrogénio (NHz) da 2-metil isotiouréia
(53) age como nucledfilo e ataca o carbono carboxilico do [(Boc)20]. Consequentemente,
a ligacdo C=0 se quebra e um intermediéario tetraédrico é formado (C), sequida da
abstracdo do hidrogénio do aménio por uma base presente no meio, neste caso o
bicarbonato de sodio. O intermediario tetraédrico formado é instavel, assim, o ion
carbonato (E) é eliminado, ja que é uma base mais fraca que a amina, restituindo, entdo,
a ligacdo dupla. O mesmo processo ocorre com 0 segundo grupamento amino resultando
na formacdo da N,N’-bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63). O carbonato de terc-butila (E)
eliminado sofre decomposicdo em CO> (gas) e terc-butoxido (G) (Esquema 18). A N,N'-
bis(Boc)-S-metilisotiouréia (63) é identificada por um sinal caracteristico no RMN *H dos
hidrogénios das metilas dos grupos Boc em &=1,5ppm e pelo sinal dos hidrogénios da
metila ligada ao enxofre, em torno de 6=2,5ppm . No espectro de carbono 13 os principais
sinais também sdo os carbonos referentes as metilas do grupo Boc em 27,9 e 27,2 ppm e
a metila ligada ao enxofre em 14,7 ppm.

SCH3 o Boc0, NaHCO, SCHs
H,N NH, | >  BocHN NBoc
® CH,Cl, / H,0
63
(53) t.a, 24h (63)

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

SCH3 SCH;, %

© NaHCO; /g ! S
HN™ NH | o q OT< T/\ (‘ “N’/kNHoj(OTL
(53) 7< 7< O o

S/

. NH o s” o
/E‘;E HN OJ(I—?)\« % /3 >|\ s T, >LO/“\H/KN/U\ok
J< (F) (63)
(D) 0

(E)

l
co,t + 6J<

(G)

Esquema 7-Proposta para 0 mecanismo de formacédo do agente guanilante,
isometiltiouréia bis-protegida (63).

De posse do agente guanilante (63) foi realizada a sintese dos intermediarios
amino-alquilguanidinicos bis-protegidos (65a-c), através da reacdo entre 63 e 0S
diaminoalcanos homologos 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 éleos transparentes. Os produtos obtidos foram
conservados em refrigerador e utilizados no dia seguinte sem purificacdo prévia ou
caracterizacdo. Isto foi necessario devido a instabilidade destes derivados, 0s quais, em
temperaturas mais altas, tendem a gerar produto de ciclizagdo (65D)!% das amino-
alquilguanidinas, observando-se o aparecimento de mancha mais polar na CCF e
diminuig&o da intensidade da mancha referente ao produto de interesse.

E— % NI

gy

Boc.

N, S f
Esi:”zg DCM, 21°C, 30min
(=3 75-80%

NBoc

NH—4

(65a-c)

N\

Esquema 8 - Sintese das amino-alquilguanidinas bisprotegidas homologas (65a-c) e
produto lateral de ciclizagéo (65d).

O mecanismo proposto para a formagédo dos produtos 65a-c comeca pelo ataque
nucleofilico do par de elétrons do grupo amina do diaminoalcano (a, b ou c) sobre o
carbono iminico do agente guanilante (63) com quebra da ligacdo m e consequente
formacdo do intermediério tetraédrico (B/C), posteriormente o par de elétrons do
nitrogénio restaura a dupla ligagdo iminica com eliminagdo do grupo tiometila sob a
forma de metilmercaptam (D), o qual tem um odor bem caracteristico que pode ser
percebido ao longo da execucgéo das reacdes em questdo (Esquema 9).

/\‘/oc
. 5

N N2 *scm
) s

Boc \-Boc

HN—{—SHCH3

H
n

(B) NH,
n=1-3

R ——

H Boc\N
Boc N Boc \
HN—ﬂé— CH - -
“'S : HaN— N
A 7\ N H
)n
H2N HSCH3 (GSa.c)
n=1-3 n=1-3

_Boc

Esquema 9-Proposta de mecanismo para a formacdo das amino-alquilguanidinas
bisprotegidas homologas (65a-c).
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Tabela 1. Tabela de rendimentos reacionais e caracteristica fisicas das amino-
alquilguanidinas (65a-c)

NBoc
NH—4{

J/ NHBoc
)

H,N™ N
Produto | n | Rendimento (%) Aspecto fisico
65a |1 76 Oleo transparente
65b | 2 71 Oleo transparente
65C 3 80 Oleo transparente

Tendo em maos os blocos de construcdo necessarios para a construcdo das
guanidinas finais alvos deste trabalho, a etapa seguinte consistiu na realizacéo das reacoes
de condensacao entre o 2-tricloroacetilpirrol (66) ou 4,5-dibromo-2-tricloroacetilpirrol
(67) e as amino-alquilguanidinas aciclicas bis-protegidas (65a-c). As reacGes foram
realizadas em diclorometano e trietilamina a temperatura ambiente (Esquema 21), 0s seis
derivados pirrolicos alquilguanidinicos bis-protegidos foram obtidos com rendimentos
entre 60-80%, apos purificacdo em coluna cromatografica (eluente hexano/acetato de
etila em gradiente de concentracdo). Dentre os derivados obtidos, trés derivados séo
dibromados no anel pirrélico (69a-c), outros trés sdo ndo bromados (68a-c) e variam
também no espacador alquilico, que tem de duas a quatro unidades metilénicas (Tabela
2). O mecanismo reacional proposto consiste em uma substituicdo nucleofilica a
carbonila, com o ataque nucleofilico do grupo amino livre das aminoalquilguanidinas
bisprotegidas ao carbono eletrofilico da carbonila levando a quebra da ligagdo 7 e
formacdo do intermediario tetraédrico (A) com posterior eliminagdo do grupo tricloro-
acetil na forma de CHClze restauracdo da dupla ligagdo (Esquema 10).

H

H
N_ _N. NB
R Cl ClCI N Boc R NH oc
N\ n=1-3 N. BT R T
‘ Boc R oc
N O - N n=1-3

R

H CH,Cl, EtsN, ta, 24h O
(66) R = H (68a-c) R = H
(67) R = Br (69a-c) R= Br

Esquema 10-Sintese das guanidinas aciclicas bis-protegidas (68a-c; 69a-c).
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: n=1- N
Cl Cl \Boc NB
R Cl NBoc R . 0c

B NH-4 o NL

R ” Lo - / \ o —I_M NHBoc R ( \l—L N‘V{_ NHBoc
R
R

N =1-
66 R - 1 H o n=1-3 H Wl n=13
(67)R = Br (A) of B ¢ ¢
Boc—N
Y—NH
NH Boc

—
™ m (68a-c) R = H
CHCl4 (69a-c) R=Br

Esquema 11-Proposta de mecanismo para a formacao das guanidinas aciclicas bis-
protegidas (68a-c; 69a-c).

Tabela 2-Guanidinas aciclicas bis-protegidas (68a-c; 69a-c) sintetizadas, rendimentos
reacionais e caracteristicas fisicas.

R _{NBOC
NH
R/Z;HNH% NHBoc
H o

Derivados R n R (%) PF (°C) Aspecto fisico
68a H 1 71 118-121 so6lido amarelo
68b H 2 75 129-131 sélido castanho
68c H 3 80 119-123 sélido castanho
69a Br 1 82 - 0leo castanho claro
69b Br 2 60 112-115 sOlido castanho
69c Br 3 69 135-137 s6lido amarelo

As guanidinas aciclicas bis-protegidas (68a-c; 69a-c) foram caracterizadas
através dos dados de RMN de *H e RMN *3C (DEPT Q). As figuras 34 e 35 mostram 0s
espectros de RMN 'H e RMN 3C (DEPTQ) do derivado 69b para ilustrar as
caracteristicas gerais dos sinais observados nos espectros desta classe de compostos. No
espectro de RMN H os principais sinais que caracterizam os produtos s&o o hidrogénio
do NH da subunidade amida e os hidrogénios ligados aos nitrogénios guanidinicos, 0s
quais podem ser observados como simpletos ou sinais largos em 11,58 ppm, 8,54 ppm e
8,06 ppm, respectivamente. Adicionalmente, observamos o hidrogénio (CH) do nucleo
pirrolico na regido dos aromaticos em 6,98 ppm, os hidrogénios dos metilenos
espacadores, em 3,45ppm (multipleto com integra¢do de 4 H’s) e 1,73ppm (multipleto
com integragdo de 2 H’s), e as metilas dos grupos de protecéo Boc, em 1,51ppm (simpleto
com integragdo de 18 H’s). No espectro de RMN®C (DEPTQ), podemos observar quatro
sinais entre 153-163 ppm correspondentes aos carbonos das trés carbonilas (da amida e
dos dois carbamatos) e do carbono iminico da funcéo guanidina. Observamos também o
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sinal do carbono pirrélico (CH) em 112,9 ppm, os carbonos quaternarios do pirrol em
127,3/104,9/99,3 ppm, os carbonos metilénicos em 36,8/35,2/28,6 ppm, 0s carbonos
quaternarios das terc-butilas em 83,4 e 80,2ppm, além das metilas dos grupos Boc em
28,5 e 28,0 ppm.

11.58

—8.54
—8.06
—7.26
—6.98
—3.45
1.73
1.51

CHg

z

I

o}

&
—8.54
—8.06
—7.26
—6.98

0.97
0.86,
1.00

0.97 4
0.86 |

008 —
E
100 ] F

Figura 34-Espectro RMN *H (500 MHz) CDCl; (5-ppm) do composto 69b.
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N 163.20
~159.71
~157.54
,153.28
—127.38
—112.89
—104.90

—83.47
—80.15

Figura 35. Espectro RMN 3C (DEPTQ) (500 MHz) CDCI3 (5-ppm) do composto 69b.

Tabela 3-Guanidinas bis-brotegidas sintetizadas (68a-c; 69a-c) e principais sinais
observados no RMNH (CDCl; - § em ppm)

R

Boc—N

Y—NH
NH B
N >

T~

n=1-3
R O
n R NH’s (s ou sl) CH’s pirrol (s) CH:2 -C(CHj3)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 3,51/3,41/1,72 151
68c 3 H 11,47/9,71/8,39 6,89/6,65/6,20 345-3,41/1,98 1,49e 1,44
69a 1 Br 12,69/11,49/8,44/8,19 6,86 3,48/1,98 1,46e 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 1,48e 1,40

(s) = simpleto; (sl) = sinal largo;
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Tabela 4-Guanidinas bis-brotegidas sintetizadas (68a-c; 69a-c) e principais sinais
observados no RMN*C (DEPTQ, CDCls - § em ppm)

R
n|R Cc=0 C=N | C’spirrol | -C(CH2)3 CHz -C(CHa)s
68a | 1 | H | 163,5/156,3/152,3 | 161,4 | 126,6/121,7/ | 83,3/78,7 | 40,5/38,9 | 28,4/28,1
110,2/108,9
68b | 2 | H | 163,6/157,4/153,8 | 157,4 | 126,4/121,2/ | 83,7/79,8 36,9/ 28,0/28,6
110,2/109,6 34,9/30,3/
68c | 3 | H | 163,5/156,4/153,3 | 161,5 | 121,4/109,5/ | 83,3/79,5 | 40,5/39,1/2 | 28,1/28,4
109,4 6,9/26,4
69a | 1 | Br | 163,1/156,3/152,3 | 161,4 | 128,6/121,7/ | 83,3/78,7 38,9/ 28,4/28,1
110,2/108,9
69b | 2 | Br | 163,2/157,5/153,3 | 159,7 | 127,4/112,9/ | 83,4/80,2 | 36,8/35,2/2 | 28,5/28,0
104,9/99,3 8,6
69c | 3 | Br | 163,7/155,2/152,8 | 159,4 | 128,9/112,8/ | 83,4/78,8 | 40,1/38,7/2 | 28,5/28,1
104,9/98,2 7,0/26,6

De posse dos derivados guanidinicos aciclicos bis-protegidos (68a-c) e (69a-c),
foram realizadas as reacdes de desprotecdo em meio &cido, para remocdo dos grupos de
protecdo N-Boc e consequentemente a obtencdo dos produtos finais, as guanidinas
aciclicas livres correspondentes (50a-h) (Esquema 12). Foi utilizado nestas reacdes o
acido trifluoroacético (TFA), um acido muito comum usado na desprotecdo de ésteres
terc-butilicos por ser um &cido forte (pKa = -0,25, em &gua) soltvel em diclorometano, o
que representa uma condicdo branda e eficiente. Os rendimentos das reacbes de
desprote¢do se mostraram muito bons, proximos de 100% e sdo mostrados na Tabela 5.

R NBoc
T\ J(NH—( R NH
NH NHBoc TFA/DCM NH
RTON /
H n=1-3 - R NH NH2
O t.a, 24h N n=1-3
(68a-c)R = H H
(69a-c) R=Br R=HouBr

(50a-f)

Esquema 12- Reacdo de desprotecdo em meio acido para obtencéo das guanidinas
aciclicas finais (50a-f)

O mecanismo proposto para a reacao de desprotecdo das guanidinas aciclicas (68a-c e
69a-d) em meio acido esté ilustrado no Esquema 13, para o composto final 50a, e se inicia com
a protonacdo do oxigénio da carbonila do grupo de protecdo Boc e posterior rearranjo com a
perda de 2-metilpropeno (C) e dioxido de carbono (CO2). O mesmo processo ocorre com 0
outro grupamento Boc do outro nitrogénio guanidinico para a formacéo das guanidinas aciclicas
finais (50a-f).
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Esquema 13-Proposta de mecanismo para a reacdo de desprote¢do das guanidinas
aciclicas em meio &cido.

Tabela 5-Guanidinas aciclicas pirrélicas e bromopirrolica (50a-f) sintetizadas,
rendimentos reacionais e caracteristicas fisicas.

R 4NH
NH
R/Q\WNH{-’{; NH,
H o

Derivados R n R (%) PF (°C) Aspecto fisico
50a H 1 97 - 6leo castanho claro
50b H 2 94 182-185 s6lido castanho
50c H 3 99 - 6leo amarelo claro
50d Br 1 98 - oleo castanho escuro
50e Br 2 99 - oleo castanho escuro
50f Br 3 97 151-152 s6lido amarelo claro

Os compostos-alvo finais, as guanidinas aciclicas pirrolicas e bromopirrélicas
sintetizadas (50a-f) foram caracterizadas através de seus respectivos espectros de RMN
'H e RMN 3C (DEPTQ). As figuras 36 e 37 ilustram os espetros de hidrogénio e carbono
13, respectivamente, da guanidina bromopirrélica 50d, nos quais podemos observar 0s
principais sinais que caracterizam esta série de derivados. Os sinais de hidrogénio que
caracterizam esta guanidina sdo o NH do grupo amida em 12,76 ppm (simpleto com
integracdo de 1 H), os NH’s da guanidina livre em 8,29 e 7,64 ppms (tripletos com
integracdo de 1 H), o sinal do hidrogénio pirrdlico (CH) em 6,92 ppm (simpleto com
integracdo de 1 H) e os sinais dos dois metilenos espagcadores em 3,33 e 3,27 ppm
(multipletos com integragao de 2H’s cada um). Adicionalmente, os hidrogénios das
metilas dos grupos de protecdo Boc ndo sdo observadas, em torno de 1,5 ppm,
confirmando a realizacdo da desprotecao.
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Os sinais caracteristicos no espectro de carbono 13 sdo a carbonila e o carbono
iminico da funcdo guanidinaem 159,8 e 157,4 ppm, respectivamente. Observa-se também
os carbonos do ndcleo pirrélico em 113,3 ppm (CH), 128,3 ppm (carbono quaternario
ligado a carboxamida), os carbonos ligados ao bromo em 105,2 e 98,3 ppm, além dos
carbonos metilénicos (CH>) em 40,8 e 38,4 ppm. Adicionalmente, ndo sdo observados o0s
carbonos caracteristicos do grupo Boc em torno de 28 ppm (metilas) e 80 ppm (carbono
quaternario da terc-butila), corroborando mais uma vez que a desprotecdo foi bem
sucedida. A Tabela 6 resume os principais sinais caracteristicos para esta série de
derivados.

[ 6E+08

12.76
30
29

[ 6E+08

>— NH, I 5E+08

r4E+08
r2E+08

@

z
IH
z
I
~3.34
- —3.33
~3.32
—3.29
—3.27
T
b
+
8

b 1E+08 4E+08

r5E+07 r4E+08

N
ol

—
A~ 3E+08

3.40 3.35 3.25 3.20

N <t ™ [l
NN O v v [)))
o © NSNS ©0 o

5 [2E
+08 3.30
f1 (ppm)
r2E+08
r1E+08

r2E+08
5E+07

r2E+08

S S a0
— — o

T T
84 82 80 78 76 74 72 7.0 F1E+08
I f1 (ppm)

- 5E+07
A

5 5 & 4

¥

o
<]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

13.0 125 120 115 11.0 105 100 95 9.0 85 8.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

2.1
2.0

- F-5E+07

75 7.0
f1 (ppm)

Figura 36. Espectro de RMN H (500 MHz) em DMSO-ds (8-ppm) da guanidina
bromopirrolica 50d.
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Figura 37-Espectro RMN *C (DEPTQ) (500 MHz) em DMSO-d6 (3-ppm) da
guanidina bromopirrélica 50d.

Tabela 6- Guanidinas aciclicas pirrélicas e bromopirrélica sintetizadas (50a-f) e

principais sinais observados no RMN *H em DMSO-dg (-ppm)

HN
N—NH,
NH
R \ HNJ
p—\{ n=1-3
N O

R™H

R n NHCO NH”s (s, slout)) | CH pirrol (s) CH;
(sousl)
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

(s) = simpleto; (sl) = sinal largo; (t) = tripleto
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Tabela 7-Guanidinas aciclicas pirrdlicas e bromopirrdlica sintetizadas (50a-f) e
principais sinais observados no RMN®C ((DEPTQ, DMSO-d6, (5-ppm)

HN

N—NH,

NH
NJ

H
m n=1-3
N O
H
R n COeCN CH pirrol CH> 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 1129 40,9/38,5/26,9/26,5 104,8/98,2

3.1.2. Sintese das Acilguanidinas (51a-h; 51g’ e 51h°)

A primeira etapa da sintese dos novos compostos acilguanidinicos pirrélicos e
bromopirrolicos planejados (51a-h; 51g’ e 51h°) foi a obtengdo do agente guanilante N-Boc-S-
metilisotiouréia (55) fundamental para a posterior obtencdo dos intermediarios-chave 60 e 61.
A obtencdo do agente guanilante (55) se inicia com a reagdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2) entre a tiouréia (52) e iodeto de metila (CHzl) para a obtencéo do sal de iodo
isometiltiouronium (53), a partir do qual foi realizada a reagdo de protecdo de um dos
nitrogénios para obtencdo do derivado monoprotegido correspondente (55) (Esquema 14). O
mecanismo proposto para a reacdo de monoprotecdo do sal (53) passa por uma reacdo de
substitui¢do nucleofilia acilica. Inicialmentente, o nitrogénio (NH>) de 53 age como nucledfilo
e ataca o carbono carboxilico do [(Boc).Q0] (54). Consequentemente, a ligacdo C=0 se quebra
e um intermediario tetraédrico é formado (C), seguida da abstracdo do hidrogénio do aménio
por uma base presente no meio, neste caso a trietilamina (EtsN). O intermediario tetraédrico
(D) formado é instavel, assim, o ion carbonato (E) € eliminado, j& que é uma base mais fraca
que a amina, restituindo, entdo, a ligacdo dupla, resultando na formacdo da 2-metil isotiouréia
N-protegida (55). O carbonato de terc-butila (G) eliminado sofre decomposicdo em CO2 (gas)
e terc-butdxido (G) (Esquema 15). Esta reacdo € realizada através da adicéo lenta de anidrido
Boc (Boc20, di-terc-butil-dicarbonato) em diclorometano sobre excesso do sal 53 em meio
bésico para garantir a monoprotecdo e obtencdo do agente guanilante (55), um sélido branco
obtido em 85% de rendimento, que foi caracterizado através de seu espectro de RMN *H no
qual podemos observar os sinais caracteristicos das metilas do grupo Boc e da metila ligada ao
atomo de enxofre, respectivamente em 1,51 (com integracdo igual a nove hidrogénios ) e 2,45
ppm (com integracdo de trés hidrogénios). No espectro de RMN **C (DEPTQ) foi observado a
presenca de um sinal em campo alto, em 28,17 ppm referente aos carbonos metilicos do grupo
terc-butila, além dos sinais referentes aos carbonos quaternarios: um em 78,11 ppm
correspondente ao carbono quaternario do grupo terc-butila e outro sinal em 160,98 referente
ao carbono do carbamato.
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Esquema 14-Sintese do agente guanilante, a N-Boc-S-metilisotiouréia (55).
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Esquema 15-Proposta de mecanismo de formagéo do agente guanilante, a N-Boc-S-
metilisotiouréia (55).

De posse do agente guanilante (55) passamos para a etapa seguinte, que consistiu na sintese
dos intermediarios-chave  pirrol- e  4,5-dibromopirrol-2-carboxamido-(tiometil)-
metilenocarbamato de terc-butila (60 e 61) (Esquema 18). Para tal foi necessaria a obtencéo
dos &cidos carboxilicos pirrolico (58) e bromopirrélico (59), os quais foram obtidos a partir do
reagente comercial 2-pirrolcarboxaldeido (56) (Esquema 16). O aldeido (56) foi submetido a
uma reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica (SEATr), cujo mecanismo esté ilustrado no
Esquema 28, com bromo (Br2) em acido acético glacial para obtengdo do derivado dibromado
correspondente (57) em 55% de rendimento. Os acidos carboxilicos correspondentes (58 e 59)
foram obtidos em cerca de 60% de rendimento a partir dos respectivos aldeidos (56 e 57) através
de reagdo de oxidagdo com Oxido de prata (Ag20), um agente oxidante brando e com baixo
potencial de oxidacdo, adequado para aldeidos, 0s quais estdo em um estagio de oxidacdo
intermediario entre os alcoois e acidos carboxilicos. '’
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Esquema 16 - Sintese dos acidos carboxilicos pirrdlico (58) e bromopirrélico (59).
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Esquema 17-Proposta mecanistica para a reacao de bromacéo do pirrol-2-
carboxaldeido (59).

Os &cidos pirrolicos (58 e 59) foram caracterizados atraves da andlise dos respectivos
espectros de RMN *H, onde podemos observar a auséncia do sinal referente ao hidrogénio
caracteristico do grupamento aldeido em torno de 9,3 ppm, bem como o surgimento do sinal
em torno de 12 ppm referente ao hidrogénio da carboxila do acido carboxilico e os CH’s do
pirrol em 6,96/6,72/6,13 ppm para o derivado ndo bromado. No caso do derivado bromado
somente um sinal de grupo CH é observado em 6,83 ppm.

Os acidos carboxilicos (58 e 59) foram entdo submetidos a reacdo para a obtencdo dos
intermediarios-chave (60 e 61) (Esquema 18). Para tal, os acidos foram submetidos a reacéo
com o cloreto de oxalila (COCIl;) em dimetilformamida (DMF), quantidade catalitica, e
diclorometano como solvente, para a formacdo do cloreto de acido correspondente. O
mecanismo para a formacéo do cloreto de acido esta ilustrado no Esquema 19 e mostra que ha
o desprendimento de monoxido de carbono (CO), dioxido de carbono (CO-) e &cido cloridrico
(HCI). Outra caracteristica desta reacdo é a formacdo do intermediario reagente de Vilsmeyer
(E), eletrdfilo que ird reagir como o acido carboxilico para formagdo do cloreto de &cido
correspondente. Uma vez que o cloreto de acido é extremamente reativo frente a presenca de
agua (umidade presente na atmosfera) e nucleo6filos em geral, esta espécie ndo é isolada ou
estocada, sendo usada in situ. Desta forma, apds evaporacdo do solvente, o cloreto de acido
formado na primeira etapa reage com o agente guanilante (55) na presenca de diclorometano e
piridina, através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica a carbonila (Esquema 20) para a
obtencéo dos derivados 60 e 61 com um rendimento que varia entre 70-80%.
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Esquema 18 - Esquema de sintese dos intermediarios chave pirrol- e 4,5-dibromopirrol-
2-carboxamido-(tiometil)-metilenocarbamato de terc-butila (60 e 61).
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Esquema 19 - Proposta de mecanismo de formacao dos derivados cloretos de acido
(H).
~N
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(H) " ) (60 e 61)

Esquema 20-Proposta de mecanismo de reagédo entre o agente guanilante (55) e os
cloretos de &cido, para formacao dos intermediarios-chave (60 e 61).

Os intermediéarios chave (60 e 61) foram caracterizados através de seus espectros de RMN
'H e RMN *3C (DEPTQ) nos quais podemos observar principalmente os sinais caracteristicos
das metilas do grupo Boc, da metila ligada ao enxofre, além dos sinais que caracterizam o
nicleo pirrdlico e a carboxamida. Os principais sinais observados nos espectros de RMN H e

RMN BC (DEPTQ) dos intermediarios-chave (60 e 61) estdo ilustrados no esquema 21.
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Esquema 21-Principais sinais observados nos espectros de RMN*H (azul)) e RMNC
(vermelho) dos intermediarios-chave (60 e 61) (500 MHz, CDCls, 5-ppm).

O intermediario-chave 61 foi submetido a reacdo com as aminas de interesse [(a)
benzilamina, (b) picolilamina, (c) p-fldor-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 formacgédo das
acilguanidinas bromopirroélicas planejadas (62a-h). O intermediario-chave ndo bromado (60)
foi submetido as mesmas condicGes reacionais, porém somente utilizando a fenetilamina e 3-
fenilpropanamina para a obtencéo das acilguanidinas correspondentes (62g’ e 62h’) (Esquema
22). As acilguanidinas foram obtidas em bons rendimentos, entre 70-85%, e a reagdo ocorre
através do ataque nucleofilico do nitrogénio da amina ao carbono iminico eletrofilico do
intermediario-chave formando um intermediario tetraédrico a partir do qual ocorre a
restauracdo da dupla ligacdo iminica com a perda do grupo tiometila na forma de metanotiol
(HSMe), de odor desagradavel e caracteristico perceptivel ao longo da execucdo e isolamento
das reacGes em questdo (Esquema 23).

‘é «O%
/ « HN—
MN% Amina, DCM, Et3N, DIPEA m _|§N_\
N H @] Ar

RN O 24h, t.a, 70-85% Br
R = Br, 61 R = Br, 62a-h
R =H, 60 R=H, 62g' ; 62h’

Esquema 22-Sintese das acilguanidinas protegidas (62a-h; 62g’; 62h°).
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Figura 36- Aminas (a-f) selecionadas para a sintese dos compostos acilguanidinicos
planejados.
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Esquema 23-Proposta para 0 mecanismo de formacédo das acilguanidinas protegidas
(62a-h; 62g’; 621°).
Tabela 8-Acilguanidinas pirrélicas e bromopirrdlicas protegidas, rendimentos
reacionais e caracteristicas fisicas.

R
HN-W
R@\WNH{\
N—Boc
H o

Derivados R W R (%) PF (°C) Aspecto fisico
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 So6lido amarelo claro
62¢e Br p-metil-benzil 80 183-185 Solido branco
62f Br p-metoxi-benzil 59 147-150 Solido castanho claro
629 Br fenetil 75 131-132 Solido amarelo claro
62h Br fenilpropil 82 164-167 Sélido castanho claro
62g’ H fenetil 63 151-154 Sélido castanho claro
62h’ H Fenilpropil 72 159-160 Sélido amarelo claro

As acilguanidinas protegidas foram caracterizados atraves de seus espectros de RMN
'H e RMN BC (DEPTQ). Esta classe de derivados tem como sinais de hidrogénios
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caracteristicos as metilas do grupo de protecdo Boc, que aparecem como um simpleto com
integracédo de nove hidrogénios entre 1,50 ppm, os sinais de do hidrogénio da amida em torno
de 12 ppm, os hidrogénios ligados aos nitrogénios da funcdo guanidina entre 8-10 ppm e 0s
metilenos espagadores que separam o anel aromatico e a fungéo acilguanidina em torno de 4,6
ppm. Os sinais dos anéis aromaticos aparecem na regido caracteristica em torno de 7 ppm,
variando entre multipletos, quando o anel ndo é substituido, ou o padréo a/b caracteristico para
0s anéis substituidos em para. Adicionalmente, é importante observarmos o desaparecimento
do sinal correspondente a metila do grupo tiometila em 2,5ppm do intermediario-chae anterior
(60 ou 61).

Os espectros de RMN 3C (DEPTQ) dos derivados 62a-f, 62g’ e 62h’ apresentam como
caracteristicas principais a presenca dos sinais das carbonilas e carbono iminico (C=N) entre
153 e 169 ppm, os carbonos das metilas e o carbono quaternario do grupo de protecdo Boc em
torno de 28 e 83 ppm, respectivamente, além do sinal do metileno, ou metilenos, em torno de
40 ppm. Os sinais dos carbonos do anel aromatico aparecem em torno de 120 e 130 ppm.
Também observarmos o desaparecimento do sinal correspondente ao carbono da metila do
grupo tiometila do intermediario anterior (60 ou 61), em torno de 15 ppm.

Abaixo, sio mostrados os espectros de RMN *H e RMN *C (DEPTQ) do derivado
acilguanidinico protegido 62a para ilustrar os sinais caracteristico desta classe (Figuras 37 e
38).

RMN 9_7_19
AMOSTRA: TESTE A (PROTON) - 500MHZ
Solvente: CDCL3

OPERADOR DO NMR - MAURICIO L 4E+08

; 4E+08
NH

4E+08

@
o z
I
PN
z
O/KO
(e}
o &
o
1.49

CHs F3E+08

[ 2E+08

2E+08

r2E+08

—17.26

r1E+08

-7.37

) o % < I 5E+07
B §E 5% B %
— = — < — —

| 8.4

T T T T T T T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
f1 (ppm)

-

T T T T T T T T T
120 115 110 105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5

Figura 37. Espectro RMN H (500 MHz) CDClI3 (8-ppm) do composto 52a.
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Figura 38. Espectro RMN 3C (DEPTQ, 500 MHz) CDClI3 (3-ppm) do composto 52a.

Tabela 9- Principais sinais nos espectros de RMNH (500 MHz, CDCls, §-ppm) que

permitem a caracterizacdo dos derivados acilguanidinicos protegidos (62a-h; 62g’;

62h’).
R
HN-W
RIK\WNH{\
N N—Boc
H o
R W NH’s CH CH CH:2 CHs
(pirrol) | (Aromético)
622 | Br Benzil 12,07/9,37/8,89 (s) | 6,89 (s) 7,32-7,80 4,69 (s) 1,49 (s)
(m)
62b | Br Picolil 11,92/10,61/9,26/8, | 6,89 (s) | 7,33/7,38/7, 4,79 (s) 1,53 (s)
70 (s) 27 (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-metdxi-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 3,52 1,52 (s)
(dd) (dd)/2,52
(£)/1,99 (m)
62g’ | H fenetil 12,37/9,26/8,53 (s) | 7,00/6,93 | 7,37-7,27 3,78/2,99(s) | 1,51 (s)
16,29 (s)
62h’> | H fenilpropil 12,43/8,50 (s) 6,95/6,90 | 7,36-7,22 | 3,56(m)/2,75 | 1,53/1,57
16,27 (s) (m) (t)/2,03 (m) (s)

2 Sinal do grupo metila como um simpleto em 2,38 (integracdo 3 hidrogénios)

® Sinal do grupo metoxila como um simpleto em 3,83 (integracio 3 hidrogénios)
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Tabela 10. Principais sinais nos espectros de RMN®*C (DEPTQ, 500 MHz, CDCls, -
ppm) que permitem a caracterizacdo dos derivados acilguanidinicos protegidos (62a-h;
62g’; 62h’).

R
HN=-W
/R !
R/ZD-WN”{N
H O Bo¢’
CH C
R W | Cc=0eC=N| CHPirrol | CBr i 1 CH, Boc
Aromatico Aromatico
1289112781
62a Br Benzil | 156.4/1533 116.6 s 1319 452 | 28.0/33.7
21372
62b Br Picoll | 16851530 1163 1004 “;g;ihj*‘)l 15,7 47 281/834
_fhuot-
62¢ Br Pbez;lr 163.3/153.1 1158 11671203 | 1562 46 | 282834
62d Br pclore- | o oanssoo| 11689 10058 |12007.12802| 15625 4449 28.03
benzl
_metil-
62e Br Pb::zﬂ 156.1/155.1 116.9 1006 | 12061276 | 1348 451 | 2800837
“metox- | 169,0/156.1/1
62f By | £ T[T 116.8 1005 | 120011143 |150211320] 448 | 2805839
benzil 331
169.3/156.1/1
622 Br fenetil 'Jjﬂl' 116.7 1006 | 12861265 | 1319 | 356428 | 280836
s
169.08/136.3 128.6/128.4/1 40,5/33.073
62h Br |fenilpropil| ... " 116.0 1004 2 13100 |77 28.06/83 5
1333 263 0.7
126.6/113.9/1
62g" H fenetil '10;' - 128,8/128.7 426357 | 28.03/83.1
171,1/156,3/1 | 121.8/114.3/1 405/3082|282728.4'8
s . |17nss, 8114, ] 2% 6119 2 o 5/30, 228,
62h B |fenipropd| "7 107 12861262 | 1513 st 32

2 Sinal do grupo metilaem 21,2 ppm

® Sinal do grupo metoxila em 55,3 ppm

A etapa final consistiu na remog¢édo do grupo de protecdo Boc em meio acido para a
obtencgéo das acilguanidinas desprotegidas 50a-h; 50g’ e 50h> (Esquema 24). Da mesma forma
que a metodologia usada para a desprotecédo das guanidinas aciclicas da série anterior, esta etapa
também foi realizada em TFA (&cido trifluoroacético) e diclorometano a temperatura ambiente.
1%As reacdes demoraram cerca 48h para o consumo total das acilguanidinas protegidas e
levaram a formacdo quantitativa dos compostos finais desprotegidos apos remocao do TFA e
do solvente sob vacuo. O mecanismo proposto para a reacdo de desprotecdo esta ilustrado no
Esquema 25 e se inicia com a protonagéo do oxigénio da carbonila do grupo Boc e posterior
rearranjo com a perda de 2-metilpropeno e dioxido de carbono (CO.) para a formacdo das
acilguanidinas livres finais (51a-h; 51g’; 51h’).

N«O%

Br \ HN— O TFA,DCM  Br HN—
| HN-W  ———— B HN-W
o
g N O ta 48n, 100% g N o

(62a-h; 629'; 62h") (51a-h; 51g"; 51h")

Esquema 24 - Desprotecdo em meio acido para obtencdo das acilguanidinas livres
(51a-h; 51g’; 51h°)
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Esquema 25-Proposta mecanistica para a desprotecdo em meio acido (exemplificado
para 62a) que leva a obtencdo das acilguanidinas livres planejadas (ilustrado para a
obtencdo de 51a).

Tabela 10 - Acilguanidinas pirrolicas e bromopirrdlicas desprotegidas (livres)
sintetizadas, rendimentos reacionais e caracteristicas fisicas.

R
HN-W
R /N \ NH«NH
H o

Derivados R W R (%) PF (°C) Aspecto fisico
5la Br Benzil 100 160-162 Sélido amarelo claro
51b Br Picolil 98 155-159 Solido castanho claro
51c Br p-fluor-benzil 100 169-171 Solido amarelo escuro
51d Br p-cloro-benzil 100 178-180 Solido amarelo claro
5le Br p-metil-benzil 98 172-174 Solido branco
51f Br p-metoxi-benzil 100 151-154 So6lido castanho claro
51g Br fenetil 97 139-142 So6lido amarelo claro
51h Br fenilpropil 99 153-154 So6lido amarelo claro
51g’ H fenetil 100 160-162 Solido branco
51k’ H fenilpropil 100 139-143 So6lido amarelo claro

Todas as acilguanidinas pirrélicas e bromopirrolicas sintetizadas (51a-h; 51g’;
51h’) foram caracterizadas através de seus respectivos espectros de RMN*H e RMN®C
(DEPTQ), cujos principais sinais estdo mostrados nas tabelas 11 e 12. Os espectros do
derivado 51e sdo utilizados como exemplos para esta série de derivados. Os principais
sinais de hidrogénio (Figura 38) que caracterizam as acilguanidinas bromopirrélicas sdo
aqueles ligados aos nitrogénios, em 13,4 (NHCO) e 11,37/9,45/8,93 ppm (outros NH’s
guanidinicos). Estes derivados também podem ser caracterizados pela presenca dos sinais
dos aromaéticos, que, no caso do derivado 51e, mostram dois sinais: um multipleto entre
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7,27-7,30 ppm com integracao de trés hidrogénios (dois CH’s da fenila e CH pirrdlico) e
um dupleto em 7,20 ppm com integracédo de dois hidrogénios, correspondentes aos outros
dois CH’s da fenila para-substituida. Adicionalmente, observamos o dupleto em 4,54
ppm correspondendo ao metileno espacador e a metila como um simpleto em 2,30 ppm.
Nota-se também a auséncia do sinal referente as metilas do grupo Boc, em 1,5 ppm,
confirmando a desprotecéo.
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Figura 38-Espectro RMN *H (500 MHz) DMSO-d6 (5-ppm) do composto 52e.
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No espectro de RMN®C (DEPTQ) (Figura 40) podemos destacar os sinais da
carbonila e do carbono iminico, ambos da funcédo acilguanidina, em 158,4 e 153,4 ppm,
respectivamente. Observamos também os dois sinais dos CH’s da fenila para-substituida
em 129,2 e 127,4 ppm, além do CH do pirrol em 117,0, os carbonos quaternarios da fenila
em 137,1 e 132,7 ppm, os carbonos pirrdlicos ligados ao bromo em 110,6 e 99,5 ppm, 0
carbono pirrélico ligado a carbonila em 125,1 ppm, o metileno espagador em 44,1 ppm e
a metilaem 20,7 ppm. Também n&o se observam os sinais que caracterizariam a presenca
do grupo Boc, em torno de 28 ppm (metilas) e em torno de 80 ppm (carbono quaternario
da terc-butila), confirmando mais uma vez o sucesso da desprotegao.
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Figura 39-Espectro RMN 3C (DEPTQ) (500 MHz) DMSO-d6 (5-ppm) do composto
52e.
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Tabela 11- Principais sinais de RMN!H (DMSO-d6, &-ppm) para as acilguanidinas
finais (51a-h; 51g’; 51h°).

R
HN-W
/\
RN\ NH~{
NH
H o
R W NH’s CH Arométicos CH’s
(pirrol)
5la Br Benzil 13,40/11,37/9,45/8,93 (s) 7,30 (m) 7,30-7,38 4,55 (d)
(m)
51b Br Picolil 13,49/11,58/9,87/8,97 (s) | 7,42-7,36 (m) | 8,61 (s)/7,89 4,75 (s)
(s)/7,42-7,36
(m)
51c Br p-fluor-benzil 13,40/11,28/9,44/8,90 (s) | 7,48-7,39 (m) 7,48-7,39 4,57 (d)
(m)
51d Br p-cloro-benzil 9,39 (s)/ 11,25 (s) 7,27 (s) 7,41 (d)/7,48 | 4,60 (d)
(d)
5le Br | p-metil-benzil? 13,40/11,36/9,45/8,93 (s) | 7,36-7,21 (m) 7,36-7,21 4,54 (d)
(m)
51f Br | p-metoxi-benzil® 13,44/11,07/9,20 7,21 (s) 7,34 (d) / 4,50 (d)
6,98 (d)
519 Br fenetil 13,49/11,42/9,19/8,86 (s) 7,25 (s) 7,32 (s) 3,59/2,89
O]
51h Br fenilpropil 13,42/11,03/8,95 (s) 7,30-7,23 (m) 7,30-7,23 2,65/1,87/1
(m) 25 (m)
51g° H fenetil 12,17/11,10/9,18/8,81 (s) 6,28 (s) 7,34-7,16 3,59
(m) (dd)/2,91
(t)
51k’ H fenilpropil 12,17/11,09/9,19/8,80 (s) 6,29 (s) 7,31 3,349dd)/2
(t)/7,25-7,19 | ,66(m)/1,8
(m) 9(m)

2 Sinal do grupo metila como um simpleto em 2,30 ppm (integracdo 3 hidrogénios)

® Sinal do grupo metoxila como um simpleto em 3,75 ppm (integragdo 3 hidrogénios)
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Tabela 12-Principais sinais de RMN*C (DEPTQ, DMSO-d6, 3-ppm) para as

acilguanidinas finais (51a-h; 51g’; 51h°).

R
HN-W
R /N\ NH{
NH
H 0o
R W COeCN Pirrol Aromaticos CHy’s
512 Br Benzil 154,12 117,45/99,9 127,6/128,2/129,1 447
/136,24
51b Br Picolil 159,0 125,5/117,5/111,1 | 154,2/149,2/138,0 46,1
/99,6 /123,5/122,1
51c Br p-fluor-benzil 154,10 115,85/107,71/99, 130,07 44,10
96
51d Br p-cloro-benzil 166,9/ 99,90/117,65 129,05/129,69/ 44,03
154,28 131,34/132,83/
135,44
51e Br p-metil-benzil* | 158,4/153,4 | 127,4/117,0/110,6 | 137,1/132,7/129,2 441
/99,5 1127,4
51f Br | p-metéxi-benzil® 159,0 117,0/99,4 129,0/127,6/114,1 43,9
519 Br fenetil 159,1/153,5 | 117,3/111,1/99,8 | 138,4/129,3/128,9 | 42,8/33,
/127,0 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 | 129,3/128,9/127,2 | 42,7/34,
/110,8 /1235 2
51k’ H fenilpropil 160,5/154,1 | 141,5/126,4/115,5 | 128,9/128,7/127,1 | 41,2/32,
2 /110,8 /126,4 5/29,9

2 Sinal do grupo metila em 20,7 ppm

® Sinal do grupo metoxila em 55,2 ppm
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3.3. Triagem farmacoldgica in vitro frente as enzimas Acetilcolinesterase (AChE) e
Butirilcolinesterase (BuChE)

As guanidinas e acilguanidinas pirrdlicas e bromopirrélicas planejadas e
sintetizadas foram submetidas a triagem farmacoldgica para avaliar a acdo das mesmas
sobre a atividade das enzimas AChE e BuChE através do método de Ellman.'®” A
metodologia consiste na clivagem enzimatica da acetiltiocolina ou butiriltiocolina
promovida pela AChE ou BChE, levando a formacgdo de &cido acético ou butirico,
respectivamente, e tiocolina. Este Gltimo € um marcador da atividade enzimatica, que ao
reagir com o DTNB, leva a formac&o do 4cido 2-nitro-4-tiobenzdico e do &cido 2-nitro-
3-mercaptotiobenzdico. O produto acido 2-nitro-4-tiobenzdico apresenta coloracéo
amarela, a qual pode ser quantificada por medida da absorbancia em um leitor de placas
equipado com filtro de luz a A = 415 nm. Desta forma, a atividade da enzima ¢ medida de
maneira indireta por meio da reacdo do produto de clivagem enzimatica com um reagente
pré-cromoférico (Esquema 26). Todos os compostos foram testados na concentracao de
30uM e a donepezila foi utilizada como padréo de referéncia.

(0] (0]
+
AChE/ BChE " +
(CH3)3N\/\S/U\R R)J\OH (CH3)3 N\/\SH
(52a) R=CHj; acido acético R= CHj, Ticolina
(52b) R=(CH,),CH3 acido butirico R=(CH,), CHg (53)
HOOC COOH
O,N S-S NO,
(DTNB)
HoOC . COOH
N (cHy) ¥ o
O,N S\S/\/ 3)3 HS NO,
(55) (54)
acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzoico . . . .
acido 2-nitro-4tiobenzéico

Esquema 26-Reacdo ocorrida no ensaio de Ellman.

A tabela 13 mostra os resultados obtidos para os derivados guanidinicos bis-
protegidos (68a-c; 69a-c) frente as enzimas AChE e BuUChE. Os resultados mostram que
os derivados 68a-c e 69a-c apresentaram, de forma geral, inibicdo fraca ou moderada das
enzimas testadas. Dentre os derivados, podemos destacar o composto ndo bromado 68c,
0 qual possui quatro metilenos espacadores entre a fun¢do guanidina e a carboxamida,
como o melhor inibidor de AChE e BuChE, com percentual de inibicdo de 64,3% e
49,0%, respectivamente. Adicionalmente, foi determinado o Clso para a inibicdo das
enzimas AChE e BUChE pelo derivado 68c, o qual se mostrou um inibidor ndo seletivo
dessas enzimas com Clso de 22,8 uM e 27,3 uM, respectivamente. Através desses
resultados, observamos também que, de forma geral, a presenca do bromo no anel
pirrélico ndo parece ser fundamental para a atividade dos compostos testados, com
excecdo do composto 69b, que se mostrou um melhor inibidor de AChE e BuChE (44,7%
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de inibicdo para as duas enzimas) em comparac¢do a seu analogo ndo bromado 68b (13,0
% de inibicdo para a AChE e 5,0% de inibig&o para a BuChE).

Tabela 13- Atividade anticolinesterasica dos derivados guanidinicos aciclicos bis-
protegidos (68a-c; 69a-c)

R NHBoc
NH
R/U\«NHF/):=1_3«NBOC
NOo
Derivado | R | n | % deinibigdo | Clso % de inibicao Clso | IS
sobre a AChE® | (uM)? | sobre a BUChE® | (UM)?

68a H |1 20,9 - 31,2 - -

68b H | 2 13,0 - 55 - -
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

4Concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos +
desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes; PAChE de enguia elétrica;
‘BuChE de soro equino; Indice de seletividade (IS) é dado como AChE Clsg / BUChE
Clso.

Os resultados da triagem in vitro para os derivados guanidinicos aciclicos livres
(50a-f) (Tabela 14), mostrou que a maioria dos compostos sdo inibidores fracos das
enzimas AChE e BUChE. A Unica excecdo foi a guanidina 50c, um derivado ndo bromado
e com quatro unidades metilénicas como espagador entre a carboxamida e a funcéo
guanidina. Este derivado se mostrou um inibidor seletivo de BuChE, com inibicao de
71,2% na concentracdo de 30 UM e Clso de 13,3 uM. Como na série anterior, o derivado
mais ativo foi um composto com mais unidades metilénicas no espacador e ndo bromado.
Adicionalmente, aparentemente para o derivado 50c, a remocéo do grupo Boc foi benéfica
para a atividade seletiva anti-BuChE, visto que o analogo protegido deste derivado (68c,
da série anterior) inibiu as duas enzimas com percentual semelhante na mesma
concentracdo testada e Clso superior tanto para AChE (22,8 uM) quanto BuChE (27,3

HM).

81



Tabela 14-Atividade anticolinesterasica dos derivados guanidinicos aciclicos livres

(50a-f)
R NH,
NH
R/Z/_B\(NH{_/)::I'S{NH
NS
Derivado | R | n | %deinibicdo | Clso % de inibicao Clso | IS
sobre a AChE® | (uM)? | sobre a BUChE® | (uM)?

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

& Concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos +
desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes; PAChE de enguia elétrica;
°BChE de soro equino; Indice de seletividade (IS) é dado como AChE Clso / BUChE Clsqo.

Os resultados da triagem in vitro para os derivados acilguanidinicos protegidos
(62a-h; 62g’; 62h’) (Tabela 15), destacou trés derivados como bons inibidores seletivos
de BuChE. Sdo eles 62a (benzil, Clso de 11,7 uM para BuChE), 62b (picolil, Clso de 22,8
KM para BUChk) e 62g (fenetil, Clso de 2,0 UM para BuChE), o que parece sugerir, assim
como dados da literatura ja mostraram, que o0 aumento ca cadeia metilénica espagadora
favorece a inibicéo seletiva da BUChE. Porém no caso desta série de compostos o limite
parece ser duas unidades metilénicas, visto que o homélogo com cadeia espacadora de
trés unidades metilénicas (62h, 29,3% de inibicdo a 30 puM) a perda de atividade foi
significativa. Isto pode ser devido a impedimento estérico no sitio ativo da enzima e/ou
maior flexibilidade conformacional da molécula. Outra caracteristica que parece ser
importante para esta série de acilguanidinas € a presenca do bromo no anel pirrélico, uma
vez que a auséncia dos atomos de bromo (62g’; 40,7% de inibicdo a 30 uM) resultou em
consideravel perda de atividade anti-BuChE comparativamente ao andlogo dibromado
correspondente (62g; 91,3% de inibi¢do a 30 uM; Clsg de 2,0 uM).
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Tabela 15-Atividade anticolinesterasica dos derivados guanidinicos aciclicos

bis-protegidos (62a-h; 62g’; 62h’)

R
H
I\ NN
RN ~ "
H O N‘Boc
Derivado R w % de inibicéo Clso % de inibicéo Clso IS
sobre a AChEP | (UM)? | sobre a BUChE® | (uM)?2
62 a Br Benzil 19 - 48,4 11,7 -
62b Br Picolil 12,7 - 47,8 22,8 -
62¢c 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-metdxi-benzil 7,0 - 45,3 - -
629 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

& Concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos +
desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes; PAChE de enguia elétrica;
‘BuChE de soro equino; Indice de seletividade (IS) é dado como AChE Clso / BuChE
Clso.

Os derivados acilguanidinicos livres (62a-h; 62g’; 62h’) corroboram com 0s
resultados da série guanidinica aciclica (50a-f) (Tabela 14), pois também mostram que a
presenca da subunidade guanidina livre € importante para a atividade inibitdria sobre a
BuChE (Tabela 17). Todos os compostos acilguanidinicos livres inibiram a enzima
BuChE em percentual superior a 50% na concentracéo testada (30 puM), diferentemente
dos analogos protegidos correspondentes (Tabela 16) dos quais somente trés compostos
foram ativos. A Unica excessao foram os derivados 51h (44,5%) e 51h’ (32,9%), 0s quais
possuem trés unidades metilénicas entre o anel aromatico e a subunidade guanidinica,
corroborando os resultados da série protegida correspondente que mostrou que este
tamanho de cadeia prejudicou a atividade inibitéria dos compostos sobre a BuChE.
Adicionalmente, a presenca da acilguanidina livre também levou ao aumento da poténcia
anti-BuChE dos derivados 5l1a (4,8 uM) e 51b (17,7 uM) em comparacdo com 0s
analogos protegidos 62a (11,7 uM) e 62b (22,8 puM). Podemos destacar ainda as
acilguanidinas 51c (p-fluor-benzil), 51d (p-cloro-benzil) e 51f (p-metdxibenzil) com
inibicdo da BuChE superior a 80% na concentracdo de triagem utilizada (30 pM). Assim
como na série anterior a presenca do anel dibromopirrélico se mostrou fundamental para
a inibicdo seletiva da BUChE, uma vez que os analogos ndo bromados no anel pirrélico
se mostraram menos ativos que 0s compostos bromados correspondentes.
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Tabela 16-Atividade anticolinesterasica dos derivados guanidinicos aciclicos bis-livres
(51a-h; 51g’; 51h°)

R
H
I\ N N-
R™™N "
H o NH
Derivado | R w % de inibicdo | Clsp | % de inibicdo Clsg | IS
sobre a AChEP | (uM)? | sobre a BUChE® | (UM)?
512 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 215 - 91,5 - -
51e Br | p-metil-benzil 25,7 - 52,3 - -
51f Br | p-metdxi-benzil 62,5 - 83,2 - -
51g Br fenetil 66,9 215 90,01 3,8 57
51h Br fenilpropil 25,4 - 445 - -
51g’ H fenetil 44,3 - 53,7 - -
51h’ H fenilpropil 23,3 - 32,9 - -
Donepezila | - - - 0,007 - 2,39 | 341

& Concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos +
desvio padréo (DP) de triplicatas de ensaios independentes; PAChE de enguia elétrica;
°BChE de soro equino; Indice de seletividade (IS) é dado como BuChE Clso/ AChE Clsg.

3.4. Estudos in silico das propriedades ADME das guanidinas e acilguanidinas 1%

Os estudos acerca dos diversos caminhos que o principio ativo deve percorrer no
complexo compartimento biolégico, desde a sua administracdo por via oral até atingir a
circulacdo sistémica para exercer o efeito terapéutico desejado, fazem parte da chamada
fase farmacocinética.’® Os estudos de propriedades de ADME é muito importante para
ainddstria farmacéutica, pois avaliam e exploram teoricamente, em previsdes das
prorpiedades, o0s processos farmacocinéticos de absorcdo (A), distribuicdo (D),
metabolismo (M) e excre¢do (E), nos estagios iniciais do processo de descoberta de
farmacos. Pode-se supor, portanto, que o estudo das propriedades ADME podem
contribuir para que possiveis 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 enzimatica, as propriedades
farmacocinéticas (ADME) foram avaliadas in silico. Utilizamos o SwissADME
(http://www.swissadme.ch), uma ferramenta gratuita da internet que permite avaliar
parametros farmacocinéticos e a drugability de pequenas moléculas. Sdo avaliados
parametros como area de superficie polar topoldgica (TPSA), log P, solubilidade,
absorcdo intestinal humana (HIA), permeacdo da barreira hematoencefalica (BBB), etc.

Foram selecionados para esta etapa 0s compostos que se destacaram na triagem
enzimatica. Dessa forma, avaliamos as guanidinas aciclicas 68c (Clso de 22,8 uM e 27,3
UM para AChE e BUChE, respectivamente) e 50c (Clso de 13,3 uM para BUChk), além
das acilguanidinas 62a (Clso de 11,7 pM para BuChE), 62b (Clso de 22,8 pM para
BuChE), 629 (Clso de 2,0 uM para BUChE), 51a (Clso de 4,8 uM para BUChk), 51b (Clso
de 17,7 uM para BuChE) e 51g (Clso de 3,8 uM para BUuChEg). Avaliamos também o perfil
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das acilguanidinas livres 51c (p-fluor-benzil), 52d (p-cloro-benzil) e 52f (p-metdxi-
benzil), as quais também se destacaram como inibidores seletivos de BUChE (inibic&o
maior que 80%), apesar de ndo terem tido suas poténcias determinadas até o0 momento.

A guanidina aciclica 68c foi avaliada e o radar de biodisponibilidade (Figura 40),
que permite a avaliacdo rapida da drug-likeness, levando em consideracdo a
lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturagéo, previu este
composto como nado biodisponivel oralmente por ser muito flexivel, ou seja, a molécula
possui muitas ligagdes rotaciondveis. Todos 0s outros parametros, como tamanho,
lipofilicidae, instauracdo, polaridade e solubilidade estdo dentro da &rea Otima para
biodispolibilidade oral.

LIPO

FLEX SIZE

o)
INSATU POLAR NH
J_FNH_\<
N
NH

__<§3
INSOLU

o<
(68¢) O%

Figura 40 - Radar de biodisponibilidade para a guanidina 68c. A area rosa representa a
faixa 6tima 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 A,
solubilidade: log S até 6, saturacdo: fracdo de carbonos com hibridizacao sp3 de no
minimo 0.25, e flexibilidade: até 9 ligacdes rotacionaveis.)

TZ N
@)

O radar de biodisponibilidade (Figura 41) para a guanidina 50c, analogo
desprotegido de 68c, mostra que este derivado deve ter biodisponibilidade oral, pois todos
0s parametros avaliados a colocam dentro da faixa rosa, faixa Otima para
biodisponibilidade. Neste caso, como nao temos a presenca dos grupos Boc esta guanidina
tem menor nimero de ligagdes rotacionaveis e portanto um perfil de flexibilidade melhor
que seu analogo 68c.
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Figura 41-Radar de biodisponibilidade para a guanidina 50c. A area rosa representa a
faixa 6tima 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 A, solubilidade: log S
até 6, saturacdo: fracdo de carbonos com hibridizacéo sp3 de no minimo 0.25, e
flexibilidade: até 9 ligacdes rotacionaveis.

A guanidina 68c apresentou um valor calculado de TPSA de 133,9 A° e log P de
2,79; seu analogo nédo protegiddo, 50c, apresentou valor calculado de TPSA de 106,7 A°
e log Ps de 0,12. Estas caracteristicas colocam 68c e 50c na area branca do modelo
BOILED-Egg (Figura 42), com alta probabilidade de absorcao grastrointestinal, porém
com poucas chances de atravessar a barreira hemato-encefalica, o que seria desejavel 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.

NGP
06

20 40 60 80 100 120 140 160 1380 TPS

Figura 42-Modelo BOILED-Egg para as guanidinas 68c (azul) e 50c (vermelho). Area
branca: absorcéo gastrointestinal; Area amarela: absorcdo gastrintestinal e penetracdo na
barreira hemato-encefélica.
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Analisando o perfil ADME para as acilguanidinas protegidas 62a, 62b e 62¢g
observamos que todas devem ter biodisponibilidade oral, com todos os parametros
avaliados as colocando dentro da faixa rosa, faixa étima, do radar de biodispolibilidade.

LIPC

LIFC
FLEX SIZE

FLEX SIZE

7 N\

Br NH
7\ NH—\< INSATU POLAR =N
INSATU POLAR B N N Br,
H 0o< /2:;>\WKNHA%&
O Br

N
INSOLU (62a) 7< INSOLU (62b) _< %
LIPO
FLEX SIZE
VAR
o~
Br. N
P
Br— NH
INSATU POLAR o)
(62g)

INSOLU

Figura 43 - Radar de biodisponibilidade para as acilguanidinas 62a, 62b e 62¢g. A area
rosa representa a faixa 6tima 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 A,
solubilidade: logP S até 6, saturacao: fracdo de carbonos com hibridizacao sp3 de no
minimo 0.25, e flexibilidade: até 9 ligacdes rotacionaveis.

A acilguanidina 62a apresentou valor de TPSA calculado igual a 95,5 A° e logP de 3,99;
62b apresentou valor de TPSA calculado igual a 108,4 A° e logP de 3,24; 62g apresentou valor
de TPSA calculado igual a 78,5 A° e logP de 4,44. Estas caracteristicas colocam as trés
acilguanidinas protegidas na area branca do modelo BOILED-Egg (Figura 44), com alta
probabilidade de absorcdo grastrointestinal, porém fora na area amarela que indicaria
capacidade de atravessar a barreira hemato-encefélica, o que seria desejavel para os
candidatos atuarem no sistema nervoso central. A molécula 62g, com maior LogP é que
aparece mais proxima a regido amarela, indicando uma maior probabilidade de penetracdo no
sistema nervoso central. Adicionalmente, as acilguanidinas 62a, 62b e 629 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). Area branca: absorcao gastrointestinal; Area amarela:
absorcdo gastrintestinal e penetracdo na barreira hemato-encefélica.

Analisando o perfil ADME para as acilguanidinas livres 5l1a, 52b e 52g
observamos que, com exce¢cdo do numero de insaturacdes, os demais parametros
avaliados as colocam dentro da faixa rosa, faixa 6tima, do radar de biodispolibilidade
(Figura 45).
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Figura 45 - Radar de biodisponibilidade para as acilguanidinas livres 51a, 51b e 51g. A

area rosa representa a faixa 6tima para cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3 entre

—0.7 and +5.0, tamanho: MW entre 150 ¢ 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 e 130

A, solubilidade: logP S até 6, saturacio: fracdo de carbonos com hibridizacéo sp3 de no
minimo 0.25, e flexibilidade: até 9 liga¢des rotacionaveis.
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A acilguanidina 51a apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 A° e logPs
de 2,88; 51b apresentou valor de TPSA calculado igual a 81,6 A° e logPs de 2,52; 51g
apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 A° e logPs de 3.22. Estas caracteristicas
colocam as trés acilguanidinas protegidas na area branca do modelo BOILED-Egg
(Figura 46), com alta probabilidade de absorcao grastrointestinal e bem préximas da area
amarela que indicaria capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica, o que seria
desejavel 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.

M2

Figura 46-Modelo BOILED-Egg para as para as acilguanidinas 51a (molécula 1), 51b
(molécula 2) e 51g (molécula 3). Area branca: absorcao gastrointestinal; Area amarela:
absorcdo gastrintestinal e penetracdo na barreira hemato-encefélica.

Analisando o perfil ADME para as acilguanidinas livres 51c (p-fluor-benzil), 51d
(p-cloro-benzil) e 52f (p-metdxi-benzil), as quais também se destacaram como inibidores
seletivos de BuChE, observamos também que, com excec¢do do nimero de insaturacées,
os demais parametros avaliados as colocam dentro da faixa rosa, faixa 6tima, do radar de
biodispolibilidade (Figura 47).
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Figura 47- Radar de biodisponibilidade para as acilguanidinas livres 51c, 51d e 51f. A
area rosa representa a faixa 6tima 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 A,
solubilidade: logP S até 6, saturacdo: fracdo de carbonos com hibridizacdo sp3 de no
minimo 0.25, e flexibilidade: até 9 ligagdes rotacionaveis.

A acilguanidina 51c apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 A° e logP de 3,15;
51d apresentou valor de TPSA calculado igual a 80,7 A° e logP de 3,40; 51f apresentou valor de
TPSA calculado igual a 90,0 A° e logP de 2,87. Estas caracteristicas colocam as trés
acilguanidinas protegidas na area branca do modelo BOILED-Egg (Figura 48), com alta
probabilidade de absorcdo grastrointestinal e proximas da area amarela que indicaria
capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica, perfil desejavel para candidatos a
farmacos com atuacao 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.
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Figura 48-Modelo BOILED-Egg para as para as acilguanidinas 51c (molécula 1), 51d
(molécula 2) e 51f (molécula 3). Area branca: absorcao gastrointestinal; Area amarela:
absorcdo gastrintestinal e penetracdo na barreira hemato-enceféalica.

3.5 Estudo de interacdo enzimatica in silico dos analogos acilguanidinicos

Para a realizacdo do estudo de docking molecular entre os compostos da série de
acilguanidinas e a enzima ecBuChE foi utilizado o modelo obtido por homologia
disponivel no banco de dados do Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q9N1N9). A utilizagdo de um modelo
obtido por homologia é necessaria pois s6 ha disponivel do Protein Data Bank dados
referentes a butirilcolinesterase humana (hBuChE) e ndo da ecBuChE que foi utilizado
nos ensaios enzimaticos de atividade bioldgica. O modelo por homologia foi obtido
utilizando o template da enzima butirilcolinesterase humana (hBuChk — PDB 612T)
200com identidade de sequéncia de 90,4%.)% 202

O estudo de docking molecular foi realizado utilizando o programa GOLD 5.6
(CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) com a funcdo GoldScore e 0s compostos a serem
estudados foram previamente tratados, através da minimizacdo de energia via método
semi-empirico PM6 (Spartan 14 V1.1.4 [Wavefunction, Inc]), considerando suas
respectivas formas catidnicas, visto que em meio bioldgico (pH=7,5), estes encontram-se
protonados. Foi determinado um raio de exploracdo 15 A em torno do atomo de oxigénio
da cadeia lateral do residuo de Ser - 226 e entdo os compostos foram ancorados para
realizacdo do docking molecular. 20 204

As colinesterases possuem dois locais de ligacdo conhecidos: o CAS, onde as
enzimas hidrolisam seus substratos; e 0 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 interacdo desses compostos no sitio ativo
da BuChE.
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No programa GOLD, as funcdes de encaixe produzem valores de scores que sao
valores adimensionais, entendidas como “pontuagdes de aptidao”. A pontuagdo de cada
pose identificada é calculada como o negativo da soma de uma série de termos de energia
envolvidos no processo de interacdo proteina-ligante, para que quanto mais positiva a
pontuacdo, melhor a interacdo. Os valores de scores sdo um indicativo de qudo boa € a
posicdo do ancoramento, o que significa que uma pontuacdo mais alta indica uma melhor
interacdo entre o ligante e o local de ligacéo.

Normalmente, os maiores valores de score refletem uma melhor interacdo do
ligante com a proteina, entretanto, apos a analise de todas as solugdes geradas pelo
programa GOLD 5.6, observou-se que nem sempre 0 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 analise qualitativa do modo de interacédo 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 concentracdo de 30uM, é possivel
observar que a serie 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 interacdo entre os compostos
mais ativos a 30uM e a enzima mencionada.

3.5.1 Docking molecular para as acilguanidinas com a Butirilcolinesterase

Considerando as moléculas estudadas através do screening para inibicdo
enzimatica, aquelas escolhidas para o estudo do perfil de interagdo foram aquelas cuja
taxas de inibicdo mostraram-se superiores a 50%. Essas moléculas e os resultados
correlacionados estdo mostrados abaixo, na tabela 17. Foi verificado que, de forma geral,
as moléculas dessa série interagem dentro da cavidade do sitio ativo através de algumas
interacOes principais, como: a interacdo bromo-n entre o bromo ligado ao anel pirrolico
com o anel aromatico referente ao residuo do aminodcido triptofano (Trp-259), a
interacao w em forma de ‘T’ entre o anel pirrdlico e o residuo do aminoécido fenilalanina
(Phe-357), a interacdo de hidrogénio entre o NH pirr6lico e o residuo do aminoacido
histidina (Hys- 466), a interacdo entre o0 NH guanidinico e o residuo do aminoacido acido
glutdmico (Glu- 225) e a interacdo entre o anel aromatico da acilguanidina e o residuo do
aminoéacido triptofano (Trp-110).
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Tabela 17- Porcentagens de inibicdo para os melhores compostos avaliados no

screening.
R;
0 X
I N NS
EeAchE — EeBuchE
Composto . .
% inibicdo AChE em | % inibicdo BUChE em
codigos R | R [n]|X 30mM 30mM
518 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 215 915
51e Br CHs 1 CH 25,7 52,3
51f Br [CHO| 1 CH 62,5 83,2
51g Br H | 2 |cH 66,9 90,01
51h Br H 3 CH 254 445
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 interacdes bromo-zn, as
interagdes do tipo ‘T’, as intera¢Bes de hidrogénio para os nitrogénios do anel pirrélico e
dos grupamentos acilguanidinicos.
mencionadas, comparando os compostos 51c, 51d, 51f e 51a, indicando diferencas
minimas de distancia entre as moléculas e os residuos de amino&cidos.

A figura 49, a seguir, ilustra as interacdes
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. (€ : (D)
Figura 49-Comparuyuu <ntre 0s dockings dos compostos 51c . +, ¢ = Br, R1=F, n=1,
X=CH), 51d (B) (R = Br, R1=Cl, n=1, X=CH), 51f (C) (R = Br, R1=OCHS3, n=1,
X=CH)e 51a (D) (R = Br, R1=H, n=1, X=CH).

Pode-se também ressaltar que a presenca de grupos substituintes na fenila das
acilguanidinas parece interferir na atividade inibitoria. Quando sdo comparados 0s
compostos 51c, 51d e 51 f, que possuem como substituintes no anel um atomo de fluor,
um atomo de cloro e um grupo metoxila, respectivamente, com o composto 51a, com a
fenila ndo substituida, verifica-se que as melhores atividades sdo aquelas relacionadas aos
compostos 51c (R=Br, R1 = F, n=1, X=CH inibicdo = 92,5%) e 51d (R=Br, R1 = Cl,
n=1, X=CH , inibicdo = 91,5%), sugerindo que halogénios 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 o0 modo de interagdo
é semelhante as anteriores para o anel bromopirrélico, no entanto, o anel picolil se mostra
ocupando uma cavidade diferente daquela ocupada pelos demais anéis aromaticos dos
outros derivados acilguanidinicos, o que pode ser observado na figura 50 a seguir, que
compara as interagdes dos compostos 51d (R=Br, R1 = Cl, n=1, X=CH) e 51b (R=Br,
R: = H, n=1, X=N). Essa diferenca de interacdo pode justificar o descréscimo de
atividade inibitdria para o composto 51b.
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Figura 50 - (A) Docking molecular para o composto 51b. (B) Superficie de van der
waals representando a sobreposic¢do dos compostos 51d e 51 b e a enzima BchE. (C)
Representacdo da superficie interna do sitio ativo da enzima BchE e sobreposi¢do dos

compostos 51d e 51b.

Considerando a diferenca entre os homologos, observa-se que o composto
fenetilico (51g. R=Br, Ri=H, n=2, X=CH) apresenta melhor atividade (90,1%), quando
comparado ao seu andlogo benzilico (512, R=Br, R1 = H, n=1, X=CH), atividade 86,1%,
sugerindo que o sitio ativo acomoda bem um grupo metilénico adicional, verificando-se
um aumento de atividade. No entanto, para o analogo com trés grupos metilenos (51h,
R=Br, R1 = H, n=3, X=CH), observamos um decréscimo na atividade inibitéria (44,5%).
A figura 51 abaixo mostra o ancoramento molecular dos compostos 51a, 51g e 51h,
sobrepostos no interior do sitio ativo. O composto 51g mostra um valor de inibicdo
(90,1%) comparavel aos valores encontrados para 0S compostos que apresentam
halogénios como substituintes no anel fenilico, como por exemplo o 51c (R=Br,R:=F,
n=1, X=CH)(inibi¢do = 92,5%).
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Figura 51- Docking molecular para os compostos 51a (R=Br, Ri=H, n=1, X=CH),
51g (R=Br, Ri=H, n=2, X=CH)e 51h(R=Br, Ri=H, n=3, X=CH). A figura ilustra a
sobreposicdo das moléculas mencionadas dentro da cavidade do sitio ativo da enzima

BuChE.

Outro fator importante a ser destacado € a auséncia dos atomos de bromo no anel
pirrélico, que parece contribuir para um decréscimo no valor da atividade inibitoria. 1sso
pode ser observado quando sdo comparados os compostos 51g (R=Br, Ri=H, n=2,
X=CH) e 51g’ (R=H, R1=H, n=2, X=CH). No ancoramento molecular desses compostos
é possivel observar que sdo perdidas a interacdo bromo-n ¢ a interagdo de hidrogénio
referente ao NH (do anel pirrélico) para o composto com o anel pirrélico ndo bromado.
A figura 52 a seguir ilustra a diferenca observada entre 0 composto bromado e 0 ndo
bromado e suas respectivas interagdes com a enzima BuChE.

(A) (B)

Figura 52- Comparacao entre os dockings moleculares dos compostos 51g (R=Br,
Ri=H, n=2, X=CH) e 51g’(R=H, Ri1=H, n=2, X=CH).
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4. Conclusbes

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), anadlogos sintéticos dos
alcaloides marinhos oroidinicos, todos caracterizados por RMN'H e RMN®3C. A triagem
in vitro sobre as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BUChE)
revelou que a guanidina pirrélica protegida 68c é um inibidor ndo seletivo de AChE (Clso
de 22,8uM) e BUChE (Clso de 27,3 uM) e que a guanidina pirrolica livre 50c é um inibidor
mais potente e seletivo de BUuChE (Clso de 13,3uM). As novas acilguanidinas
bromopirrolicas se destacaram como inibidores seletivos de BUChE, especialmente as
acilguanidinas livres 51a (benzil), 51c (p-flor-benzil), 51d (p-cloro-benzil), 51f (p-
metdxi-benzil) e 51g (fenetil), as quais inibiram a atividade BuChE em mais de 80% na
concentracdo de 30 UM. Os resultados mostraram a importancia da funcdo acilguanidina
livre para a inibicdo seletiva de BuChE, bem como da presenga dos bromos no anel
pirrdlico. Os resultados in vitro foram corroborados pelos estudos de docking com a
BuChE, os quais mostraram que as acilguanidinas bromopirrélicas interagem dentro da
cavidade do sitio ativo através da interagdo bromo-n com o anel aromatico do aminoacido
triptofano (Trp-259), interagdo m em forma de ‘T’ entre o anel pirrdlico e o residuo do
aminodcido fenilalanina (Phe-357), interacdo de hidrogénio entre o NH pirrélico e o
residuo do aminoacido histidina (Hys- 466), interacdo entre o NH guanidinico e o residuo
do amino&cido &cido glutamico (Glu- 225) e interacdo entre o anel aromético da
acilguanidina e o residuo do aminoécido triptofano (Trp-110). Adicionalmente, avaliacéo
in silico das propriedades ADME e druglike mostrou que de forma geral as novas
guanidinas e acilguanidinas obtidas tem potencial para boa absorcdo gastrointestinal e
bom perfil drug-likeness.

Como perspectivas para este trabalho temos a concluséo da determinacéo dos Clso
para os derivados 51c, 51d, 51e e 51f, além da realizacdo dos estudos de cinética
enzimatica para as acilguanidinas mais potentes. E importante ressaltar que a obtenc&o
destes resultados fazia parte dos objetivos iniciais deste trabalho, o que nédo foi possivel
realizar devido a pandemia e, consequentemente, a limitagdo de acesso ao prédio e seus
laboratorios.
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5. Materiais e Métodos
5.1 Informagdes gerais

As reacOes quimicas foram acompanhadas por analises por cromatografia em camada
fina (CCF) utilizando placas de silica de 200 um de espessura utilizando-se como fase movel
n-hexano/acetato de etila e diclorometano/metanol em diferentes combinacges e propor¢des. A
visualizacdo das substancias por CCF foi realizada em lampada de ultravioleta (254 e 365 nm).

As fases organicas foram secas com sulfato de sodio (Na2SQ.) anidro e os solventes
organicos foram removidos sob pressdo reduzida em evaporador rotatério, modelo RV 10
digital e banho IKA, modelo HB 10 digital.

Os compostos foram purificados por cromatografia liquida de adsor¢do em coluna
flash, isolera Biotage, modelo 1SSO-4SV (ICE-UFRRJ). Para a confecgéo da pastilha, utilizou-
se silica gel 70-230 mesh (Merck). E para a fase movel foram utilizados n-hexano/acetato de
etila e diclorometano/metanol em diferentes proporcdes de acordo com as propriedades fisico-
quimicas de cada composto.

Os espectros de RMN de *H e **C foram obtidos em espectrometros 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 dimetilsulféxido (DMSO-d6)
ou cloroformio (CDCIs) e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro. Os deslocamentos
quimicos (d) foram expressos em parte por milhdo (ppm) a partir do padréo interno tetrametil -
silano (TMS), e as constantes de acoplamento (J) foram dadas em Hertz (Hz). As areas dos
picos foram obtidas por integracdo eletronica 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
Sintese do sal 2-metil-isotiourdnio 2° (R=90%, Solido amarelo, ponto de fusdo 96-100°C)

S ~N
)iy CHgl S
. +
HoN™ NH; metanol, 65°c 2N~ “NH; I-
(52) 90 min, 90% (53)

Esquema 27. Sintese do sal 2-metil-isotiourdnio (53) (Hickey, 2012)

Uma mistura de tioureia (52) (3g; 0,039 mol), iodometano (CHzal) (2,5 ml; 0,039 mol) e metanol
(30 ml) foi aquecida sob refluxo durante aproximadamente noventa minutos. O metanol foi
removido sob vacuo e o0 solido amarelo obtido foi transferido para um funil de Buchner e lavado
com éter dietilico (5x15 ml). (R = 90%; PF literatura: 117°C; PF determinado: 96-100°C).

RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 8,89 (NHy, s, 2H); 2,56 (CHs, s, 3H).
DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-ppm): 171,1 (-CSCHa); 13,5 (-SCHa);

Sintese da isometiltioureia mono-Boc (55)(R=80%o, s6lido branco, ponto de fuséo 75-79°C)
206
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Esquema 28. Sintese da isometiltioureia mono-Boc (55) (Guerritz, 2012)

Em um baldo 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 639L de trietilamina (4,58 mmol)
e sobre esta solucdo foram adicionados gota a gota durante um periodo 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 rea¢do deixada permaneceu sob agitacao por
um periodo de aproximadamente 24h. A mistura reacional foi diluida com 15 ml de
diclorometano e a fase orgénica lavada com agua (2 x 10 ml), seca com sulfato de sodio anidro
e concentrada em evaporador rotatorio. O produto (55) foi obtido como um solido branco em
60% de rendimento. PF determinado: 75-78 °C; PF literatura: 77 °C.

RMNH (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-ppm): 8,56 (s, NH): 2,32 (s, 3H, CHa): 1,41 (s, 9H,
3CHa).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 171,7 (C=0); 160,9 (C=N); 78,1 (C(CHa)s):
28,2 (C(CHs)3); 13,1 (SCHp).

Sintese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxaldeido(R=60%o, Sélido violeta, ponto de fusao 146-
15()oc) 207
Br

H H
N o AH10%Cta g N O

Esquema 29. Sintese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxaldeido (57)

10,52 mmol de Bromo (2 eq) em acido aceético glacial (5 ml) foi adicionado lentamente a uma
solucdo do pirrol-2-carboxaldeido (56) (5,26 mmol) em 10 ml de acido acetico glacial sob
banho de gelo e agua. A mistura fica sob agitacdo durante 1h. Apds consumo total do material
de partida, a mistura reacional é vertida sobre uma mistura de agua destilada e gelo, filtrada em
funil de Buchner e o sélido obtido é lavado com agua gelada. O produto (57) foi obtido como
um solido em 60% de rendimento. (PF da literatura: 144-148°C; PF determinado: 146-150°C).

RMN!H (500 MHz) CDCIls / TMS (8-ppm): 10,40 (sl, 1H, NH); 9,34 (s, 1H, CHO); 6,97 (s,
1H, CH pirrol).

DEPTQ (500 MHz) CDCl3/ TMS (3-ppm): 177,9 (C=0); 123,2 (CH pirrol); 113,4 (CCHO);
102,2 (C-Br);
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Reacéo de oxidacdo do aldeido pirrdlico

R H R OH
m Oxido de prata m
N 0 N @]

R™ N NaOH, EtOH, H,0 R™ §
refluxo, 90 min, 60%
R = H (56) ° R=H(58)
R =Br (57) R = Br (59)

Esquema 30. Reacdo de oxidagdo do aldeido pirrélico (56-57)

A uma suspensdo de Ag-0 (2eq; 3,96 mmol) em 50 ml solucdo de hidréxido de sodio
8,5%, adiciona-se o aldeido (1,98 mmol; 1 eq) em 5 ml de etanol. A mistura fica sob agitacao
e refluxo durante noventa minutos ou até consumo total do aldeido de partida. O precipitado
formado é filtrado e lavado com agua quente. O filtrado mais as lavagens sao acidificados com
HCI concentrado e extraidos com diclorometano. O produto é obtido como um sélido em 60%
de rendimento.

4,5-Dibromopirrol-2-acido carboxilico (58) (R=60%, solido roxo, ponto de fusdo 146-

150°C)
Br OH
T
N (@)

RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 12,97 (s, 1H, OH); 12,77 (sl, 1H, NH); 6,83
(s, 1H, CH pirrol).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 160, 3 (C=0); 124,9 (COOH); 116,9 (CH
pirrol); 106,8 e 98,7 (C-Br).

Pirrol-2-acido carboxilico (59) (R= 88%, sélido roxo, ponto de fusdo, 90-92°C)

mO H

N 0]
H

RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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 (d-ppm): 161, 9 (C=0); 123,6 (COOH);
123,9/114,7/109,4 (CH’s pirrol).
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Sintese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxamido-(tiometil)-metilenocarbamato de terc-butila
(Adaptado de Konig, 2010)%%

ot
1- Cloreto de oxalila, DCM, DMF N

Br. OH
m ta, 24h ~ Br HN— _<o
Br O s o M S—
(58) 2- J< Br
ek

DCM, piridina, t.a, 2-4h, 80%

Iz _

Esquema 31. Sintese do 4,5-dibromopirrol-2-carboxamido-(tiometil)-
metilenocarbamato de terc-butila (60)

A uma solucdo do &cido (58 ou 59) (1452 mg;5,4 mmol) em 40 ml de diclorometano foi
adicionado 1,8 ml de cloreto de oxalila sob agitacdo. Apds dez minutos adicionou-se 2 gotas de
DMF e a mistura ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. A solucéo escura foi
concentrada em evaporador rotatério para gerar o cloreto de acido correspondente. A amina
(55) (19, 5,4 mmol) foi solubilizada em 30 ml de diclorometano e 1,5 ml de piridina. O cloreto
de &cido solubilizado em diclorometano foi adicionado gota a gota & solugdo da amina. A
mistura continuou sob agitacdo a temperatura ambiente durante duas a quatro horas. A mistura
reacional foi diluida com agua e extraida com diclorometano. A fase orgénica foi seca com
sulfato de sodio anidro e evaporada sob vacuo para gerar o produto (60 ou 61) como um sélido
em aproximadamente 80% de rendimento.

Pirrol-2-carboxamido-(tiometil)-metileno-carbamato de terc-butila (61) (R=80%, sélido
amarelo claro, Ponto de Fuséo 192-194°C)
ot

N
HN—/ ©
N ©
H

RMN!H (500 MHz) CDCls / TMS (8-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, -SCHs); 1,51 (s, 9H, 3CH5).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 170,5 (NHCO); 151,1 (C=0 ou C=N); 130,4
(CC=0); 116,8/ 111,0 / 110,9 (CH’s pirrol); 83,4 (C(CHs)s); 27,9 (3CH3); 14,6 ppm (-SCHs).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-tiometilmetileno-carbamato de terc-butila (60)
(R=80%, Sélido amarelo claro, ponto de fusdo: 194-197°C)

wa

N

Br HN—</ «o
RS

Br H ¢

RMN!H (500 MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): 7,04 (s, 1H, CH pirrol); 2,51 (s, 3H, -SCH3); 1,52
(s, 9H, 3CHy).

101



DEPTQ (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 119,3 (CH pirrol); 84,0 (C(CHs)s3); 28,0 (3CH?3);
15,1 (-SCHa).

Procedimento geral para a obtencéo das acilguanidinas protegidas (62a-f, 62g’, 62h*)!%2
ot o
N— N
R HN—/ O  Amina, DCM,Et:N, DIREA R \ HN—/ O
m S— 24h, ta M HN—
N N 0 Ar
H H

R O R
R =HouBr R=HouBr
(60, 61) (62a-h, 62g', 62h")

Esquema 32. Procedimento geral para a obtencdo das acilguanidinas protegidas (62a-h,
62g’, 62h°)

Uma mistura do intermediario 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. Apés a reacdo se completar, observada pelo consumo total
do material de partida por CCF, dilui-se a mistura com diclorometano e lavou-se a fase organica
com agua destilada. A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio anidro e evaporada sob
pressdo reduzida.

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(benzilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62a)
(R =69%, solido branco, ponto de fusdo: 167-169°C )

6
sk

Iz __

Br

RMN'H (500 MHz) CDCls / TMS (8-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, CHy); 1,49 (s, 9H,
3CHa).

DEPTQ (500 MHz) CDClz/ TMS (8-ppm): 168,9 (C=0); 156,3 (C=0); 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(CHg)3); 45,1 ppm (CH>); 28,2 ppm (3CH3).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(2-piridinil-metilamino)-metilenocarbamato de terc-
butila (62b) (R = 85%, sélido amarelo claro, ap6s purificacdo em coluna cromatografica
eluente hexano x acetato de etila, gradiente de concentracéo, ponto de fusio 159-163°C)
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RMN'H (500 MHz) CDCls / TMS (8-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, CHy); 1,53 (s, 9H, 3CHa).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): 168,5 (C=0); 155,7 (C=0); 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(CHsa)s); 47,0 (CHy); 28,1 (3CHs).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido(p-flior-benzilamina)metilenocarbamato de  terc-
butila (62c) (R =72%, solido amarelo claro, apds purificacdo em coluna cromatografica
eluente hexano x acetato de etila, gradiente de concentracéo, ponto de fusdo 155-158°C)

o3}
il
Iz _
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O b
T
Z
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RMN!H (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-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, CH>); 1,49 (s, 9H, 3CHs).

DEPTQ (500 MHz) CDClz/ TMS (3-ppm): 163,2 (C=0 ou C-F); 156,2 (C=0); 153,2 (C=N);
116,7 (2CH’s benzil); 115,9 (2CH’s benzil); 115,8 (CH pirrol): 83,7 (C(CHa)s); 44,6 (CHo);
28,02 (3CHs).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(p-cloro-benzilamina)-metilenocarbamato de terc-
butila (62d) (R = 77%, s6lido amarelo claro, apos purificacdo em coluna cromatografica
eluente hexano x acetato de etila, gradiente de concentracéo, ponto de fuséo 167-168°C)
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RMN!H (500 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): 1,52 (s, 9H, 3CH3); 4,68 (d, J = 5,9 Hz, 2H,
CH>); 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) CDClIs / TMS (8-ppm): 28,03(3CH3 Boc); 44,49(CH2); 83,82(C-CH3
Boc); 100,58 (C-Br); 116,89(CHpirrol); 128,92(CH aromatico); 129,07(CH aromatico);
153,20(C=0 Boc); 156,25(C=N); 136,07 (C-fenila); 133,62 (C-Cl); 169,03(NH-C=0)

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(p-metil-benzilamina)-metilenocarbamato de terc-
butila (62e) (R = 80%, s6lido branco, ap6s purificacdo em coluna cromatogréfica eluente
hexano x acetato de etila, gradiente de concentracao, ponto de fusédo 183-185°C)

0
o~
N
Br HN—
jl\/H HN
Br H 0

RMN!H (500 MHz) CDCls / TMS (8-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 CHy); 2,38 (s, 3H, CH3); 1,52 (s, 9H, 3CHs).

DEPTQ (500 MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): 156,1 (C=N); 153,1 (C=0); 153,1 (C=0); 134,8
(C1 toluila); 129,6 (2CH toluila); 127,6 (2CH toluila); 116,9 (CH pirrol); 100,6 (C-Br); 83,7
(C(CHg)3); 45,1 (CH>); 28,1 (3CHa); 21,2 (CHs).
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4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(p-metoxi-benzilamina)-metilenocarbamato de terc-
butila (62f) (R = 59%b, sélido castanho claro, ponto de fusdo 147-150°C)

0
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N O
Br H
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RMN*H (500 MHz) CDCls/ TMS (8-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, CH>); 1,51 (s, 9H, 3CHsa).

DEPTQ (500 MHz) CDCl3z/ TMS (8-ppm): 169,2 (C=0ONH); 159,2 (C=0); 156,1 (COCHpy);
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(CHz3)3); 44,7 (CH2); 28,0 (3CH3).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(fenetilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (629)
(R = 75%, solido amarelo claro, apo6s purificacdo em coluna cromatogréafica eluente
hexano x acetato de etila, gradiente de concentracgéo, ponto de fuséo: 131-132°C)

o%

N

Br HN— ‘\<o
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RMNH (500 MHz) CDCl3 / TMS (3-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
(g, 2H,J=7,02 e 7,27, CH2); 2,98 (t, 2H, CHy); 1,52 (s, 9H, 3CH5).

DEPTQ (500 MHz) CDCl3s / TMS (6-ppm): 169,0 (C=0); 156,2 (C=0); 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(CHBa)3); 42,8 (CH>); 35,6 (CH>); 28,1 (3CHs).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-(propilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62h)
(R = 82%, solido castanho claro, apds purificacdo em coluna cromatografica eluente
hexano x acetato de etila, gradiente de concentracgao, ponto de fusédo 164-167°C)
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RMN*H (500 MHz) CDClz/ TMS (8-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, CH»); 2,72 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH>); 2,04 — 1,86 (m, 2H, CH>);
1,52 (s, 9H, 3CHa).

DEPTQ (500 MHz) CDCls / TMS (6-ppm): 169,08 (C=0); 156,3 (C=0); 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(CHz)3); 40,63
(CHy); 33,20 (CH>); 30,89 (CH>); 28,18 (3CHba).

Pirrol-2-carboxamido-(fenetilamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62g’) (R = 63%,
solido castanho claro, apds purificagdo em coluna cromatogréafica eluente hexano x
acetato de etila, gradiente de concentracéo, ponto de fusdo 151-154°C)

HN—<\‘<4€

RMNH (500 MHz) CDCls / TMS (8-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, CH>); 2,97 (t, J
=7,5Hz, 2H, CH2); 1,49 (s, 9H, 3CHs).
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DEPTQ (500 MHz) CDCl3/ TMS (8-ppm): 171,0 (C=0); 156,0 (C=0); 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(CHs)s); 42,8 (CH2); 35,7 (CH>); 28,0 (3CH).

Pirrol-2-carboxamido-(propillamina)-metilenocarbamato de terc-butila (62h’) (R = 72%,
solido amarelo claro, ap6s purificagdo em coluna cromatogréfica eluente hexano x acetato
de etila, gradiente de concentracéo, ponto de fusdo 159-160°C)

RMN*H (500 MHz) CDCls / TMS (8-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, CH»); 2,75 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CHy); 2,09 — 1,95 (m, 2H, CH>); 1,53
(s, 9H, 3CHp).

DEPTQ (500 MHz) CDClIs / TMS (8-ppm): 171,06 (C=0); 156,09 (C=0); 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(CHj3)3);
40,46 (CH>); 33,19 (CH2); 30,83 (CH>); 28,32 (3CHs).

Procedimento geral para a sintese das acilguanidinas livres (51a-h, 51g’, 51h”) (Guerritz,
2012)182

y o - NH
HN—4
M HN— t.a, 48h RN 0 Ar
TN O Ar H
R =HouBr R=HouBr

(62a-h, 62g, 62h") (51a-h, 51g', 51h")
Esquema 33. Procedimento de desprotecdo em meio &cido para a sintese das
acilguanidinas livres (51a-h, 51g’, 51h°)

A uma solucdo da acilguanidina protegida (62a-h, 62g’, 62h’) (0,2 mmol) em diclorometano
(5 ml) sdo adicionados 4 equivalentes de acido trifluoracético (TFA). A mistura fica sob
agitacdo a temperatura ambiente até consumo total do material de partida (24-48h). O produto
é isolado evaporando-se a mistura reacional sob pressédo reduzida.

107



N-(N-Benzilcarbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51a) (R = 100%, sélido
amarelo claro, ponto de fusdo: 160-162°C)

Br )
W NH
Br H HN_/<
HN—:

RMN*H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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, CH>, J = 5,86 Hz).
DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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 (CH>).

N-(N-(2-Piridinilmetil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51b) (R =
98%, solido castanho claro, ponto de fusdo: 155-159°C)
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RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-ppm): 13,48 (sl, NH), 11.57 (sl, NH), 9.86 (sI, 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, CH>).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 159,0 (C=0ONH); 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 (CHy).

N-(N-(4-fluorobenzil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51c) (R =
100%, s6lido amarelo escuro, ponto de fusédo: 169-171°C)
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RMN*H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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, CHy).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 44,10(CH2); 99,96 (C-Br); 104,71(C-Br);
115,85(CH pirrol); 130,0(CH aromatico); 130,07(CHaromatico); 123,6(C-C=0);
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%b,
solido amarelo claro, ponto de fusdo: 178-180°C)

NH
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RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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, CHy).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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=0).

N-(N-(4-metilbenzil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51e) (R = 98%o,
solido branco, ponto de fusdo: 172-174°C)
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RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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, CH>); 2,30 (s, 3H, CHs).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 153,37 (NHCO ou C=N); 137,12 (Cq
fenil); 132,71 (Cq fenil); 129,21 (2CH: fenil); 127,39 (2CH> fenil); 125,06 (Cq pirrol);
117,02 (CH pirrol); 110,58 (C-Br); 99,45 (C-Br); 44,10 (CH>); 20,69 (CHa).

N-(N-(4-metoxibenzil)carbamimidoil)-4,5-dibromopirrol-2-carboxamida (51f) (R =
100%o, sélido castanho claro, ponto de fuséo: 151-154°C)
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RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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, -OCH5).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 44,30 (CH2); 55,62 (CHs); 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%, sélido
amarelo claro, ponto de fusdo 139-142°C)
H

N
Br HN
jl\/\>—§ _l-/|<N
o )

N
Br H

RMN*H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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, CH>), 2.89 (m, 2H,
CH>).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-ppm): 158.95 (C=0); 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 (CHy,).

N-(N-propilcarbamimidoil)-4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida (51h) (R = 99%, soélido
amarelo claro, ponto de fusdo: 153-154°C)

Br NH
) e
Br™ >N NH
H O

RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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 (o8-ppm): 128,87 (2CH’s fenila); 128,73 (2CH’s
fenila); 126,45 (CH fenila); 41,42 (CH>); 32,51 (CH>); 29,86 (CH>).
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N-(N-fenetilcarbamimidoil)-pirrol-2-carboxamida (51g”) (R=100%, solido branco, ponto
de fusdo: 160-162°C)

NH
HN—(
Rath,
N ©
H

RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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
CHy), 2.91 (t, J =7,3 Hz, 2H, CH>).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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 (2CHy).

N-(N-propillcarbamimidoil)-pirrol-2-carboxamida (51h’)(R=100%, solido amarelo
claro, ponto de fusdo: 139-143°C)

NH Aé
HN O
-4

N (0] @)

H
RMN!H (500 MHz) CDClz / TMS (8-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, CHy2); 2,75 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CHy); 2,09 — 1,95 (m, 2H, CH>); 1,53
(s, 9H, 3CHy).
DEPTQ (500 MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): 171,06 (C=0); 156,09 (C=0); 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 (3CHy)

Sintese da isometiltioureia bis-protegida (63) 2%°

~
s Bo,O o s O
PN G WP P
HN” “NH; | DCM 0" N N0
(53) NaHCOj; t.a, 24h (63)

Esquema 8. Procedimento de sintese do agente guanilante (63)
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A uma solucdo do sal de isometiltiouréia (53) (10 mmol) em diclorometano (7,5 ml), adiciona-
se solucdo saturada de bicarbonato de sodio (7,5 ml) e di-terc-butil-dicarbonato (54) (40 mmol).
A mistura reacional fica sob agitacdo a temperatura ambiente durante 24 horas. A mistura é
particionada entre 4gua destilada e diclorometano, a fase orgéanica ¢é lavada com &gua destilada
e a fase organica é seca com sulfato de sodio anidro. A fase organica é evaporada em evaporador
rotatorio para fornecer o agente guanilante (63) como um sélido branco em 90% de rendimento.

RMN!H (500 MHz) CDCIls / TMS (8-ppm): 2,40 (s, 3h, SCHa); 1,50 (s, 9H, 3CHs); 1,25 (s,
9H, 3CHs).

DEPTQ (500 MHz) CDCl3z / TMS (8-ppm): 28,0 (3CHz3); 27,2 (3CHz3); 14,7 (SCHa).
Procedimento geral de sintese das amino-alquilguanidinas bis-protegidas (65a-c)

(63) o

o
(64a-c) 0o s o© H Y j<
HN N2 j\o)ku)\\NJ\oJ< HzNHvNTNH

n=13 N__o (6%a<)

n=1-3 o
CH,Cl,, 21°C, 30-70 min. o\K

Esquema 9. Procedimento para sintese das amino-alquilguanidinas bis-protegidas (65a-

c)

A metilisotiouréia bis-protegida (63) (20.0 mmol) em CH2CI, (30 mL) foi adicionada de uma
Unica vez sobre uma solugdo do diaminoalcano (50.0 mmol) in CH2Cl, (44 mL). A reacdo ficou
sob agitacdo a 21 °C durante 30-70 min. A mistura reacional foi lavada com agua destilada (3
x 25 mL), solucdo saturada de cloreto de sddio (30 mL), seca com Na>SO4 e filtrada. Apos
remocdo do solvente, o dleo obtido é conservado na geladeira e usado sem purificacdo. Estes
intermedidrios (65a-c) ndo foram caracterizados devido & instabilidade quimica dos mesmos.
Todas as aminoalquilguanidinas bis-protegidas sdo obtidas como um 6leo transparente.

Procedimento geral de sintese dos derivados pirrol-2-carboxamido-alquilguanidinicos
bis-protegidos (68a-c; 692-c)
Boc

N
NNH

NH Boc
R ci R i)
B — D—<\ n = 1-3 (a-c)
N 0O N O
R H R H
R=H (66) (68a-c), R=H
R=Br (67) (69a-c), R = Br

Esquema 10. Procedimento obtengdo dos derivados pirrol-2-carboxamido-acilguanidinicos
bis-protegidos (68a-c; 69a-c)

A uma solucéo do tricloroacetilpirrol (66 ou 67) (2,35 mmol) em CH,Cl, (40 ml) foi adicionada
a aminoalquilguanidina bis-protegida (65a-c) (5,4 mmol) e 1,5 ml de trietilamina. A mistura
ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 24h ou até consumo total dos materiais de patida.
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A mistura reacional foi diluida com agua destilada e extraida com CH2Cl,. A fase organica foi
seca com sulfato de sodio anidro e evaporada sob vacuo para gerar o produto como um sélido
em 70-80% de rendimento.

Pirrol-2-carboxamido-etilguanidina bis-protegida (68a) (R = 71%, s6lido amarelo escuro,
apos purificacdo em coluna cromatografica eluente hexano x acetato de etila, gradiente
de concentracédo, ponto de fusédo 118-121°C)

IBoc
AN
>_N\H
NH Boc
in—
m
N (@]
H

RMN!H (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 1,46 (s, 9H, 3CHs): 1,40 (s, 9H, 3CHs); 3,35-
3,48 (m, 2H, CH,); 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).

RMNXC (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 163,5 (C=0); 161,4 (C=0); 156,3 (C=N);
152,28 (C=0); 126,56 (Cq pirrol); 108,9 (CH); 110,2 (CH); 121,66 (CH); 78,7 e 83,3 (terc-
butilas Boc), 38,9 (CH>); 28,1 e 28,4 (metilas Boc)

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-etilguanidina bis-protegida (69a) (R = 82%, dleo
castanho claro, apos purificacdo em coluna cromatogréfica eluente hexano x acetato de
etila, gradiente de concentracéo)

/Boc
N\
»—NH
NH Boc
Br. HNI
PR
N 0]
Br H

RMN!H (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 1,40 e 1,46 (2s, 18H, 6CHs): 1,98 (s, 2H, CHo);
3,45 (s, 2H, CH,); 6,86 (s, 1H, CH): 8,19 (s, NH); 8,44 (s, NH); 11,49 (s, NH); 12,69 (s, NH).

RMN®C (500 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): 28,4 e 28,1 (metilas Boc); 38,9 (CH.); 78,5 ¢
83,3 (terc-butilas Boc); 98,2 e 104,9 (2C-Br); 112,8 (CH); 128,6 (Cq pirrol); 152,3 (C=0);
156,31 (C=0); 159,6 (C=N); 163,43 (C=0).

Pirrol-2-carboxamido-propilguanidina bis-protegida (68b) (R = 75%, sélido castanho
escuro, apos purificacdo em coluna cromatografica eluente hexano x acetato de etila,
gradiente de concentracéo, ponto de fusdo 129-131°C)
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RMN!H (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 1,51 e 1,50 (2sl, 18H, 6CHs);: 1,72 (t, 2H, CHo);
3,41-3,51 (dd, 4H, 2CH>); 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).

RMN®C (500 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 28,2 e 28,5 (metilas Boc); 36,8/35,2/ 30,4 (3
CH>); 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 =0); 161,3 (C =0); 163,6 (C =0).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamido-propilguanidina bis-protegida (69b) (R = 60%, sélido
amarelo, apos purificacdo em coluna cromatogréfica eluente hexano x acetato de etila,
gradiente de concentracéo, ponto de fusdo 112-115°C)

Boc\
NH

HN—(
f N
N Boc

Br. H
T
N

(@]
Br H

RMN!H (500 MHz) CDCls / TMS (-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, 2CH>), 1.73 (s, 2H, CH>),
1.51 (s, 18H, 3CHs).

DEPTQ (500 MHz) CDClz/ TMS (6-ppm): 163,2 (NHCO); 159,7 (C=N); 157,5 (C=0);
153,2 (C=0); 127,4 (Cq pirrol); 112,9 (CH pirrol); 104,9 (C-Br); 99,3 (C-Br); 83,5
(C(CHa)s); 80,2 (C(CHa)s); 36,8 (CH2); 35,1 (CH2); 30,4 (CH2); 28,6 (3CHs); 28,0
(3CH).

Pirrol-2-carboxamido-butilguanidina bis-protegida (68c) (R = 80%, solido amarelo,
ponto de fusdo 119-123°C)
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RMN!H (500 MHz) CDClz/ TMS (8-ppm): 1,44 e 1,49 (m, 18H, metilas Boc); 1,58 (m, 4H,
2CHy); 3,44-3,41 (m, 4H, 2CHy); 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 (69¢) (R = 69%, sélido
amarelo, apos purificacdo em coluna cromatogréfica eluente hexano x acetato de etila,
gradiente de concentracao, ponto de fusdo 135-137°C)
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Br HNJJ
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RMN*H (500 MHz) CDCls / TMS (8-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).

RMNZC (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 27,8 (CH2); 28,2 e 28,1 (6CHs — Boc); 29,68
(CHy); 39,7 (CH>); 40,3 (CHy); 79,8 (C quaternério Boc); 83,4 (Cquaternario Boc); 99,5 e 104,9
(Cpirrol-Br); 113,1 (CH pirrol); 127,5 (Cq pirrol); 153,4 (C=0); 156,7 (C=0); 159,6 (C=N);
163,3 (C=0).

Procedimento geral de sintese dos derivados pirrol-2-carboxamido-alquilguanidinicos

Boc
N HN

\ NH
>—NH N>|\_|— 2

. JNH Boc R N
N\ AN TFA | N _
| n=1-3 _ n=1-3
N RN ©

R 0
H s DCM, t.a, 24-48h
E o 9::8 (50a-f)

Esquema 11. Metodologia de desprotecdo das guanidinas aciclicas bis-protegidas (50a-f)

115



A uma solucdo do derivado guanidinico bis-protegido (68a-c ou 69a-c) (0,2 mmol) em
diclorometano (5 ml) sdo adicionados 8 equivalentes de acido trifluoracético (TFA). A mistura
fica sob agitacdo a temperatura ambiente até consumo total do material de partida (24-48h). O
produto é isolado evaporando-se a mistura reacional sob pressao reduzida.

Pirrol-2-carboxamida-N-2-etilguanidina (50a)(R=97%, 6leo castanho claro)

N
S—NH,
NH

H

e

O
H

RMN'H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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, CHy), 3.27 (d, J = 5.5 Hz, 2H, CHy).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-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 (CH3), 38.29 (CH>).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida-N-2-etilguanidina (50b) (R=98%, o0leo castanho
escuro)

HN
N—NH,
NH
Br. HN—/_
T
N O
Br H

RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-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, CHz), 3.30
~3.22 (m, 2H, CHy).

DEPTQ (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (6-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 (CH>), 37.88 (CH>).

Pirrol-2-carboxamida-N-3-propilguanidina (50c) (R=94%o, s6lido castanho escuro, 182-
185°C)

NH,
4/—|-}N_<NH
HN
D

N O
H

RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 11.46 (s, 1H, NHC=0), 8.16 (s, 1H, NH),
7.77 (s, 3H, NH e NH>), 6.85 (s, 1H, CH pirrol), 6.75 (s, 1H, CH pirrol), 6.08 (s, 1H, CH pirrol),
3.26 (s, 2H, CHy), 2.81 (s, 2H, CHy), 1.76 (s, 2H, CHy).
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RMN®C (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 161.42 (C=0), 126.35 (Cq pirrol), 122.02
(CH pirrol), 110.33 (CH pirrol), 108.96 (CH pirrol), 37.27 (CHy), 35.92 (CH>), 28.17 (CHy).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida-N-3-propilguanidina (50d) (R=99%, 6leo castanho
escuro)

NH,

HN—(
i
RS
N ©

Br H

Br

RMN!H (400 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-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, CH5), 3.15 (d, J = 5.8 Hz,
2H, CHy), 1.75 — 1.65 (m, 2H, CHy).

RMNC (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (5-ppm): 159.49 (C=0), 157.33 (C=N), 128.58 (Cq
pirrol), 113.05 (CH pirrol), 105.07 (C-Br), 98.33 (C-Br), 38.90 (CHz), 36.41 (CHy), 29.12
(CHy).

Pirrol-2-carboxamida-N-4-butilguanidina (50e) (R=99%, 6leo amarelo claro)
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N—NH,
NH

H

HNJJ
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H

RMN!H (400 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-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, CHy), 3.14 (d, J = 5.7
Hz, 2H, CH,), 1.51 (s, 4H, 2CHy).

RMN®C (400 MHz) DMSO-d6 / TMS (8-ppm): 161.18 (C=0), 157.20 (C=N), 126.76 (Cq
pirrol), 121.62 (CH pirrol), 110.17 (CH pirrol), 108.94 (CH pirrol), 40.94 (CH>), 38.27(CH>),
27.16 (CH2), 26.50 (CHy).

4,5-Dibromopirrol-2-carboxamida-N-4-butilguanidina (50f) (R=97%, sélido amarelo
claro, ponto de fusdo: 151-152°C)
HN
N—NH,
NH
Br. HNJ_F
|
D~

Br

=z _
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RMN!H (500 MHz) DMSO-d6 / TMS (3-ppm): 12.67 (s, 1H, NHCO), 8.17 (s, 1H, NH), 7.63
(s, 1H, NH), 6.92 (s, 1H, CH pirrol), 3.44 (g, J = 7.0 Hz, 2H, CHy), 3.22 (d, J = 5.6 Hz, 2H,
CHs), 3.11 (d, J = 5.5 Hz, 1H, CHy), 1.06 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CHy).

RMNC (500 MHz) DMSO-dé6 / TMS (8-ppm): 159.34 (C=0), 157.18 (C=N), 128.67 (Cq
pirrol), 112.90 (CH pirrol), 104.82 (C-Br), 98.20 (C-Br), 40.91 (CH>), 38.47 (CH>), 26.90
(CHy), 26.47(CH>).

118



5.3 Avaliacdo Farmacologica

5.3.1 Avaliacéo in vitro dos novos derivados guanidinicos e acilguanidinicos sobre a
atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE)

A avaliacdo da porcentagem de inibicdo dos compostos para atividade
anticolinesterasica foi realizada de acordo com o método adaptado de Ellman (ELLMAN,
1961)17°. Todas as solugdes utilizadas nos ensaios foram preparadas em tampao tris-HCI
0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solugéo 1 M de HCI ou NaOH) e as soluges estoque dos
compostos (62 €) e (62 a) foram preparados em solu¢do de DMSO: EtOH (7:3)(35mM) e
a dos demais compostos em solucdo de EtOH (35 mM). Em uma placa de 96 pogos de
fundo plano foram adicionados 150 pL de solu¢do do composto inibidor (68a-c;69a-c;
50a-f; 62a-h’; donepezila) em oito diferentes concentragdes diluidas em série, as quais
variam entre 50 — 0,001uM para AChE (fator de diluicdo=2) e de 50 - 0,1uM para BChE
(fator de diluicdo=2). O controle veiculo (DMSO - concentracéo final 0,02% v / v para
AChE e 0,02% v / v para BChE), foi utilizado como referéncia (controle negativo). Em
seguida, foram adicionados 60 pL de &acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB,
reagente de Ellman) a 1,1 mM e 30 uL de acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia
elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE) a 0,20 U/mL
na presenca de 1 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA). A absorbancia foi entdo
registada utilizando um leitor de placas iMark (BioRad) equipado com um filtro de luz
de = 415 nm e esta medida foi usada como uma referéncia em branco. Apds uma
incubacédo de 10 minutos a 25°C, 24 uL de solugdo do substrato iodeto de acetiltiocolina
(ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) a 2,75 mM foram adicionados e a
absorbancia foi registrada ap6s 5 minutos de incubagdo a 25°C a A =415 nm por 3 vezes
dentro de 60 segundos. A atividade enzimatica foi calculada como porcentagem referente
a media dos valores de absorbancia medidos para o controle tratado com DMSO e EtOH,
descontada dos valores de referéncia em branco. Os ensaios foram realizados em
triplicatas (para o calculo do desvio-padrdo) e os valores da porcentagem de inibicéo
foram calculados com auxilio do programa Excel 2010. Os valores de Clso foram
calculados com auxilio do programa Graphpad Prism 7.0 utilizando o modelo de
regressdo ndo linear para a inibicdo dose-resposta.

5.3.2. Estudo de interacdo enzimatica in silico dos derivados guanidinicos e
acilguanidinicos.

As colinesterases possuem dois locais de ligacdo conhecidos: 0 CAS, onde as enzimas
hidrolisam seus substratos; e 0 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 interagdo desses compostos no sitio ativo da BchE

Para a realizagdo do estudo de ancoramento molecular (docking) foi realizada a
previsdo da interacdo de alguns dos derivados guanidinicos e acilguanidinicos ( com a enzima
BChE a partir do programa GOLD 5.6 (CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) e a estrutura
cristalogréfica da BUChE de enguia elétrica (Electrophorus electricus) (EeAChE) obtida no
banco de dados de proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank) de codigo 1CB2 e resolucao
de 4,5 A. Foram utilizados o raio de ligagdoa 15 A em torno de 4tomo de oxigénio do residuo
da serina 203 e a fungdo Goldscore e para a previsdo da interacdo do compostos com a
EeBChE.

Sendo assim, alguns dos compostos finais foram previamente tratados, atraves da
minimizacdo de energia via método semi-empirico PM6, considerando suas respectivas
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formas catidnicas, visto que em meio bioldgico (pH aproximadamente igual a 7), estas
estruturas encontram-se protonadas.

Assim sendo, estes foram ancorados nos sitios ativos da EeBuchE. No programa
GOLD, as fungdes de encaixe produzem valores de scores que sdo valores adimensionais,
capazes de medir “pontuagdes de aptiddo”. A pontuagdo de cada pose identificada é calculada
como 0 negativo da soma de uma série de termos de energia envolvidos no processo de
interacdo proteina-ligante, para que quanto mais positiva a pontuacdo, melhor a interacdo. Os
valores de scores sdo um guia de qudo boa é a posi¢do do ancoramento, o que significa que
uma pontuacdo mais alta indica uma melhor interacéo entre o ligando e o local de ligacéo.

Desse modo, os resultados exibiram os compostos ancorados com as subunidades
pirrélicas, guanidinicas, acilguanidinicas e aromaticas voltadas para o interior da cavidade
enzimatica, isto é, no CAS, tendo como intera¢fes principais: a interagdo bromo - © entre o
anel pirrélico bromado e o anel aromatico do triptofano 259, a interagdo de hidrogéncio entre
os NH’s pirr6licos e a Histidina 466 , a interagdo de hidrogénio entre os NH’s guanidinicos e
o residuo glutamato 225 e a interacdo entre os anéis aromaticos das fenilas com o residuo do
triptofano 110.

Neste contexto, foram avaliadas as demais estruturas cristalograficas da EeBChE
disponiveis no PDB (1CO2 e 1EEA), utilizando a funcdo Goldscore e o raio de ligacéo a
15 e 20 A em torno de atomo de oxigénio do residuo de serina presente no CAS.
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6. Espectros
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Espectro 1-Composto (53) RMN 1H (500 MHz, DMSO - D6)
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Espectro 5-Composto (58) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6)
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Espectro 33-Composto (51g) RMN1H (500 MHz, DMSO-d6)
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Espectro 55-Composto (68a) RMN 1H (500 MHz, CDCI3)
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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)



Espectro 68-Composto (50a) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6)
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Espectro 72-Composto (50b) RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6)
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