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RESUMO

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma doenga neurodegenerativa progressiva, caracterizada
pela deficiéncia de neuronios colinérgicos intactos. A butirilcolinesterase (BuChE) e a
acetilcolinesterase (AChE) s3o enzimas do sistema nervoso que catalisam a hidrélise da
acetilcolina (ACh), diminuindo os niveis do neurotransmissor e finalizando a comunica¢ao
entre as células nervosas. A AChE ¢ ainda o principal alvo terapéutico para o tratamento
da DA, no entanto estudos sugerem importante papel da BuChE na hidrolise da ACh em
estagios mais avangados da DA, sendo os inibidores seletivos de BuChE vislumbrados
como potenciais candidatos para o tratamento desta doenga. Este trabalho descreve uma
nova série de acilguanidinas quinolinicas (59-62A-D; 63-66A-D) planejadas como
inibidores seletivos de BuChE. O planejamento estrutural se baseou nas acilguanidinas
indolicas e bromopirrélicas descritas previamente por nosso grupo, as quais se mostraram
inibidores seletivos de BuChE. Nos novos derivados o farmacéforo acilguanidina foi
mantido e, através do bioisosterismo, propomos a troca do heterociclo principal pelo nicleo
quinolinico com diferentes padroes de substitui¢do na posigdo dois do heterociclo central.
A sintese dos compostos se baseou na obtengdo dos intermedidrios-chave terc-
butil((metiltio)(quinolina-4-carboxamido) metileno) carbamatos (58a-d) para posterior
condensagdo com as aminas de interesse (A-D) e subsequente reagdo em meio 4cido para
remocao do grupo de protecao (N-Boc). Foram sintetizados 20 compostos originais, entre
acilguanidinas protegidas (59-62-A-D) e desprotegidas (63-66-A-D), caracterizados por
RMN'H e RMN3C. As acilguanidinas desprotegidas fenil-quinolinicas (64A-D) foram
idendificadas como inibidores seletivos enzima BuChE (Clso entre 7 ¢ 12 uM). As duas
acilguanidinas com menores valores de Clso para inibicdo da BuChE (64C-D) foram
avaliadas quanto ao seu perfil antioxidante no modelo do DPPH mas nao apresentaram
atividade na concentracao utilizada (100uM). Estudos de ancoramento molecular
possibilitaram a compreensao dos possiveis modos de interacdo dos compostos ativos com
a BuChE e a predicao in silico das propriedades ADME e druglike sugere que as novas

acilguanidinas quinolinicas tem bom perfil farmacocinético.

Palavras chaves: doengca de Alzheimer; quinolinas; acilguanidinas; inibidores de

butirilcolinesterase.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by a
deficiency of intact cholinergic neurons. Butyrylcholinesterase (BuChE) and
acetylcholinesterase (AChE) are nervous system enzymes that catalyze the hydrolysis of
acetylcholine (ACh), reducing neurotransmitter levels and ending communication between
nerve cells. AChE is still the main therapeutic target for the treatment of AD, however
studies suggest an important role for BuChE in the hydrolysis of ACh in more advanced
stages of AD, with selective BuChE inhibitors being seen as potential candidates for the
treatment of this disease. This work describes a new series of quinolinic acylguanidines
(59-62A-D; 63-66A-D) designed as selective inhibitors of BuChE. Structural design was
based on the indole and bromopyrrolic acylguanidines previously described by our group,
which were shown to be selective inhibitors of BuChE. In the new derivatives, the
acylguanidine pharmacophore was maintained and, through bioisosterism, we propose the
exchange of the main heterocycle for the quinoline nucleus with different substitution
patterns in position two of the central heterocycle. The synthesis of the compounds was
based on obtaining the key intermediates tert-butyl((methylthio)(quinoline-4-
carboxamido) methylene) carbamates (58a-d) for subsequent condensation with the amines
of interest (A-D) and subsequent reaction in an acidic medium to remove the protecting
group ( N-Boc). 20 original compounds were synthesized, including protected (59-62-A-
D) and free acylguanidines (63-66-A-D), characterized by H'NMR and DEPTQ. The free
phenyl-quinoline acylguanidines (64A-D) were identified as selective inhibitors of the
BuChE enzyme (ICso between 7 and 12 uM). The two acylguanidines with the lowest ICso
values for BuChE inhibition (64C-D) were evaluated for their antioxidant profile in the
DPPH model, but showed no activity at tested concentration (110uM). Molecular docking
studies made it possible to understand the possible modes of interaction of active
compounds with BuChE and in silico prediction of ADME and druglike properties suggests

that the new quinolinic acylguanidines have a good pharmacokinetic profile.

Key words: Alzheimer's disease; quinolines; acylguanidines butyrylcholinesterase

inhibitors.
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1. INTRODUCAO

1.1. A doenca de Alzheimer

A deméncia ¢ caracterizada por um declinio na memoria e no pensamento que afeta
pelo menos dois dominios cognitivos. A doenga de Alzheimer (DA) € a causa mais comum
de deméncia, sendo classificada como doenga de Alzheimer de inicio tardio (DAIT) apds
0s 65 anos ¢ inicio precoce (DAIP) antes dos 65 anos, embora menos comum. Cerca de 1-
2% dos casos de DA sdo herdados de forma autossdmica dominante, apresentando inicio

precoce e progressao mais rapida. (JUSTIN M. LONG, 2020).

A deméncia devido a DA resulta em incapacidade progressiva ao longo do tempo,
que afeta 50 milhdes de individuos no mundo e em 2050 esse numero ira triplicar, de acordo
com o relatério da Alzheimer's Disease International (Grafico 1). E de acordo com a
Organizacdo mundial da satde o gasto investido, incluindo tratamentos médicos e ndo
médicos, ¢ cerca de 1.300 milhdes de dolares. (TYLISZCZAK et al., 2023). No Brasil, de
acordo com os dados do IBGE 2023, cerca de 1 milhdo de individuos convivem com a

doenca.

Grifico 1- Representacao estatistica da prevaléncia e previsao de deméncia em todo o mundo de
2015 a 2050. O eixo Yy representa o nimero de pacientes diagnosticados com deméncia em milhdes
de pessoas. O eixo X representa quatro anos separados de censo; os anos de 2015 e 2022 registraram
dados, enquanto os anos de 2030 e 2050 sdo previsdes baseadas em informagdes da OMS. Prevé-
se que a incidéncia da deméncia aumente quase trés vezes até 2050 em comparagdo com 2015,
como resultado do envelhecimento cada vez maior da populagdo.(MOORE et al., 2023)



A deterioragao da funcdo colinérgica ¢ uma das principais alteracdes observadas
em pacientes com DA e acredita-se que a formacao de placas de amiloide B (AP) e
emaranhados neurofibrilares estejam relacionados ao comprometimento cognitivo
caracteristico da doenca. Estudos post-mortem em pacientes com Alzheimer revelaram
uma reducdo significativa, de até 70-80%, nos neurdnios colinérgicos do prosencéfalo
basal, juntamente com uma diminui¢do de 50-85% na atividade da enzima colina

acetiltransferase (ChAT) no cortex cerebral e no hipocampo (Figura 1). (LIU et al., 2022)

Figura 1- Processo de neurodegeneragdo progressiva que ocorre no cérebro de pessoas com DA.
(Fonte: JIN J., 2015)

Além das hipdteses conhecidas e ja descritas, existem também outros fatores
exogenos e endogenos também conhecidos que podem levar ao desenvolvimento da
doenca, como idade, sexo e predisposi¢ao genética. Adicionalmente, o ambiente e o estilo
de vida também tém influéncia significativa no avango da DA. Entre os fatores ambientais,
a exposicdo a alguns tipos de metais, como aluminio, mercurio, chumbo, zinco e cadmio,
¢ apontada como um fator de risco relevante para a DA. Isso se deve ao papel desses metais
no acumulo de proteinas, na indugdo de vias apoptoéticas, na regulacdo do célcio e na

disfuncao mitocondrial no cérebro. Além disso, condi¢des de satide e habitos de vida, como



obesidade, diabetes, niveis elevados de colesterol, hipertensdo e consumo de dlcool, podem

aumentar a propensao ao desenvolvimento da DA.(NADY et al., 2023)

1.1.1. Hipotese colinérgica

As colinesterases, acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE), sao
enzimas relacionadas, com mais de 54% de similaridade na sequéncia de aminoacidos e
que se diferenciam pela especificidade pelo substrato ou ligantes. A AChE ¢ responsavel
pela hidrdlise da acetilcolina (ACh) (1) liberada na fenda sinaptica € na jungdo
neuromuscular em resposta ao potencial de acdo do nervo. Ambas as colinesterases estao
envolvidas em papéis independentes de suas fung¢des cataliticas, como desenvolvimento e

diferenciagdo celular (Figura 2). (NICOLET et al., 2003)
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Figura 2- Ciclo da acetilcolina (SILVERTHORN, 2017)



A BuChE e AChE sao as enzimas colinesterasicas encontradas no sistema nervoso
e juntas catalisam a hidrdlise da acetilcolina (ACh) (1), diminuindo os niveis do
neurotransmissor e finalizando a comunicag¢ao entre as células nervosas. A diminui¢ao nos
niveis de ACh esta relacionado com a diminui¢ao da fungdo cerebral e consequentemente
aperda de habilidades intelectuais. O papel fisiolégico do BuChE ainda nao esta elucidado,
embora seja capaz de hidrolizar ACh (1) e outras acilcolinas, até agora nenhum substrato
natural endégeno foi descrito para esta enzima. Como a BuChE ¢ relativamente abundante
no plasma (cerca de 3mg/litro), e ¢ capaz de metabolizar grande nimero de compostos
contendo éster, ela desempenha importantes fungdes farmacologicas e toxicologicas, como
no metabolismo de xenobidticos. (MASSON et al., 2009)(GREIG et al., 2005)

A acetilcolinesterase (AChE), uma enzima do tipo serina hidrolase, desempenha
um papel crucial na regulagdo da transmissdo do sinal colinérgico no organismo. Sua
fung¢do principal consiste em quebrar a acetilcolina, um neurotransmissor, em dois
compostos inativos: colina e 4cido acético. (TUZIMSKI T et al., 2022). Sua estrutura
tridimensional revela varios sitios importantes para sua funcao catalitica. O sitio esteratico
(ES) contém a triade serina-histidina-glutamato, responsavel pela reagcdo de hidrdlise. O
sitio anidnico periférico (PAS) auxilia na orientagcdo dos substratos em dire¢do ao sitio
catalitico, enquanto o sitio anidnico catalitico (CAS) interage com o motivo catidnico dos
substratos. A bolsa de oxiadnion (OAS) estabiliza o estado de transicao tetraédrico durante
a hidrolise da ACh (1), e o local da bolsa acila (APS) diferencia AChE de BChE,
determinando o tamanho do substrato a ser hidrolisado (Figura 3) (CAVALCANTE et al.,
2020)

Logo, embora as enzimas AChE e BuChE sejam semelhantes, em ambas os
aminoacidos (Ser, His, Glu) que compdem a triade catalitca sdo conservados, as diferencas
espaciais principalmente relacionadas a presenca de residuos aromaticos no sitio ativo da
AChE (Tyr72, Tyr124, Tyr337, Phe295, Phe297) e residuos alifatcos na BuChE (Asn72,
GIn124, AlaA337, Leu286, Val288), permitem que a BuChE acomode substratos mais

volumosos (Figura 3).



Figura 3- O sitio ativo de acetilcolinesterase humana (hAChE) e butirilcolinesterase humana
(hBChE). Os residuos estdo representados: no PAS (em verde); na triade catalitca (azul); no sito de
ligacdo de acila (em rosa); no sito de ligagdo de colina (em amarelo) (MASSOULIE et al., 1993)

A AChE também interage com proteinas -amildides (AP 1-42), relacionadas ao
desenvolvimento da doenca de Alzheimer (DA). A ligagdo da AR a AChE promove a
formagdo de placas senis, aumentando o metabolismo de AP e contribuindo para a
patologia da DA.(ARYA et al., 2021)

A butirilcolinesterase (BuchE), também conhecida como colinesterase plasmatica,
¢ uma serina hidrolase amplamente distribuida no corpo humano, com niveis mais altos no
plasma e no figado. Sua regulagdo e papel biologico, especialmente no sistema nervoso
central, ainda sdo pouco compreendidos. Atua como uma defesa contra compostos toxicos,
protegendo a acetilcolinesterase nas sinapses. No cérebro, € expressa principalmente em
células gliais, como astrdcitos, € também esta envolvida na neurotransmissao colinérgica.
Entretanto, ela também se encontra em neurdnios especificos, localizados principalmente
na amigdala, hipocampo e tdlamo. Sua presenga em regides especificas do cérebro sugere
um papel na regulagdo do estado funcional das células, enquanto sua associacao com placas
amiloides e emaranhados neurofibrilares a relaciona a patogénese da doenga de Alzheimer.
(JASIECKI J. et al., 2021)

A Dbutirilcolinesterase (BuChE) ¢ uma enzima crucial na degradacdo da
butirilcolina. Enquanto a acetilcolinesterase (AChE) predomina no cérebro saudavel, a
BuchE desempenha um papel secundario na regulacdo dos niveis de acetilcolina. No

entanto, em condi¢des como a doenca de Alzheimer (DA), onde ocorre um declinio da
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AChE, a BuChE pode compensar essa deficiéncia, mantendo as vias colinérgicas normais.
(TUZIMSKI T. et al., 2022)

Em pacientes com DA, observa-se ndo apenas uma diminui¢do nos niveis de AChE,
mas também um aumento significativo na expressao e atividade da BuChE (30 e 60%),
como uma forma de compensagdo ao declinio da AChE. Entdo, embora a BuChE tenha
menor afinidade pela acetilcolina se comparado a AChE, sua atividade parece ser crucial
para o processo quando ha presenga de altos niveis de Ach. Desta forma a BuChE tem
demonstrado ter um papel importante na hidrdlise da acetilcolina em estagios mais
avangados da DA, fazendo com que os inibidores seletivos desta enzima possam ser

potenciais candidatos para o tratamento da DA.(GREIG et al., 2005)

1.1.2. Hipotese Beta amiloide.

A hipotese amiloide tem sido apontada como a causa principal da DA, pois acredita-
se que este ¢ o primeiro evento patoldgico que causa a morte neuronal. Ela consiste no
deposito de certas formas anormais de uma substancia chamada beta amiloide (BA), isto
acontece porque ocorre um aumento na produgao ou uma diminui¢ao na eliminagao dessas
formas anormais. Quando esses peptideos AP se acumulam, eles se agrupam e formam
placas AP. Essas placas ativam uma resposta anti-inflamatoria, causando danos oxidativos
nos neurdnios e interrompendo as atividades normais de algumas proteinas, como a quinase
e a fosfatase. Isso leva a fosforilacdo excessiva da proteina tau, que € responsavel pela
formag¢ao de emaranhados de fibras no cérebro.(TARAZI et al., 2017)(MAIA et al., 2019)

A substancia BA ¢ gerada a partir da proteina precursora de amiloide (PPA) por
meio de uma clivagem em duas etapas. Primeiramente, a enzima B-secretase (BACE-1)
cliva a PPA, produzindo um fragmento soluvel sPPAB e o fragmento C99 de 99
aminodacidos. Em seguida, o C99 ¢ processado pela y-secretase, resultando na producdo de
peptideos de diferentes comprimentos, com destaque para os peptideos BA40 e BA42,
sendo o ultimo mais propenso a agregacao e a formacao de placas neuriticas. Assim, a
maneira como as enzimas clivam a PPA influencia a quantidade total de beta amiloide (BA)
produzida, o que € crucial para a compreensao e o desenvolvimento de tratamentos para a
doenca de Alzheimer. (MAIA et al., 2019)

Dentro da perspectiva da cascata amiloide, ¢ proposto que o processamento do
precursor da proteina amiloide (APP) ocorre por duas vias distintas: uma via ndo amiloide

e outra amiloide (Figura 4). Na via ndo amiloide, a enzima a-secretase cliva o APP no
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aminodcido 83 do seu extremo C-terminal, liberando o fragmento sAPPa para o meio
extracelular e retendo o fragmento C-terminal de 83 aminodcidos (C83) na membrana.
Posteriormente, o C83 ¢ clivado pela enzima y-secretase, gerando o peptideo soluvel p3.
Por outro lado, na via amiloide, o primeiro corte proteolitico ¢ mediado pela enzima [3-
secretase, ocorrendo no aminoacido 99 do extremo C-terminal do APP. Isso resulta na
liberacdo do fragmento sAPPJ e na reten¢do do fragmento C99 na membrana. O C99 ¢
entdo processado pela y-secretase, produzindo peptideos AR com comprimentos variaveis
entre 37 e 49 aminoacidos, sendo o AP 40 o fragmento mais comum. Esses peptideos AP
tém a capacidade de se agregar em estruturas oligoméricas, levando a formagao de placas

senis. (RIUS-PEREZ et al., 2018)

Figura 4- Esquema dos mecanismos de processamento da proteina precursora do amiloide (APP):
via ndo amiloidogénica e via amiloidogénica. Esta ultima permite a geracao do péptido B-amiloide
(AP) e a formagdo de placas senis. (Adaptado de (RIUS-PEREZ et al., 2018))

Diversas pesquisas tém fornecido evidéncias sobre o envolvimento da
acetilcolinesterase (AChE) em um ciclo degenerativo que desempenha um papel
importante na aceleragdo do desenvolvimento da Doenga de Alzheimer (DA). Nesse ciclo,
a AChE desempenha uma possivel influéncia no processamento da proteina precursora de
amiloide (PPA) e na producdo de beta-amiloide (BA), por meio da regulagdo dos niveis da
subunidade catalitica da enzima gama-secretase, conhecida como presenilina 1 (PS1). A
interacao entre a AChE e a PS1 pode levar a alteracdes na atividade da gama-secretase,
afetando a clivagem da PPA e resultando em uma producdao aumentada de BA, que €
conhecida por formar as placas amiloides caracteristicas da DA. Desta forma, uma

estratégia estrutural onde se associa inibidores de BACE e de colinesterases podem



melhorar o déficit cognitivo elevando os niveis de Ach e impedir a formacdo de placas

amiloides (Figura 5). (FERREIRA et al., 2021)

Figura 5- Mecanismo de surgimento da Doenga de Alzheimer a partir da clivagem da
APP.(RIBEIRO et al., 2021)

1.1.3. A formacido de emaranhados neurofibibrilares intraneuronais (NFTS).

A tau desempenha um papel vital na regulagdo e estabilizagdo dos microtiibulos
(MTs) do citoesqueleto e mitoticos, gragas a sua interagdo direta com os dimeros de
tubulina. Esta proteina, caracterizada por sua natureza intrinsecamente desordenada, €
essencial para o desenvolvimento do axonio e para manter a integridade do citoesqueleto
axonal, bem como o trafego neuronal. Durante o processo que antecede a formagao dos
emaranhados, a tau sofre uma série de modificagdes pos-traducionais, como
hiperfosforilacdo, acetilagdo, N-glicosilagdo e truncamento. Essas modificagdes
distinguem a tau normal, encontrada em cérebros saudaveis, da tau envolvida em condi¢des

patologicas (Figura 6). (BITRA et al., 2023)



Figura 6- Representagdo esquematica da atividade da tau em (a) condigdes fisiologicas que levam
a estabilizagdo da regulacdo dos microtubulos e (b) situagdes patologicas que levam
a hiperfosforilacdo e subsequente formagao de emaranhados neurofibrilares. (Adaptado de (BITRA
et al., 2023)

A formacao de emaranhados neurofibrilares intraneuronais (NFTs) ¢ uma das
caracteristicas-chave na DA. Os NFTs sdo compostos por agregados anormais e altamente
fosforilados da proteina tau, que se torna mal dobrada. Essas proteinas tau fosforiladas se
desprendem dos microtibulos e migram dos axdénios para o0s compartimentos
somatodendriticos, onde se organizam em protofibrilas e, em seguida, formam os NFTs.
Além dos NFTs, também ocorre o acuimulo de proteinas tau na forma de placas neuriticas
(NPs), que sao constituidas por agregados de células gliais alteradas e processos celulares
inchados de células nervosas. Essas NPs contém massas de proteina tau anormal e estao
associadas a depdsitos de beta-amiloide (AP) no espaco extracelular adjacente. (SAROJA

et al., 2022a)

Pacientes com doenga de Alzheimer (DA) possuem quatro vezes mais proteinas tau
anormais ou excessivamente fosforiladas, comprometendo a estabilidade dos microtibulos
e levando a aglomeragdo dessas proteinas. Isso prejudica a interagdo tau-microtiibulos,
causando problemas na plasticidade sinaptica e transporte inadequado de substincias

essenciais. Essas perturbacdes resultam em deficiéncias cognitivas associadas a DA. A


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hyperphosphorylation

fosforilagdo anormal da tau ativa a catanina, agravando a montagem dos microtibulos ¢

contribuindo para o avanco da DA.(GHOLAMI A., 2023)

1.1.4. Hipotese dos metais.

Os ions metalicos, como ferro, cobre e zinco, desempenham papéis importantes na
manuten¢do das funcdes cerebrais. Fisiologicamente, vestigios de metais mantém a
homeostase do microambiente de ions metéalicos nos neuronios, enquanto a deposi¢ao ou
distribuicao erronea de ions metalicos em varias areas do cérebro pode prejudicar essa
homeostase, levando a ocorréncia de doengas neurodegenerativas. A ndo homeostase de

Fe?", Cu®" e Zn?' est4 intimamente relacionada a incidéncia de DA.(CHEN et al., 2023)

Os ions metalicos desencadeiam a formagdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) por meio de transi¢des para estados oxidativos, resultando na ativacdo da disfungdo
mitocondrial e no acimulo de ERO. Além disso, esses metais promovem a agregacdo de
AP ao se ligarem diretamente as proteinas AP. A AP também pode passar por
transformagdes oligoméricas, formando protofibrilas e fibrilas, o que ativa as mitocondrias
e contribui para uma maior produ¢do de EROs. Em ultima analise, essas EROs causam
danos a proteinas e biomoléculas no cérebro, aumentando assim o risco de

desenvolvimento da Doenca de Alzheimer (DA). (FASAE et al., 2021)

1.1.5. Estresse Oxidativo.

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a capacidade do
organismo em eliminar espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio de antioxidantes e a
capacidade de neutralizé-las. Naturalmente, o corpo gera ROS como parte de processos
metabolicos regulares, mas fatores ambientais como radiagdo UV, polui¢do e estresse
podem aumentar esses niveis. Niveis elevados de ROS tém o potencial de causar danos aos
lipidios, proteinas e DNA das células, resultando em disfunc¢do celular e eventual morte.
(RAJ ARAN, 2023).A persisténcia do estresse oxidativo prolongado pode desencadear
uma resposta inflamatoria cronica, levando a maiores danos celulares.(ALQAHTANI et

al., 2023)

Os antioxidantes desempenham um papel essencial na doenga de Alzheimer,
reagindo e neutralizando os radicais desprotegidas. Ao reduzirem a inflamacao, alterarem
as vias de sinalizacao e protegerem contra o estresse oxidativo, esses compostos mantém o

equilibrio oxidativo intracelular. Mesmo em doses reduzidas, os antioxidantes conseguem
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efetivamente diminuir a taxa de estresse oxidativo. Sdo classificados conforme seu
mecanismo de agdo: primario e secundario. O primeiro elimina os radicais livres e inibe as
reagdes em cadeia que levam ao estresse oxidativo, convertendo hidroperéxidos em formas
estaveis. Os antioxidantes secundarios contribuem para a renovacdao antioxidante,

neutralizam ions metélicos e reduzem o oxigénio singlete. (KAMALIJEET et al., 2024)

1.1.6. Neuroinflamacio.

A presenca de neuroinflamag¢do ¢ uma caracteristica associada a Doenga de
Alzheimer (DA), sendo predominantemente mediada pela ativagao das células da microglia
e dos astrocitos. Estas células gliais, enquanto componentes do sistema imunoldgico inato
no Sistema Nervoso Central (SNC), desempenham um papel neuroprotetor, liberando
citocinas inflamatorias para monitorar o ambiente fisiologico e proteger o SNC contra
possiveis ameagas. No entanto, em situagdes de inflamagao cronica, a ativagdo persistente
das células gliais pode resultar em uma producdo excessiva de fatores inflamatorios,

levando ao comprometimento neuronal. (CHEN et al., 2023)

E interessante notar que a deposi¢do de AP e a hiperfosforilagio de tau podem
diretamente estimular as células gliais a gerar fatores inflamatoérios, evidenciando a
importancia da neuroinflamagdo na progressdo da DA. As placas AP, constituidas por
peptideos mal dobrados, representam agregados extracelulares cuja depuragdo pela
microglia ¢ comprometida na doenca de Alzheimer (DA), seja devido ao excesso de AP ou
disfungdes microgliais. Essa falha contribui para o acimulo de formas toxicas de AP,
exacerbando a progressdo da doenga. A interagdo entre AP e a microglia desencadeia uma
ativagdo caracterizada pela liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a, IL-18 e
IL-6, ampliando o estado neuroinflamatorio crénico, comprometendo a barreira
hematoencefalica e potencializando o acimulo de AP e a patologia da tau. Essa rede
complexa de interagdes entre placas de AP, emaranhados de tau e ativagdo microglial

sustenta a progressao da DA.(SAROIJA et al., 2022b)

1.1.7. Tratamentos para a doenca de Alzheimer

Atualmente, ndo hd uma cura para a doenga de Alzheimer (DA). Os tratamentos
disponiveis sdo voltados para o alivio sintomatico e ndo conseguem interromper a
progressdao da doenca ou reverter a perda neuronal. Os medicamentos atualmente
utilizados, como inibidores da colinesterase (donepezila (2) (1996), galantamina (3) (2001)

e rivastigmina (4) (2000) e o antagonista NMDA (memantina, (5) 2003), oferecem
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beneficios sintomaticos, como melhora da memoria e capacidade funcional didria. Em
2021, foi aprovada a imunoterapia com aducanumabe (6), que ¢ o unico medicamento
modificador da doenga destinado a tratar a DA, visando a redugdo do acumulo de placas

de beta-amiloide (AB) (Tabela 1). (AL-GHRATYBAH et al., 2022)

Tabela 1- Farmacos utilizados para o tratamento da DA (Adaptado de (ROUCHAN et al., 2022))

0]
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Donepezila (2) - Inibidor ndo competitivo reversivel altamente seletivo da AChE.
Néuseas, insonia, diarreia, fadiga, vomitos, caibras musculares, tonturas, miastenia, ansiedade,
anorexia, rinite.

Galantamina (3) - Inibidor seletivo, competitivo e reversivel da AChE
Perda de peso, vOmito, ndusea, anorexia, diarreia, tontura, tremor e dor abdominal.

O
|
/\N)J\O/OTN\

Rivastigmina (4) - Inibidor irreversivel pseudo-seletivo de AChE e BChE
Anorexia, nausea, tontura, vomito, diarreia, sonoléncia, dor abdominal, dor de cabe¢a, mal-estar,

sudorese, fadiga, perda de peso.
NH,

Memantina (5) - Atua como um antagonista do receptor NMDA de canal aberto
Dor de cabeca, tontura, confusao, sonoléncia e alucinagdes infrequentes, diarreia

C 6472 H 10028 N 1720 O 2014 S 46
(Anticorpo monoclonal humano)

Aducanumabe (6)- Atua contra o agregado AP e reduz as placas AP no cérebro
ARIA, dor de cabega, alteracdes na visao, tontura, confusdo e¢ nausea, inchago dos labios, boca,
lingua, face e urticaria.
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Rivastigmina (4), classificada entre os inibidores de carbamato, atua na inibigdo de
AChE e BChE. Por meio de uma ligagdo covalente, forma complexos com esterases,
temporariamente inativando-as. Especificamente, interage com os sitios anionicos e ésteres
da AChE, resultando em um aumento global de ACh. Indicado para deméncia leve a
intermedidria associada a DA e DP idiopatica, seu uso oral visa o tratamento sintomatico.
Efeitos adversos podem incluir distirbios gastrointestinais, perda de peso, agravamento de
sintomas extrapiramidais, reacdes alérgicas cutaneas, perturbagdes psiquiatricas, arritmias
cardiacas e disturbios vasculares. A eficidcia da rivastigmina (4) ¢ dose-dependente,
podendo ser administrada por via oral ou através de adesivo transdérmico.(WALCZAK-

NOWICKA et al., 2021)

Donepezila (2) ¢ um medicamento da familia N-benzilpiperidina, aprovado para o
tratamento da DA em 1996. Trata-se de um inibidor da acetilcolinesterase (AChE) de acao
prolongada, reversivel, altamente seletivo ¢ ndo competitivo, que ndo apresenta efeitos
colaterais significativos e reduz consideravelmente os sintomas da DA. A dose
recomendada de Donepezila (2) ¢ de 5 mg por dia, podendo ser aumentada para 10 mg por
dia ap6s 4 semanas. A preparacdo de Donepezila (2) de liberagdo sustentada de 23 mg por
dia ¢ adequada para individuos com DA moderada a grave que tenham recebido

previamente 10 mg por dia por pelo menos 3 meses. (ROUCHAN et al., 2022)

Galantamina (3), um alcaloide vegetal terciario originado de bulbos da familia
Amaryllidaceae, ¢ classificado como um inibidor seletivo da AChE. Sua eficicia na
inibi¢do enzimatica ¢ dose-dependente, com uma seletividade significativa para AChE em
relagdo a BChE. Com um amplo volume de distribuicdo, ¢ recomendado para casos leves
a moderados de doenga de Alzheimer. Disponivel em trés dosagens distintas (8 mg/24 h,
16 mg/24 h e 24 mg/24 h), os efeitos colaterais se assemelham aos de outros inibidores da

AChE, ndo comprometendo sua utilidade clinica. (WALCZAK-NOWICKA et al., 2021)

A memantina (5), derivada estruturalmente da amantadina, atua como um
bloqueador ndo competitivo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) de canal aberto. Sua
estrutura quimica baseada no 1-aminoamadamantano confere semelhanca a amantadina.
Ao bloquear os receptores NMDA, responsaveis por canais catidnicos dependentes de
voltagem, a memantina (5) evita superestimulagdo e reduz o influxo de calcio nas células.
O calcio desempenha um papel crucial na patologia da deméncia, contribuindo para a

excitotoxicidade e hiperfosforilacdo das proteinas tau. Apesar de bem tolerada por via oral,
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a memantina pode causar efeitos colaterais como tontura, dor de cabeca, constipagao,
confusdo, infecgdes urinarias, sonoléncia e agitacdo. Estudos randomizados tém

demonstrado sua eficécia clinica. (SINGH et al., 2024)

Aducanumabe (6) (Figura 7), um anticorpo monoclonal anti-Af, reduz a formagao
de placas ao direcionar tanto as formas insoliveis quanto soluveis de AP. Entretanto,
estudos clinicos demonstraram que através da depuragdo de AP ocorre a indugao de ARIA
(Anormalidades de imagem relacionada a amiloide), ARIA-E, identificada por ressonancia
magnética como derrame sulcal ou edema cerebral, e também ARIA-H, caracterizada por
siderose superficial e microhemorragia. Esses efeitos foram observados em 41% dos
pacientes que receberam aducanumabe (6) com uma dose alvo de 10 mg/kg. Desta maneira,
apesar de demonstrar um tratamento favoravel, ainda se trata de uma terapia que deve ser

bem avaliada. (ROUCHAN et al., 2022)

Figura 7- Aducanumabe (6) com peptideo AP mostrado em magenta (Adaptado de (ARNDT et al.,
2018))

1.2. O nucleo quinolinico na quimica medicinal.

A quinolina (7), também referida como benzopiridina ou Il-aza naftaleno,
corresponde a uma fusdo dos anéis benzeno e piridina, ¢ uma base nitrogenada terciaria
amplamente reconhecida com a férmula quimica CoH7N. E um liquido de odor forte, pouco
miscivel em dgua fria, mas completamente miscivel em dgua quente e solivel em solventes
organicos. Possui propriedades higroscépicas e pode mudar de cor quando exposta a luz.

Apresenta densidade de 1,093 g/mol, ponto de fusdo de -15 °C e ponto de ebuli¢do de 238
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°C. (Olayinka O. Ajani et all 2022) E um alcaloide encontrado em fontes naturais como

plantas, animais e microorganismos.

Os derivados quinolinicos sao muito importantes na quimica medicinal e fazem
parte da estrutura de diversos farmacos disponiveis na terapéutica, como exemplo podemos
citar os antimalaricos (cloroquina (8), quinina (9), primaquina (10), mefloquina (11), etc),
antifingicos — antibacterianos (fluoroquinolonas como ciprofloxacino (12)),
anticancerigenos (topotecan (13), camptotecina (14) e levatinibe (15)), antiasmaticos

(montelucaste (16), entre outros (Figura 8). (SONAWANE et al., 2023)
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Figura 8- Farmacos comercializados que possuem o nucleo quinolinico. (Adaptado de
(OLAYINKA et al., 2022)
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Adicionalmente, o ntcleo quinolinico pode ser considerado como uma estrutura
privilegiada em Quimica Medicinal, visto que estdo presentes em diversas substancias tanto
naturais quanto sintéticas. A versatilidade sintética deste ntcleo permite a obtengdo de
derivados com grande variabilidade estrutural, o que tem levado ao desenvolvimento de
compostos bioativos com diversas atividades farmacolodgicas, os quais sdo importantes
candidatos a protdtipos de novos farmacos de diversas classes como antibacterianos (17),
antimalaricos (18), anticancer (19), antituberculose (20), antileishmania (21), antifingicos
(22), anti-inflamatorios (23), analgésicos (24), etc (Figura 9). (MOHASSAB et al., 2024)
(LIAO et al., 2018)

/ N
(1“*0' @@ ShSE
antituberculose (20)

antibacteriano (17) antlmalarlco antlcancer NO,

CN

antileishmania (21)
antifangico (22)

analgésico (24)

anti-inflamatério (23) Cl

Figura 9- Derivados quinolinicos com diferentes atividades farmacolégicas.

O nucleo quinolinico também vem se mostrando promissor para a pesquisa de
novas moléculas como potenciais candidatos a prototipos de farmacos para o tratamento
da DA. Dentre a diversidade de compostos bioaivos encontrados, muitas pesquisas recentes
identificaram compostos de quinolina e seus derivados como inibidores da
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE), além disso alguns também
apresentam efeito neuroprotetor e inibi¢do da agregagdo AP. Dentre estes derivados sdo
descritos metoxi-quinolinas (25, 29 e 30), hibridos com a subunidade carbamato (26 ¢ 27),

carboxamidas (28) e morfolino-quinolinas (25 e 30) (Figura 10). (LI et al., 2023)
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Figura 10- Derivados quinolinicos com atividade inibitoria sobre AChE e/ou BuChE.

1.3. Guanidinas e suas propriedades farmacoldgicas

Guanidinas sao moléculas organicas versateis, com propriedades quimicas e fisico-
quimicas uteis na Quimica Medicinal e em diversos setores industriais. Sua estrutura (31A-
B) (Figura 11) apresenta fun¢do amina e imina, conferindo-lhes caracteristicas
nucleofilicas e eletrofilicas simultaneas. A estabilidade da guanidina ¢ evidenciada quando
protonada, formando o cation guanidinio por meio de formas de ressondncia. Essa
estabilidade ¢ comparavel a de compostos aromaticos. A deslocaliza¢ao do par de elétrons
livre do nitrogénio torna a guanidina um ligante eficaz em complexagdo de metais e

interacdo com moléculas deficientes em elétrons. (GOMES et al., 2023)
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Figura 11- Estrutura do grupo guanidina (31A-B).

Moléculas organicas com a subunidade guanidinica sdo abundantes na natureza,
presentes em compostos como o aminoacido arginina (32) e o neurotransmissor agmatina
(33), além de diversos alcaloides naturais, como as toxinas tetrodotoxina (34) e saxitoxina
(35). Nas ultimas décadas, o interesse por moléculas sintéticas e firmacos com guanidina
cresceu consideravelmente, encontrando aplicacdo na quimica farmacé€utica, catalise,
quimica supramolecular e materiais. O grupo guanidina ¢ amplamente utilizado em
moléculas com propriedades anti-inflamatorias, cardiovasculares, antidiabéticos e anti-
hipertensivos, bem como em agentes antimicrobianos, como os antibioticos estreptomicina
(36), trimetoprima (37), clorexidina (38) e o antimalarico proguanil (39) (Figura 12).
(SEONG-HEUN et al., 2021)

NH NH 0
H N)J\N NH2 )J\ /\/\/ 0 OH
, H/\/j/i H, N O OH %NH
N
07 “OH -
Arginina (32) Agmatina (33) Ho” T Ho N

Tetrodotoxina (34)

Trimetoprima (37)

Cl cl
NH NH
H H H NH NH
N\”/N N\/\/\/\NJKNJLN N)J\NXNJ\
o NH NH HooHoH H H H

Clorexidina (38) Proguanil (39)

Figura 12- Compostos contendo a subunidade guanidina (32-39). (Adaptado de (SEONG-HEUN
etal., 2021))

No contexto da DA, diferentes derivados acilguanidinicos tem sido descrito como
inibidores de BACE-1 (Figura 13). Os estudos de Kandasamy Saravanan e Poomani
Kumaradhas (2019) com dindmica molecular (MD) demonstraram a estabilidade,
flexibilidade e plausibilidade do modo de ligacdo do complexo acilguanidinas-BACEI sob
condicOes fisiologicas.(SARAVANAN et al., 2021)Adicionalmente, estudos de

cristalografia de raios-X confirmaram o cardter farmacoforico da subunidade
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acilguanidinica para a BACE-1, mostrando que esta subunidade faz importantes liga¢des

de hidrogénio com os residuos de Asp32 and Asp228 (Figura 14). (ZHU et al., 2013)
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N N NH,
Y o 0 L //
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o o NN\ cl
(45) ClsgBACE =05 M (46) ClsgBACE = 1,1 uM (47) Cl5BACE = 110 nM

Figura 13- Acilguanidinas inibidoras de BACE-1 (42-47).

(40) @Aim

(42)

Figura 14- Visualizagdo das intera¢des intermoleculares entre os derivados acilguanidinicos 40
(A), 41 (B), e 42 (C) por cristalografia de raios-X com a BACE-1.

Além de inibidores de BACE-1, derivados guanidinicos e acilguanidinicos também

tem sido desenvolvido como inibidores de colinesterases candidatos a farmacos para o
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tratamento da DA. Estudos mostram que a presenga do nitrogénio protonado nas
guanidinas pode permitir a interagdo com o sitio ativo das colinesterases. (Rozengart,
Basova, et al., 2003) De fato, algumas guanilhidrazonas descritas por Neto e colaboradores
(2017) se mostraram capazes de inibir as colinesterases. Como exemplo podemos citar a
guanilhidrazona 48, que foi capaz de inibir a AChE com Clso de 1,97 uM fazendo
interagdes com aminoacidos da triade catalitica da acetilcolinesterase. Adicionalmente,
acilguanidinas ciclicas (49 e 50) com diferentes padrdes de substituicdo e contendo a
subunidade carbamato se mostram potentes inibidores seletivos de BuChE (49) ¢ AChE
(50). A acilguanidinica indélica (51) foi identificada em nosso laboratério como um

inibidor seletivo de BuChE (Figura 15).

H 0
NH

- CH,
N CH,
Br (49) Clgy BUChE = 24,7 nM

(48) AChE = 1,97 uM I\O
Y(j C&xﬁ QT\W Q

(50) Clsy AChE = 83,7 nM (51) Clgy BUChE = 4,07 uM

Figura 15- Acilguanidinas inibidoras de Colinesterases (48-51).

Estudos de docking realizados por Neto e colaboradores (2017) com a
guanilhidrazona 48 e a AChE mostraram que a mesma interage com Phe330 e Trp84,
importantes residuos para estabilizacdo do sitio ativo. Além de interagir com a triade
catalitica (Ser200-His440-Glu327). Os resultados mostraram também que o grupo
catidnico guanidina interage com os residuos Trp84, Glul199 e Gly441 no sitio anidnico da

enzima (Figura 16).
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1.4. Contextualizacio e trabalhos anteriores do grupo de pesquisa.

O desenvolvimento de novos compostos bioativos ¢ fundamental na busca por
terapias mais eficazes e especificas para o tratamento de diversas doengas. No contexto da
doenca de Alzheimer, a busca por inibidores seletivos da enzima acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) tem sido uma area de intensa pesquisa devido ao

papel dessas enzimas na progressao da doenca.

Em uma investigacao anterior, no trabalho de doutorado da discente Paula Goulart
(2021), nosso grupo de pesquisa sintetizou e caracterizou 32 compostos, incluindo
guanidinas e acilguanidinas, como anéalogos dos alcaloides marinhos oroidinicos. Estes
compostos foram avaliados quanto a sua atividade inibitéria contra as enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE). Os resultados revelaram que as
acilguanidinas bromopirrélicas sdo inibidores seletivos de BuChE, com compostos
especificos demonstrando mais de 80% de inibi¢do da atividade BuChE. Estudos de
docking molecular corroboraram esses achados, elucidando as interagdes moleculares

chave desses compostos dentro do sitio ativo da BuChE.

Posteriormente, em um outro trabalho do nosso grupo, descrito na dissertacao de
mestrado da discente Leticia Bersot (2021), acilguanidinas inddlicas foram identificadas
como inibidores seletivos de BuChE. E, os estudos de docking com a enzima alvo
demonstraram que os derivados interagem dentro da cavidade do sitio ativo através
interagdes com os residuos de aminoacidos Glutamato225, Serina226, Histidina466 e
Triptofano110. Além de ligagdo de hidrogénio entre o NH inddlico e o residuo do
aminoacido His466, interagdo entre o NH guanidinico e o residuo do aminoacido Ser266,
interacao do carboxilato do residuo de Glu225 com a guanidina protonada e a interacao -

7 entre o anel aromatico da acilguanidina e o residuo do aminoécido Try110 (Figura 16).
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Figura 16- Interacdes entre guanidinas e o sitio ativo das colinesterases.

As acilguanidinas quinolinicas representam uma extensdo das investigacoes
anteriores do nosso grupo. Baseando-se nos resultados promissores obtidos com os
compostos dibromopirrdlicos e inddlicos, optamos por manter o farmacoforo acilguanidina
como elemento central e explorar o bioisosterismo para substituir o heterociclo principal

pelo nticleo quinolinico.

Essa abordagem ndo apenas diversifica a quimica dos compostos estudados, mas
também permite uma analise comparativa mais abrangente dos efeitos estruturais nas
propriedades bioldgicas. Além disso, a introducao de diferentes padrdes de substituicdo na
posi¢do dois do nucleo quinolinico e no nitrogénio iminico da acilguanidina adiciona uma

dimensdao adicional a variacdo estrutural, potencialmente otimizando a atividade

farmacologica dos novos derivados.

Ao contextualizar nosso estudo dentro do cendrio de pesquisa existente e destacar

a continuidade das investigacdes anteriores, estamos fortalecendo a fundamentagdo
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cientifica do nosso trabalho e ampliando o potencial de contribui¢do para o avango no

desenvolvimento de terapias para a doenga de Alzheimer.

2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste projeto consistem no planejamento estrutural, na sintese
e avaliagdo farmacologica in vitro de novas séries de derivados acilguanidinicos-
quinolinicos, Os novos derivados foram desenhados como candidatos a agentes inibidores
seletivos de BuChE visando a obten¢ao de novos candidatos a prototipos de farmacos para
o tratamento da DA. Adicionalmente, também pretendemos realizar estudos de modelagem
molecular para auxiliar na compreensao dos possiveis modos de interagdo com a enzima
alvo e relagdes estrutura-atividade, bem como previsao in silico do perfil farmacocinético
e druglike dos compostos planejados, através da ferramenta gratuita da internet

SwissADME. (DAINA et al.,2017)

2.1. Objetivos Especificos

. Sintese e caracteriza¢do estrutural (RMN de H' e C'3, ponto de fusdo) de
novas fenilquinolinas e metilquinolinas acilguanidinicas;

o Avaliagdo do perfil inibitdrio in vitro dos novos compostos sintetizados
sobre as enzimas AChE e BuChE;

o Docking dos compostos planejados com a BuChE e/ou AChE;

J Previsdo do perfil druglikeness com o software SwissADME;

3. METODOLOGIA

3.1. Procedimentos sintéticos

O acompanhamento das reac¢des foi realizado por meio da técnica de cromatografia
em camada fina analitica (CCFA), utilizando placas de aluminio revestidas com Kieselgel
60 (HF-254, Merck) com uma espessura de 0,2 mm. A deteccao das substancias na CCFA
foi realizada utilizando uma lampada de ultravioleta (A= 254 e 365 nm).

A fase organica das reacdes foi seca usando sulfato de sdédio (Na2SOs) anidro,
filtrada e a remog¢d@o dos solventes foi realizada sob vicuo em um evaporador rotatorio,

modelo RV 10 digital, com banho de aquecimento, modelo HB 10 digital.
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A purificacdo dos compostos foi realizada através da técnica de cromatografia
liquida em coluna aberta ou recristalizacdo em solventes apropriados. Para preparar a
coluna, foi utilizado silica gel com granulometria de 70-230 mesh (Merck). A fase movel

foi selecionada de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada composto.

Os espectros de RMN 'H foram obtidos nos aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (ICE-UFRRIJ), operando a 100 MHz e 125 MHz, respectivamente. As
amostras sao dissolvidas em CDCI3 e DMSO-d¢, contendo tetrametilsilano (TMS) como
padrdo interno, e colocadas em tubos de didmetro 5 mm.

Os espectros de RMN '*C foram obtidos nos aparelhos Bruker Avance-400 e
Bruker Avance-500 (ICE-UFRRJ), operando a 400 MHz e 500 MHz, respectivamente. As
amostras foram dissolvidas em CDClz e DMSO-d¢, contendo TMS como padrdo interno.
A quantifica¢do dos picos foi realizada por integracao eletronica e sua multiplicidade ¢é
descrita como: s-singuleto / sl-singuleto largo / d-dublete / t-triplete / q-quarteto / m-

multiplete / dd-dublo dublete.

3.1.1. Sintese do sal 2-metil-isotiouronio (53)

Em baldo de vidro contendo tiouréia (52) (5 g; 0,065 mols) em metanol (100 ml),
foi adicionado iodeto de metila (4,1 mL; 0,065 mols). A mistura foi aquecida a 65 °C por
um periodo de 60-90 minutos. Em seguida, o metanol foi removido utilizando um
evaporador rotativo sob vacuo, resultando em um residuo s6lido branco. O produto obtido
foi transferido para um funil de Buchner e lavado com éter etilico gelado (5 vezes com 50
ml), também sob vacuo. O produto foi obtido como um sélido branco ou amarelo em 90%

de rendimento e ponto de fusdo 96-100°C (PF literatura = 117°C). (HICKEY et al., 2012)

s CHal s~
PN P
H,N" “NH, MeOH, 1h, H,N” >NH, |
65 °C, 90%
(52) ° (53)

Esquema 1: Reagdo de metilagdo da tioureia com iodeto de metila, por uma reagdo SN2, para
formagao do sal 2-metil-isotiour6nio.

3.1.2. Reacao de protecao da isometiltioureia
Em um balao de vidro, sob banho de gelo, contendo o sal de isometiltioureia (53)
(4 g; 18,32 mmols) em diclorometano (20 mL) e EtsN (2,556 mL; 18,32 mmols), ¢

adicionada, de forma lenta e gota-a-gota, uma solugdo de di-terc-butil-dicarbonato
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(anidrido Boc ou Boc20) (2 g; 9,16 mmols) em 10 mL de diclorometano. Ap6s o término
da adi¢@o o banho de gelo foi retirado e a reacdo foi agitada a temperatura ambiente durante
cerca de 16h. O isolamento da reacdo ¢ feito através de uma extracao liquido-liquido,
utilizando agua destilada e diclorometano. A fase organica ¢ separada, seca com sulfato de
sodio anidro e evaporada em evaporador rotatério. O produto é obtido como um o6leo
transparente que, ao longo do tempo, solidifica-se formando um s6lido branco com um

odor forte e caracteristico. O rendimento foi de 83%. (KATRITZKY et al,.2005)

RMN 'H (100 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): & 7.28 (s, 1H), 2.45 (s, 3H), 1.51 (s, 9H).
RMN 3C (100 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 5 171,7 (C=0); 5 160,9 (C=N); & 78,1
(C(CHs)s); 5 28,2 (C(CHs)s); 5 13,1 (SCH3).

O O
ALK o

/g + —_— >
HN" SNH, | HzN)\\NJ\o
CH,Cly, EtsN, 24 h,
(53) ta, 80% (54)

Esquema 2: Reagdo de monoprotecdo da amina (53), formando o N-Boc-S-metilisotioureia (54).

3.1.3. Procedimento geral de obtenc¢ao dos acidos carboxilicos quinolinicos (57a-d)

Em um tubo reacional de vidro adicionou-se 0,5 g (3,34mmol) da isatina (55), 2
equivalentes de KOH (13,59 mmol), 8 mL de etanol e 2 mL de dgua destilada. Em seguida
adicionou-se a acetofenona, 1-(4-bromofenil) etanona, 1-(4-flaorfenil) etanona ou acetona
(1 eq, leq, 1 eq e 24 eq, respectivamente) e a mistura ficou sob agitacao a 90°C por 24h ou
até o consumo dos reagentes ser evidenciado através de TLC. Deixou-se a mistura esfriar,
o volume reacional foi reduzido em evaporador rotatorio, adicionou-se gelo picado e
gotejou-se uma solugdo de HCl a 20% enquanto acompanhava-se o pH, até pH 4,5. O
precipitado formado foi filtrado e lavado com agua destilada. O produto, apds estar seco,
foi lavado com diclorometano e seco a 40°C. Rendimento de 45-60% (SHVEKHGEIMER,
2004).(VERBANAC et al., 2016).
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Esquema 3: Reacdo de obtenc¢do dos acidos carboxilicos quinolinicos (57a-d)
Acido-2-metil-quinolicico-4-carboxilico (57a) (R = 55%)

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 8.6 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 8.0 (d, ] = 8.4 Hz,
1H), 7.8 (s, 1H), 7.7 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.6 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 2.7 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 168.15, 159.15, 148.59, 136.94, 130.09,
129.3, 127.3, 125.7, 123.2, 123.1,24.9.

Acido-2-fenil-quinolinico-4-carboxilico (57b) (R = 45%)

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 8.6 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.4 (s, 1H), 8.30 (d,
J=7.1Hz, 2H), 8.1 (d,J = 8.3 Hz, 1H), 7.8 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 7.7 (dd, J = 11.8, 4.6 Hz,
1H), 7.5 (m, 3H).

RMN B3C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 168.0, 156.2, 148.8, 138.3, 138.1, 130.7,
130.4, 130.2, 129.4, 128.2, 127.6, 125.8, 123.9, 119.6.

Acido-2-p-fliior-fenil-quinolicico-4-carboxilico (57¢) (60%)

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 8.6 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.4 (s, 1H), 8.3
(dd, J = 8.6, 5.6 Hz, 2H), 8.1 (d, T = 8.4 Hz, 1H), 7.8 (t, J= 7.4 Hz, 1H), 7.6 (t, = 7.5
Hz, 1H), 7.3 (t, ] = 8.8 Hz, 2H).

RMN 3C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 168.1, 164.8, 162.8, 155.2, 148.7, 138.9,
134.8, 130.7, 130.1, 130.0, 129.9, 128.1, 125.9, 123.8, 119.1, 116.4, 116.2.

Acido-2-p-bromo-fenil-quinolinico-4-carboxilico (57d) (50%)

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 8.6 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 8.4 (s, 1H), 8.2 (d,
J=8.6 Hz, 2H), 8.1 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.8 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7.7 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 7.7
(t, J=7.1 Hz, 1H).

RMN BC (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 168.0, 155.1, 148.7, 138.4, 137.4, 132.4,
130.86, 130.2, 129.7, 128.4, 125.8, 124.2, 124.0.

3.1.4. Procedimento geral de obtencao dos intermediarios chave (58a-d)

A uma solu¢do de acido carboxilico quinolinico 57a-d (2 mmol) em 10 mL de
diclorometano (CH>Cl), adicionou-se de 5 equivalentes de cloreto de tionila (SOCI2) sob
agitacdo. Em seguida, foram adicionadas duas gotas de dimetilformamida (DMF). A

mistura foi agitada a 40°C de duas a quatro horas, quando a CCF indicou o consumo total
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do 4cido de partida. A mistura reacional foi evaporada sob vacuo. A terc-butil
(amino(metiltio)metileno) carbamato (54) (2,01 mmol) ¢ solubilizada em CH>Cl, (10 mL)
e trietilamina (1 mL). O cloreto de 4cido obtido apds evaporacao da mistura reacional foi
diluido em CH>Cl> (10 mL) e adicionado gota a gota a solucdo anterior. A mistura foi
continuamente agitada por cerca de duas horas a temperatura ambiente, ou até que os
reagentes iniciais fossem totalmente consumidos. A mistura foi diluida com CH2ClL e
lavada trés vezes com agua destilada. A fase organica foi seca utilizando sulfato de sédio
anidro e, em seguida, evaporada sob vacuo. O produto foi purificado por meio de
cromatografia em coluna, utilizando mistura hexano/acetato como solvente movel e/ou
recristalizacdo em acetona. O produto € obtido como um so6lido em rendimentos variaveis

de 30-60%.

0.0
O.__OH 1- SOCl,, CH,Cly, Y
o S N I’ o AN ey AN
DMF, 40°C, 4h 7 : |
= O_NH 1 R=CH
P 2- CH2CI2, Et3N, : (a)
N” "R t.a, 2-4h I |
X : :
(57a-d) >s o : ®) F© B
o N e e e e e e e e e e e e ——————— - -
Sk NOR
2 (58a-d)
(54)
R = 30-60%

Esquema 4: Reagdo de obtencao dos intermedidrios chave (58a-d)

Terc-butil ((2-metilquinolina-4-carboxamido)(metiltio)metileno)carbamato (58a)
(50%)

RMN 'H (100 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 12.5 (s, 1H), 8.7 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 8.0 (d,
J=8.3Hz, 1H),7.9 (s, IH), 7.7 (d, = 6.6 Hz, 1H), 7.5 (t, ] = 7.4 Hz, 1H), 2.8 (s, 3H), 1.5
(s, 9H).

RMN BC (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 158.7, 129.4, 129.1, 126.6, 125.8, 123.3,
28.0, 15.0, 13.3.

Terc-butil ((2-fenilquinolina-4-carboxamido)(metiltio)metileno)carbamato (58b) (PF
=138-139°C) (R=56%)

RMN 'H (100 MHz) CDCls / TMS (5-ppm): & 12.5 (s, 1H), 8.8 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.6
(s, 1H), 8.2 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.1 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.7 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.6 (t, ] =
7.6 Hz, 1H), 7.5 (dd, T = 17.1, 9.8 Hz, 2H), 7.4 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 2.5 (s, 3H), 1.5 (s, 9H).

RMN BC (100 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): 5 177.1, 173.7, 156.8, 150.8, 149.4, 142.1,
139.2,130.2, 129.6, 129.5, 128.9, 127.4, 127.3, 125.9, 124.3, 120.6, 84.1, 28.0, 15.2.
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Terc-butil ((2-(4-flaor-fenil)quinolina-4-carboxamido)(metiltio)metileno)carbamato
(58¢) (PF =159-162°C) (R=60%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl3 / TMS (3-ppm): & 12.5 (s, 1H), 8.8 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 8.5
(s, 1H), 8.1 (dd, J = 12.7, 8.0 Hz, 3H), 7.7 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.6 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.2
(t,J = 8.6 Hz, 2H), 2.5 (s, 3H), 1.5 (s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): & 177.2, 173.9, 165.0, 163.0, 155.8, 150.9,
149.4, 142.5, 135.5, 130.2, 129.8, 129.4, 129.3, 127.5, 126.0, 124.3, 120.3, 116.1, 115.9,
84.2,77.4,77.1,76.9, 28.1, 15.3.

Terc-butil((2-(4-bromofenil)quinolina-4-carboxamido)(metiltio)metileno)carbamato
(58d) (30%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl: / TMS (3-ppm): 12.5 (s, 1H), 8.8 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.5 (s,
1H), 8.2 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.0 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.7 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.6 (d, ] = 8.4
Hz, 2H), 7.6 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 2.5 (s, 3H), 1.5 (s, OH).

RMN !3C (100 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): 177.0, 173.8, 155.5, 150.8, 149.4, 142.5,
138.1,132.1, 130.2, 129.7, 128.9, 127.5, 125.9, 124.3, 124.2, 120.0, 84.1, 28.1, 15.1.

3.1.5. Metodologia geral de obtencio das acilguanidinas quinolinicas protegidas

A uma solugdo do intermediario-chave (58a-d) (1 mmol) em 5 mL de CH>Cl, em
baldo de vidro foram adicionados 1 equivalente de EtsN e 1 equivalente de N, N-
diisopropiletilamina (DIPEA), seguidos por 1.1 equivalentes da amina de interesse. A
mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente por 24 horas ou até consumo total do
intermediario chave. O isolamento do produto foi realizado através de uma extracao
liquido-liquido utilizando 4gua destilada e CH2Clo. A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidro e, posteriormente, evaporada sob vacuo. Para a purificacdo do produto, foi
empregada uma coluna cromatografica, utilizando gradiente de concentracio
diclorometano ou hexano/acetato de etila como fase movel do eluente. (CARRILLO-

HERMOSILLA et al., 2014)
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Esquema 5: Reacdo de formacdo das acilguanidinas protegidas (59-62).

Acilguanidina 59C (R = 78%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 12.3 (s, 1H), 9.0 (s, 1H), 8.7 (d, ] = 8.5 Hz,
1H), 8.0 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.7 (s, 1H), 7.6 (t, ] = 7.2 Hz, 1H), 7.4 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.3
— 7.3 (m, 2H), 7.0 (t, ] = 8.6 Hz, 2H), 4.7 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 2.7 (s, 3H), 1.5 (s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCl3 / TMS (3-ppm): 179.1, 163.3, 158.5, 156.9, 153.3, 148.8,
143.6,133.1,129.4, 129.3,129.1, 128.9, 126.1, 126.1, 122.2, 115.8, 115.6, 84.0, 44.5, 28.0,
25.3.

Acilguanidina 59D (R = 60%)

RMN 'H (100 MHz) CDCL; / TMS (3-ppm): 12.3 (s, 1H), 9.1 (s, 1H), 8.6 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 8.0 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.7 — 7.6 (m, 2H), 7.4 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.3 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.3 — 7.2 (m, 2H), 4.7 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 2.7 (s, 3H), 1.5 (s, 9H).

RMN BC (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 179.1, 158.8, 157.0, 153.3, 148.9, 143.7,
136.0, 133.9, 129.0, 126.1, 123.5, 122.2, 84.2, 44.5, 28.2, 13.5.

Acilguanidina 60A (R=90%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl: / TMS (3-ppm): 12.4 (s, 1H), 9.1 (s, 1H), 8.7 (d, J = 7.9 Hz,
1H), 8.3 (s, 1H), 8.1 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.1 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.5 — 7.4 (m, 4H), 7.3 (d,
J=4.4Hz, 4H), 1.5 (s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 179.0, 156.9, 156.8, 153.4, 149.2, 144.2,
139.5,137.2,129.9,129.3,128.8,127.7,127.5,126.7, 126.2, 124.4, 119.6, 83.9,45.1, 28.0.

Acilguanidina 60B (R=92%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl3 / TMS (3-ppm): 12.3 (s, 1H), 8.8 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.5 (s,
1H), 8.3 — 8.1 (m, 3H), 7.7 (t, = 7.0 Hz, 1H), 7.6 — 7.4 (m, 5H), 7.2 (dd, J = 19.5, 6.0 Hz,
3H), 3.8 (dd, J = 13.8, 7.0 Hz, 2H), 3.0 (t, ] = 7.5 Hz, 2H), 1.5 (s, 9H).
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RMN !3C (100 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): 178.9, 156.9, 153.3, 149.3, 144.4, 139.6,
138.3,130.0,129.3, 128.8,128.7,128.7, 127.5, 126.7, 126.7, 126.2, 119.7, 83.9,42.9, 35.7,
28.1.

Acilguanidina 60C (R=90%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 9.1 (s, 1H), 8.7 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.3 (s,
1H), 8.2 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.1 (d, ] = 7.3 Hz, 2H), 7.7 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.5 (t, T = 7.1
Hz, 3H), 7.4 (s, 1H), 7.4 — 7.3(m, 2H), 7.0 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 4.7 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 1.5
(s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): 179.1, 163.2, 161.3, 156.9, 156.8, 153.4,
149.2, 144.2, 139.4, 133.0, 130.0, 129.3, 128.9, 127.5, 126.7, 126.1, 124.3, 119.5, 115.6,
84.0, 44.5, 28.2.

Acilguanidina 60D (R=97%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 12.2 (s, 1H), 9.4 (s, 1H), 8.6 (d, ] = 8.4 Hz,
1H), 8.2 (s, 1H), 8.0 (t, ] = 9.0 Hz, 3H), 7.7 (t, ] = 7.2 Hz, 1H), 7.5 (d, ] = 7.5 Hz, 4H), 7.4
(s, 3H), 4.6 (d, ] = 6.0 Hz, 2H), 1.5 (s, 9H).

RMN BC (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 177.9, 156.7, 156.0, 152.3, 148.9, 144.5,
138.6, 138.1, 131.9, 130.2, 130.2, 130.0, 129.4, 129.3, 128.8, 127.4, 126.5, 124.1, 118.9,
83.8, 44.3, 28.1.

Acilguanidina 61A (PF = 143-144°C) (R =92%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl: / TMS (3-ppm): 12.4 (s, 1H), 9.1 (s, 1H), 8.7 (d, ] = 8.5 Hz,
1H), 8.3 (s, 1H), 8.2 — 8.0 (m, 3H), 7.7 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.5 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.3 (m,
SH), 7.1 (t, ] = 8.6 Hz, 2H), 4.7 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 1.5 (s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCls / TMS (5-ppm): 157.1, 155.8, 153.5, 137.4, 129.9, 129.6,
129.5,129.4,128.9, 127.8, 127.6, 126.9, 126.3, 124.4,119.3, 115.9, 115.8, 84.1,45.2, 28.2.

Acilguanidina 61B (PF = 145-146°C) (R =97%)

RMN 'H (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 12.35 (s, 1H), 8.95 — 8.77 (m, 2H), 8.42 (s,
1H), 8.27 — 8.09 (m, 3H), 7.74 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.56 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.37 — 7.02 (m,
7H), 3.81 (dd, J = 13.7, 6.8 Hz, 2H), 3.00 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.55 (s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 157.0, 155.7, 153.4, 138.4, 129.54, 128.8,
126.9, 126.8, 126.4, 124.5, 119.3, 116.0, 115.8, 83.9, 43.0, 35.8, 28.1.

Acilguanidina 62C (R=94%)

RMN 'H (100 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): 12.3 (s, 1H), 9.1 (s, 1H), 8.7 (d, ] = 8.4 Hz,
1H), 8.2 (s, 1H), 8.1 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.0 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 7.7 (t, ] = 8.1 Hz, 1H), 7.6
(d, J=8.5Hz, 2H), 7.5 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.3 (m, 2H), 7.0 (t, ] = 8.6 Hz, 2H), 4.7 (d, J =
5.8 Hz, 2H), 1.5 (s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): 178.9, 156.9, 155.4, 153.3, 149.2, 144.4,
138.3, 131.9, 130.0, 129.5, 129.2, 129.2, 129.0, 126.9, 126.1, 124.4, 123.9, 118.9, 115.8,
115.6, 84.2, 44.4, 28.0.
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Acilguanidina 62D (R = 50%)

RMN 'H (100 MHz) CDCls / TMS (3-ppm): 12.3 (s, 1H), 9.1 (s, 1H), 8.7 (d, ] = 8.3 Hz,
1H), 8.25 (s, 1H), 8.1 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 7.9 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 7.7 (t, ] = 7.6 Hz, 1H),
7.6 (d,J=8.5 Hz, 2H), 7.5 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.3 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.2 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 4.7 (d, ] = 5.8 Hz, 2H), 1.5 (s, 9H).

RMN 3C (100 MHz) CDCl3 / TMS (3-ppm): 179.1, 178.9, 157.0, 155.5, 153.4, 149.2,
144.4,138.2, 135.8, 133.5, 131.9, 129.5, 129.0, 128.9, 128.8, 126.1, 124.4, 123.99, 118.9,
84.2,44.5,28.0.

3.1.6. Procedimento geral para obtencio das acilguanidinas desprotegidas.

A uma solucdo da acilguanidina protegida em diclorometano (5 ml) sdo adicionados
4 equivalentes de acido trifluoracético (TFA). A mistura fica sob agitacdo a temperatura
ambiente até o consumo total do reagente de partida (entre 24 e 48 horas). O produto ¢
obtido em rendimento quantitativo evaporando-se a mistura reacional em pressao reduzida.

(SANTOS et al., 2019)
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Esquema 6: Procedimento geral para desprotecdo das acilguanidinas desprotegidas (63-66).

Acilguanidina desprotegida 63C
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RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 9.6 (s, 1H), 9.1 (d, J = 45.0 Hz, 2H), 8.2 (d,
J=8.4Hz, 1H), 8.0 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 7.8 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.8 (s, 1H), 7.7 (d, J = 7.3
Hz, 1H), 7.5 — 7.4 (m, 2H), 7.2 (t, J = 8.8 Hz, 3H), 4.6 (d, ] = 6.0 Hz, 2H), 2.7 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 168.0, 158.9, 153.6, 131.2, 130.1, 128.4,
127.9,125.3,122.1, 121.5, 116.0, 115.8, 44.2, 24.7.

Acilguanidina desprotegida 64A

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): & 9.6 (s, 1H), 9.2 (s, 1H), 9.1 (s, 1H), 8.4
(s, 1H), 8.3 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 8.2 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.2 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 7.9 (t, ] =
7.6 Hz, 1H), 7.7 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.5 (dq, J = 14.2, 7.1 Hz, 3H), 7.5 — 7.4 (m, 4H), 7.3
(dd, J =8.4,5.7 Hz, 1H), 4.7 (d, J = 6.1 Hz, 2H).

RMN 3C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 167.7, 155.7, 153.1, 148.0, 139.1, 137.8,
135.7, 130.8, 130.3, 129.8, 129.0, 128.7, 128.0, 127.8, 127.4, 127.3, 124.8, 122.40, 118.0,
44.4.

Acilguanidina desprotegida 64B

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 9.2 (t, ] = 5.3 Hz, 1H), 9.1 (s, 1H), 8.9 (s,
1H), 8.4 (s, 1H), 8.3 (d, ] = 7.2 Hz, 2H), 8.2 (1, J = 8.6 Hz, 2H), 7.9 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.7
(t, J=7.7 Hz, 1H), 7.5 (dq, J = 14.2, 7.0 Hz, 3H), 7.3 (d, ] = 4.3 Hz, 4H), 7.2 (dd, J = 8.0,
4.3 Hz, 1H), 3.6 (dd, J = 14.2, 6.6 Hz, 2H), 2.9 (t, ] = 7.5 Hz, 2H).

RMN 13C (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 167.7, 155.7, 152.8, 148.0, 139.2, 137.9,
137.8, 130.8, 130.3, 129.8, 129.0, 128.9, 128.5, 128.0, 127.3, 126.7, 124.7, 122.3, 117.9,
42.6,39.5, 33.6.

Acilguanidina desprotegida 64C

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 12.4 (s, 1H), 9.7 (s, 1 H), 9.1 (s, 2H), 8.4 (s,
1H), 8.3 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 8.3 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.2 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.9 (t, ] = 7.5
Hz, 1H), 7.7 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.6 — 7.5 (m, 3H), 7.5 (dd, J = 7.8, 5.8 Hz, 2H), 7.2 (t, ] =
8.8 Hz, 2H), 4.6 (d, J = 5.9 Hz, 2H).

RMN B3C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 168.2, 163.1, 161.2, 158.9, 156.2, 153.5,
148.4, 139.5, 138.2, 131.2, 130.7, 130.2, 130.1, 130.0, 129.4, 128.4, 127.7, 125.27, 122.8,
118.5, 116.0, 115.8, 44.1.

Acilguanidina desprotegida 64D

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 9.5 (s, 1H), 9.2 (s, 1H), 8.8 (s, 1H), 8.3 (s,
1H), 8.2-8.1 (m, 4H), 7.9 (m, 1H), 7.7 (m, 1H), 7.6-7.5 (m, 3H), 7.4 (m, 4H), 4.6 (d, 2H).

Acilguanidina desprotegida 65A (PF = 183-185°C)

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): & 9.9 (s, 1H), 9.2 (sl, 2H), 8.4 (s, 1H), 8.4
— 8.3 (m, 2H), 8.2 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.1 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.9 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.7
(t,J=7.5 Hz, 1H), 7.4 -7.3 (m, 7H), 4.7 (d, ] = 5.5 Hz, 2H).
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RMN 13C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 168.3, 164.9, 155.1, 153.7, 148.4, 139.5,
136.2, 134.8, 131.2, 130.1, 130.1, 130.0, 129.1, 128.4, 128.2, 127.8, 125.2, 122.7, 118.5,
116.4,116.2, 44.8.

Acilguanidina desprotegida 65B (PF = 181-182°C)

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (5-ppm): 5 12.5 (s, 1H), 8.4 (s, 1H), 8.4 — 8.3 (m,
2H), 8.2 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.1 (d, T =8.4 Hz, 1H), 7.9 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.7 (t, = 7.5
Hz, 1H), 7.4 (t, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.3 (d, J = 12.8 Hz, 4H), 7.2 (s, 1H), 3.6 (d, J = 6.4 Hz,
2H), 2.9 (t, J = 7.2 Hz, 2H).

RMN B3C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm):  168.3, 164.9, 163.0, 155.1, 153.5, 148.3,
139.5, 138.3, 134.8, 131.2, 130.2, 130.1, 129.3, 128.9, 128.4, 127.0, 125.1, 122.7, 118.4,
116.4,116.2,43.0,

Acilguanidina desprotegida 66C

RMN 'H (100 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): 9.7 (s, 1H), 9.1 (d, J = 23.0 Hz, 2H), 8.4 (s,
1H), 8.2 (d,J = 8.1 Hz, 3H), 8.2 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.9 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.8 (s, 2H), 7.7
(t,J=7.5Hz, 1H), 7.5 — 7.4 (m, 2H), 7.2 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 4.6 (d, J = 5.9 Hz, 2H).

Acilguanidina desprotegida 66D

RMN 'H (100 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): 9.7 (s, 1H), 9.2 (s, 1H), 9.0 (s, 1H), 8.4 (s,
1H), 8.2 (d, J = 8.4 Hz, 3H), 8.2 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.9 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.8 (d, ] = 8.5
Hz, 2H), 7.7 — 7.7 (m, 1H), 7.5 (dd, J = 18.3, 8.5 Hz, 4H), 4.6 (d, J = 6.1 Hz, 2H).

3.2. Avaliaciao Farmacolégica in vitro

A atividade anticolinesterdsica (AChE e BuChE) foi determinada de acordo com o
método adaptado de Ellman (ELLMAN et al., 1961). Todas as solucdes utilizadas nos
ensaios foram preparadas em tampao tris-HCI 0,02 M (pH = 7,5) e as solucdes estoque dos
compostos foram preparadas em MeOH (20 uM). Em uma placa de 96 pogos de fundo
plano foram adicionadas solucdes de tratamento com o composto inibidor em concentragdo
final de 30uM. O controle veiculo (MeOH - concentragdo final 0,15% v/v) foi utilizado
como referéncia (controle negativo). Como controle positivo foi utilizado um composto de
referéncia interno (AChE Clso = 0,606 uM; BuChE Clso = 2,625 uM). Foram adicionados
acido 5,5'-ditiobis-2- nitrobenzdico (DTNB) a acetilcolinesterase de enguia elétrica
(EeAChE), ou a butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE), na presenga de
albumina sérica bovina (BSA). A absorbancia foi registada utilizando um leitor de placas
iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida usada como
uma referéncia em branco. Apos incubag@o de 10 minutos a temperatura ambiente, iodeto

de acetiltiocolina (ACTI ou iodeto de butirilcolina (BCTI) foi adicionado e a absorbancia
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foi registrada a temperatura ambiente a A = 415 nm por 10 vezes com intervalos de 30
segundos a cada leitura. A atividade enzimatica foi calculada como percentagem da média
dos valores de absorbancia medidos para o controle tratado com MeOH, descontada da
média dos valores de referéncia em branco. Os ensaios foram realizados em triplicatas
(para o célculo do desvio-padrdo). Os valores de inibi¢do foram calculados com auxilio do

programa Excel.

3.3. Estudos de Ancoramento Molecular com a BuChE

Para a realizagdo 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/ QIN1N9). A utilizacdo de um modelo

obtido por homologia ¢ necessaria pois s6 ha disponivel no Protein Data Bank dados
referentes a butirilcolinesterase humana (hBuChE) e ndo da ecBuChE que foi utilizado nos
ensaios enzimaticos de atividade biologica. O modelo por homologia foi obtido utilizando
o template da enzima butirilcolinesterase humana (hBuCh2 — PDB ID 612T) (LEUNG et
al., 2018) com identidade de sequéncia de 90,4%. (DE SOUZA et al., 2019; SANTOS et
al., 2019)

O estudo de docking molecular foi realizado utilizando o programa GOLD 5.6
(CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) com a fun¢do GoldScore e os compostos a serem
estudados foram previamente tratados, através da minimizacdo de energia via método
semiempirico PM6 (Spartan 14 V1.14 [Wavefunction, Inc]), considerando suas respectivas
formas cationicas, visto que em meio bioldgico (pH = 7,5), estes encontram-se protonados.
Foi determinado um raio de exploragio de 15A em torno do 4tomo de oxigénio da cadeia
lateral do residuo de Ser226 e entdo os compostos foram ancorados para realizagdo do

docking molecular. (DE SOUZA et al., 2019; SANTOS et al., 2019)

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
O planejamento estrutural das novas acilguanidinas quinolinicas (63-66) se baseou
nas acilguanidinas dibromopirrdlicas (67A) e inddlicas (67B) descritas previamente por
nosso grupo de pesquisas, as quais se mostraram inibidores seletivos de BuChE. Nos novos
derivados o farmacdéforo acilguanidina foi mantido e, através do bioisosterismo, propomos

a troca do heterociclo principal pelo nucleo quinolinico. Adicionalmente, para garantir a

34


https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q9N1N9

variabilidade estrutural das séries propostas, foram explorados diferentes padrdes de
substitui¢cdo na posi¢ao dois do nicleo quinolina (metil, fenil, p-bromofenil e p-fluorofenil)
e no nitrogénio iminico da acilguadidina (benzil, fenetil, p-cloro-benzil e p-fluorbenzil)

(Figura 17).(MATADA et al., 2021)(LIMA et al., 2012)

Clso BUChE = benzil 3,7 uM / fenetil 2,8 yM
p-cloro 4,07uM / p-fluor 4,38uM ) o o
(Tese de doutorado, Pala do N. Goulart, PPGQ UFRRJ) Novas Acilguanidinas Quinolinicas

(67A) Bioisosterismo ittt :

HN X : v v Y !

HN—( P !
% N N" R !5 CHg :
N 0 (67B) ‘R= '

H (63-66) : (63) !

Clsg BuChE = p-cloro 4,07uM ' (64) F (65) Br(66) :

p-flior 4,38uM i
(Dissertag@o de mestrado Leticia Bersot, PPGQ UFRRJ)

'
’

Esquema 7- Relacdes estruturais entre os prototipos acilguanidinicos bromopirrolicos (67A) e
indolicos (67B) e, os novos derivados quinolinicos planejados (63-66-A-D).

A estratégia sintética adotada se baseou em duas rotas lineares, de duas e uma etapa,
respectivamente, que convergem para uma outra rota linear de trés etapas. A primeira rota
linear leva a sintese do agente guanilante (54), a partir do reagente comercial tiouréia (52).
A primeira etapa desta rota consiste na metilacdo do enxofre da tiouréia (52) com iodeto
de metila, uma reacdo de substituicdo nucleofilica de segunda ordem (SN2) que leva a
formacdo do sal da isometiltiouréia (53). A segunda etapa consiste na protecdo de um dos
nitrogénios da isometiltiouréia com anidrido-Boc (di-terc-butil-dicarbonato) para formagao
do primeiro bloco de construcao, o agente guanilante isometiltiouréia-mono-Boc (54). Na
segunda rota sintética linear os acidos carboxilicos quinolinicos (57a-d) sdo formados a
partir da isatina (55). Os &cidos carboxilicos quinolinicos (57a-d) reagem entdo com o
agente guanilante (54), obtido anteriormente, convergindo para a formagdo dos
intermediarios-chave terc-butil ((metiltio)(quinolina-4-carboxamido)metileno)carbamatos
(58a-d) em uma reagdo one-pot cuja primeira etapa ¢ a formagao do cloreto de acido e
posterior reagdo com a isometiltiouréia-mino-boc. De posse dos intermediarios-chave

(58a-d), as acilguanidinas planejadas podem ser obtidas em duas etapas, a primeira ¢ a
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reacdo dos intermediarios-chave (58a-d) com as aminas de interesse e posterior reacao de

desprote¢ao em meio acido para remogao do grupo Boc (Esquema 7).

S
HZNJ\NHZ (52)
|a
PO D e
L
N

(58) (59-62) (63-66)

Esquema 8 - Proposta de rota sintética para obtengdo dos compostos planejados. (Reagentes ¢
condigdes a- CHsI, MeOH, refluxo; b- Anidrido boc, Et;N, DCM, t.a; c- Acetona ou acetofenonas,
KOH, EtOH/H»0, 90°C; d- 1-SOCL,, DMF, DCM, t.a/ 2-agente guanilante, Et:N, DCM, t.a; e-
amina, DCM, Et;N, DIPEA, t.a; f-TFA/DCM, t.a.)

4.1. Sintese do Agente Guanilante

A sintese do agente guanilante (54) se iniciou com uma reacdo de metilacdo da
tiouréia (52), com iodeto de metila em metanol, sob aquecimento, resultando na obtencao
do sal isometiltiouronio (53) como um solido de cor amarela ou branco com um rendimento
de 90%. Essa reacdo segue o mecanismo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (SN2),
no qual o par de elétrons da ligagdo carbono-enxofre da tiouréia atacam o carbono
eletrofilico do 1odeto de metila. Como resultado, obtém-se o sal de iodo isometil tiourdnio
(Esquema 8A).

A segunda etapa € a reacdo de monoprote¢ao do sal obtido anteriormente através
de substitui¢do nucleofilica acilica, na qual o par de elétrons livres de um dos nitrogénios
da isometiltiouréia faz um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do anidrido boc,
resultando na quebra da ligacdo C=0O e na formacdao de um intermedidrio tetraédrico.
Posteriormente, ocorre a remo¢do de um hidrogénio do grupo amonio por uma base
presente no meio, como a trietilamina. Devido a instabilidade do intermedidrio tetraédrico,
ocorre a elimina¢ao do ion carbonato, restabelecendo a ligacdo dupla e resultando na
formacdo da 2-metil-isotioureia N-protegida (54). O carbonato de terc-butila liberado se

decompde em CO; (gas) e terc-butoxido (Esquema 8§B).
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Essa reagdo ¢ realizada adicionando-se lentamente o anidrido Boc em
diclorometano sobre um excesso do sal em um meio bdasico, sob banho de gelo. Esse
procedimento garante a monoprote¢ao e a obtencao do agente guanilante, que € um sélido
branco com um rendimento de 83%. O mesmo foi caracterizado através de seus respectivos
espectros de RMN'H e DEPTQ, que mostram a presenca dos hidrogénios da terc-butila do
grupo Boc (1,51 ppm no RMN'H e em 28,1 ppm no DEPTQ), da metila do enxofre
(2,45ppm no RMN'H e em 14 ppm no DEPTQ) e os sinais correspondentes ao carbono

quaternario do grupo terc-butila e a carbonila, respectivamente, em 78,11 ppm e 160,98

» o o \e
5 m ¢! s >LoJ\o)koJ< ~ !
I S s metanol, 65°C /g )S\ j\ J< :
: HNTCNH, 90 min HNT “NHo - pom EtN, 0octa  HNT N7 0 5
L 52) (53) 16h, 80% (54) :
/icHa o EtN SCH; ] ii
L HNTSNH, | H,N m OT/\ —_ H) o% |
: A ) 0 O\\< (1H”l' 0 HO\\< :
L (59) *) 7o 2 B: A o © 5
! (B) (C) ;
E 3/\ O NH 0 ;
M OR(HS}T( T/\ >LOJ\NJ\S/ " 5J\OJ<
: BH 013 H E) 5
E (54) ! |
: (D) ;
| co,t - 6J< 5
{ G) |

Esquema 9 - (A) Obtencao do agente guanilante (54) e (B) proposta de formagdo de
intermediarios nesta etapa sintética.

4.2. Sintese dos Intermediarios Chave Quinolinicos

A primeira etapa para a obten¢do dos intermedidrios chave quinolinicos (58a-d),
necessarios para a obtengao das acilguanidinas planejadas, se iniciou pela obtencao dos
acidos quinolinicos (57a-d) de interesse. Os acidos foram obtidos a partir de reagdo da

isatina (55) com diferentes cetonas na presenga de hidroxido de potassio em etanol-agua.
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Esta reagdo ¢ chamada de reacdo de Pfitzinger ou Pfitzinger-Borsche. Na reacao da isatina
(55) com hidréxido de potéassio a amida ¢ hidrolisada, o intermediario gerado reage com a
cetona formando a enamina (B). Esta, por sua vez, cicliza e desidrata para gerar a quinolina
de interesse (57a-d) em rendimento de 45-65% (LIAO et al., 2018). Os acidos quinolinicos
assim sintetizados foram caracterizados através de seus respectivos espectros de RMN'H
e DEPTQ. Os espectros de RMNI1H e DEPTQ do 4cido carboxilico 2-fenilquinolinico
(57b) estao mostrados nas figuras abaixo (Figura 17 e 18) como exemplo para a
caracterizacao dos mesmos ¢ os sinais observados nos acidos carboxilicos sintetizados

estdo representados na figura 19.

+ O KOH/EtOH

N Ri{”™ "Ry 65°C, 24h, _ ; ) :

N R a :

(55) (s6) ~ 45-60% 67 ) F  Br
---------------------------------------- S (<) B (<) A

Esquema 10- Sintese dos 4cidos carboxilicos quinolinicos (57a-d).
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Figura 18. Espectro de DEPTQ do 4acido carboxilico 2-fenilquinolinico (57b).
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(57d)

Figura 19. Principais sinais observados nos espectros de RMN'H dos 4cidos carboxilicos

quinolinicos sintetizados (57a-d).

Os acidos obtidos foram submetidos a reagdo com cloreto de tionila (SOCl2) em
diclorometano ¢ DMF para a obtencao dos cloretos de 4cido correspondentes e posterior
reacdo com o intermedidrio isometiltiouréia monoprotegido (54) para fornecer os
intermediarios-chave de interesse (58a-d) (Esquema 10). Esta reag@o ocorre via a formacao
de um intermediario reativo conhecido como reagente de Vilsmeyer (E), que atua como
um eletrofilo e reage com o 4cido carboxilico para formar o cloreto de acido
correspondente. Devido a sua alta reatividade, o cloreto de 4cido formado reage com a
amina (54) na presenga de diclorometano e piridina (ou trietilamina). Essa reacdo ocorre
por meio de uma substituicdo nucleofilica na carbonila, resultando na formagdo dos
intermediarios de interesse (58a-d) (Esquema 11). Apds a evaporacdo do solvente, os
intermediarios foram submetidos a purificagdo utilizando a técnica de cromatografia
liquida em coluna aberta e/ou recristalizagdo em acetona, os rendimentos variaram entre

30-60%.
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Esquema 12: Esquema de intermediarios proposto para a formagdo dos cloretos de acido (H) e

intermediarios-chave (58a-d).

Os intermedidrios chave (58a-d) foram caracterizados por RMN'H e DEPTQ.
Tomando como exemplo o composto 58a, no espectro de hidrogénio podemos observar a
presenca dos nove dtomos de hirogénio das metilas do grupo de protecdo Boc como um
unico simpleto em 1,57 ppm, a metila do enxofre como um simpleto em 2,58 ppm, os dez

hidrogénios dos nucleos aromaticos aparecem na regido entre 7,48-8,88 ppm, entre eles o
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CH da quinolina como um simpleto em 8,63 ppm, adicionalmente podemos observar NH
da amida em 12,57 ppm (Figura 20). Os espectros dos demais intermediarios-chave se
diferenciam pela presenca da metila (58a) do nucleo quinolinico em torno de 2,8 ppm ou

dos dos hidrogénnios das subunidades p-fluorofenila (58c) ou p-bromofenila (58d).
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Figura 20- Espectro de RMN H' do intermediario chave 58a.

O espectro de carbono (DEPTQ) (Figura 21) mostra o sinal das metilas da terc-
butila (Boc) em 28,0 ppm, a metila do enxofre em 15,2 ppm, o carbono quaternario do
grupo terc-butila em 84,1 ppm, os CH’s aromaticos entre 156.8 ¢ 120.7 ppm, além dos

carbonos carbonilicos na regido de 170 ppm.
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Figura 21- Espectro de RMN 13C (DEPTQ) do intermediario-chave 58a.

4.3. Sintese das acilguanidinas protegidas.

As acilguanidinas protegidas (59-62A-D) foram sintetizadas através da reacdo de

condensagdo entre os intermediarios 58a-d com as benzilaminas (A, C, D) e fenetilamina

(B) em diclorometano (CH2Cl2) e em meio basico, tietilamina (Et;N) e diisopropiletilamina

(DIPEA). Estas reagdes ocorrem através do ataque nucleofilico do nitrogénio da amina A-

D (Esquema 10) ao carbono iminico eletrofilico do intermedidrio-chave (58a-d) formando

um intermedidrio tetraédrico (X-Y) a partir do qual ocorre a restauragdo da dupla ligagao

iminica com a perda do grupo tiometila na forma de metanotiol (HSMe), de odor

desagradavel e caracteristico perceptivel ao longo da execu¢do e isolamento das reagdes

em questao (Esquema 13).
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Esquema 13: Obtencdo das acilguanidinas (59-62A-D)

As acilguanidinas (59-62A-D) foram caracterizadas através de seus espectros de
RMN 'H e DEPTQ. Esta classe de derivados tem como sinais de hidrogénio caracteristicos
as metilas do grupo de prote¢ao Boc, que aparecem como um simpleto com integragao de
nove hidrogénios entre 1,5 ppm, os sinais de hidrogénio da amida em torno de 12 ppm, os
hidrogénios ligados aos nitrogénios da fun¢do guanidina entre 8,5 e 9 ppm, e os metilenos
espagadores que separam o anel aromatico e a funcao acilguanidina em torno de 4,8 ppm.
Os sinais dos anéis aromaticos aparecem na regido caracteristica em torno de 7 ppm (Figura
22). Adicionalmente, ¢ importante observarmos o desaparecimento do sinal correspondente
a metila do grupo tiometila em 2,5 ppm, do intermediario chave anterior. No DEPTQ
(Figura 23) observamos o sinal referente aos carbonos das metilas do grupo de prote¢do
Boc em 28.1 ppm, o sinal do metileno espacador em 45.2, o carbono quaternario do Boc
em 83.9 ppm, além dos carbonos dos nucleos aromaticos entre 159 e 243ppm, além cos

carbonos carbonilicos (179 e 157 ppm) e iminico (156 ppm).
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Figura 22- Espectro de RMN'H da acilguanidina protegida 60A
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Figura 23- Espectro de DEPTQ da acilguanidina protegida 60A
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As acilguanininas protegidas (59-62A-D) foram obtidas como produtos s6lidos em
rendimentos que variaram de 50 a 97% e a Tabela 2 resume algumas caracteristicas das

mesmas.

Tabela 2: Acilguanidinas protegidas, rendimentos reacionais e caracteristicas fisicas.

A B F@© @
N LT T
1 R= CHs !
N™ "R | (59) :
(59-62) I |
! (60) F Br |
S (61)..__(62) ...

Derivado R W R (%) | P.F. (°C) Aspecto Fisico
59C Metilquinolina p-flior-benzil 48 97-98 Sélido castanho
59D Metilquinolina p-cloro-benzil 45 95-96 Sélido castanho
60A Fenil quinolina Benzil 60 - Solido castanho
60B Fenil quinolina Fenetil 65 | 131-132 | Sélido castanho
60C Fenil quinolina p-flaor-benzil 76 | 153-154 Solido castanho
60D Fenil quinolina p-cloro-benzil 88 - Solido castanho
61A p-F-fenil quinolina Benzil 92 | 143-144 Sélido branco
61B p-F-fenil quinolina Fenetil 97 145-146 Cristais amarelos
62C p-Br-fenil quinolina p-flaor-benzil 55 | 144-145 Sélido castanho
62D p-Br-fenil quinolina p-cloro-benzil 49 165-166 Sélido castanho

4.4. Sintese das acilguanidinas desprotegidas.

A tltima etapa da rota sintética consistiu na reagdo de retirada do grupo de protecao
Boc em meio 4cido para a obtencdo das acilguanidinas desprotegidas correspondentes (63-
66A-D) (Esquema 13). A reagdo foi realizada em 4cido trifluoroacético (TFA) e
diclorometano a temperatura ambiente durante 24- 48h, até a confirmacdo do consumo total
da acilguanidina protegida de partida através das placas de cromatografia em camada fina

analitica, levando a formagdo dos compostos finais desprotegidos como sélidos ou 6leos
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(Tabela 2), em rendimentos quantitativos, apds uma etapa de isolamento consistindo

apenas na remo¢do do TFA e do solvente utilizado sob vacuo.
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Esquema 14- Sintese das acilguanidinas quinolinicas finais (63-66A-D)

A proposta de intermedidrios para esta reagdo esta mostrada no esquema abaixo e,
se inicia com a protonagdo do oxigénio da carbonila do grupo Boc e posterior rearranjo
com a perda de 2-metilpropeno (C) e didxido de carbono (CO3) para a formagdo das

acilguanidinas desprotegidas planejadas (63-66A-D) (Esquema 14).

NS H/ NS
O+__NH o) ?\I/H O.__NH 0 \l\g-l HN\\I/NH
O«__NH
X X -H X »
R > = _ X
N” R N” >R 3 N“ >R +H N” R ) D
(13-16) (A) (D) (E) -CO, N” "R
\*( (17-21)
C H (©)
(B)

Esquema 15: Esquema de intermediarios proposto para a desprotegdo em meio acido das

acilguanidinas finais (63-66A-D).

Os principais sinais de hidrogénio que caracterizam as acilguanidinas desprotegidas
sdo aqueles ligados aos nitrogénios guanidinicos, entre 9,7-9,1 ppm. Estes derivados

também podem ser caracterizados pela presenga dos sinais dos aromaticos entre 8,5-
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7,Appm. Adicionalmente, observamos o dupleto (d) em torno de 4,7 ppm correspondendo
ao metileno espacador. Nota-se também a auséncia do sinal referente as metilas do grupo

Boc, em 1,5 ppm, confirmando o sucesso da desprotecao (Figura 24).
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Figura 24- Espectro de RMN'H da acilguanidina desprotegida 64A

No espectro de DEPTQ da acilguanidina 64 A (Figura 25), exemplificado abaixo, podemos
observar a presenga do carbono referente ao metileno espagador em 44,4 ppm, além da
auséncia das metilas do grupo Boc que apareceriam em torno de 28 ppm, confirmando a

desprotegdo, além dos carbonos dos aromaticos e os carbonos quaternarios.
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Figura 25- Espectro de DEPTQ da acilguanidina desprotegida 64A.

A tabela abaixo resume as dez acilguanidinas desprotegidas sintetizadas,

rendimentos reacionais e caracteristicas fisicas (Tabela 3).

Tabela 3: Acilguanidinas desprotegida sintetizadas (63-66A-D), rendimentos reacionais e

caracteristicas fisicas.

HN
O_NH .~ ®  FO C0

. R = CH3 :

N” "R (63) :

(63-66A-D) ! 64) Br

b (65) ____(66) _:
Derivado R W R (%) P.F. (°C) Aspecto Fisico
63C Metilquinolina p-flaor-benzil 100 - Oleo castanho
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63D Metilquinolina p-cloro-benzil 100 - Oleo castanho

64A Fenil quinolina Benzil 100 - Sélido castanho
64B Fenil quinolina Fenetil 100 - Oleo castanho

64C Fenil quinolina p-flaor-benzil 100 120-121 Solido castanho
64D Fenil quinolina p-cloro-benzil 100 - Solido castanho
65A p-F-fenilquinolina Benzil 100 183-185 Solido amarelo
65B p-F-fenilquinolina Fenetil 100 181-182 Solido amarelo
66C Eu?rﬁofﬁﬂ! p-fltor-benzil 100 | 133-134 S6lido castanho
66D zu?rzofﬁﬂg p-cloro-benzil 100 | 130-132 Sélido castanho

4.5. Ensaios In Vitro

De posse das acilguanidinas sintetizadas passamos para a etapa de avaliacdo in vitro
das mesmas com relacdo a inibi¢do das atividades das enzimas acetilcolinesterase (AChE)
e butirilcolinesterase (BuChE). Inicialmente foi realizada uma triagem farmacologica dos
compostos na concentragdo fixa de 30 uM para avaliar o percentual de inibicdo das
acilguanidinas sobre a atividade das enzimas AChE e BuChE através do método de Ellman.
Esta metodologia consiste na clivagem enzimatica da acetiltiocolina ou butiriltiocolina
promovida pela AChE ou BChE, levando a formacdo de 4acido acético ou butirico,
respectivamente e tiocolina. Esta Gltima ¢ um marcador da atividade enzimatica, que ao
reagir com o Reagente de Ellman, o acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB), leva a
formag¢do do 4cido 2-nitro-4-tiobenzdico e do acido 2-nitro3-mercaptotiobenzdico. O
produto &cido 2-nitro-4-tiobenzodico apresenta coloracdo 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 rea¢do do produto de clivagem enzimdtica com um reagente pro-cromoforico (Esquema

16).

50



_____________________________________________________________________________________________________

+

j\ . (HsC)N
5 A N(CHa)s ¥ HS COOH 2 !
RS acheisohe (HCBN~gy  —————» H,00H,C !
' (24a) R=CH3 — > o DTNB + S
| (24b) R=(CH2)2CH3 N (Tzlg))lma NO, O,N S !
: 0 (26)
' )k acido 2-nitro-4-tiobenzoico (27)
E R™ "OH &cido 2-nitro-3-
! R=CH3 Lo Tt ’ mercaptotiobenzoico :
| ' DTNB = | !
! R=(CH2)2CH3 COOH .

Esquema 16- Reacdes envolvidas no ensaio de Ellman.

As acilguanidinas 2-fenil-quinolinicas protegidas (60A-D) foram testadas para
atividade anti-AChE e anti-BuChE na concentracdo de triagem (30uM) e demonstraram
resultados de inibicdo inferiores a 50%, sugerindo, de maneira geral, que a presenca do
grupo Boc ndo favorece a inibigdo dessas enzimas. Trabalhos anteriores de nosso grupo de
pesquisa, com acilguanidinicas bromopirrdlicas e indolicas (resultados ainda ndo
publicados) ja haviam demonstrado que as acilguanidinas protegidas nao inibem de forma
significativa as enzimas AChE e BuChE, mostrando que o grupo acilguanidinico
desprotegido ¢ um importante grupo farmacoférico para interagdo principalmente com a
BuChE. Logo, esses resultados estdo de acordo com o que era esperado para esta série e,
desta forma optamos por seguimos com a triagem farmacoldgica somente para os derivados

acilguanidinicos desprotegidos (63-66A-D).

As acilguanidinas quinolinicas desprotegidas (63-66A-D) foram entdo submetidas
a triagem farmacoldgica e todas se mostraram inibidores fracos de AChE, com inibi¢do
inferior a 40% na concentragdo teste utilizada, o que também corrobora resultados prévios
obtidos pelo nosso grupo com acilguanidinas bromopirrolicas e inddlicas. Com relacao a
atividade anti-BuChE as acilguanidinas 2-fenil-quinolinicas desprotegidas (64A-D) foram
capazes de inibir em torno de 70% a atividade BuChE na concentragdo de triagem utilizada
(30uM) e a para-f-fenilquinolina (65A) inibira 58% da atividade da BuChE (Tabela 4). As
demais acilguanidinas desprotegidas (63D-C-65B-66-A-D) ndo inibiram de forma

satisfatoria a atividade BuChE na concentracao testada.
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Passando entdo para a determinagdo das poténcias de inibi¢do da atividade BuChE
dos derivados da série 2-fenil-quinolinica (64A-D) e do composto (65A) da série para-f-
fenilquinolina. Os valores de CI50 determinados variaram entre 7 ¢ 12 uM, com destaque
para o composto 64B que apresentou um CI50 de 7,14 uM. Observa-se que os derivados
64A-D e 65A tém seletividade pela inibi¢ao da BuChE em detrimento da AChE, validando
nosso planejamento estrutural. Quando comparados os compostos 65A e 65B, percebe-se
que a substitui¢dao na acilguanidina com um grupo benzil ¢ mais eficaz que com um grupo
fenetil para a inibicdo da butirilcolinesterase. Além disso, um substituinte maior como o
bromo interferiu na inibi¢do da butirilcolinesterase, ao contrario do flior, sugerindo que
atomos maiores podem interferir negativamente na inibigdo enzimatica. Vale ressaltar
também a importancia da presenca do anel benzeno para a inibigdo, pois na série metilada
ndo houve inibicdo significativa. Adicionalmente, esses resultados corroboram dados
anteriores do nosso grupo de pesquisa que ja haviam demonstrado que, além da
acilguanidina desprotegida ser essencial para a atividade observada, a presenca de fltior ou

cloro na posi¢ao para resulta em melhor poténcia de inibigao da BuChE.

Tabela 4: Atividade anticolinesterasica dos derivados acilguanidinicos desprotegida (63-66A-D).

(Triagem in vitro realizada na concentragdo de 30uM).

W o W
Tl | kY S|
& &d&do
HN YNH 5 ;
O« _NH m e FE ¢
: R = CH3 E
N” "R : (63) 5
(63-66A-D) 64) |
. (65).___. (66).
. % de inibicao| Clso | % de inibicao
Derivado W AChE (M) BuChE Clso (pM)
63D p-cloro-benzil 7,5 - 20,0 -
63C p-fltor-benzil 29,1 - 18,4 -
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64A benzil 9,1 - 77,6 10,08 + 0,59
64B fenetil 9,5 - 73,4 12,66 + 0,62
64C p-fltor-benzil 15,7 - 78,6 7,14 £ 0,38
64D p-cloro-benzil 37,5 - 70,8 11,10 £ 0,51
65A benzil -21,5 - 58,4 8,56 +£0,39
65B fenetil -17,5 - 44,1 -

66D p-cloro-benzil 11,2 - 19,5 -

66C p-fltor-benzil 15,3 - 36,3 -

Padrao - 84,4 0,606 90,8 2,62

4.6. Estudo in silico das propriedades ADME dos novos derivados.

As propriedades fisico-quimicas das moléculas influenciam diretamente na sua
acdo bioldgica, por isso sdo também chamadas de propriedades biofarmacéuticas.
Como exemplos de tais propriedades podemos citar a solubilidade, coeficientes de
particdo Oleo/dgua, difusividade, grau de ioniza¢do, polimorfismo, etc. Estas
propriedades sdo determinadas pela estrutura quimica das moléculas e vao influenciar
as fases farmacéutica (dissolugdo) e farmacocinética (ADME), repercutindo
diretamente na sua biodisponibilidade e no tempo de meia-vida do farmaco. Essas
“propriedades quimicas” sdo também conhecidas como drug likeness da
micromolécula, ou seja, propriedades estruturais que produzem um perfil
farmacocinético e toxicologico aceitdveis. A avaliagdo precoce das propriedaes
farmacocinéticas e fisico-quimicas de candidatos a prototipos € cada vez mais comum
e baseia-se em propriedades moleculares, como polaridade (area de superficie polar
(PSA)), nimero de anéis aromaticos, nimero de 4&tomos pesados, lipofilicidade, massa
molecular, nimero de centros quirais, nimero de doadores e aceptores de ligacdes de
hidrogénio, e nimero de ligacdes rotacionaveis. Adicionalmente, tamém incluem
propriedades como estabilidade metabolica, permeabilidade, transportadores,
solubilidade, farmacocinética  de  base fisiologica e  modelagem
farmacocinética/farmacodinamica. Neste contexto, com o objetivo de avaliarmos a
drugability, farmacoabilidade, ou a druglikeness, das acilguanidinas planejadas e
sintetizadas, as propriedades farmacocinéticas (ADME) foram avaliadas in silico.
Utilizamos o SwissADME (http://www.swissadme.ch), uma ferramenta gratuita da
internet que permite avaliar pardmetros farmacocinéticos de pequenas moléculas. Sao

avaliados pardmetros como area de superficie polar topolégica (TPSA), log P,
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solubilidade, absor¢do intestinal humana (HIA), permeagcdo da barreira
hematoencefalica (BBB), etc. (Daina, Michielin e Zoete, 2017)

Analisando o perfil ADME (Tabela 5) para as acilguanidinas desprotegidas
observamos que os resultados sugerem que todas devem ter biodisponibilidade oral,
com a maioria dos pardmetros avaliados as colocando dentro da faixa rosa, faixa 6tima,
do radar de biodispolibilidade. Para exemplificar podemos observar os radares de
biodisponibilidade para os derivados da série 2-fenil-quinolinas 64A-D (Figura 26). O
valor de TPSA calculado pelo SwissADME ¢ o mesmo para todos os compostos,
77,87A°. Os valores de LogP variaram entre 3,20 e 5,05, com os derivados da série p-
bromo-fenil-quinolinica sendo os mais lipofilicos devido a presenga do atomo de
bromo. Por esse motivo o derivado 66D apresenta uma violagdo no seu perfil
druglikeness para a regra dos cinco de Lipinski e Muegge (LogP>5). Todos os
derivados sdo preditos com boa absor¢do gastrointestinal, nenhum ¢ substrato para a
proteina de efluxo do sistema nervoso central, glicoproteina P, e somente os derivados
da série 2-metil-quinolina sdo preditos com possibilidade de atravessarem a barreira
hematoencefalica (BHE) pelo modelo BOILED-Egg (Figura 27), o que ¢ altamente
desejavel para candidatos a prototipos de farmacos para doengas que afetam o SNC.
Adicionalmente a maioria dos derivados sintetizados apresentam bom perfil

druglikeness de acordo com as regras de Lipinski, Veber ¢ Egan.

63 C 63D

64D 64 A
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65 A 65B

66 C 66 D

Figura 26: Radar de biodisponibilidade das acilguanidinas desprotegidas.
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Figura 27: A- Modelo BOILED-Egg para as acilguanidinas 63C (molécula 1), 63D (molécula 2).
B- Modelo BOILED-Egg para as acilguanidina desprotegidas 64D (molécula 1), 64A (molécula 2),
64B (molécula 3) e 64C (molécula 4). C - Modelo BOILED-Egg para as acilguanidina
desprotegidas 65A (molécula 1), 65B (molécula 2). D- Modelo BOILED-Egg para as acilguanidina
desprotegidas 66C (molécula 1) e 66D (molécula 2). Area branca: absorgdo gastrointestinal; Area
amarela: absor¢do gastrintestinal e penetragdo na barreira hemato-encefalica.
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Tabela 5: Propriedades farmacocinéticas das acilguanidinas quinolinicas sintetizadas.

W . W

: 777777777 \: E ILLL ; V. wYwvwv :

i(© ,,,,,,,, I .

HN YNH ; 5

O« _NH . wn B FE <o
: R— CH3 :
N>R (63) 5
(63-66A-D) 64) F Br
e (65) ____ (66). _:

Composto logP Absorg¢ao Gl | Penetragao BHE Veber Lipinski
63C 3,48 sim sim sim sim
63D 3,20 sim sim sim sim
64A 3,85 sim sim sim
64B 4,25 sim sim sim
64C 4,49 sim sim sim
64D 4,25 sim sim sim
65A 4,18 sim sim sim
65B 4,48 sim sim sim
66C 5,05 sim sim
66D 4,73 sim sim

4.7. Estudo de interagiio enzimatica in silico dos analogos acilguanidinicos

As acilguanidinas 2-fenilquinolinicas (64A-D), identificadas como inibidoras
seletivos de BuChE, foram submetidas a estudo de ancoramento molecular com a enzima-
alvo a fim de compreendermos o possivel modo de interagao desta classe de derivados com
a enzima. O ancoramento molecular com a BuChE mostrou que as acilguanidinas
desprotegida (64A-D), de forma geral, interagem dentro da cavidade do sitio ativo (Figura
28) através de algumas interagdes principais com os residuos de aminoacidos Aspartato98,
Treonina 148, Serina226, Triptofano 259 e Tirosina360, mostrando que ha um padrao de
encaixe. Podemos observar que o par de elétrons do nitrogénio do anel quinolinico interage
através de ligagdo hidrogénio da Serina 226, a guanidina protonada interage com os

residuos de aspartato 98 e Treonina 148, o NH da benzilamina interage com a Tirosina 360
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e a fenila ligada diretamente a quinolina faz interagdo de empilhamento do tipo T com o
residuo de triptofano 259 (Figura 29). Essas descobertas evidenciam a especificidade e a
eficacia dessas acilguanidinas como inibidores da BuChE, proporcionando insights

valiosos para o desenvolvimento de novas terapias.

Figura 28: Imagem de docking mostrando uma acilguanidinas desprotegida (64)
interagindo dentro da cavidade do sitio ativo da BuChe
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Figura 29: Comparacgao entre os dockings dos compostos 64A (B), 64C (A), 64B (C) e 64D (D).
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho de dissertacdo de mestrado foram sintetizadas 20 novas
acilguanidinas quinolinicas, incluindo compostos protegidos (com Boc) (59-62A-D) e
desprotegidos (sem Boc) (63-66A-D), com uma estrutura quimica original variando-se os
substituintes na posi¢do dois do niicleo quinolinico e os substituintes ligados ao nitrogénio
guanidinico. Os novos compostos sintetizados foram planejados de maneira racional
usando estratégias classicas da Quimica Medicinal como o bioisosterismo de anéis ¢ a
homologa¢dao. As metodologias sintéticas e de purificagdo empregadas mostraram-se
satisfatdrias, resultando em rendimentos de moderados a bons. Todos os compostos foram

devidamente caracterizados por meio de técnicas de RMN 'H e DEPTQ.

Os resultados obtidos permitiram a identificagdo de quatro acilguanidinas
fenilquinolinicas (64A-D) e uma para-f-fenilquinolina (65A) como inibidores seletivos da
enzima BuChE. Com valores de inibi¢do entre 58 - 70% na concentragdo de 30 uM e Clso
entre 7-10uM, com a acilguanidina contendo a subunidade p-fluorobenzila ligada a
guanidina (64C) sendo o derivado mais potente. Esses resultados corroboram dados
anteriores do nosso grupo de pesquisa, que demonstraram que, além da acilguanidina
desprotegida ser essencial para a atividade observada, a presenca de flior ou cloro na
posicao para resulta em melhor poténcia de inibi¢do da BuChE. Esses achados validam
nosso planejamento estrutural e a seletividade dos derivados 64A-D e 65A pela inibi¢do da
BuChE em detrimento da AChE. Os estudos de ancoramento molecular demonstraram que
essas acilguanidinas interagem no sitio ativo da BuChE, fazendo interacdes
intermoleculares com importantes residuos de aminoacidos, com o mesmo padrdo de

encaixe.

A avaliagdo das propriedades farmacocinéticas e druglikeness revelou que as
moléculas propostas possuem caracteristicas adequadas para serem consideradas como
potenciais prototipos de farmacos. Existe uma alta probabilidade de que essas moléculas
sejam bem absorvidas pelo trato gastrointestinal e atendam aos critérios estabelecidos por
Lipinski, Veber e Egan para um perfil druglike adequado. Além disso, os estudos indicaram
que as acilguanidinas desprotegida possuem um maior potencial de atravessar a barreira
hematoencefalica, o que ¢ desejavel no contexto do tratamento da DA, em comparagdo

com os analogos protegidos correspondentes.
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Como perspectivas deste trabalho estdo a realizagdo de ensaios para atividade de
complexagdo com metais para os compostos mais promissores, além de avaliacao do perfil
de atividade in vivo. Adicionalmente, devido as caracteristicas farmacoféricas das

acilguanidina também consideramos importante a avaliacao das mesmas frente a BACE-1.
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7. ANEXO
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Anexo 1: Espectro de RMN 'H do composto 57a em DMSO a 500 MHz
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Anexo 2: Espectro de RMN 13C do composto 57a em DMSO a 500 MHz
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Anexo 3: Espectro de RMN 'H do composto 57b em DMSO a 500 MHz
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Anexo 6: Espectro de RMN 3C do composto 57¢ em DMSO a 500 MHz
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Anexo 7: Espectro de RMN 'H do composto 57d em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 8: Espectro de RMN 3C do composto 57d em CDCl3 a 500 MHz

74



RMNR¥nata

O NOXOWULIT NOWMNO® ™M LN o0 N
AMOSJRA: QRB5 (PROTON) VO——aNNNOININAN © LN 0 1n F6E+08
SolveRte: CDCL3 WWBONNNNNNNN N N - -
OPERADOR: VINICIUS N N m———— [ y
- 6E+08

N
H3C/ Y

NH

r4E+08
r4E+08
r4E+08

r 3E+08

A
Z

CH, I
Hy CH,
- 5E+08
5 I
CH,

N

2E+08
2E+08
r2E+08
r1E+08

- 5E+07

i

0.71=

1

-5E+07

2 £33y

T T T T T T T T T T T T T T T T T

5 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

60 55 50 45 40 35 30 25 20

N

1 70 65
f1 (ppm)

Anexo 9: Espectro de RMN 'H do composto 58a em CDCls a 500 MHz
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Anexo 10: Espectro de RMN 3C do composto 58a em CDCls a 500 MHz
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Anexo 11: Espectro de RMN '"H do composto 58b em CDCls a 500 MHz
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Anexo 13: Espectro de RMN '"H do composto 58¢ em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 14: Espectro de RMN 3C do composto 58¢ em CDCl3 a 500 MHz
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Anexo 15: Espectro de RMN 'H do composto 58d em CDCls a 500 MHz
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Anexo 16: Espectro de RMN 3C do composto 58d em CDCls a 500 MHz
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Anexo 27: Espectro de RMN 'H do composto 60d em DMSO a 500 MHz
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Anexo 28: Espectro de RMN 3C do composto 60d em DMSO a 500 MHz
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Anexo 29: Espectro de RMN 'H do composto 61a em DMSO a 500 MHz
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Anexo 30: Espectro de RMN 3C do composto 61a em DMSO a 500 MHz
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Anexo 31: Espectro de RMN 'H do composto 61b em DMSO a 500 MHz
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Anexo 32: Espectro de RMN 3C do composto 61b em DMSO a 500 MHz
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Anexo 34: Espectro de RMN 3C do composto 62¢ em DMSO a 500 MHz
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Anexo 35: Espectro de RMN 'H do composto 62d em DMSO a 500 MHz
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Anexo 36: Espectro de RMN 3C do composto 62d em DMSO a 500 MHz
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Anexo 38: Espectro de RMN 3C do composto 64a em DMSO a 500 MHz
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Anexo 42: Espectro de RMN 3C do composto 64¢c em DMSO a 500 MHz
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Anexo 43: Espectro de RMN 'H do composto 64d em DMSO a 500 MHz
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Anexo 44: Espectro de RMN 'H do composto 65a em DMSO a 500 MHz
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Anexo 46: Espectro de RMN 'H do composto 65b em DMSO a 500 MHz
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Anexo 48: Espectro de RMN '"H do composto 66¢ em DMSO a 500 MHz

114



Acilguanidinas Gleyton_Mayara
AMOSTRA: GMC 5D (DEPTQ) - 500MHZ
Solvente: DMSO

OPERADOR DO NMR - VINICIUS

HQNYN

O NH

S

\

Br

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 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f %00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm

Anexo 49: Espectro de RMN 3C do composto 66¢ em DMSO a 500 MHz

-20

~4E+08

r3E+08

r2E+08

r2E+08

r2E+08

r1E+08

 5E+07

r-5E+07

115



< OO0 OoONOT AN —TMHODOULLM—=HODOMN Q0
o)) AANAOWOVOOOWAONNNNNNNNNNNN < <
| \ s —————— N
cl
O NON-HM—=A0WM—=HOIMN
HN NH NNNNRNR AN F2E+07
COOOOVAOMNMNNNMNMNNNNDN
e e N e |
O NH r2E+07
oo
- 1E+07
\ r
 5E+06
/ b
N o
Br
Il
|
J\ I
AP &
o S <
o o — (o]
——— ——————— —
100 95 9.0 70 65 6.0 50 45 40 2.5

5.5
f1 (ppm)

Anexo 50: Espectro de RMN 'H do composto 66d em DMSO a 500 MHz
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