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RESUMO 

NADUR, Nathalia Fonseca. Otimização Estrutural de 7-((piperidin-1-il)alcoxi)-cumarinas: 

Homologação e Construção de Heterociclos Miméticos Visando o Desenvolvimento de 

Novos Inibidores Mistos de Colinesterases: Seropédica, RJ. 2025. 288p Tese (Doutorado 

em Química). Instituto de Química, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 

RJ, 2025. 

 

A Doença de Alzheimer (DA) caracteriza-se por ser um distúrbio neurodegenerativo 

progressivo e irreversível de memória e outras funções cognitivas, afetando o funcionamento 

ocupacional e social. O uso de compostos envolvendo ligantes multialvo (MTDLs), como 

inibidores mistos da enzima acetilcolinesterase (AChE) que atuam inibindo indiretamente a 

agregação do β-amiloide (Aβ) ou que combinem a inibição das colinesterases (ChEs) com 

outros mecanismos de ação vem sendo apontado como de grande valia para o tratamento da 

DA devido à possibolidade de se modular simultaneamente alvos que contribuem para a 

instalação e manutenção da doença. Recentemente, nosso grupo de trabalho (LaDMol-QM) 

descreveu duas classes de cumarinas (24 e 25a-b) que possuíam atividade inibitória mista, 

atuando no sítio catalítico (CAS) e periférico (PAS) ao mesmo tempo, com valores de CI50 de 

até 20 nM sobre a AChE e seletividades de até 354 vezes sobre a butirilcolinesterase (BChE). 

Tendo como base o mapa farmacofórico dessas séries, este trabalho tem como objetivo geral o 

planejamento, síntese e a avaliação farmacológica de uma série de benzil-triazol-cumarinas e 

de heterocíclos miméticos de cumarinas como possíveis agentes inibidores da enzima AChE de 

forma mista. Foram propostas três séries, sendo a primeira uma otimização da série triazol-

cumarina, com a síntese de novos derivados benzílicos (série A), e as séries com os heterociclos 

miméticos quinolinona (série B) e aminoquinazolina (série C). A síntese da série A, homóloga 

superior da série 25, foi concluída após dez etapas sintéticas, levando a obtenção de dez novos 

derivados da série triazol-cumarina (26a-j), em que todos os compostos foram capazes de inibir 

a AChE com valores de CI50 variando de 4,2 a 103,8 nM e seletividades de até 685 vezes frente 

a BChE. O estudo de ancoramento molecular mostrou consistência com os resultados do estudo 

de cinética enzimática de compostos triazol-cumarínicos, que os classifica como inibição do 

tipo mista. O potencial multialvo da série A foi evidenciado pelos resultados obtidos frente a 

hH3R, MAO-A e MAO-B. A síntese da série B, bioisóstero clássico da série 24, foi concluída 

após seis etapas sintéticas, levando a obtenção de sete novos derivados da quinolinona (58a-g), 

que demonstraram um perfil de inibição dual das colinesterases (ChEs). Os estudos de 

ancoramento molecular permitiram elucidar os distintos mecanismos de inibição observados 

para os derivados da série B. A síntese da série C, bioisóstero não-clássico da série 24, foi 

realizada de forma convergente após a obtenção dos dois principais blocos de construção 

reacional, do fenol-2-aminoquinazolina e do cloridrato de cloroalquil piperidina, levando a 

obtenção de dois novos derivados da série aminoquinazolina (67a-b), que demonstraram ser 

capazes de inibir a BChE de forma seletiva. O estudo de ancoramento molecular mostrou 

consistência com os resultados do estudo de cinética enzimática, que os classifica como inibição 

do tipo mista.  

Palavras-chave:  Alzheimer. Inibidores colinesterásicos. Multialvo.  



 

vi 

 

ABSTRACT 

NADUR, Nathalia Fonseca. Structural Optimization of 7-((piperidin-1-yl)alkoxy)-

coumarins: Homologation and Construction of Mimetic Heterocycles Aiming at the 

Development of New Mixed Cholinesterase Inhibitors: Seropédica, RJ. 2025. 288p Thesis 

(PhD in Chemistry). Institute of Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2025. 

 

Alzheimer's disease (AD) is characterized by being a progressive and irreversible 

neurodegenerative disorder of memory and other cognitive functions, affecting occupational 

and social functioning. The use of compounds involving multitarget-directed ligands (MTDLs), 

such as mixed inhibitors of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) that indirectly suppress 

aggregation of β-amyloid (Aβ) or combine cholinesterase (ChEs) inhibition with other 

mechanisms, has been observed as a high-value objective for AD treatment due to the 

possibility to inhibit simultaneously different targets that contribute to the onset and 

maintenance of the disease. Recently, our research group (LaDMol-QM) described two classes 

of coumarins (24 and 25a-b) that exhibited mixed inhibitory activity, acting on at the catalytic 

site (CAS) and at the peripheral site (PAS) simultaneously, with IC50 values of up to 20 nM on 

AChE and selectivities of up to 354-fold over butyrylcholinesterase (BChE). Based on the 

pharmacophoric map of these series, this work has as its general objective the design, synthesis, 

and pharmacological evaluation of a series of benzyl-triazole-coumarins and coumarin mimetic 

heterocycles as possible mixed inhibitors of the AChE enzyme. Three series were proposed: 

the first, an optimization of the triazole-coumarin series involving the synthesis of new benzyl 

derivatives (series A); the second, a series with mimetic heterocycles, including quinolinone 

(series B) and aminoquinazoline (series C). The synthesis of series A, a superior homolog of 

series 25, was completed after ten synthetic steps, leading to the production of ten new 

derivatives of the triazole-coumarin series (26a-j), in which all compounds were able to inhibit 

AChE with IC50 values ranging from 4.2 to 103.8 nM and selectivities of up to 685-fold against 

BChE. The molecular docking study showed consistency with the results of the enzymatic 

kinetics study of triazole-coumarin compounds, which classified them as mixed-type inhibition. 

The multitarget potential of series A was demonstrated by the results obtained against hH3R, 

MAO-A, and MAO-B. The synthesis of series B, a classical bioisostere of series 24, was 

completed after six synthetic steps, leading to the production of seven new quinolinone 

derivatives (58a-g), which demonstrated a dual inhibition profile of cholinesterases (ChEs). 

Molecular docking studies elucidated the distinct inhibition mechanisms observed for the B 

series derivatives. The synthesis of the C series, a non-classical bioisostere of the 24 series, was 

performed in a convergent manner after obtaining the two main reaction building blocks, 

phenol-2-amino quinazoline and chloroalkyl piperidine hydrochloride, leading to the 

production of two new derivatives of the amino quinazoline series (67a-b), which were shown 

to be capable of inhibiting BChE selectively. The molecular docking study showed consistency 

with the results of the enzyme kinetics study, which classified them as mixed-type inhibition. 

Keywords: Alzheimer, cholinesterase inhibitors. multitarget.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Doença de Alzheimer 

A doença de Alzheimer (DA) recebeu sua denominação em 1910, quando Emil 

Kraepelin propôs homenagear o colega Alois Alzheimer (Kraepelin, 1915). O termo reflete as 

observações pioneiras de Alzheimer, que a partir de 1901, acompanhou e documentou 

detalhadamente o caso de Auguste Deter, uma paciente de 51 anos com sintomas progressivos 

de degeneração cognitiva. Após o óbito da paciente, o exame post-mortem revelou atrofia 

difusa generalizada e alterações histológicas marcantes como o acúmulo de placas 

amiloides e emaranhados neurofibrilares, que hoje são reconhecidas como os 

principais marcadores biológicos da DA (MÖLLER, 1998). Em 1907, Alzheimer publicou o  

primeiro relato científico dessa forma de demência pré-senil, descrevendo pela primeira vez as 

anomalias nos emaranhados neurofibrilares (ALZHEIMER, 1907; Hippius; Neundörfer, 2003). 

A doença de Alzheimer (DA), é uma das demências neurodegenerativas mais frequentes 

associadas ao envelhecimento e corresponde a 60-70% dos casos. Sua prevalência aumenta 

exponencialmente com a idade: abaixo de 1% entre indivíduos de 60 a 64 anos, duplica a cada 5 

anos após os 65 anos e atinge 30-50% das pessoas acima de 85 anos (Nichols et al., 2022). No 

Brasil, o Global Burden of Disease (GBD) estimou 1,85 milhão de casos de DA e outras 

demências em 2019, com projeções de triplicar até 2050 (6,7 milhões), um aumento superior 

a 200% (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024; NICHOLS et al., 2022). Globalmente, mais de 55 

milhões de pessoas vivem com demência atualmente, número que deve saltar para 78 milhões 

em 2030 e 139 milhões em 2050, concentrando-se principalmente em países de baixa e média 

renda – onde já residem 60% dos casos, percentual que alcançará 71% até 2050. O crescimento 

mais acelerado ocorre em regiões como Ásia Meridional e Pacífico Ocidental, impulsionado 

pelo envelhecimento populacional em países como China e Índia (Nichols et al., 2022; WHO, 

2025). 

A DA é uma doença neurodegenerativa progressiva e irreversível, em que há 

deterioração das funções cognitivas de modo superior ao que seria esperado pelo 

envelhecimento normal. Ela é caracterizada pela perda progressiva de memória e outras funções 

cognitivas, além do desenvolvimento de distúrbios comportamentais (Burns; Iliffe, 2009; 

Knopman et al., 2021).  

A progressão clínica da DA divide-se em três fases principais. Na fase inicial, observa-se 

esquecimento e comprometimento cognitivo leve, alterações comportamentais sutis (como 
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irritabilidade ou ansiedade) e tendência ao isolamento social. No estágio moderado, há uma 

perda significativa de memória, confusão mental, comprometimento das habilidades de 

planejamento e raciocínio lógico, além de manifestações como agressividade, agitação e 

distúrbios do sono. No estágio grave, ocorre perda total da memória, desorientação espaço-

temporal, incapacidade de comunicação verbal e dependência completa de cuidadores para 

atividades básicas. Com a evolução, surgem complicações motoras e disfagia, reforçando a 

necessidade de cuidados paliativos especializados (Hussain et al., 2025). 

Infelizmente, a detecção precoce da doença de Alzheimer na prática clínica enfrenta 

desafios significativos, principalmente devido à dificuldade em diagnosticar a patologia com 

precisão e à tendência de pacientes e profissionais de saúde atribuírem os sintomas iniciais ao 

envelhecimento natural. Embora a doença seja conhecida há muito tempo, apenas nas últimas 

décadas ganhou maior atenção científica, impulsionando avanços no entendimento de sua 

evolução e no desenvolvimento de métodos terapêuticos. Apesar disso, a sequência exata das 

alterações cerebrais que desencadeiam a doença permanece desconhecida (Porsteinsson et al., 

2021). 

1.2.  Mecanismos Neuropatológicos e Alvos Terapêuticos na Doença de Alzheimer 

A DA consiste em uma disfunção sináptica de origem multifatorial, resultante da 

interação entre múltiplos mecanismos patogênicos. Contudo, a origem desses mecanismos e 

seu papel no comprometimento da funcionalidade e sobrevivência neuronal ainda não foram 

completamente esclarecidos (Knopman et al., 2021).  

Observações ao nível microscópico permitiram identificar nas estruturas do lobo 

temporal medial e áreas corticais do cérebro, que as lesões características de DA são a 

ocorrência de placas senis (ou neurítica) e emaranhados neurofibrilares, juntamente com a 

degeneração dos neurônios e das sinapses. Dentre os diversos mecanismos patogênicos que 

estão envolvidos nessas mudanças, os que possuem maior enfoque incluem a agregação de 

placas β-amiloide (Aβ) nas células nervosas ao longo de todo o córtex cerebral (Hardy, 2002; 

Knopman et al., 2021), a presença dos emaranhados neurofibrilares intracelulares associados à 

hiperfosforilação da proteína Tau (PTau), que ocorrem inicialmente no lobo temporal medial e 

subsequentemente se estendem para as regiões isocorticais dos lobos temporal, parietal e frontal 

(Knopman et al., 2021), neuroinflamação das células gliais (Knezevic; Mizrahi, 2018), a 

disfunção mitocondrial (Wu; Chen; Jiang, 2019) e colinérgica, além do envolvimento do 

estresse oxidativo como agravante da perda sináptica e morte neuronal (Zhao; Zhao, 2013; 
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Huang; Mucke, 2012). No entanto nenhuma dessas hipóteses é capaz de explicar de forma 

independente as condições patológicas observadas na DA (Rajasekhar; Govindaraju, 2018). 

1.2.1. Hipótese amiloide 

A hipótese da cascata amiloide é a teoria mais aceita e postula que a agregação dos 

peptídeo β-amiloide como placas senis no cérebro desencadeia a neurodegeneração observada 

na DA, sendo um gatilho para várias outras vias patológicas intimamente associadas a doença 

(Rajasekhar; Govindaraju, 2018; Singh et al., 2022). As placas Aβ acumulam-se 

predominantemente no córtex cerebral, hipocampo, córtex entorrinal e no estriado ventral, que 

são cruciais para a memória e a cognição, e é gerado a partir da clivagem enzimática sequencial 

da proteína precursora de amiloide (PPA) (Cheignon et al., 2018; Rajasekhar; Govindaraju, 

2018). 

Em condições fisiológicas normais, a proteína precursora de amiloide (APP) é 

processada pela α-secretase, que realiza uma clivagem não amiloidogênica. Essa ação gera dois 

fragmentos solúveis: APPsα (com função neuroprotetora) e αCTF (fragmento C-terminal). 

Posteriormente, o αCTF é clivado pela γ-secretase, produzindo o peptídeo p3 (não patogênico) 

e o domínio intracelular da proteína precursora do amiloide (AICD). Esse mecanismo previne 

a formação do peptídeo β-amiloide (Aβ). Em condições patológicas, entretanto, o 

processamento da APP é desviado para a via amiloidogênica. Nesse caso, a β-secretase cliva a 

APP primeiro, gerando APPsβ e βCTF. Em seguida, a γ-secretase atua sobre o βCTF, 

produzindo peptídeos Aβ de diferentes tamanhos (27 a 43 aminoácidos). Após a síntese, o Aβ 

é secretado no espaço extracelular na forma de monômeros. Devido à sua sequência hidrofóbica 

– especialmente no caso do Aβ42 –, esses monômeros têm alta propensão a agregar-se de 

forma concentração-dependente. Esse processo inicia-se com a formação 

de oligômeros (estruturas pequenas e altamente tóxicas) e progride para fibrilas 

amiloides (estruturas alongadas e insolúveis), que compõem as placas senis (Figura 1) (Roy et 

al., 2025). 

Embora o Aβ40 seja o fragmento mais abundante, o Aβ42 destaca-se por sua maior 

hidrofobicidade e potencial amiloidogênico, sendo considerado o principal responsável pela 

formação das placas. Ambos os peptídeos, contudo, podem agregar-se e contribuir para a gênese 

das estruturas fibrilares características da doença (Knopman et al., 2021; Rajasekhar; 

Govindaraju, 2018; Roy et al., 2025; Singh et al., 2022). 
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Figura 1. Formação dos peptídeos Aβ seguida do seu acúmulo para formar placas insolúveis 

de Aβ em cérebros portadores da DA (Adaptado de (Knopman et al., 2021)). 

 

1.2.2. Hipótese da Proteína tau 

A hipótese da proteína Tau tem como base patológica a hiperfosforilação da proteína 

Tau (PTau), que desencadeia a desintegração dos microtúbulos e a subsequente agregação 

intracelular da Tau hiperfosforilada, formando os emaranhados neurofibrilares (ENFs). 

Em condições fisiológicas, a proteína Tau está associada aos microtúbulos (sendo 

classificada como uma proteína associada a microtúbulos – MAP) e desempenha um papel 

essencial na modulação da estabilidade dessas estruturas, principalmente nos microtúbulos 

axonais. As cinases que fosforilam a proteína Tau (PTau) atuam como reguladoras centrais de 

sua função biológica, dado que a Tau é predominantemente localizada nos axônios neuronais, 

onde sua fosforilação controlada é crucial para manter a integridade estrutural e funcional dos 

neurônios. 

Em portadores de DA, no entanto, observa-se uma hiperfosforilação da Tau. Esse 

processo leva à desestabilização dos microtúbulos, resultando na formação de filamentos 

patológicos que se agregam no interior das células. Inicialmente, formam-se filamentos 

helicoidais pareados (FHP), que evoluem para a formação dos ENFs no interior dos corpos 

celulares neuronais. Esses agregados atuam como barreiras físicas ao transporte axonal, 

comprometendo a comunicação sináptica e contribuindo para a degeneração neuronal (Figura 

2) (Ali et al., 2025; Soni et al., 2025). 
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Figura 2. Hiperfosforilação da proteína Tau que causa dissociação dos microtúbulos, levando 

à formação de filamentos helicoidais pareados que evoluem para a formar emaranhados 

neurofibrilares. 

 

1.2.3. Hipótese Colinérgica 

A hipótese colinérgica postula que os déficits cognitivos surgem principalmente 

da degeneração extensiva dos neurônios colinérgicos no prosencéfalo basal, com destaque para 

o núcleo basal de Meynert (NBM). Essa neurodegeneração resulta em um declínio acentuado 

da atividade da colina acetiltransferase (ChAT) em regiões vitais para a cognição, incluindo o 

hipocampo, o córtex cerebral e as estruturas límbicas, comprometendo funções como memória, 

aprendizagem e processamento cognitivo. Além disso, a disfunção colinérgica 

desencadeia desregulação da neurotransmissão glutamatérgica e 

GABAérgica, comprometimento da modulação cardíaca mediada pelo nervo vago e alterações 

na regeneração sináptica. A redução da densidade de receptores nicotínicos e 

muscarínicos agrava a desregulação neuronal e acelera a progressão da doença de Alzheimer 

(DA)(Chen et al., 2022; Picciotto; Higley; Mineur, 2012; Soni et al., 2025). 

A enzima colina-acetiltransferase (ChAT) catalisa a biossíntese da acetilcolina (ACh), 

combinando colina e acetil-CoA. Após sua síntese, a ACh é armazenada em vesículas sinápticas 

até sua liberação na fenda sináptica durante a transmissão neuronal. Após a exocitose, a ACh 
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pode se ligar a receptores colinérgicos no neurônio pós-sináptico, desencadeando respostas 

fisiológicas, ou ser degradada pela acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda, resultando em 

acetato e colina. A colina liberada é recapturada pelo neurônio pré-sináptico por meio de um 

transportador dependente de Na⁺ nos terminais axonais, sendo reutilizada para síntese de novas 

moléculas de ACh, fechando assim seu ciclo de reciclagem (Figura 3)(Chen et al., 2022).  

 

Figura 3. Representação do ciclo da acetilcolina nos neurônios. 

Dessa forma, o desenvolvimento de uma abordagem terapêutica baseada em inibidores 

da acetilcolinesterase (iAChE), que atuam bloqueando a enzima acetilcolinesterase (AChE) – 

responsável pela hidrólise da acetilcolina (ACh) na fenda sináptica. Ao inibir a AChE, esses 

fármacos aumentam a disponibilidade de ACh, restabelecendo assim a função colinérgica 

(Chen et al., 2022). 

Apesar da hidrólise da acetilcolina (ACh) ser mediada principalmente 

pela acetilcolinesterase (AChE), a butirilcolinesterase (BChE) também é capaz de degradar 

esse neurotransmissor, embora em menor proporção. Produzida pelo fígado e presente 

principalmente no plasma sanguíneo, a BChE desempenha um papel secundário no cérebro de 

adultos saudáveis, onde a AChE responde por cerca de 80% da atividade das colinesterases 

(ChE).  No entanto, durante a progressão da doença de Alzheimer (DA), observa-se que em 

algumas regiões cerebrais, até 90% da atividade da AChE é perdida, enquanto os níveis de 

atividade da BChE aumentam em até 105-165% do normal, tornando-se a principal enzima 
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metabólica da ACh (Li et al., 2018). Essa inversão sugere que a modulação da BChE pode 

representar uma abordagem terapêutica promissora para restaurar a função colinérgica, em 

estágios mais avançados da doença, com potencial de oferecer benefícios sinérgicos e reduzir 

efeitos colaterais periféricos (Do N. Goulart et al., 2021; Perry et al., 1978; Tok, 2025) 

A AChE e BChE apresentam homologia estrutural de aproximadamente 65%, 

compartilhando a presença de uma região periférica, denominada PAS, e outra composta pela 

tríade catalítica (Ser, His, Glu), conhecida com sitio catalítico (CAS), separados por um canal 

com aproximadamente 20 Å (De Boer et al., 2021; Peitzika; Pontiki, 2023). As diferenças entre 

ambas residem na organização de subdomínios dentro da cavidade catalítica, como o sítio de 

ligação de acila, o sítio de ligação de colina e cavidade oxiânion. A distinção mais relevante 

ocorre na cavidade de ligação a acila, na qual os resíduos aromáticos Phe295 e Phe297 presentes 

na AChE são substituídos pelos resíduos alifáticos Leu286 e Val288 na BChE, tornando sua 

cavidade mais ampla e capaz de acomodar substratos volumosos (Figura 4) (Brus et al., 2014; 

Do N. Goulart et al., 2021; Li et al., 2018) 

 
Figura 4. A) Representação da superfície do canal profundo da acetilcolinesterase humana 

(hAChE) (PDB: 4EY4) e B) da butirilcolinesterase humana (hBChE) (PDB: 1P0I) (cinza). Os 

resíduos estão representados: no PAS (em verde); na tríade catalítica (em magenta); na cavidade 

oxiânion (em laranja); no sítio de ligação a acila (em ciano); no sítio de ligação de colina (em 

amarelo) (Adaptado de (Do N. Goulart et al., 2021)). 

A AChE não está envolvida apenas no controle dos níveis de acetilcolina (ACh), mas 

também atua como cofator crítico na agregação do peptídeo β-amiloide (Aβ). A literatura relata 
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que a AChE induz alterações conformacionais e bioquímicas no Aβ, acelerando a 

oligomerização dos peptídeos Aβ e a agregação de placas senis e formando complexos AChE-

Aβ que exibem neurotoxicidade significativamente maior comparada aos peptídeos Aβ isolados 

(Han; He, 2018; Li et al., 2018). Esse mecanismo está intimamente ligado à região do PAS da 

AChE, que possui alta similaridade estrutural com o fragmento Aβ16-40 (Mauri et al., 2014). 

Diante disso, compostos iAChE com atividade mista, i.e. que atuem tanto no sítio catalítico 

(CAS) quanto no PAS da AChE, emergem como candidatos promissores para o 

desenvolvimento de ligantes multi-alvo direcionados (MTDLs) (Li et al., 2018). 

 

1.2.4. Hipótese Glutamatérgica 

A hipótese glutamatérgica propõe que o desequilíbrio na sinalização do glutamato, 

contribui para a excitotoxicidade e neurodegeneração na DA. O glutamato (GLU) é o 

neurotransmissor excitatório que exerce funções importantes para a cognição e plasticidade 

sináptica, e é mediado por diferentes classes de receptores de glutamato, como os ionotrópicos, 

incluindo os receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) e ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazol-propiônico (AMPA) e os metabotrópicos (mGluRs) (Bukke et al., 2020; Puranik; 

Song, 2024). 

De acordo com a hipótese, a desregulação inicia-se pela liberação excessiva de 

glutamato por neurônios danificados e a pela falha na recaptação por astrócitos, levando a um 

acúmulo de GLU na fenda sináptica que superativa os receptores NMDA.  Em condições 

normais, os receptores NMDA permitem a entrada controlada de cálcio (Ca+2) após 

despolarização neuronal. Na DA, é observado a abertura crônica desses receptores, permitindo 

um influxo excessivo de Ca²⁺, que excede a capacidade de tamponamento celular. Esse excesso 

ativa enzimas pró-apoptóticas e gera radicais livre (ROS), desencadeando excitotoxicidade, 

dano oxidativo a componentes celulares e disfunção mitocondrial. Esses eventos culminam em 

perda sináptica, morte neuronal e agravamento da patologia de Aβ e tau, estabelecendo um ciclo 

vicioso de neurodegeneração e declínio cognitivo característico da doença (Abdallah, 2024; 

Puranik; Song, 2024). 

Uma estratégia terapêutica promissora envolve o uso de antagonistas do receptor 

NMDA, que bloqueiam a ativação excessiva pelo glutamato sem interferir na sinalização 
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fisiológica. Ao inibir o receptor NMDA, se previne a superativação do sistema 

glutamatérgico  e, consequentemente,  a excitotoxicidade observada na DA (Abdallah, 2024).  

 

1.2.5. Hipótese da Neuroinflamação 

A neuroinflamação é desencadeada pela resposta de células gliais dominantes no 

sistema nervoso central (SNC), como a micróglia e os astrócitos (Chen et al., 2025a). A 

micróglia, em estado fisiológico normal, desempenha um papel vital na ativação de mecanismos 

reparadores para englobar patógenos, bem como células necróticas e detritos celulares. Estudos 

demonstram que, na fase inicial da doença de Alzheimer (DA), a micróglia exerce um papel 

protetor, fagocitando agregados de β-amiloide (Aβ) e reduzindo a formação de placas, o que 

confere efeito neuroprotetor (Dominguez-Gortaire et al., 2025). Entretanto, com a progressão 

da DA, a micróglia entra em um estado de hiperativação crônica, liberando quantidades 

excessivas de citocinas pró-inflamatórias (como IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α), quimiocinas e 

moléculas neurotóxicas, incluindo óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ERO). 

Esses mediadores inflamatórios aumentam a lesão neuronal, promovem a disfunção sináptica e 

amplificam as cascatas neurodegenerativas (Abbas et al., 2025; Chen et al., 2025a; Dominguez-

Gortaire et al., 2025). 

Os astrócitos, que constituem a maioria das células gliais, desempenham uma variedade 

de funções essenciais, como sustentação dos neurônios, regulação da barreira hematoencefálica, 

controle das respostas imunes, equilíbrio dos íons extracelulares e promoção da plasticidade 

sináptica. No sistema nervoso central (SNC), atuam como reguladores dos processos 

inflamatórios, produzindo uma série de citocinas pró-inflamatórias e sendo importantes para a 

fagocitose e remoção de placas Aβ (Martin-Jiménez et al., 2017). Entretanto, sob condições de 

estresse oxidativo, os astrócitos transitam para um estado reativo conhecido como astrogliose, 

em que é observado um acúmulo de astrócitos em sítios de placas Aβ, o que intensifica a 

liberação de reguladores pró-inflamatórios, levando ao aumento das funções tóxicas e causando 

um prolongamento da neuroinflamação (Chen et al., 2025a). 

Dessa forma, a neuroinflamação na DA, impulsionada pela interação 

entre micróglia e astrócitos, correlaciona-se diretamente com a agregação Aβ, a 

hiperfosforilação da tau e disfunção sináptica (Chen et al., 2025a).  
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Figura 5. Papel dos astrócitos e micróglias na neurodegeneração da DA. 

 

1.2.6. Hipótese do Estresse Oxidativo 

O estresse oxidativo é considerado um mecanismo-chave na patogênese da DA, uma vez 

que pode ativar múltiplas vias de sinalização celular que contribuem para a progressão inicial da 

neurodegeneração. Estudos indicam que o desequilíbrio entre a produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERN) e a defesa antioxidante está associado a danos 

celulares precoces, como disfunção mitocondrial, falhas no reparo do DNA, agregação de beta-

amiloide (Aβ) e hiperfosforilação da proteína tau (Dominguez-Gortaire et al., 2025; Li et al., 

2018). 

As EROs, moléculas altamente reativas derivadas do metabolismo do oxigênio, são 

essenciais em processos fisiológicos, como sinalização celular e defesa contra patógenos, 

quando mantidas em homeostase (Sies, 2015). No entanto, seu acúmulo descontrolado gera 

estresse oxidativo, afetando principalmente os neurônios, uma vez que o cérebro possui um 

maior consumo de oxigênio em relação aos demais órgãos do corpo. Como consequência, observa-

se danos em lipídios, proteínas e DNA, comprometendo a função neuronal e desencadeando 

morte celular (Dominguez-Gortaire et al., 2025). Desta forma, estratégias antioxidantes são 

investigadas visando reduzir danos, proteger neurônios e obter efeitos neuroprotetores sendo 

consideradas abordagens viáveis para o tratamento da DA (Li et al., 2018). 
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1.2.7. Homeostase de metais  

A hipótese dos metais na DA baseia-se na instabilidade homeostática de íons metálicos 

(Cu, Fe, Zn e Al) observada no cérebro de portadores de DA. Esse desequilíbrio nos íons 

metálicos, seja por excesso ou insuficiência, contribui prejudicialmente nos mecanismos 

patológicos de doenças neurodegenerativas (Rajasekhar; Govindaraju, 2018).  

Altas concentrações de biometais, como ferro (Fe), cobre (Cu) e zinco (Zn), no cérebro 

promovem interações com a proteína beta-amiloide (Aβ), levando à formação de agregados 

tóxicos. Íons de Cu²⁺ e Zn²⁺ aceleram a agregação de peptídeos Aβ, contribuindo para a 

formação de placas senis. Metais redox-ativos, como Fe e Cu, ligam-se à Aβ, formando 

complexos (Cu-Aβ e Fe-Aβ) que estabilizam oligômeros neurotóxicos e participam diretamente 

da geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), resultando em estresse oxidativo e morte 

neuronal Além disso, a deposição de ferro está correlacionada com agregados insolúveis da 

proteína tau no giro temporal inferior, sugerindo seu papel na formação de emaranhados 

neurofibrilares (NFTs) (Abbas et al., 2025; Chen et al., 2025b).  

Esses íons metálicos (Fe2+, Cu2+⁺, Zn2+) estimulam a produção de radicais livres, 

oxidando lipídios, proteínas e DNA, e estão associados tanto à agregação de Aβ quanto à 

formação de NFTs. Paralelamente, promovem neuroinflamação e ativam vias tóxicas que 

culminam em disfunção e morte celular. Embora os mecanismos precisos ainda sejam 

investigados, o desenvolvimento de quelantes metálicos para reduzir a toxicidade neuronal 

emerge como uma estratégia terapêutica promissora na DA (Chen et al., 2025b; Li et al., 2018).  

 

1.2.8. Histamina H3R 

Localizados no hipotálamo, no núcleo tuberomamilar (NTM), os neurônios 

histaminérgicos servem como a principal fonte de síntese de histamina no cérebro (Szukiewicz, 

2024).  A histamina é um neurotransmissor e regulador imunológico essencial no sistema 

nervoso central, atuando por meio de quatro subtipos (H1R, H2R, H3R e H4R) de receptores 

acoplados à proteína G (GPCRs). Enquanto os receptores H1R, H2R e H4R estão associados a 

respostas alérgicas, secreção gástrica e imunológicas/ inflamatórias respectivamente, o receptor 

H3 (H3R) possui funções críticas na modulação cognitiva e neuroinflamatória (Nieto-Alamilla 

et al., 2016; Thomas et al., 2024).  
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O H3R está localizado principalmente em neurônios pré-sinápticos, onde atua 

como autorreceptor, inibindo a síntese e liberação de histamina, e 

como heterorreceptor regulando a liberação de neurotransmissores como dopamina, 

acetilcolina, GABA, serotonina e norepinefrina (Figura 6A). Sua ativação inibe a adenilato 

ciclase, reduzindo os níveis de adenosina monofosfato cíclico (cAMP) e suprimindo vias de 

sinalização dependentes, como a ativação da proteína cinase A (PKA) e a transcrição de genes 

mediada pela proteína de ligação ao elemento responsivo ao cAMP (CREB). Além disso, o H3R 

regula efetores como MAPKs e PI3K/AKT/GSK-3β, vias críticas para a sobrevivência 

neuronal e modulação inflamatória. Adicionalmente, o H3R inibe o trocador Na+/H+ (NHE), 

regulando pH intracelular e Ca2+, modulando homeostase iônica e excitabilidade neuronal 

(Figura 6B) (Szukiewicz, 2024; Thomas et al., 2024).  

 Em contraste, antagonistas ou agonistas inversos do H3R elevam a liberação de 

histamina, amplificando a neurotransmissão e a plasticidade sináptica. Além disso, reduzem a 

neuroinflamação ao inibir a ativação da micróglia no estado pró-inflamatório, suprimindo a 

liberação de citocinas e estimulando a polarização para o fenótipo anti-inflamatório. Essas 

propriedades destacam o H3R como um alvo farmacológico promissor para doenças com 

déficits cognitivos e neuroinflamatórios, como a DA (Szukiewicz, 2024; Thomas et al., 2024; 

Zhao et al., 2024).  

 

 

Figura 6. A) Receptores H3 funcionando como auto e heterorreceptores. B) Vias de sinalização 

associadas ao H3R (Adaptado de (Thomas et al., 2024)). 
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1.2.9. Monoamino Oxidase B (MAO-B) 

As monoamina oxidase (MAO) são enzimas mitocondriais que contém dinucleotídeos 

de flavina adenina (FAD) responsáveis por catalisar a desaminação oxidativa de monoaminas 

e outras proteínas, desempenhando um papel crítico no metabolismo dos neurotransmissores 

(Li et al., 2018; Soni et al., 2025). A MAO é classificada em duas isoformas, MAO-A e MAO-

B, de acordo com a especificidade do substrato e a sensibilidade ao inibidor. A MAO-A se 

caracteriza por ter maior especificidade por serotonina (5-HT), norepinefrina e epinefrina. No 

cérebro a MAO-A está predominantemente localizada em neurônios catecolaminérgicos e em 

tecidos periféricos humanos e é predominantemente expressa na placenta e fibroblastos. Além 

disso, está envolvida na patogênese e no progresso de doenças neuropsiquiátricas (Naoi et al., 

2025).  

Já a MAO-B está presente em neurônios serotoninérgicos e histaminérgicos e células 

gliais, e em tecido como plaquetas e linfócitos (Naoi et al., 2025). Além disso a MAO-B, é a 

enzima responsável pela degradação da dopamina, regulando a neurotransmissão 

dopaminérgica, essencial para funções motoras, cognitivas e de recompensa (Figura 7A). Na 

Doença de Alzheimer (DA), sua atividade elevada em células gliais e neurônios reduz a 

disponibilidade de dopamina, prejudicando a sinalização sináptica e exacerbando déficits 

motores e cognitivos, paralelos aos observados na Doença de Parkinson. Além disso, a MAO-

B gera peróxido de hidrogênio (H2O2) durante o metabolismo da dopamina, produzindo 

espécies reativas de oxigênio (ROS) que induzem estresse oxidativo, danificam componentes 

celulares (lipídios, proteínas e DNA), desestabilizando a homeostase celular e ativando células 

gliais (como astrócitos e micróglias), que liberam citocinas pró-inflamatórias. Essas citocinas 

regulam positivamente a expressão da MAO-B, amplificando sua atividade enzimática (Figura 

7B) (Oyovwi et al., 2025).  

Dessa forma, estratégias terapêuticas focadas na inibição seletiva da MAO-B, visam 

restaurar o equilíbrio dopaminérgico, reduzir ROS e interromper a cascata inflamatória, 

oferecendo potencial neuroprotetor contra os mecanismos centrais da DA (Oyovwi et al., 2025).   
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Figura 7. A) Estimulação do sistema dopaminérgico pela ação dos inibidores da MAO-B 

(Adaptado de (ParkinsonsDisease, 2025)); B) Desaminação oxidativa catalisada pela MAO-B, 

levando a formação de radicais livres (Adaptado de (Oyovwi et al., 2025)). 

1.3. Terapias para a Doença de Alzheimer 

Nas últimas décadas, observou-se um aumento significativo nos estudos sobre a 

patologia da doença de Alzheimer, tanto na identificação de alvos terapêuticos quanto no 

desenvolvimento de fármacos. A complexidade desta doença torna o desenvolvimento de 

terapias um grande desafio. Além da incerteza sobre seus mecanismos patológicos, sua 

progressão lenta torna os ensaios clínicos demorados, exigindo abordagens específicas para 

cada estágio e segurança em tratamentos de longo prazo. Além disso, somam-se os desafios de 

integrar múltiplos alvos moleculares e validar biomarcadores precisos (Abdallah, 2024). 

Por muitas décadas as terapias disponíveis para o tratamento da doença de Alzheimer 

eram apenas terapias sintomáticas, ou seja, terapias capazes de aliviar os sintomas de uma 

doença, sem necessariamente tratar ou erradicar a causa. Entretanto houve progresso recente no 

desenvolvimento e aprovação de terapias modificadoras da doença (TMDs).  

 

1.3.1. Terapias sintomáticas da doença 

Ao longo de décadas, poucos fármacos receberam a aprovação pelo Food and Drug 

Administration (FDA) para tratar os sintomas cognitivos da DA. A Tacrina (1), foi o primeiro 

inibidor da colinesterase aprovado pela FDA em 1993 para o tratamento da DA, entretanto, foi 

A B 
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retirado do mercado em 2013 por apresentar a alta hepatoxicidade, sendo substituída pelos 

fármacos rivastigmina (2), donepezila (3) e galantamina (4). A rivastigmina (2) é um inibidor 

não-competitivo pseudoirreversível e não seletivo, de modo que inibe com afinidades muito 

semelhantes tanto a AChE quanto a BChE, já a donepezila (3) e galantamina (4) são inibidores 

reversíveis e seletivos de AChE, mas ainda possuem efeitos adversos associados (Figura 8).  

Esta classe é reconhecida por atuar apenas de forma paliativa, melhorando a 

neurotransmissão colinérgica pelo aumento da disponibilidade de ACh pela inibição da AChE, 

mas sem impedir a progressão da doença (Abdallah, 2024; Ferri et al., 2005).  

O outro fármaco utilizado é a memantina (5), um derivado da adamantina, que foi 

aprovado para uso clínico em 2003 como um antagonista de N-metil D-aspartato (NMDA) e é 

prescrito principalmente para estágios mais avançados da doença, podendo ser usada sozinha 

ou em combinação com a donepezila (3) (Figura 8).  

 

Figura 8. Fármacos inibidores colinesterásicos (1-4) e inibidor do receptor NMDA (5) 

aprovados pela FDA para o tratamento dos sintomas cognitivos da DA. 

A abordagem terapêutica da memantina (5) segue a hipótese glutamatérgica e age 

inibindo os receptores NMDA reduzindo o influxo de íons de cálcio nos neurônios, de modo 

que impede a ativação de eventos intracelulares tóxicos. Ela melhora a capacidade cognitiva e 

distúrbios comportamentais, mas sem modificar a doença (Abdallah, 2024).   

Além do tratamento dos sintomas cognitivos, os sintomas comportamentais e 

psicológicos da demência (BPSD) — como agitação, agressividade, alucinações, depressão ou 
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ansiedade — também são frequentemente abordados, embora com extrema cautela, devido aos 

riscos associados em pacientes idosos (Lee et al., 2025; Murphy; Golden; Tampi, 2025). 

Recentemente, o brexpiprazol (6) tornou-se o primeiro fármaco aprovado pela FDA para o 

tratamento da agitação associada à doença de Alzheimer (Figura 9) (Commissioner, 2024). 

Outras opções terapêuticas utilizadas para BPSD, ainda que não aprovadas oficialmente pela 

FDA incluem outros antipsicóticos, antidepressivos, particularmente inibidores seletivos da 

recaptação da serotonina (ISRS), e baixas doses de trazodona, inibidores da colinesterase (1-4) 

e memantina (5). No entanto, esses tratamentos apresentam eficácia apenas modesta no 

controle dos sintomas comportamentais e psicológicos, reforçando a necessidade de 

monitoramento rigoroso e abordagens multidisciplinares (Murphy; Golden; Tampi, 2025). 

 

Figura 9. Fármaco Brexpiprazol (6) usado para o tratamento da agitação na DA. 

 

1.3.2. Terapias modificadoras da doença  

Por décadas, não houve terapias modificadoras da doença (TMDs) aprovadas pelo FDA 

para a doença de Alzheimer. Esse cenário mudou em 2021, com a aprovação do aducanumabe 

(Aduhelm®), o primeiro anticorpo monoclonal anti-amiloide. Essa nova classe de 

medicamentos tem como alvo a remoção de placas de beta-amiloide (Aβ), marcando o início 

das TMDs para a DA. O aducanumabe recebeu aprovação acelerada pelo FDA, baseado em 

resultados satisfatórios na fase II dos ensaios clínicos, e em dados reanalisados de dois estudos 

de fase III inconclusivos. A decisão, que ignorou a recomendação contrária do comitê 

consultivo da FDA, foi bastante criticada e gerou debates entre os cientistas (Abdallah, 2024; 

Liu et al., 2024). 

O Aducanumabe, um anticorpo monoclonal recombinante, é descrito como capaz de 

interagir com os agregados de Aβ e os marcar para remoção microglial, retardando o declínio 

cognitivo em pacientes com DA leve. Entretanto, além da falta de evidências sólidas de sua 
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eficácia clínica, demonstra efeito colateral significante, como risco de edema cerebral (ARIA-

E) em 35% dos casos (Abdallah, 2024; Ameen et al., 2025; Yang; Abd-Elrahman, 2025).  

Em janeiro de 2023, o fármaco lecanemabe (Leqembi®) também recebeu aprovação 

acelerada pela FDA, e após investigação mais aprofundada, recebeu a aprovação tradicional da 

FDA em julho de 2023 para o tratamento da DA em estágio inicial. O lecanemabe, um anticorpo 

monoclonal anti-Aβ, apresenta uma estratégia direcionada ao interagir preferencialmente com 

oligômeros solúveis de Aβ e agregados fibrilares, reduzindo a carga neurotóxica nas formas de 

Aβ (Abdallah, 2024; Ameen et al., 2025). Como efeitos colaterais foram observados risco de 

edema cerebral (ARIA-E) em 12,6 % dos casos e risco de micro-hemorragias (ARIA-H) em 

17,3% dos casos. Esses efeitos são mais comuns em portadores do gene APOE ε4. A maioria 

dos casos é leve, mas exige monitoramento por ressonância magnética (Ameen et al., 2025).  

Recentemente, em julho de 2024, houve a aprovação do donanemabe (KisunlaTM), um 

anticorpo monoclonal, que se liga especificamente a região N-terminal do piroglutamato da Aβ 

(N3pE), presente principalmente em placas amiloides. Ele promove a remoção das placas 

amiloides e redução das formas tóxicas de Aβ, incluindo agregados solúveis e insolúveis. Como 

efeito colateral foram observados risco de edema cerebral (ARIA-E) em 26 % dos 

casos (Ameen et al., 2025; Kim et al., 2025).  

 

1.3.3. Candidatos a Fármacos em Fases clínicas 

Muitos candidatos a fármacos se encontram em fases clínicas do processo de 

desenvolvimento de medicamentos para a DA. Os dados de registro desses ensaios clínicos 

podem ser encontrados no clinicaltrials.gov, mantido pela Biblioteca Nacional de Medicina dos 

Institutos Nacionais de Saúde (NIH) dos EUA. Esses dados são diariamente transferidos para o 

Observatório de Ensaios Clínicos para análise e interpretação e disponibilizados em 

Alzpipeline.com, cujo banco de dados abrange todos os ensaios clínicos intervencionistas sobre 

a Doença de Alzheimer e demências relacionadas, garantindo análise sistemática e atualizada 

do panorama de pesquisa global (AlzPipeline, 2025; ClinicalTrials, 2025; Cummings et al., 

2024).  

Dados obtidos em maio de 2025, contabilizam 175 ensaios clínicos para DA avaliando 

138 candidatos a fármacos. Isso incluiu 52 ensaios testando 36 candidatos a fármacos na Fase 

III; 89 ensaios avaliando 82 candidatos a fármacos na Fase II; e 34 ensaios testando 33 

candidatos a fármacos na Fase I (Figura 10) (AlzPipeline, 2025). 
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Figura 10. Número de candidatos a fármacos em cada fase do processo de desenvolvimentos 

de medicamentos para a doença de Alzheimer (Adaptado de (AlzPipeline, 2025)).  

A maioria dos candidatos a fármacos em desenvolvimento para DA são TMDs. No total, 

há 133 TMDs, representando 76% dos compostos em ensaios clínicos, dos quais 71 são 

pequenas moléculas e 62 biológicas. Além disso, 22 candidatos a fármacos (12,6%) têm como 

objetivo o aprimoramento cognitivo, e 19 fármacos (11%) são tratamentos propostos para 

sintomas neuropsiquiátricos (Figura 11). 

 
Figura 11. Número de candidatos a fármacos classificados por finalidade terapêutica em cada 

fase do processo de desenvolvimento de medicamentos para a doença de Alzheimer (Adaptado 

de (AlzPipeline, 2025)). 

De modo geral, observa-se que vários ensaios clínicos com anticorpos monoclonais anti-

amiloide estão em andamento. Recentemente, foi concluído o ensaio de fase III 

do solanezumabe (NCT04623242), que falhou ao não demonstrar eficácia em retardar o 

declínio cognitivo. Paralelamente, a fase III do gantenerumabe (NCT06424236) foi 

interrompida pela Roche, após vários estudos, apesar de ter mostrado maior eficácia na redução 

de placas amiloides. Isso porque o candidato a fármaco enfrentou desafios significativos, como 

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Número de Candidatos a Fármacos

Fase I Fase II Fase III

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Biofármaco modificador da doença

Pequena molécula modificadora da doença

Sintomas neuropsiquiátricos

Aprimoramento cognitivo

não avaliado

Número de ensaios por finalidade terapêutica

Fase I Fase II Fase III



19 

 

a alta incidência de ARIA e baixa penetração na barreira hematoencefálica (BBB). Como 

alternativa, a empresa está desenvolvendo uma nova versão, o trontinemabe, que visa melhorar 

a permeabilidade cerebral. Quanto ao remternetuge (NCT06653153), o recrutamento para a 

fase III está em curso, com previsão de conclusão para 2030 (Cummings et al., 2024; Kim et 

al., 2025; Tipton, 2024). 

Ainda sobre modificadores da doença de origem biológica, temos o bepranemab 

(NCT04867616), um anticorpo monoclonal IgG4 que tem como alvo a região central da 

proteína tau. Os ensaios de fase II estão em andamento, com previsão de conclusão para 2028 

(Cummings et al., 2024). 

Voltado para neuroprotetores e potenciadores cognitivos, temos o buntanetap (7) 

(NCT06709014) atualmente em fase de recrutamento para ensaios de fase III para avaliação de 

eficácia e segurança em pacientes com doença de Alzheimer leve a moderada. Trata-se de 

um inibidor da tradução de proteínas neurotóxicas, incluindo APP, tau e α-sinucleína (Figura 

12) (Fang et al., 2023; Huang et al., 2023).  

Outro exemplo é o inibidor seletivo da fosfodiesterase 5 (PDE5), o AR-1001 (8) 

(NCT05531526), da farmacêutica Polaris, que está com os ensaios clínicos de fase III em 

andamento, com previsão de conclusão em 2027. AR-1001 atua impedindo a hidrólise da 

guanosina 3',5'-monofosfato cíclico (cGMP), que leva a ativação da proteína cinase G e no 

aumento da fosforilação da  proteína de ligação responsiva ao AMPc (CREB) em Ser133 

(Huang et al., 2023).  

Também em destaque o inibidor de tirosina cinase (TKI) nilotinibe (9) (NCT05143528) 

está em estudos de fase III para investigar a segurança e a eficácia em indivíduos com DA 

precoce. O Nilotinibe (9) atua por meio da inibição das tirosina quinases ABL e receptores de  

discoidina (DDR1/2), modulando respostas celulares e removendo proteínas tóxicas como a β-

amiloide e a tau fosforilada (Figura 12) (Huang et al., 2023; Tocci et al., 2025).  

Além disso, a metformina (10) (NCT04098666), um medicamento antidiabético 

comumente prescrito, está em fase III de ensaios clínicos para o tratamento da DA, com 

conclusão prevista para 2026. A metformina (10) vem demonstrando melhorar a cognição ou o 

humor em muitos distúrbios neurológicos e resultados preliminares apontam recordação total 

do teste de lembrança seletiva livre e com indicação aos 24 meses (Huang et al., 2023; Li; Zhou; 

Fei, 2022). 
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Figura 12. Fármacos neuroprotetores e potenciadores cognitivos em ensaio clínico para o 

tratamento da DA. 

Atualmente, nenhum novo inibidor colinesterásico se encontra em ensaios clínicos. Um 

dos últimos exemplo foi o ladostigil (11) (NCT01429623), um inibidor multialvo que atuava 

inibindo as enzimas MAO-B e AChE simultaneamente, além de demonstrar efeito antioxidante. 

Ladostigil (11) foi avaliado em ensaio clínicos de fase II/III, mas falhou por falta de eficácia 

clínica, sendo descontinuado (Zarini-Gakiye et al., 2020). Ladostigil (11) é um derivado da 

rasagilina (12), fármaco inibidor da MAO-B usado no Parkinson, com um grupo carbamato 

similar ao da rivastigmina (2), fármaco inibidor da colinesterase usado no Alzheimer (Youdim, 

2013). A rasagilina (12) também já foi avaliado em ensaios clínicos para a doença de 

Alzheimer, com conclusão de estudos de fase II em 2019, mostrando efeito favorável. 

Entretanto, nenhum estudo de fase III foi iniciado ainda (Figura 13) (Matthews et al., 2020).  

 

Figura 13. Fármacos que foram investigados em ensaio clínico para o tratamento da DA. 

1.4. Compostos Multialvos 

Estratégias de design racional de ligantes direcionados a múltiplos alvos (MTDLs – do 

inglês Multi-Target Directed Ligands) baseiam-se na combinação de duas ou mais estruturas 

moleculares com propriedades já estabelecidas, em uma única entidade molecular.  Essa 
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abordagem traz muitos benefícios no tratamento de doenças complexas, como DA, nas quais 

múltiplas vias e mecanismos contribuem para a progressão da doença, além de reduzir efeitos 

colaterais associados a terapias combinadas e sinergia terapêutica ((Jeremic; Jiménez-Díaz; 

Navarro-López, 2021; Yoo et al., 2025). 

A combinação entre as unidades farmacofóricas pode ser realizada através de três 

abordagens principais: ligação, fusão ou conjugação. Na abordagem da ligação as estruturas 

originais são conectadas por meio de um espaçador, na abordagem por fusão temos a união 

direta entre os núcleos e na abordagem por conjugação temos a mesclagem dos componentes 

funcionais, preservando características estruturais essenciais para a atividade (Ogos; Stary; 

Bajda, 2024; Yoo et al., 2025).  

 

Figura 14. Estratégia de design para ligantes direcionados a múltiplos alvos (Adaptado de (Yoo 

et al., 2025)). 

Atualmente, diversas estratégias envolvendo ligantes multialvo (MTDLs) combinam a 

inibição das colinesterases (ChEs) com outros mecanismos de ação. Na literatura, são descritos 

compostos inibidores da AChE que atuam de forma dual ou multialvo, integrando propriedades 

como quelação de metais, inibição da agregação de β-amiloide (Aβ), bloqueio da BACE-1 (β-

secretase), modulação da MAO-B, inibição de PDE, moduladores de H3R, além de 

atividades antioxidantes e anti-inflamatórias, entre outras. (Azam; Naseer; Rochais, 2025).  

Na busca por MTDLs, Kumar e colaboradores otimizaram uma cromona – estrutura de 

importância medicinal e considerada um farmacóforo para MAO-B, com a inserção da 

pirrolidina, farmacóforo da AChE. O  resultado foi o derivado de cromona (13), que exibe ação 

dual por meio da inibição simultânea de AChE e MAO-B (Figura 15) (Kumar et al., 2024). 
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Do mesmo modo, Yang et al reportou a obtenção da 4-hidrocumarina substituída com 

dimetilaminopropil (14) (Figura 15) com atividade inibitória significativa frente AChE, 

agregação autoinduzida e induzida por Cu2+ de Aβ1-42 e capacidade quelante de metais, 

quelando seletivamente íons Cu2+, Al3+, Fe3+, Fe2+, e Zn2+ (Yang et al., 2022).  

Outro exemplo é o  híbrido de quinolina-piridina (15) (Figura 15) com potente atividade 

de AChE, inibindo também a BChE e agregação de Aβ1-42, além de demonstrar efeitos anti-

inflamatórios significativos (Czarnecka et al., 2018).   

Assim como a quinolina e a cumarina, a quinazolina também ocupa um lugar único na 

química heterocíclica e medicinal, com diversas aplicações biológicas. Mohamed et al. 

sintetizaram os derivados de quinazolina 16 e 17 (Figura 15), sendo 16 um inibidor duplo de 

colinesterases (ChEs), além de prevenir a agregação de Aβ40. Já 17 é inibidor seletivo da AChE, 

potente inibidor da agregação de Aβ40 e também apresentou boa atividade antioxidante 

(Mohamed; Rao, 2017). 

 

Figura 15. Ligantes direcionados a múltiplos alvos da DA 
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Outro estudo para o desenvolvimento de MTDLs realizado por Manzoor e 

colaboradores, identificaram um híbrido de quinolinona (18) (Figura 15)  como inibidor dual 

da AChE e da agregação de Aβ, exibindo efeito neuroprotetor e eficaz capacidade antioxidante 

(Manzoor et al., 2024). 

Vale destacar ainda o trabalho desenvolvido por Malek e colaboradores, que 

propuseram o MTDLs  1,4-di-hidropiridina-piperidina (19), derivada da 4-di-hidropiridina 

(1,4-DHP) (20) — um antagonista de canais de cálcio bem estabelecido —, conjugada 

ao pitolisante (21), antagonista H3R, por meio de uma cadeia espaçadora (Figura 16). Esse 

composto demonstrou atividade notável como bloqueador de canais de Ca2+, além de alta 

afinidade pelo hH3R. Adicionalmente, apresentou inibição seletiva da hBChE, propriedades 

antioxidantes e potencial para atenuar déficits cognitivos induzidos por lipopolissacarídeos em 

modelos experimentais (Malek et al., 2019). 

 

Figura 16. Planejamento das 1,4-di-idropiridina-piperidina (19). 

Por fim, vale mencionar o trabalho desenvolvido por Sousa e colaboradores, que 

propuseram uma série de MTDL com tiossemicarbazona-acridina. O composto 22 demonstrou 

inibição das colinesterases, além de propriedade antioxidantes relevante e capacidade quelante 

de metais, especificamente para os íons Cu2+, Fe3+ e Zn2+. Adicionalmente, esse derivado exibiu 

propriedades neuroprotetivas in vitro e reverteu o comprometimento cognitivo induzido por 

escopolamina in vivo, sem afetar a atividade locomotora em camundongos (Silva Sousa et al., 

2025). 
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Figura 17. Tiossemicarbazona-acridina (22) como MTDL para DA. 

Os exemplos supracitados demonstram a versatilidade e o notável potencial da estratégia de 

MTDLs no desenho de novas terapias para a DA. A partir de diferentes núcleos heterocíclicos, 

é possível integrar múltiplos farmacóforos que atuam em alvos distintos e complementares da 

patologia. Evidencia-se, portanto, a importância de conjugar, em uma única molécula, um efeito 

sintomático com uma ou mais ações modificadoras da doença. Esta abordagem híbrida, que 

busca simultaneamente aliviar os sintomas e interferir na progressão da doença, representa uma 

das fronteiras mais promissoras no campo, servindo como o fundamento racional para o 

desenvolvimento contínuo de novos e mais eficazes agentes terapêuticos. 

 

1.4.1. Estratégias Multialvo com Cumarinas: Contribuições do 

Acervo LadMol-QM 

Isoladas em 1820 por Vogel a partir do Coumarouna odorata, as cumarinas são lactonas do 

ácido orto-hidroxi-cinâmico e são amplamente investigadas devido à grande gama de atividades 

farmacológicas relevantes demonstradas, tais como: anti-inflamatória, antioxidante, 

antimicrobiana, anticoagulante, anti-HIV, anti-Alzheimer, antitubercular, anti-influenza e 

antidiabética. Adicionalmente, seu sistema π conjugado confere intensa fluorescência, 

permitindo aplicações como sondas biomoleculares, corantes e biomarcadores. Essas 

propriedades impulsionaram o desenvolvimento de sínteses otimizadas (Perkin, Pechmann, 

Knoevenagel) com técnicas modernas (micro-ondas, ultrassom) para derivados bioativos 

(Pereira et al., 2018).  

Considerando os alvos moleculares associados à DA, as cumarinas estabelecem-se como 

agentes multifuncionais com atividades farmacológicas documentadas: inibição 

de colinesterases (AChE/BChE), supressão da agregação de placas β-amiloide (Aβ), inibição 

da BACE-1,  bloqueio da MAO-B, inibição da GSK-3β e quelação de metais (De Souza et al., 

2019b; Fayyaz et al., 2024; Liu et al., 2022; Rodrigues et al., 2020; Yang et al., 2022). 
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Baseando-se nesse potencial, nosso grupo desenvolveu derivados alquilamino-cumarínicos 

(24) planejados a partir do núcleo alquilamino-indanona (23) — que demonstrou inibição 

seletiva mista da AChE e da agregação de placas Aβ. A estratégia envolveu a troca do núcleo 

indanônico (23) pela cumarina via isosterismo não clássico (expansão do anel), mantendo o 

grupo alquilamino cíclico responsável pela interação com o sítio catalítico (CAS) da AChE. Os 

derivados alquilamino-cumarínicos (24) demonstraram inibição potente e seletiva, com valores 

de CI50 de até 20 nM sobre a AChE e seletividades de até 354 vezes sobre a butirilcolinesterase 

(BChE), além de propriedades antioxidantes (Figura 18) (De Souza et al., 2019).  

Essa classe de compostos serviu como protótipo para novos projetos, originando os 

derivados 3-(1,2,3-triazol)-cumarinícos (25). Nesta segunda geração, realizou-se a substituição 

bioisostérica do anel aromático pelo grupamento 1,2,3-triazol — estratégia clássica visando 

otimizar as interações com o sítio periférico (PAS) da AChE. Como resultado, os análogos 

triazólicos exibiram inibição de CI50 de até 50 nM sobre a AChE e seletividades de até 173 

vezes sobre a butirilcolinesterase (BChE), validando o potencial do núcleo cumarínico 

modificado para o direcionamento dual CAS/PAS (Figura 18) (Nadur, 2020). 

 

Figura 18. Planejamento dos compostos cumarínicos (24 e 25a) do LadMol-QM. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais 

 Esse trabalho tem como objetivos o planejamento, a síntese e avaliação farmacológica 

de uma série de benzil-1,2,3-triazolil-cumarinas e de heterociclos miméticos de cumarinas 

como possíveis agentes inibidores multialvos da enzima AChE e modulação de receptor de 

histamina H3 e MAO-B, capazes de atuarem inibindo simultaneamente alvos que contribuem 

para a instalação e manutenção da DA. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Síntese dos compostos contendo os benzil-1,2,3-triazois e os heterociclos miméticos de 

cumarinas propostos nas Figura 20 e Figura 21;  

• Caracterização dos compostos sintetizados através dos métodos espectroscópicos de 

RMN 1H e 13C. 

• Investigação da inibição enzimática das colinesterases e modo de ação pelos compostos;  

• Investigação da inibição enzimática dos compostos (A-C) frente a H3R; 

• Investigação da inibição enzimática dos compostos (A-C) frente a MAO-A e MAO-B; 

• Investigação por métodos teóricos de modelagem molecular do perfil de interação dos 

compostos (A-C) com a AChE, BChE, H3R, MAO-A e MAO-B, a fim de auxiliar no 

desenvolvimento de novas séries de ligantes mais potentes e seletivos;  

• Avaliação de neurotoxicidade e de proteção neuronal. 

 

2.3. Planejamento Estrutural 

 Recentemente, nosso grupo de trabalho (LaDMol-QM) descreveu duas classes de 

cumarinas (24 e 25a-b) que possuíam atividade inibitória mista, atuando no CAS e PAS ao 

mesmo tempo, com valores de CI50 de até 20 nM sobre a AChE e seletividades de até 354 vezes 

sobre a butirilcolinesterase (BChE) (De Souza et al., 2019; Nadur, 2020). Estes estudos nos 

levaram a compreender os requisitos necessários para essa inibição: a) uma ligação cátion-π 

entre a piperidina da cadeia lateral das cumarinas e o Trp86 da AChE; b) uma ligação de H 

entre o oxigênio da cumarina e a Tyr337; c) espaçamento em torno de 2 metilenos entre o 

nitrogênio da piperidina e o oxigênio da cumarina; d) uma ligação de H entre o oxigênio da 

carboxila da cumarina e a cadeia peptídica da Phe295; e) a presença de substituintes aromáticos 

na posição 3 da cumarina para interações hidrofóbicas adicionais no PAS (Figura 19A). Estes 



27 

 

dados foram obtidos por comparações entre dados experimentais e teóricos obtidos por 

modelagem molecular e nos permitiram montar o mapa farmacofórico exposto na Figura 19B. 

 

 

Figura 19. A) Interações da cumarina (25a) com a AChE (Nadur, 2020). B) Mapa 

farmacofórico das interações entre cumarinas e AChE. 

 Desta forma, foi inicialmente proposta a otimização da série de 1,2,3-triazolil-cumarinas 

(25) frente a AChE, lançando mão da estratégia de homologação, levando ao planejamento de 

novos derivados benzílicos (A), a fim de avaliar a influência do maior grau de liberdade da 

fenila e seus substituintes nas interações com o sítio periférico (PAS).  

Figura 20. Derivatizações propostas para a série triazol-cumarinas (A). *(Nadur, 2020) 

O sucesso demonstrado pelas cumarinas em nossas pesquisas valida este núcleo como 

um protótipo promissor. Apesar disso, nosso grupo busca continuamente otimizar potenciais 

candidatos terapêuticos. Neste contexto, exploramos a transposição do farmacóforo das 

cumarinas para núcleos que possam mimetizá-las do ponto de vista de interações com o 

biorreceptor, visando gerar scaffolds inéditos.  

 Com este objetivo, este projeto lança mão do mapa farmacofórico exposto na Figura 

19B visando aplicação de estratégias de bioisosterismo clássico e de bioisosterismo não 

clássico, buscando a identificação de compostos estruturalmente diversos que são semelhantes 

 B A 
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com relação a um protótipo em espaço químico e atividade biológica (Figura 21). Dessa forma, 

por meio de uma troca bioisostérica O→N no oxigênio lactônico, propôs-se o núcleo da fenil-

quinolin-2(1H)-ona (B). Subsequentemente, mediante bioisosterismo não clássico, 

propuseram-se: a) abertura do anel da quinolin-2(1H)-ona, seguida por b) ciclização para 

proposta do núcleo da fenil-2-aminoquinazolina (C). 

  

Figura 21. Planejamento dos novos heterociclos miméticos (B-C) das cumarinas. Os principais 

pontos de interação de 24 com a AChE estão marcados em azul, assim como nas estruturas 

propostas. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. SERIE A 

3.1.1. Planejamento sintético dos compostos 

A síntese da série de compostos (26a-j) foi planejada com base na análise retrossintética 

detalhada no Esquema 1.  

Inicialmente, por meio de uma desconexão C-N (etapa a), foram identificados a 

piperidina (28) e as 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarínicos (27a-j) 

como precursores, mediante uma reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2). 

Por meio de duas desconexões C-N (etapa b), foi verificado que os compostos 

triazólicos (27a-j) poderiam ser obtidos por meio da estratégia de síntese convergente, onde 

dois “blocos” moleculares são sintetizados de forma linear e, posteriormente, unidos em um 

meio reacional. (SMITH, 2016). Os precursores identificados foram as benzil azidas (30a-i) e 

os compostos 3-etenil-7-bromoalcoxi-cumarinas (29a-b), utilizando uma reação de cicloadição 

1,3-dipolar de Huisgen, alcino-azida, catalisada por cobre(I) (CuAAC). 

Deste modo, os benzaldeídos (33a-h) foram identificados como precursores das benzil 

azidas (30a-i) por meio de três etapas de interconversão de grupo funcional: redução dos 

benzaldeídos aos álcoois benzílicos (32a-h), seguida pela conversão destes álcoois em 

brometos de benzila (31a-i) via SN2 (desconexão C-Br), e finalmente pela reação dos brometos 

com azida sódica (NaN3) para formar as azidas via SN2 (desconexão C-N).  

Para os compostos 3-etenil-7-bromoalcoxi-cumarinas (29a-b), foram identificados os 

compostos 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinas (34a-b) como precursores após interconversões 

de grupos funcionais (etapa f), por meio da reação de acoplamento cruzado de Sonogashira 

(ACS). Contudo, devido à impossibilidade de realizar essa reação utilizando acetileno, um gás 

inflamável de alta periculosidade, o processo pode ser conduzido com acetileno protegido por 

trimetilsilano, seguido de uma etapa de desproteção do alcino. 

Por uma desconexão C-Br (etapa g), foram identificados o bromo molecular (35) e os 

compostos (36a-b) como precursores, obtidas por uma reação de substituição eletrofílica em 

um sistema α,β-insaturado.  

Através de uma desconexão C-O (etapa h), foi possível identificar o composto 7-

hidroxicumarina (38) e os dibromoalcanos (37a-b) como percursores dos respectivos 

compostos alquilados (36a-b) via reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2).  

Por fim, uma desconexão C-C e C-O aplicada à 7-hidroxicumarina (etapa i) sugere o 

resorcinol (39) e o ácido formilacético (40) como reagentes de partida, explorando a 
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condensação de Pechmann. Devido à instabilidade do ácido formilacético, recomenda-se sua 

formação "in situ" a partir do ácido málico (41). 

 

Esquema 1. Análise retrossintética para obtenção dos compostos planejados da série A. 
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3.1.2. Obtenção das 3-bromo-cumarínas substituídas (34a-b) 

A síntese do composto 7-hidroxicumarina (38) foi realizada através da condensação de 

Pechmann (PECHMANN, 1884). Nesta condensação, foram utilizados resorcinol (39) e ácido 

málico (41) em meio de ácido sulfúrico, a 140ºC (Esquema 2). Através desta, foi obtido um 

sólido laranja, que após a etapa de purificação por cromatografia, resultou em um sólido branco 

com rendimento igual a 70%, com ponto de fusão igual a 235°C (literatura: P.F.= 230 °C) 

(Nadur, 2020). 

 Em seguida, a 7-hidroxicumarina (38) foi utilizada na síntese dos compostos 7-

bromoalcoxi-cumarínicos (36a-b) através de reação de O-alquilação (Síntese de Williamson) 

em meio de carbonato de potássio (K2CO3) e dibromoalcanos (37a-b) em acetona, à 60 °C 

(Esquema 2). Os produtos obtidos se apresentaram sob a forma de sólidos com rendimentos de 

46% (36a) e 57% (36b) (Nadur, 2020). 

Por fim, os intermediários 3-bromo-7-(bromoalcoxi)cumarínicos (34a-b) foram obtidos 

como sólidos em rendimentos de 87 e 93%, respectivamente (Nadur, 2020), por meio de uma 

reação de bromação envolvendo as 7-(bromoalcoxi)cumarinas (36a-b) e bromo (35) à 

temperatura ambiente em meio tamponado com acetato de sódio/ácido acético 

(CH3COONa/CH3COOH) (Esquema 2). 

 

Esquema 2. Obtenção da 3-bromo-cumarinas substituídas (34a-b). 

O mecanismo proposto para a reação de bromação envolve uma substituição eletrofílica 

em um sistema α,β-insaturado. A reação inicia-se com a formação de um complexo pela 

aproximação do orbital σ* vazio do bromo (LUMO) ao orbital π ocupado do alceno do sistema 

α,β-insaturado (HOMO). Em seguida, ocorre a formação de um intermediário iônico, podendo 

haver um equilíbrio entre o íon bromônio (I) e um β-bromocarbocátion (II), dependendo da 

estabilidade do carbocátion formado (Esquema 3) (CAREY; SUNDBERG, 2002). Neste caso, 

o β-bromocarbocátion (II) é favorecido, uma vez que é fortemente estabilizado pelo efeito de 

ressonância proporcionado pelo anel aromático adjacente. Além disso, a formação do 
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carbocátion também é favorecida pela solvatação eficiente promovida pelo ácido acético, um 

solvente prótico ácido.  

 

Esquema 3. Esquema de intermediários proposto para a formação dos compostos 3-bromo-7-

(bromoalcoxi)cumarínicos (34a-b) 

Devido às baixas concentrações de bromo, a substituição prevalece sobre a adição, já 

que a abstração do próton ocorre mais rapidamente do que o ataque pelo brometo (CAREY; 

SUNDBERG, 2002). Sendo assim, o brometo (Br-) presente no meio abstrai o hidrogênio ácido 

deste intermediário (II), restituindo a ligação dupla e levando à formação dos respectivos 

produtos desejados (34a-b) e de ácido bromídrico (HBr). Vale destacar, adicionalmente, que o 

produto formado gera um sistema α,β-insaturado que estende a conjugação do anel aromático 

até a carbonila, o que também pode ser um dos fatores de favorecimento da reação substituição 

eletrofílica. Por ocorrer a formação de HBr como subproduto e este se tratar de um ácido forte, 

a reação é realizada em meio tamponado com CH3COONa/CH3COOH, a fim de se evitar uma 

possível abertura do anel lactônico do núcleo cumarínico (Esquema 3).  

 

3.1.3. Obtenção dos intermediários chave (29a-b) 

A síntese dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etinil)cumarinas (42a-b) foi 

realizada por meio da reação de acoplamento cruzado de Sonogashira. O processo utilizou como 

reagentes as 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)cumarinas (34a-b), cloreto de 

bis(trifenilfosfina)paládio(II), iodeto de cobre, trietilamina e trimetilsililacetileno (TMS-A, 43), 

com acetonitrila como solvente, conduzido a 60 °C (Yee; Balsanek; Sames, 2010) (Esquema 

4). Os produtos foram obtidos na forma de um sólidos amorfos e com rendimentos de 54% para 

o composto 42a e 59% para 42b (Nadur, 2020). 
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Em seguida, os compostos 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarinas (29a-b) foram 

sintetizados a partir de uma reação SN2 de desproteção dos acetilenos protegidos com o 

grupamento trimetilsilila com carbonato de potássio em metanol (Gao et al., 2013) (Esquema 

4), onde se obteve os produtos sob a forma de um sólido amorfo com rendimentos de 87% para 

o derivado 29a e 93% para 29b (Nadur, 2020).  

 
Esquema 4. Obtenção dos intermediários chave (29a-b). 

A execução dessas duas etapas reacionais é essencial para possibilitar a obtenção segura 

das 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)cumarinas (29a-b). A utilização de acetileno como bloco de 

construção de dois carbonos foi descartada devido à sua natureza explosiva e aos riscos 

associados à manipulação desse gás. Como alternativa prática e segura, optou-se pelo TMS-A 

(43), um líquido destilável de fácil manuseio. A desproteção subsequente de 42a-b forneceu os 

intermediários-chave 29a-b.   

É relevante mencionar que na reação de acoplamento cruzado de Sonogashira, o 

solvente originalmente descrito na literatura, DMF, foi substituído pela acetonitrila, um 

solvente aprótico com menor ponto de ebulição (82 °C) em comparação ao DMF (153 °C). Essa 

modificação facilita a evaporação do solvente ao término da reação, otimizando o processo. 

 De acordo com Sonogashira e colaboradores, a reação de acoplamento cruzado de 

Sonogashira constitui uma ferramenta sintética eficiente para a formação de ligações Csp2-Csp, 

permitindo a síntese de compostos acetilênicos dissubstituídos. Esse método consiste no 

acoplamento entre haletos de arila ou vinila e acetilenos terminais, empregando complexos de 

paládio(0) como catalisador, co-catalisado por sais de cobre(I), na presença de uma base 

orgânica (geralmente uma amina) (Sonogashira; Tohda; Hagihara, 1975).  

 Para tal, o mecanismo mais aceito pela comunidade científica integra três ciclos 

catalíticos (A, B e B’) que operam sinergicamente e envolvem as etapas de adição 
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oxidativa, transmetalação e eliminação redutiva (Esquema 5). (Sonogashira, 2002; Zhao; Liu, 

2024).  

 Inicialmente temos a reação do complexo PdCl2(PPh3)2 com dois equivalentes do 

acetileto de cobre (44), proveniente do ciclo B, que leva a formação do 

bis(trifenilfosfina)dialquinil de paládio (II) (45). Este, por sua vez, sofre eliminação redutiva 

resultando na formação do 1,3-butadiino (46) e da espécie catalítica ativa, bis-trifenilfosfina de 

paládio(0) (Pd(PPh3)2). 

 O ciclo catalítico do paládio (A) inicia-se com a adição oxidativa da ligação C(sp2)-Br 

da 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)-cumarina (34a-b) (etapa a), resultando na formação do 

intermediário de paládio (II) (III). Em seguida, este intermediário 

sofre transmetalação (etapa b) com o acetileto de cobre (44) proveniente do ciclo B’, gerando 

o intermediário (IV). Evidências indicam que essa etapa de transmetalação, crucial para a 

transferência do grupo acetileto ao paládio, é a limitante da velocidade da reação, o que ressalta 

sua importância no controle cinético do processo. Por fim, a eliminação redutiva (etapa c) 

produz o composto 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (42a-b) e regenera o 

catalisador de paládio, Pd(PPh3)2 (Sonogashira, 2002; He et al., 2013; Gazvoda et al., 2018).   

 A formação do acetileto de cobre (44) ocorre através da catálise de cobre na presença 

da base, Et3N (47) (ciclo B e B’). O início dos ciclos catalíticos propostos ocorre a partir da 

interação entre o Cu(I) e a ligação tripla do TMS-acetileno (43), promovendo a formação do 

complexo (V). Devido às propriedades eletropositivas do cobre, que possibilitam a 

estabilização da carga negativa, observa-se nesse complexo que hidrogênio ligado ao carbono 

sp torna-se mais ácido, possibilitando a desprotonação deste complexo pela Et3N (47), 

resultando na formação do acetileto de cobre (44) (KURT, 2005). 
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Esquema 5. Esquema de intermediário proposto para reação acoplamento de Sonogashira para 

obtenção de 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarinas (42a-b) (Adaptado de 

(Sonogashira, 2002)).  
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3.1.4. Síntese dos álcoois benzílicos (32a-h) 

Os álcoois benzílicos (32a-h) foram sintetizados por meio da redução dos benzaldeídos 

(33a-h), e os produtos obtidos se apresentaram sob a forma de sólido ou óleo com coloração 

variada. Seus rendimentos variaram entre 79-96%, conforme seus substituintes, e o ponto de 

fusão de 71-76ºC (Tabela 1). 

Tabela 1. Características físicas, pontos de fusão e rendimentos dos álcoois benzílicos (32a-

h) 

 

Compostos R Características físicas P.F ºC Rendimento (%) 

32a 2-OCH3 Óleo amarelo claro - 84 

32b 3-OCH3 Óleo branco - 87 

32c 4-OCH3 Óleo branco - 82 

32d 4-F Óleo amarelo claro - 96 

32e 3-Cl Óleo branco - 93 

32f 4-Cl Sólido Branco 71 – 72 82 

32g 3-Br Óleo amarelo - 79 

32h 4-Br Sólido Branco 72 – 76 80 

 

A reação de redução dos benzaldeídos (33a-h) foi realizada utilizando borohidreto de 

sódio (NaBH4) como agente redutor, em etanol, à temperatura ambiente (Senaweera; Weaver, 

2017) (Esquema 6). 

 

Esquema 6. Síntese dos álcoois benzílicos (32a-h) 

O mecanismo proposto para essa reação inicia-se com uma transferência de hidreto, 

onde os elétrons σ da ligação B–H atuam como nucleófilo atacando o orbital π* do carbono 

carbonílico. O oxiânion gerado (VI) ajuda a estabilizar a molécula de BH3 (deficiente em 

elétrons) ao se adicionar ao seu orbital p vazio, funcionalizando novamente o ânion de boro 
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tetravalente (VII).  Para concluir a formação do álcool, o oxiânion abstrai um próton do meio 

reacional (Esquema 7). 

 
 

Esquema 7. Esquema de intermediários proposto para a formação dos derivados de álcool 

benzílico (32a-h) (Adaptado de (Clayden; Greeves; Warren, 2012)). 

 

3.1.5. Síntese dos brometos de benzila (31a-h) 

Os brometos de benzila (31a-h) foram obtidos a partir dos álcoois benzílicos (32a-h) 

via substituição nucleofílica bimolecular (SN2) e os produtos obtidos se apresentaram sob a 

forma de um sólido amorfo ou óleo de diferentes colorações. Seus rendimentos não foram 

calculados devido à instabilidade apresentadas por esses brometos de benzila durante a etapa 

de purificação em coluna cromatográfica flash. Dessa forma, optou-se por não purificar esses 

intermediários e seguir imediatamente para a síntese das azidas.  

É descrito na literatura, que os brometos de benzila possuem instabilidade considerável, 

principalmente devido à sua reatividade com água e umidade, passando facilmente por hidrólise 

para formar álcool benzílico e gás brometo de hidrogênio. Além disso, são propensos à 

degradação térmica ou à fotodegradação.  

A síntese dos brometos de benzila (31a-h) foi realizada utilizando tetrabrometo de 

carbono (48) e trifenilfosfina (49), em diclorometano, à temperatura ambiente (Esquema 8). 

 

Esquema 8. Síntese dos brometos de benzila (31a-h) 



38 

 

O mecanismo proposto para essa reação inicia-se com o par de elétrons não ligantes do 

fósforo (49) atacando um dos átomos de bromo do tetrabrometo de carbono (48), levando à 

formação de um sal de brometo de trifenilfosfônio (50) e de bromofórmio (51). O ânion CBr3
- 

(51), um excelente nucleófilo – devido à estabilização da carga por efeitos indutivos e alta 

polarizabilidade dos átomos de bromo –, remove o próton da hidroxila do álcool benzílico (32a-

h), resultando na formação de seu alcóxido (VIII). Posteriormente, o ânion alcóxido ataca o 

átomo de fósforo positivamente carregado (50), formando o intermediário IX. Esse processo é 

energeticamente favorável devido à força da ligação P–O formada. Em seguida, ocorre uma 

substituição nucleofílica bimolecular (SN2), na qual o brometo liberado atua como nucleófilo e 

ataca o carbono ligado ao oxigênio. De maneira concertada, a ligação entre o carbono e o 

nucleófilo se forma ao mesmo tempo que a ligação C–O se rompe, resultando na formação do 

brometo de benzila (31a-h) e do óxido de trifenilfosfina (52) (Esquema 9). 

 
 

Esquema 9. Esquema de intermediários proposto para a formação dos derivados de brometo 

de benzila (31a-h) (Adaptado de (Clayden; Greeves; Warren, 2012). 

 A caracterização dos brometos de benzila sintetizados não foi realizada, visto que a 

instabilidade descrita para essas substâncias impossibilitaria que as análises fossem realizadas 

antes de sua degradação. 

3.1.6. Síntese das benzil azidas (30a-i) 

As benzil azidas (30a-i) foram obtidas a partir da azida de sódio e os brometos de 

benzilas (31a-i) via reação de substituição nucleofílica (SN2) em uma mistura de água/acetona 

(Esquema 10) (Zhao et al., 2016). As benzil azidas (30a-i) obtidas se apresentaram sob a forma 

óleo com coloração variada. Seus rendimentos variaram entre 35-90%, conforme seus 

substituintes (Tabela 2). 
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Esquema 10. Síntese das benzil azidas (30a-i) 

 

Tabela 2. Características físicas e rendimentos das benzil azidas (30a-i) 

 

Compostos R Características físicas Rendimento (%) 

30a 2-OCH3 Óleo amarelo 52 

30b 3-OCH3 Óleo incolor 58 

30c 4-OCH3 Óleo amarelo 45 

30d 4-F Óleo amarelo 79 

30e 3-Cl Óleo branco 47 

30f 4-Cl Óleo incolor 39 

30g 3-Br Óleo amarelo 35 

30h 4-Br Óleo incolor 51 

30i H Óleo amarelo 90 

 

O mecanismo proposto para a síntese das benzil azidas (30a-i) ocorre por meio de uma 

reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2) (Esquema 11) (Smith, 2020). 

Inicialmente, a azida atua como nucleófilo, atacando o carbono ligado ao brometo de benzila 

(31a-i). De forma concertada, a ligação N-carbono se forma, enquanto a ligação C-Br se rompe, 

até que o brometo, um bom grupo de saída, seja eliminado, resultando na formação das benzil 

azidas (30a-i). 

 
 

Esquema 11. Esquema de intermediários proposto para a formação dos derivados de benzil 

azida (30a-i) (Adaptado de (Smith, 2020)). 
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A caracterização das azidas sintetizadas não foi realizada, visto que a instabilidade 

descrita para essas substâncias impossibilitaria que as análises fossem realizadas antes de sua 

degradação. 

 

3.1.7. Síntese de 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas 

(27a-j)  

A síntese dos compostos inéditos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)- 

cumarinas (27a-j) ocorreram via reação “Click Chemistry”, que consistiu em uma cicloadição 

catalisada por Cu(I) em EtOH:H2O entre o alcino terminal da 3-(etenil)-7-(bromoalcoxi)- 

cumarina (29a-b) e as azidas orgânicas (30a-i), levando a formação regioespecífica do 1,2,3-

triazol-1,4-dissubstituido (Esquema 12). Os compostos obtidos possuem as atribuições 

descritas na Tabela 3.  

 

Esquema 12. Síntese das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas 

(27a-j). 

Tabela 3. Características físicas, pontos de fusão e rendimentos das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) 

 

Compostos n R Características físicas P.F. ºC Rendimento (%) 

27a 1 H Óleo marrom - 57 

27b 1 2-OCH3 Sólido amarelo 180 – 182d 46 

27c 1 3-OCH3 Sólido branco 188 – 191d 37 

27d 1 4-OCH3 Sólido bege 197 – 200d 21 

27e 1 4-F Sólido amarelo 193 – 196 10 
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27f 1 3-Cl Sólido amarelo 177 – 179 12 

27g 1 4-Cl Sólido amarelo 200 – 203 44 

27h 1 3-Br Sólido bege 185 – 189 12 

27i 1 4-Br Sólido laranja 211 – 214 16 

27j 2 H Sólido amarelo 179 – 180d 33 
d Ponto de degradação 

Ao longo das últimas décadas, alguns mecanismos foram propostos para descrever a 

reação CuAAC, sinônimo perfeito do conceito “Click Chemistry”. Uma das primeiras 

postulações sugeriam o envolvimento de complexos de Cu(I) mononuclear, baseado em 

cálculos teóricos de funcional de densidade. Entretanto, progressos nos estudos sugeriram a 

participação de complexos de Cu(I) dinucleares, onde foi assegurado que o complexo de 

acetileto de Cu dinuclear corresponde a espécie catalítica ativa, levando a proposta de um novo 

mecanismo (Rostovtsev et al., 2002; Worrell; Malik; Fokin, 2013) 

Estudos relataram o isolamento dos complexos de mono e bis acetileto de Cu(I) (X e XI 

respectivamente) e demonstram que ambas as espécies são ativas no ciclo catalítico da CuAAC, 

entretanto, observam que apenas o complexo dinuclear está envolvido na via cineticamente 

mais favorecida. Ademais, relatam o isolamento de um complexo de triazoíla de Cu dinuclear 

nunca descrito (XII). A partir disso, os autores ainda propuseram que é o próton proveniente 

do alcino que inicia a desmetalação de XII, regenerando assim o acetileto de Cu(I) dinuclear 

XI e tornando o complexos de LnCuX desnecessário para recomeçar o ciclo catalítico 

(Esquema 13) (Jin et al., 2015; Khandelwal et al., 2024). 
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Esquema 13. Mecanismo da CuAAC envolvendo ambos os complexos mono e bis acetileto de 

Cu(I) X e XI respectivamente, proposto para a obtenção dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) (Adaptado de (JIN et al., 2015)). 

Para confirmar a formação dos compostos 3-(1-R-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-

(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) foram realizados experimentos de determinação estrutural 

como RMN 1H e 13C, cujos espectros estão disponíveis nas Figura S1 à Figura S20 do Anexo 

7.2.  
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Visando tornar a discussão mais clara, foram selecionados os espectros de RMN 1H e 

13C do composto 27g para a elucidação detalhada no texto.  Inicialmente, foram observados 

sinais característicos do núcleo cumarínico: δ 7,55 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,93 (dd, J = 8,6, 2,1 

Hz, 1H) e 6,86 (d, J = 1,9 Hz, 1H), atribuídos respectivamente aos hidrogênios H5, H6 e H8. As 

atribuições foram baseadas no efeito mesomérico do grupo alcoxila, que doa elétrons para o 

anel aromático via ressonância, aumentando a densidade eletrônica nas posições orto (H6 e H8). 

Essa blindagem resulta em deslocamentos químicos em menores frequências para esses 

hidrogênios. A diferenciação entre H6 e H8 foi estabelecida pela análise das multiplicidades: o 

duplo dupleto (dd) de H6 surge devido ao acoplamento com H5 (J = 8,6 Hz, acoplamento 

vicinal) e com H8 (J = 2,1 Hz, acoplamento de longo alcance (J5)). Já o dupleto (d) de H8 ocorre 

pelo acoplamento apenas com H6 (J = 1,9 Hz) (Figura 22).  

 

 

Figura 22. Estrutura numerada do núcleo cumarínico e multiplicidade dos sinais de H6 (duplo 

dupleto) e H8 (dupleto). 

 O sinal correspondente ao hidrogênio H4 do anel lactônico (sistema carboxílico α,β-

insaturado) foi observado em δ 8,69 (s, 1H). Esse deslocamento químico elevado é explicado 

pelo efeito de desblindagem anisotrópica gerado pelo sistema π conjugado da carbonila (C=O) 

e da dupla ligação α,β-insaturada. No espectro de RMN 13C um dos fatores cruciais para a 

confirmação presença do núcleo cumarínico foi a presença do sinal em δ 161,38 característico 

de carbono carboxílico. 

 Os sinais característicos do grupamento bromo-alcoxila foram identificados na região 

de hidrogênios ligados a carbonos sp3. Destaca-se o tripleto em δ 4,37 (J = 6,1 Hz, 2H), 

atribuído aos hidrogênios metilênicos diretamente ligados ao oxigênio. O deslocamento 

químico elevado reflete o efeito eletron-retirador do oxigênio, que desblinda os hidrogênios por 

indução, expondo-os ao campo magnético externo. Outro sinal significativo foi observado em 

δ 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 2H), correspondente aos hidrogênios metilênicos ligados ao carbono 
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bromado. O deslocamento em frequências mais baixa ocorre porque o efeito indutivo do bromo 

(menos eletronegativo que o oxigênio) é parcialmente compensado pelo efeito de blindagem 

anisotrópica da ligação C-Br. 

 

A formação do anel triazólico foi confirmada pelo sinal do hidrogênio H12 em δ 8,29 (s, 

1H), característico do próton não acoplado do núcleo 1,2,3-triazol, formado via reação de Click 

Chemistry. O deslocamento químico elevado reflete a desblindagem causada pela conjugação 

com os átomos de nitrogênio eletronegativos e pela anisotropia magnética do sistema aromático 

heterocíclico. No RMN 13C, o carbono sp2 do triazol (C12) apresentou deslocamento de 123,30 

ppm, consistentes com a hibridização sp² e a desblindagem provocada pela eletronegatividade 

dos nitrogênios adjacentes. Já o carbono sp (C11) exibiu um deslocamento de 130,7 ppm, valor 

compatível com a conjugação extensa do sistema triazólico e a influência de efeitos de 

ressonância. 

 Por fim, os sinais correspondentes ao anel aromático para-cloro-substituído foram 

claramente identificados no espectro de RMN 1H. Observaram-se dois dupletos (d) em δ 7,55 

(J = 8,3 Hz, 2H) e 7,35 (J = 8,1 Hz, 2H), atribuídos respectivamente aos hidrogênios meta (H4” 

e H5”) e orto (H3” e H6”). No espectro de RMN ¹³C, os sinais característicos do anel aromático 

para-cloro-substituído foram confirmados: os carbonos (C3”, C4”, C5” e C6”) apresentaram o 

mesmo deslocamento de 129,49 ppm.  

 Além disso, o grupo metileno benzílico posicionado entre o anel aromático e o 

nitrogênio do triazol, foi claramente identificado no RMN 1H como o sinal em δ 5,55 (s, 2H). 

O deslocamento elevado, para hidrogênios presentes em carbono sp3, é resultado da 

desblindagem pronunciada causada pela conjugação com o anel aromático (efeito anisotrópico) 

e pela proximidade do nitrogênio eletronegativo do triazol. No RMN 13C, o carbono metilênico 

apareceu em δ 53,44 ppm. Esse deslocamento reflete a hibridização sp³ do carbono e a 

influência dos efeitos indutivos do nitrogênio e da blindagem anisotrópica do anel. 
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3.1.8. Síntese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-

il)alcoxi)-cumarina (26a-j) 

Os compostos inéditos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-

cumarina (26a-j) foram sintetizados via reação de aminação e possuem as atribuições descritas 

na Tabela 4. 

Tabela 4. Características físicas, pontos de fusão e rendimentos das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) 

 

Compostos n R Características físicas P.F ºC Rendimento (%) 

26a 1 H Óleo marrom - 40 

26b 1 2-OCH3 Sólido bege 140 – 144 55 

26c 1 3-OCH3 Sólido amarelo 141 – 143 44 

26d 1 4-OCH3 Sólido amarelo 131 – 136 85 

26e 1 4-F Sólido amarelo 167 – 169 45 

26f 1 3-Cl Sólido amarelo 143 – 144 94 

26g 1 4-Cl Sólido amarelo 157 – 161 87 

26h 1 3-Br Sólido amarelo 143 – 144 74 

26i 1 4-Br Sólido amarelo 153 – 156 73 

26j 2 H Sólido marrom 158 – 163 64 

 

Esta reação foi realizada a partir da piperidina (28) e dos respectivos derivados 3-(1-R-

benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) em acetonitrila, sob 

aquecimento a 60 °C (Esquema 14).  
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Esquema 14. Síntese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-

cumarina (26a-j). 

O mecanismo proposto para a síntese dos compostos 26a-j começa com uma reação de 

substituição nucleofílica bimolecular (SN2), na qual a piperidina (28) atua como nucleófilo. O 

par de elétrons não ligantes do nitrogênio ataca o carbono metilênico ligado ao bromo. De 

maneira concertada, a ligação nucleófilo-carbono é formada enquanto a ligação C-Br se rompe, 

resultando na liberação do brometo e na formação do intermediário protonado XIII. Na etapa 

seguinte, a amina cíclica abstrai o próton ligado ao nitrogênio, gerando os respectivos 

compostos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) 

e, como subproduto, o sal brometo de amônio. Como a piperidina (28) também desempenha o 

papel de base na reação, ela foi adicionada em excesso ao meio reacional para assegurar a 

completa conversão dos reagentes (Esquema 15). 

 
Esquema 15. Esquema de intermediários proposto para formação dos derivados 3-(1-R-benzil-

1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) 

Para confirmar a formação dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-

(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) foram realizados experimentos de determinação 

estrutural como RMN 1H e 13C, cujos espectros estão disponíveis nas Figura S21 à Figura S40 

do Anexo 7.2. A formação do composto foi confirmada por sinais característicos nos espectros 

de RMN. No RMN 13C, o sinal do metileno (sp3) adjacente ao nitrogênio apresentou 
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deslocamento químico entre δ 55,95-58,01 ppm, valor significativamente mais elevado em 

comparação aos compostos 27a-j (Figura 23), nos quais o mesmo metileno (sp3) estava ligado 

ao bromo. Essa diferença evidencia o efeito eletrônico distinto do nitrogênio, que induz uma 

desblindagem pronunciada no carbono vizinho. 

 

 

Figura 23. Atribuição comparativa dos principais sinais dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) e 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-

(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarinas (26a-j) nos espectros de RMN 1H e 13C. 

Os sinais da piperidina no RMN 1H foram observados com deslocamentos variando 

entre δ 2,51 – 2,67 (sl, 4H) para os hidrogênios adjacentes ao N (H3’ e H7’), δ 1,61 – 1,77 (m, 

4H) para os hidrogênios H4’ e H6’ e δ 1,45 – 1,46 (sl, 2H) para os hidrogênios H5’. No RMN 

13C, a amina cíclica (26a-j) apresentou deslocamentos em δ 54,74 – 55,50 ppm (C3’ e C7’), δ 

25,98 – 26,32 ppm (C4’ e C6’) e δ 24,23 – 24,54 ppm (C5’).  

Além disso, tanto no RMN 1H quanto no 13C, os sinais do núcleo cumarínico e de outros 

grupos funcionais mantiveram-se inalterados após a reação de aminação, indicando ausência de 

degradação do composto. 

3.1.9. Atividade inibitória dos compostos obtidos frente à AChE e BChE  

 Os ensaios realizados para determinar a atividade inibitória frente à AChE e BChE dos 

compostos 26a-j, foram realizados de acordo com um método adaptado de Ellman (De Souza 

et al., 2019; Ellman et al., 1961) e tendo como composto de referência a donepezila. O ensaio 

consiste na clivagem enzimática da acetiltiocolina ou butiriltiocolina (53a-b) promovida pela 

AChE ou BChE, respectivamente. Um dos produtos dessa clivagem é a tiocolina, que é o 

marcador da atividade enzimática, que ao reagir com o DTNB, leva a formação do ácido 2-

nitro-4-tiobenzóico (54) e do ácido 2-nitro-3-mercaptotiobenzóico (55). O produto 54 apresenta 

coloração amarela, a qual pode ser quantificada por medida da absorbância em um leitor de 

placas equipado com filtro de luz a λ = 415 nm. Desta forma, a atividade da enzima é medida 
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de maneira indireta por meio da reação do produto de clivagem enzimática com um reagente 

pró-cromofórico (Esquema 16).  

 

Esquema 16. Reação observada no ensaio de Ellman. 

 Todos os compostos testados demonstraram capacidade de inibir a AChE, com alguns 

apresentando alta potência e seletividade frente a BChE. O derivado benzílico 26a exibiu um 

ganho significativo de potência inibitória, com CI50 = 6 nM para a AChE e um índice de 

seletividade de 632 entre as colinesterases (BChE CI50 = 3790 nM), em comparação ao seu 

protótipo 25a (AChE – CI50 = 50 nM; BChE – CI50 = 8660 nM). Os demais derivados benzílicos 

(26b-j) também apresentaram potenciais inibitórios promissores para as colinesterases. Entre 

os derivados metoxilados, 26c (4,2 ± 0,1 nM; substituição meta) e 26d (4,6 ± 0,6 nM; 

substituição para) destacaram-se pelo melhor perfil de inibição da AChE. Adicionalmente, o 

composto 26c apresentou CI50 = 2880 nM para a BChE, resultando em um índice de 

seletividade de 685,7 entre as colinesterases, o maior da série e duas vezes maior do que o 

fármaco referência donepezila (IS = 341). Todos os resultados estão consolidados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados obtidos nos ensaios inibição enzimática frente à EeAChE e EqBChE. 

 

Compostos n R 
CI50 (nM) ± DPa ISd 

AChEb BChEc  

26a 1 H 6 ± 0,6 3790 ± 365 632 

26b 1 2-OCH3 15,3 ± 0,3 2810 ± 243 183,7 

26c 1 3-OCH3 4,2 ± 0,1 2880 ± 122 685,7 

26d 1 4-OCH3 4,6 ± 0,6 2080 ± 99 442,5 

26e 1 4-F 23,4 ± 1,8 4120 ± 110 176 

26f 1 3-Cl 13,1 ± 0,8 1950 ± 115 148,8 

26g 1 4-Cl 103,8 ± 5,4 2240 ± 60 16,2 

26h 1 3-Br 7,9 ± 0,5 2090 ± 54 264,5 

26i 1 4-Br 12,9 ± 1,0 1140 ± 70 88,4 

26j 2 H 1950 ± 86 3557 ± 185 1,8 

Donepezila - - 7 ± 0,2  2390 ± 105  341  

aConcentração necessária para inibir 50% da atividade colinesterásica, dados obtidos ± desvio 

padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes; b AChE de enguia elétrica; c BChE de soro 

equino; d Índice de seletividade (IS) é dado como BChE CI50/AChE CI50. 

 Também foi observado que o derivado benzílico 26j, que possui cadeia alquílica com 3 

carbonos, teve uma perda significativa na potência de inibição da AChE (CI50 = 1950 nM) em 

relação ao seu homólogo inferior com 2 carbonos (26a). Esse resultado reproduz a tendência já 

identificada e descrita em trabalhos anteriores do grupo, onde temos a diminuição da atividade 

conforme a cadeia alquílica aumenta de tamanho (De Souza et al., 2019; Nadur, 2020).  

 

3.1.10. Ensaios do mecanismo de inibição enzimática frente à AChE e BChE  

 Os inibidores enzimáticos correspondem a moléculas capazes de reduzir ou interromper 

a catálise de reações mediadas por enzimas. Esses compostos são classificados em duas 

categorias principais: reversíveis e irreversíveis. Os inibidores reversíveis, por sua vez, 

subdividem-se conforme seu mecanismo de ação em competitivos, não 
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competitivos e incompetitivos, cujos efeitos são identificados por alterações nas constantes 

cinéticas Km (constante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade máxima da reação). 

 Na inibição competitiva, o inibidor compete diretamente com o substrato pelo sítio ativo 

da enzima, em virtude da similaridade do perfil de interações no sítio. A formação do complexo 

enzima-inibidor (EI) impede a ligação do substrato, bloqueando a geração do complexo enzima-

substrato (ES). Nesse caso, observa-se um aumento significativo de Km, enquanto Vmax

 permanece inalterada, desde que a concentração de substrato seja elevada o suficiente para 

superar a competição. 

 Já os inibidores não competitivos ligam-se a um sítio alostérico da enzima, distinto do 

sítio ativo. Embora o substrato ainda possa se associar à enzima, formando um complexo 

ternário enzima-substrato-inibidor (ESI), a etapa catalítica é inviabilizada. Esse mecanismo 

resulta na redução de Vmax, sem alterações significativas em Km. 

 Por fim, na inibição incompetitiva, o inibidor somente interage com o complexo ES 

(enzima-substrato), vinculando-se a um sítio conformacionalmente induzido após a ligação do 

substrato. A formação do complexo ESI inibe a reação, reduzindo simultaneamente Km

 e Vmax, pois a afinidade aparente da enzima pelo substrato aumenta, mas a eficiência catalítica 

global diminui ((Copeland, 2013; L; M, 2022)). 

Para determinar o mecanismo de inibição dessa série de compostos, foram realizados 

ensaios de cinética enzimática com os compostos 26a e 26c em ambas as enzimas. Esses 

compostos foram selecionados com base em seu bom perfil inibitório frente à AChE.   

Com base nos parâmetros cinéticos (Km e Vmax) (Tabela 6), e no perfil do gráfico de 

Lineweaver-Burk observou-se que o tipo de inibição promovida pelo composto testado é mista 

para ambas as enzimas. Assim, os inibidores são capazes de ligar-se tanto ao sítio catalítico das 

enzimas (inibição competitiva) quanto ao sítio alostérico (inibição não competitiva), atuando 

de duas formas distintas. Desse modo, calculam-se duas constantes de afinidade para o 

composto em cada enzima: Ki (inibição competitiva) e Ki’ (inibição não competitiva), 

conforme apresentado na Tabela 6. 

Inicialmente, ao comparar as constantes de afinidade competitiva e não competitiva do 

composto 26a para ambas as enzimas, observou-se que os valores foram aproximadamente 550 

vezes maiores na BChE (Ki = 980 nM; Ki’ = 2670 nM) do que na AChE (Ki = 1,682 nM; Ki’ 

= 4,780 nM). Isso indica que a maior atividade inibitória do composto na AChE está 

correlacionada com sua interação tanto no sítio catalítico quanto no sítio alostérico da enzima. 

Para o composto 26c, a comparação das constantes de afinidade competitiva (Ki) revelou que 
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o valor é ~1200 vezes maior na BChE (Ki = 615 nM) do que na AChE (Ki = 0,508 nM). Já a 

constante não competitiva (Ki’) foi ~950 vezes maior na BChE (Ki’ = 1619 nM) do que na 

AChE (Ki’ = 1,696 nM). Esses resultados indicam que, embora a seletividade do composto pela 

AChE esteja relacionada à interação em ambos os sítios, a afinidade pelo sítio catalítico foi a 

mais efetiva para a seletividade. 

Além disso, a comparação da razão Ki’/Ki entre as constantes de afinidade permitiu 

compreender a preferência dos compostos pelos sítios de ligação. Para a AChE, o 

composto 26a apresenta uma razão Ki’/Ki = 2,86 (Ki = 1,682 nM; Ki’ = 4,780 nM), enquanto 

o protótipo 25a (Ki = 3,15 nM; Ki’ = 14,27 nM) apresenta uma razão Ki’/Ki = 4,53. Isso indica 

que o ganho de potência do 26a está correlacionado a uma melhor interação com o sítio 

catalítico, mas, principalmente, a uma interação mais eficaz com o sítio alostérico em 

comparação ao protótipo 25. Ao realizar a mesma comparação para o composto 26c, observa-

se uma razão Ki’/Ki = 3,92. Isso demonstra que a inserção da metoxila na posição meta não 

apenas aumentou a eficácia da interação no sítio alostérico em comparação ao protótipo 25a, 

mas também promoveu maior afinidade pelo sítio catalítico em relação ao composto 26a. 

Por fim, a variabilidade dos valores de Ki e Ki’ entre a AChE e a BChE está em 

concordância com os dados obtidos na atividade inibitória, o que demonstra que o índice de 

seletividade entre as colinesterases é elevado e favorável à AChE. 

Tabela 6. Parâmetros cinéticos de 26a e 26c em AChE e BChE. 

Concentração 

(μM) 

Vmáx ± DP 

(1 x 103 nM/min) 

Km ± DP 

(1 x 103 nM) 
Ki (nM) ± DPa 

Ki’ (nM) ± 

DPb 

26a em AChE 

0 8,50 ± 0,1743 72,19 ± 6,8207 
1,682 ± 

 0,038 

4,780 ± 

0,0106 
0,005 4,45 ± 0,02231 88,07 ± 6,7812 

0,007 3,19 ± 0,0981 93,73 ± 7,0155 

26a em BChE 

0 4,51 ± 0,1648 88,72 ± 7,6123   

2,8 3,62 ± 0,1358 234,43 ± 16,1506 980 ± 24 2670 ± 67 

4,8 3,40 ± 0,0349 354,67 ± 19,2448   

     

  26c em AChE   

0 9,53 ± 0,0584 64,30 ± 0,6389 0,508 ± 0,0001 
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0,003 5,21 ± 0,0656 156,63 ± 4,4377 1,696 ± 

0,0038 0,005 3,90 ± 0,1517 208,97 ± 10,6829 

  26c em BChE   

0 9,35 ± 0,1171 96,81 ± 1,6613 

615 ± 0,58 1619 ± 14 1,9 5,97 ± 0,1562 181,63 ± 6,1890 

3,9 4,12 ± 0,2257 233,03 ± 16,4394 

a Constante de afinidade para inibição competitiva; b Constante de afinidade para inibição não-

competitiva; Dados obtidos ± desvio padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes. 

O gráfico de Lineweaver-Burk é uma ferramenta amplamente utilizada para identificar 

mecanismos de inibição enzimática, por meio da análise do comportamento das retas geradas. 

Nas figuras a seguir (Figura 24 e Figura 25), que representam os gráficos de Lineweaver-Burk 

dos compostos 26a e 26c para as enzimas AChE (à esquerda) e BChE (à direita), observa-se 

que as linhas de intersecção convergem à esquerda do eixo y (1/V) e acima do eixo x (1/[S]), 

ou seja, no segundo quadrante do sistema cartesiano, indicando um mecanismo de inibição 

mista.  
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Figura 24. Gráficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibição em EeAChE (à esquerda) e 

EqBChE (à direita) do composto 26a. 
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Figura 25. Gráficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibição em EeAChE (à esquerda) e 

EqBChE (à direita) do composto 26c. 
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3.1.11. Atividade inibitória dos compostos obtidos frente à Histamina (H3R) 

A avaliação do perfil de inibição frente à histamina fundamentou-se na semelhança 

estrutural entre as subunidades farmacofóricas dos inibidores cumarínicos de ChE 

desenvolvidos pelo nosso grupo e os antagonistas H3R descritos na literatura. Essas 

subunidades farmacofóricas apresentam i) uma região básica, essencial para interagir com 

ambos os alvos, ii) um espaçador de dois a três carbonos e iii) um átomo de oxigênio que 

estabelece a conexão com a região arbitrária. Em nossos compostos, o núcleo cumarínico 

representa essa região arbitrária (Esquema 17) (Khanfar et al., 2018; Wingen; Stark, 2013). 

 

 

Esquema 17.  Semelhanças entre os mapas farmacofóricos propostos de antagonistas H3R 

(literatura) e iChE (LaDMol-QM). 

Os ensaios realizados para determinar a afinidade de ligação dos compostos frente ao 

receptor H3R foram realizados de acordo com um método de detecção de radioatividade 

(Bautista‐Aguilera et al., 2017).  O método baseia-se na competição entre os compostos teste e 

o radioligante [³H]-N-α-metilhistamina pelo sítio de ligação do H3R. A radioatividade do 

radioligante retido nas membranas foi quantificada por contagem de cintilação líquida, que 

mede a emissão luminosa proporcional à concentração ligada. A ligação específica (interação 

farmacológica relevante) foi calculada subtraindo-se a ligação inespecífica (avaliada com 10 

μM de pitolisant) da ligação total.  

 A análise dos dados, por regressão não linear, permite obter a constante de afinidade 

(Ki), que reflete a concentração necessária para o ligante teste ocupar 50% dos sítios receptores 

(Tabela 7). 

 Para o ensaio, foram selecionados os compostos 26a, 26j e 25b (sintetizado em estudos 

anteriores). A escolha dos compostos baseou-se nos requisitos estruturais conhecidos para 

interação com o sítio ativo do receptor H3R, em especial a distância de 4,5 Å entre o grupo 

básico e o heteroátomo da molécula (Khanfar et al., 2018). Nesse contexto, compostos 

com cadeias espaçadoras de três metilenos foram considerados ideais para a inibição. 

Adicionalmente, o composto 26a foi incluído no estudo para ampliar a análise comparativa e 

enriquecer a discussão dos resultados. 

 



54 

 

Tabela 7. Resultados de afinidade dos compostos frente ao Receptor de Histamina tipo 3 

(H3R) e comparação com resultados frente à AChE. 

 
Composto n R 

Ki hH3R [nM]a 
AChEc 

CI50 (nM) ± DP 

26a 1 -Bn 558 [337; 925] 6 ± 0,6 

26j 2 -Bn 151 [70,5; 325] 1950 ± 86 

25bb 2 -Ph 31,9 [25,1; 40,5] 1,33 ± 0,045 

Pitolisant - - 6,09 - 
a O intervalo de confiança (95%) é dado entre colchetes; b composto obtido em 

trabalhos anteriores (Nadur, 2020); c AChE de enguia elétrica. 

 Os valores de Ki obtidos para os compostos 26a (558 nM), 26j (151 nM) e 25b (31,9 

nM) estão em concordância com a literatura, que identificou cadeias de três metilenos 

espaçadores como as mais adequadas para a interação com o H3R. O 25b destaca-se como o 

candidato mais promissor, exibindo potência próxima a antagonistas de referência do H3R, 

como o pitolisant (Ki = 6,09 nM).  Já o composto 26j (Ki = 151 nM), embora estruturalmente 

análogo ao 25b (homólogo superior no triazol), apresenta afinidade reduzida, possivelmente 

devido ao aumento da flexibilidade conformacional causado pela introdução do grupo metileno 

entre o núcleo 1,2,3-triazol e a fenila, que pode comprometer o alinhamento ideal com o sítio 

ativo, ou resultar em maior perda entrópica na interação. Ambos os compostos (25b e 

26j) foram considerados com potencial para otimização estrutural em estudos futuros, não 

apenas pelo seu potencial frente ao receptor H3R, mas também devido ao seu perfil multialvo. 

 

3.1.12. Atividade inibitória dos compostos obtidos frente à Monoamino Oxidase 

(MAO-A e MAO-B) 

A avaliação do perfil de inibição das monoaminoxidases A e B (MAO-A/B) 

fundamentou-se no fato de que as cumarinas atuam como scaffolds para inibição de MAO e por 

apresentarem grupos aromáticos na posição 3 – região reconhecidamente crítica para a inibição 

da MAO-B (Rullo et al., 2025). 

Os ensaios para determinação da atividade inibitória dos compostos sobre as 

isoformas MAO-A e MAO-B foram conduzidos utilizando um método fluorimétrico que 
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quantificou a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), subproduto da reação catalisada por 

MAO. Nesse sistema, o H2O2 reage com o corante Ampliflu Red (56) na presença da 

enzima peroxidase de raiz-forte (HRP), gerando resorufina (57), um composto fluorescente de 

cor rosa com emissão em 587 nm (Esquema 18). A intensidade da fluorescência da resorufina 

(55) é diretamente proporcional à atividade enzimática das MAOs, permitindo a avaliação 

quantitativa da inibição. 

 
Esquema 18. Reação observada no ensaio de atividade inibitória dos compostos sobre as 

isoformas MAO A e MAO B. 

 Os ensaios foram realizados para os compostos 26a, 26j e 25b. A inibição percentual 

das isoformas MAO A e MAO B foi determinada inicialmente na concentração-teste de 1 µM. 

Para o composto 26j, que exibiu inibição >50% na triagem inicial, os valores de CI50 foram 

determinados, permitindo a avaliação quantitativa da potência inibitória (Tabela 8). 

Tabela 8. Resultados de atividade inibitória dos compostos frente as isoformas MAO 

A e MAO B.  

 

Composto n R 
hMAO A 

CI50 [nM]a 

hMAO B 

CI50 [nM]a 

26a 1 -Bn 5,21± 1,89c 11,31 ± 1,90c 

26j 2 -Bn 31055 [11758; 82018] 1688 [1164; 2449] 

25bb 2 -Ph 6,43 ± 0,48c 11,40 ± 1,89c 

Rasagilina - - - 25 ± 7d 
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a O intervalo de confiança (95%) é dado entre colchetes. b composto obtido em trabalhos 

anteriores (Nadur, 2020). c porcentagem de inibição de MAO A/B em uma concentração de 

teste de 1 µM ± SEM. d CI50 ± SEM [nM]. 

 Com base nos resultados obtidos para a inibição das isoformas MAO A e MAO B pelos 

compostos 26a, 26j e 25b, observa-se que apenas o 26j exibiu inibição potente e 

seletiva para MAO B, com valor de CI50 = 1688 nM e razão de seletividade MAO B/A superior 

a 18 vezes. Esse perfil é farmacologicamente relevante, uma vez que inibidores seletivos de 

MAO B são prioritários no tratamento de doenças neurodegenerativas, como a doença de 

Alzheimer, minimizando riscos de efeitos colaterais ligados à inibição de MAO A (ex.: 

síndrome serotoninérgica). 

 Com base nos resultados de inibição de colinesterases e MAO, e afinidade pelo H3R, 

apesar de poucos exemplos (n = 3), aparentemente é possível inferir que dependendo do perfil 

de substituição dos compostos, podemos ter modulações diferenciadas das atividades. Para 26a 

(n = 1 e R = Bn), a principal atividade é a inibição de AChE (CI50 = 6nM), tendo como atividade 

complementar a modulação de H3R (Ki = 558 nM). No caso de 26j (n = 2 e R = Bn), homólogo 

superior de 26a na cadeia amino-alcoxila, foi possível obter um composto com perfil inverso, 

onde a modulação de H3R (Ki = 151 nM) é prioritária, enquanto também apresenta atividades 

complementares como inibidor de colinesterases e MAO B (AChE CI50 = 1950 nM; BChE CI50 

= 3557 nM e MAO B CI50 = 1688 nM). Por fim, 25b (n = 2 e R = Ph), homólogo inferior de 

26j entre o núcleo 1,2,3-triazol e a fenila, se mostrou como promissor hit por apresentar 

excelente modulação de H3R (Ki = 31,9 nM) e interessante potência de inibição da AChE (CI50 

= 1330 nM). Esse conjunto de resultados mostra que essa série de compostos pode servir de 

modelo para a criação de compostos multialvos para o tratamento da DA. 

3.1.13. Avaliação in silico da interação dos compostos com a EeAChE 

 Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EeAChE foi utilizado a proteina disponível no Protein Data Bank (PDB) de código 

1C2B e resolução de 4,5 Å (Bourne et al., 1999). Como a enzima 1C2B não possui substrato 

co-cristalizado, a escolha da melhor função pelo programa GOLD 2024.3.0 foi realizada a partir 

do redocking com a enzima co-cristalizada com o ligante bis-tacrina (PBD 2CMF) onde 

observou-se que todas as quatros funções disponíveis foram capazes de produzir posições de 

ligação da bis-tacrina (ligante co-cristalizado) com valores de RMSD inferiores a 1,00 Å nas 

enzimas avaliadas (EeAChE). Entretanto, apenas a função GoldScore apresentou 

simultaneamente para uma mesma posição de ligação o menor valor de RMSD e a maior 



57 

 

pontuação de ancoramento, sendo, por esse motivo, esta função escolhida para os 

procedimentos subsequentes de atracamento molecular (De Souza et al., 2019; Neves Santos et 

al., 2019). Os resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os compostos 26a-j 

estão apresentados na Tabela 9, permitindo a visualização da correlação entre os dados. O 

detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima EeAChE está 

descrito na Tabela S1 do Anexo 7.1. 

Tabela 9. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

Compostos 
EeAChE 

GoldScore CI50 (nM) ± DP 

26a 82,01 6 ± 0,6 

26b 83,3 15,3 ± 0,3 

26c 73,41 4,2 ± 0,1 

26d 78,24 4,6 ± 0,6 

26e 79,61 23,4 ± 1,8 

26f 82,87 13,1 ± 0,8 

26g 83,49 103,8 ± 5,4 

26h 83,98 7,9 ± 0,5 

26i 80,18 12,9 ± 1,0 

26j 77,19 1950 ± 86 

 

Embora escores elevados de docking sugiram maior afinidade na interação ligante-

proteína, verificou-se que essas pontuações não corresponderam à conformação bioativa 

experimentalmente relevante – especialmente para o composto 26j, cujo melhor score 

computacional não refletiu sua orientação funcional no sítio ativo. Essa desconexão ficou 

evidente após análise minuciosa de todas as soluções geradas pelo GOLD 2024.3.0, onde o 

maior score nem sempre correspondia à conformação esperada. A avaliação manual das poses 

tornou-se necessária porque esse experimento lança mão da mecânica molecular, que prioriza 

otimização energética ainda que em detrimento aos ângulos diedros e as coordenadas que 

definem a orientação da molécula no sítio. Para contornar essa limitação seria necessário utilizar 

experimentos baseados em cálculos semiempíricos. 

 Com base na análise das poses de ligação obtidas pelo estudo de docking, observou-se 

que os inibidores ocuparam simultaneamente o sítio ativo (CAS) e o sítio periférico (PAS), 

confirmando os dados do estudo de cinética enzimática. No sítio ativo, o grupamento amino-
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cíclico protonado dos inibidores estabeleceu interações do tipo cátion-π com o resíduo Trp86. 

Além disso, o núcleo cumarínico posicionou-se no canal do sítio ativo, formando ligações de 

hidrogênio com o resíduo Tyr337 e o grupo peptídico do resíduo Phe295. Essas três interações, 

já descritas como requisitos essenciais para a atividade inibitória de compostos do tipo alcoxi-

amino-cumarinas, foram consistentemente observadas em todos os derivados sintetizados 

(Figura 26A).   

 Adicionalmente, o triazol substituído na posição 3 da cumarina orienta-se para a região 

de interseção entre o sítio ativo (CAS) e o sítio periférico (PAS), estabelecendo ligações de 

hidrogênio e/ou interações hidrofóbicas, dependendo dos substituintes presentes no grupo 

benzila. Por sua vez, o grupo benzila posiciona-se na entrada da cavidade do PAS, atuando 

predominantemente por meio de interações hidrofóbicas (Figura 26B).   

 

  
Figura 26. A) Análise da sobreposição dos compostos 26a-j e a cavidade enzimática da AChE. 

B) Análise da cavidade de acesso ao sítio catalítico da AChE com os compostos 26a-j ancorado. 

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

 Ao analisar a sobreposição entre o composto 26a e o protótipo 25a (Figura 27A), 

observa-se que as interações no sítio catalítico são mantidas, enquanto as interações no sítio 

alostérico sofrem modificações. Sob a perspectiva da superfície de Van der Waals, nota-se que 

no protótipo 25a, o triazol está posicionado no limite da cavidade (Figura 27B-i), 

com liberdade conformacional restrita devido ao impedimento estérico causado pelo grupo 

fenila no sítio alostérico (Figura 27B-ii). Em contraste, no composto 26a, o carbono sp3 da 

benzila confere ao triazol maior flexibilidade conformacional, permitindo interações de 

hidrogênio com os resíduos Phe295 (3,2Å), Arg296 (3,4Å) e Ser293(3,2Å) e posicionamento 

direcionado do anel aromático no sítio alostérico (Figura 27C). 

 

A B 
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Figura 27. A) Análise das principais interações moleculares entre o composto 26a, destaque 

em azul, e a cavidade enzimática da AChE, com sobreposição ao composto 25a, destaque em 

rosa. B) Análise da superfície de Van der Waals com o composto 25a (rosa) ancorado. C) 

Análise da superfície de Van der Waals com o composto 26a (azul) ancorado. Figura gerada 

com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

 A análise das poses de ligação obtidas no estudo de docking para o inibidor 26c o mais 

potente da série, revelou a interação do tipo cátion-π com o resíduo Trp86 do sítio ativo (CAS), 

além de ligações de hidrogênio com os resíduos Tyr337 (1,9 Å), Phe295 (1,6 e 2,8 Å), Arg296 

(2,4 e 2,8 Å) e Ser203 (2,8 Å). O grupo benzila meta-substituído com uma metoxila interagiu 

exclusivamente por interações hidrofóbicas no sítio periférico (PAS). Adicionalmente, 
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observaram-se interações hidrofóbicas ao longo da cavidade da enzima, contribuindo para a 

estabilização do complexo. 

 

Figura 28. Análise das principais interações moleculares entre o composto 26c, destaque em 

rosa, e a cavidade enzimática da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © 

Schrödinger LLC). 

 Quando analisamos o composto 26d, cuja potência é equivalente à do 26c, observamos 

de forma análoga a interação cátion-π com o resíduo Trp86 e ligações de hidrogênio com os 

resíduos Tyr337 (1,9 Å), Phe295 (1,8 Å e 3,1 Å), Arg296 (2,5 Å e 3,4 Å) e Ser203 (3,1 Å). 

No sítio periférico (PAS), o grupo benzila para-substituído com grupo metoxila também 

interagiu exclusivamente por interações hidrofóbicas. Entretanto, ao analisarmos as distâncias 

das interações e os ângulos conformacionais, conclui-se que a diferença mínima na 

atividade entre os dois compostos é provocada pelo deslocamento estrutural induzido pela 

posição do substituinte no grupo benzila, alterando o arranjo espacial do ligante na cavidade 

enzimática. 
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Figura 29. Análise das principais interações moleculares entre o composto 26d, destaque em 

ciano, e a cavidade enzimática da AChE, com sobreposição ao composto 26c, destaque em rosa. 

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

 Já os demais derivados benzílicos com dois carbonos na cadeia alquílica (26b, e-j) 

demonstraram interagir predominantemente no sítio ativo (CAS), estabelecendo interações 

cátion-π com o resíduo Trp86 e ligações de hidrogênio com os resíduos Tyr337 e Phe295. 

Entretanto, as interações no sítio periférico (PAS), induzidas pelos substituintes do grupo 

benzila, deslocaram a estrutura do ligante, impedindo a formação de ligações de hidrogênio 

com os resíduos Arg296 e Ser293 (Figura 30A).  

Na análise das poses dos compostos 26f (m-Cl) e 26h (m-Br), demonstrou-se a presença 

de interações de halogênio com o resíduo de Gln291 (26f e 26h) (Figura 30B). Uma vez que 

a interação de halogênio é uma interação não covalente que ocorre devido à polarização da 

ligação carbono-halogênio, a força dessa interação depende diretamente da polarizabilidade e 

tamanho do átomo de halogênio. Desta forma, pode se dizer que  a ordem de força das interações 

de halogênio é Br > Cl > F. Essa tendência correlacionou-se diretamente com os potenciais de 

inibição dos compostos, que seguiram a mesma hierarquia: 26h > 26f > 26e.  
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Figura 30. A) Análise da sobreposição dos compostos 26b, e-j na cavidade enzimática da 

AChE. B) Análise da sobreposição dos compostos 26e-f, h, destacando as interações de 

halogênio entre o composto 26h (roxo) e 26f (azul claro) com o resíduo Gln291. Figura gerada 

com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

 Ao avaliar a variação do tamanho da cadeia alifática, observou-se que o composto 26j 

(3 metilenos), manteve a interação do tipo cátion-π com o resíduo Trp86 no sítio catalítico 

(CAS), embora esta apresentasse leve descentralização. Além disso, foram observadas 

interações de hidrogênio com os resíduos Tyr337 (1,9 Å) e Phe295 (2,2 Å). Entretanto, a 

variação do tamanho da cadeia alquílica induziu o deslocamento do ligante na cavidade, 

impedindo a formação de ligações de hidrogênio com os resíduos Arg296 e Ser293 no sítio 

periférico (PAS). Essa alteração correlaciona-se com a diminuição da potência de inibição desse 

composto, conforme observado nos ensaios in vitro. 
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Figura 31. Análise da sobreposição do composto 26j (vinho) e o composto 26a (azul), na 

cavidade enzimática da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger 

LLC). 

3.1.14. Avaliação in silico da interação dos compostos com a EqBChE 

 Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EqBChE, foi necessária a construção de um modelo tridimensional (3D) a partir de 

uma sequência disponível no banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot (acesso Q9N1N9). O 

modelo foi gerado no servidor Swiss-Model, utilizando como template a estrutura 

cristalográfica da BChE humana (PDB 4BDS) (Nachon et al., 2013). O modelo final apresentou 

identidade sequencial de 89,89% em relação à enzima humana, com uma cobertura de 0,87. 

Para validação da função de scoring no programa GOLD 2024.3.0, realizou-se um experimento 

de redocking com a tacrina (ligante co-cristalizado no PDB 4BDS). A função ASP demonstrou 

maior precisão na reprodução das interações moleculares da tacrina, com valores de RMSD 

inferiores a 1,00 Å. Os resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os 

compostos 26a-j estão apresentados na Tabela 10, permitindo a visualização da correlação entre 

os dados. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima 

EqBChE está descrito na Tabela S2 do Anexo 7.1. 
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Tabela 10. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

Compostos 
EqBChE 

ASP CI50 (nM) ± DP 

26a 48,55 3790 ± 365 

26b 50,06 2810 ± 233 

26c 50,67 2880 ± 122 

26d 50,40 2080 ± 99 

26e 48,29 4120 ± 110 

26f 48,38 1950 ± 115 

26g 48,13 2240 ± 60 

26h 48,64 2090 ± 54 

26i 48,34 1140 ± 70 

26j 50,44 3557 ± 185 

 

 A análise das poses de ligação obtidas pelo estudo de docking revelou que os inibidores 

ocupam simultaneamente o sítio catalítico (CAS) e o sítio periférico (PAS) da enzima, o que 

está em concordância com os dados cinéticos observados experimentalmente. No CAS, o 

grupamento amino-cíclico protonado dos inibidores estabelece interações do tipo cátion-π com 

o resíduo Trp110, enquanto o núcleo cumarínico posiciona-se no sítio catalítico, formando uma 

interação de empilhamento π-π com o resíduo Tyr360. No sítio periférico (PAS), predominaram 

interações hidrofóbicas, cujos resíduos envolvidos mantiveram-se consistentes 

independentemente dos substituintes presentes no grupo benzila. Entretanto, a natureza desses 

substituintes influenciou diretamente os parâmetros geométricos das interações, como 

distâncias intermoleculares e ângulos conformacionais, sem alterar significativamente a 

identidade dos resíduos participantes. 

 Os resultados de docking apoiam a influência do volume da cavidade da BChE na 

atividade dos compostos. A maior dimensão do sítio ativo da BChE, embora permita a entrada 

de ligantes mais volumosos, compromete a formação de interações direcionais e estáveis. Essa 

menor eficiência nas interações moleculares explica diretamente os menores valores de 

potência inibitória observados in vitro em comparação à AChE 
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Figura 32. A) Análise da sobreposição dos compostos 26a-j e a cavidade enzimática da BChE. 

B) Análise da cavidade de acesso ao sítio catalítico da BChE com os compostos 26a-j ancorado, 

visto de frente e C) de lado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

Ao analisar a sobreposição entre o composto 26a e o protótipo 25a (Figura 33A), 

observa-se que as interações no sítio catalítico são mantidas, enquanto as interações no sítio 

alostérico sofrem modificações. Sob a perspectiva da superfície de Van der Waals (Figura 33B), 

nota-se que no protótipo 25a, o triazol direciona o anel fenílico para a entrada da cavidade, em 

uma região como poucos aminoácidos.   Em contraste, no composto 26a, o carbono sp3 da 

benzila confere uma maior flexibilidade conformacional, permitindo diversas interações 

hidrofóbicas no PAS. Ainda que energeticamente modestas, essas interações hidrofóbicas 

estabilizam o complexo no PAS, elevando a afinidade pelo sítio ativo mesmo quando o CAS 

permanece inalterado. 

B C 
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Figura 33. A) Análise da sobreposição dos compostos 25a (rosa) e 26a (azul) e a cavidade 

enzimática da eqBChE. B) Análise da cavidade de acesso ao sítio catalítico da eqBChE com os 

compostos 25a e 26a ancorado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger 

LLC). 

 

3.1.15. Avaliação in silico da interação dos compostos no receptor de Histamina H3 

(H3R) 

 Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima hH3R foi utilizado a proteína disponível no Protein Data Bank (PDB) de código 7F61 

e resolução de 2,6 Å (Peng et al., 2022). Para determinar a melhor função pelo programa GOLD 

2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (PF03654746).  A 

função ChemPLP demonstrou maior precisão na reprodução das interações moleculares do 

ligante, com valores de RMSD inferiores a 1,00 Å. Além disso, a molécula do pitolisant (20) 

foi utilizada como referência experimental para validar o modelo de docking. Os resultados 

de score de ligação e valores de Ki obtidos para os compostos 26a, 26j e 25b estão apresentados 

na Tabela 11, permitindo a visualização da correlação entre os dados. O detalhamento 

qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima hH3R está descrito na Tabela 

S3 do Anexo 7.1. 

Os resultados indicaram que todos os compostos formaram interações eletrostáticas 

(pontes salinas) entre a amina catiônica e o resíduo Asp114, reconhecido na literatura 

como aminoácido-chave do sítio de ligação do H3R (Wingen; Stark, 2013). Essa interação é 

característica de ligantes que adotam uma conformação estendida, condição essencial para 
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posicionar o grupo catiônico na região mais profunda do sítio de ligação, onde o Asp114 está 

estrategicamente localizado (Añazco et al., 2025). 

 

Tabela 11. Resultados de score e os respectivos valores de Ki dos compostos avaliados. 

Compostos 
hH3R 

ChemPLP Ki [nM]a 

26a 101,31 558 [337; 925] 

26j 106,73 151 [70,5; 325] 

25bb 86,50 31,9 [25,1; 40,5] 

a O intervalo de confiança (95%) é dado entre colchetes.  
b composto obtido em trabalhos anteriores (Nadur, 2020) 

 Nos compostos 25b e 26j, que possuem cadeias espaçadoras com três metilenos, a 

interação com o resíduo de Asp114 (25b: 2,7 Å e 26j: 2,6 Å) foi mediada por um empilhamento 

π-π do tipo T entre o núcleo cumarínico e os resíduos Phe193 (25b: 5,9 Å e 26j: 5,5 Å) e Phe398 

(25b: 5,0 Å e 26j: 5,1Å), além de um empilhamento π-π paralelo envolvendo o anel triazólico 

e o resíduo Tyr94 (25b e 26j: 4,4 Å). Adicionalmente, foram identificadas duas interações de 

ligação de hidrogênio com os resíduos Tyr189 (25b: 2,9 e 3,3 Å e 26j: 2,5 e 3,5 Å) e Tyr394 

(25b: 2,1 Å e 26j: 2,4 Å) (Figura 34). 

 

Figura 34. Análise das principais interações moleculares entre o composto 26j e a cavidade da 

hH3R. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 
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 Em contraste, o composto 26a — com cadeia espaçadora de dois grupos metilenos — 

interagiu com o resíduo Asp114 (2,8 Å), porém exigiu um deslocamento estrutural na cavidade 

que prejudicou outras interações essenciais à estabilização do complexo (Figura 35A). 

Adicionalmente, foram detectadas interações hidrofóbicas como um empilhamento π-π do tipo 

T com Phe398 (4,5 Å) e um empilhamento π-π paralelo com Tyr94 (4,0 Å) (Figura 35B).  

  
Figura 35. A) Análise da sobreposição dos compostos 26a (azul), 26j (vinho) e 25b (verde), e 

B) Análise das principais interações moleculares entre o composto 2a e a cavidade da hH3R. 

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

 

3.1.16. Avaliação in silico da interação dos compostos Monoamino Oxidase (MAO-

A e MAO-B) 

 Para o estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e a isoforma 

hMAO-A foi utilizado a proteina disponível no Protein Data Bank (PDB) de código 2Z5X e 

resolução de 2,2 Å (Son et al., 2008). Para determinar a melhor função pelo programa GOLD 

2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (Harmina).  A função 

ChemPLP apresentou maior precisão na reprodução das interações moleculares do ligante 

nativo, com valores de desvio quadrático médio (RMSD) inferiores a 1,00 Å, validando sua 

seleção para análises subsequentes.  

 Para a isoforma hMAO-B, adotou-se o PDB de código 2V60 e resolução de 2,0 Å (Binda 

et al., 2007). O procedimento de redocking foi executado com o ligante co-cristalizado 7-(3-

clorobenziloxi)-4-carboxaldeído-cumarina. A função Chemscore demonstrou maior eficiência 

na predição das interações moleculares, exibindo valores de RMSD consistentemente abaixo 

de 1,00 Å, o que justificou sua aplicação nos experimentos. 

 Os resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os compostos 26a, 26j 

e 25b estão apresentados na Tabela 12, permitindo a visualização da correlação entre os dados. 

Asp114 
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O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima hMAO está 

descrito na Tabela S4 e Tabela S5 do Anexo 7.1. 

Tabela 12. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

Compostos 
MAO-A MAO-B 

ChemPLP CI50 [nM]a Chemscore CI50 [nM]a 

26a 63,62 5,21± 1,89c 36,53 11,31 ± 1,90c 

26j 79,50 
31055 

[11758; 82018] 
37,82 

1688 

[1164; 2449] 

25bb 72,61 6,43 ± 0,48c 37,66 11,40 ± 1,89c 

a O intervalo de confiança (95%) é dado entre colchetes. b composto obtido em trabalhos 

anteriores (Nadur, 2020). c porcentagem de inibição de MAO A/B em uma concentração de 

teste de 1 µM ± SEM. 

Os domínios de ligação de substrato das MAO-A e MAO-B são majoritariamente 

hidrofóbicos, com cavidades de ~550 Å3 e ~490 Å3, respectivamente. Resíduos como Phe208 

e Ile335 na MAO-A, e Ile199 e Tyr326 na MAO-B, são considerados de grande importância 

para as interações com substratos e inibidores, definindo as diferenças funcionais entre as 

isoformas (Shi et al., 2019). 

Os resultados para a isoforma MAO-B indicaram que os compostos interagem com o 

sítio ativo da enzima, composto por duas regiões distintas: a cavidade do substrato e a cavidade 

de entrada. A cavidade do substrato, localizada adjacente ao cofator FAD, é delimitada pelos 

resíduos Tyr60, Trp119, Leu164, Leu167, Cys172, Gln206, Tyr398 e Tyr435. Já a cavidade de 

entrada, posicionada abaixo da superfície da proteína, é uma região lipofílica revestida pelos 

resíduos Phe168, Leu171, Ile198, Ile199 e Tyr326 (Żołek et al., 2024).  

 O composto 26j, o único que apresentou potência significativa para essa enzima, 

demonstrou interações de ligação de hidrogênio com Pro102 (1,7 Å) e Gln206 (3,1 Å). 

Adicionalmente, apresentaram empilhamento π-π com os resíduos de Tyr398 (3,9 Å) e Tyr435 

(3,7 Å), empilhamento π-π do tipo T com o resíduo de Tyr326 (5,3 Å) (Figura 36).   



70 

 

 

Figura 36. Análise das principais interações moleculares entre o composto 26j e a cavidade 

enzimática da MAO-B. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

 Por sua vez, os compostos 26a e 25b, embora tenham demonstrado baixa potência de 

inibição no estudo experimental, apresentaram interações com as cavidades da enzima no 

estudo de ancoramento molecular. As interações de empilhamento π-π com os resíduos Tyr398 

e Tyr435 mantiveram-se presentes, assim como o empilhamento π-π do tipo T com o resíduo 

Tyr326. Entretanto, interações-chave como ligações de hidrogênio com os resíduos Pro102 e 

Gln206 não foram observadas, uma vez que a orientação dos compostos na cavidade é distinta 

(Figura 37). 

  

Figura 37. A) Composto 26a e B) Composto 25b na cavidade enzimática da MAO-B. Figura 

gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

Já na isoforma MAO-A, foi observado que nenhum dos compostos avaliados estabelece 

interações com os resíduos polares críticos (ex.: Tyr69, Gln215, Tyr407, Tyr444) localizados 

na região profunda do sítio ativo, adjacente ao cofator FAD. Em vez disso, as interações 

restringiram-se a resíduos da cavidade de entrada. Essa tendência está associada ao maior 

volume da cavidade da MAO-A (~550 Å3), que permite a entrada de inibidores menos 

A B FAD FAD 
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volumosos, porém não direciona esses compostos eficientemente para a região catalítica 

próxima ao FAD. Como resultado, essas moléculas tendem a se estabilizar na porção inicial da 

cavidade, interagindo com resíduos como Phe208 eThr211 (Figura 38). 

  
Figura 38. A) Análise da sobreposição dos compostos 26a (azul), 26j (vinho) e 25b (verde) e 

a cavidade enzimática da MAO-A. Aminoácidos Tyr69, Gln215, Phe352, Tyr407, Tyr444 

destacados em rosa. B) Análise da cavidade de acesso ao sítio catalítico da MAO-A com os 

compostos 26a, 26j e 25b ancorado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © 

Schrödinger LLC). 
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3.1.17. Ensaio de citotoxicidade e neuroproteção in vitro contra a linhagem celular 

de neuroblastoma SH-SY5Y  

A avaliação de segurança é essencial no desenvolvimento de novos compostos 

bioativos. Grande parte do fracasso no processo de descoberta de novos medicamentos (ensaios 

clínicos) seria atribuída a perfis de segurança insuficientes (De Conto et al., 2021). Assim, 

foram avaliadas a neurotoxicidade dos derivados mais potentes na inibição da AChE (26a, 26c, 

26d e 26j) frente a linhagem imortalizada SH-SY5Y nas concentrações de 12,5, 25 e 50 μM 

(Figura 39A). Os compostos apresentaram perfis considerados não neurotóxicos até 25 μM, 

pois a viabilidade celular permaneceu acima ou igual a 70%. Apenas 26c reduziu a viabilidade 

celular abaixo desse limite (63%), e apenas a 50 μM. Além disso, os compostos 26a, 26d e 26j 

apresentaram viabilidade celular a 50 μM comparável aos padrões farmacológicos, como 

donepezila (80%) e tacrina (97%), testados nas mesmas condições (Das; Tizabi, 2009; 

Przybyłowska et al., 2022; Queda et al., 2021). 

Para avaliação do potencial neuroprotetor de compostos, empregaram-se modelos in 

vitro que simulam danos neuronais. Nesses protocolos consolidados, culturas neuronais são 

expostas ao peróxido de hidrogênio (H2O2) agente neurotóxico que induz desregulação do 

balanço redox via superprodução de espécies reativas de oxigênio (ROS). 

Neste estudo, investigou-se a capacidade dos mesmos compostos testados quanto à 

neurotoxicidade (26a, 26c, 26d e 26j) em prevenir a morte celular neuronal induzida por H2O2 

na linhagem imortalizada SH-SY5Y. Neste ensaio, a adição de H₂O₂ (400 µM) ao meio de 

cultura induziu morte celular significativa, demonstrada por uma redução de 65% na viabilidade 

celular em comparação com o meio controle (DMEM:F12) (Figura 39B). 

O fármaco de referência e o controle positivo donepezil (Leonel Silva Sousa et al., 

2024), a 10 µM, aumentaram a viabilidade celular em 11% (para 76%). Notavelmente, 1h e 1k 

demonstraram interessante capacidade neuroprotetora, aumentando a viabilidade celular em 

23% (viabilidade celular de 88%) e 27% (viabilidade celular de 92%), respectivamente (Figura 

6B).  
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Figura 39. A) A viabilidade celular (%) foi avaliada a partir de células SH-SY5Y pré-incubadas 

com 12,5, 25,0 e 50,0 μM dos compostos 26a, 26c, 26d e 26j. Os resultados representam a 

média de 9 réplicas (n=9). B) Efeitos neuroprotetores dos compostos 26a, 26c, 26d e 26j (12,5 

μM) em células SH-SY5Y danificadas por H2O2. As células foram pré-incubadas com 12,5 μM 

dos compostos ou 10 μM do fármaco padrão donepezil por 2 horas e então expostas a H2O2 

(400 μM) por 24 horas. Para ambos os ensaios, a viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio 

MTT. Os dados são expressos como média ± desvio padrão (DP); (n=9). (*p < 0,05; **p < 0,01; 

***p < 0,001). Comparações estatísticas foram realizadas entre cada composto e o experimento 

de controle com H2O2. 

3.1.18. Análise do perfil físico-químico ADMET in silico  

O perfil farmacocinético dos novos derivados de 1,2,3-triazol-cumarina (26a–j) foi 

avaliado por meio de estudos in silico, revelando propriedades ADMET favoráveis para a 

maioria dos compostos. Os principais parâmetros incluíram área de superfície polar topológica 

(TPSA: 73,39–85,42 Å2), Log P de consenso (3,63–4,60), absorção intestinal humana (HIA), 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE), status do substrato da glicoproteína-P (P-

gP) e similaridade com fármacos (Tabela 13; Tabela S11 - Tabela S20). Polaridade moderada 

(TPSA < 79 Å2) e lipofilicidade balanceada colocaram a maioria dos derivados na região 

amarela do modelo BOILED-Egg (Daina; Zoete, 2016) (Figura 40), sugerindo alta 

acessibilidade ao sistema nervoso central (SNC) — crítica para terapêuticas de ação central. 

Todos os compostos foram identificados como substratos de P-gP, enquanto 1a–b, 1e–h e 1n 

aderiram às regras de similaridade a fármacos de Lipinski’s (Lipinski et al., 2012), Ghose 

(Ghose; Viswanadhan; Wendoloski, 1999), Veber (Veber et al., 2002), Egan (Egan; Merz; 

Baldwin, 2000) e Muegge (Muegge; Heald; Brittelli, 2001) sem violações, reforçando sua 

promessa como candidatos a fármacos. 

Esta análise demonstrou que, embora os compostos 26c e 26d apresentem forte potência 

inibitória contra a AChE, seu alto TPSA (82,62 Å²) compromete a permeabilidade da BHE. 
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Portanto, o composto 26a surge como um lead candidate, combinando potência relevante 

contra a AChE com um perfil farmacocinético favorável. 

Tabela 13. Parâmetros-chave ADME. 

Compostos TPSA (Å²) Log P Log S Absorção GI 
Permeabilidade 

BBB 

26a 73,39 3,63 -4,93 Alto Sim 

26b 82,62 3,64 -5,00 Alto Não 

26c 82,62 3,63 -5,00 Alto Não 

26d 82,62 3,63 -5,00 Alto Não 

26e 73,39 4,04 -5,09 Alto Sim 

26f 73,39 4,22 -5,52 Alto Sim 

26g 73,39 4,19 -5,52 Alto Sim 

26h 73,39 4,30 -5,84 Alto Sim 

26i 73,39 4,27 -5,84 Alto Sim 

26j 73,39 3,99 -5,15 Alto Sim 

Figura 40. Modelo ADMET BOILED-Egg para compostos cumarínicos 26a–j. (HIA) absorção 

gastrointestinal; (BBB) penetração cerebral; (PGP+) substrato para glicoproteína P; (PGP-) Não 

é um substrato para glicoproteína P. 

  

←24b, 24c, 24d 

24h, 24i → ←24f, 24g 

↑ 

24a 

24e, 24j → 
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3.2. SERIE B 

3.2.1. Planejamento sintético dos compostos 

 A síntese da série de compostos (58a-g) foi planejada com base na análise retrossintética 

detalhada no Esquema 19. 

 Inicialmente, a partir de uma desconexão C-N (etapa a) de 58a-g, foi identificado a 

piperidina (28) e as 7-bromoalcoxi-3-R-fenilquinolin-2(1H)-ona (59a-g) como precursores, 

sendo essa etapa proporcionada pela reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2). 

 Através de uma desconexão C-C (etapa b) se identificou como precursores o 

intermediário-chave (60a-b) e os ácidos borônicos (61a-f) obtidos via reação de arilação 

radicalar direta mediada por KMnO4/AcOH.  

 Em seguida, através de uma IGF (etapa c), o precursor do intermediário-chave (60a-b) 

foi caracterizado como os compostos 62a-b, explorando reações de aromatização oxidativa.  

 

Esquema 19. Análise retrossintética para obtenção dos compostos planejados da série B. 

 Através de uma desconexão C-O (etapa d), foi possível identificar o composto 7-

hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) e os dibromoalcanos (37a-b) como percursores dos 
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respectivos compostos alquilados 62a-b mediante uma reação de substituição nucleofílica 

bimolecular (SN2). 

 Em seguida, caracterizou-se o 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) como 

precursor do composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), através de uma 

desconexão C-C (etapa e), utilizando reações de alquilação de Friedel-Crafts com cloreto de 

alumínio seguida de fechamento de anel. Paralelamente, ocorre uma desconexão O-H (etapa f), 

por meio de uma reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2) com cloreto de alumínio.  

 Por fim, uma desconexão C-N (etapa g) sugere como reagentes de partida a m-anisidina 

(65) e o cloreto de 3-cloropropanoíla (66), através de uma reação de acilação de aminas. 

 

3.2.2. Obtenção da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) 

O composto 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) foi obtido por reação de 

acilação de aminas, utilizando a m-anisidina (65) com o cloreto de 3-cloropropanoíla (66), 

carbonato de potássio (K2CO3) em tolueno, com aquecimento a 60ºC (Esquema 20). O produto 

foi obtido como um sólido branco com rendimento de 87% e com ponto de fusão na faixa de 

92-95°C (literatura: P.F. = 93-95 °C). 

Em seguida, o composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) foi obtido por 

reação de Friedel-Craft, utilizando a 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) com o cloreto 

de alumínio (AlCl3), com aquecimento a 210ºC (Esquema 20). O produto foi obtido como um 

sólido amarelo com rendimento de 65%, com ponto de fusão na faixa de 234-238°C (literatura: 

P.F. = 233-237 °C).  

 

Esquema 20. Obtenção da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63)  

 

O mecanismo proposto para obtenção do composto 64 é adição-eliminação 

(Substituição Nucleofílica Acílica), onde inicia-se com o ataque nucleofílico do par de elétrons 

não ligantes da amina ao carbono eletrofílico do cloreto de acila. Este carbono é eletrofílico 

devido à retirada de densidade eletrônica pelo oxigênio carbonílico e pelo átomo de cloro, 

ambos grupos retiradores de elétrons. O intermediário tetraédrico formado (XIV) perde um 

próton para o meio, e em seguida temos a eliminação do haleto e a formação do composto 3-

cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) (Esquema 21).  
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Esquema 21.  Esquema de intermediários proposto para a formação do composto 3-cloro-N-

(3-metoxifenil)propanamida (62). 

 Para a obtenção da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), empregou-se uma 

reação clássica de alquilação de Friedel-Craft, na qual temos a formação de um intermediário 

carbocátion após a coordenação com o ácido de Lewis, de modo que a estabilidade desse cátion 

é determinante para o sucesso da reação. Entretando, quando se trata de haletos de primários, 

que não formam carbocátions estáveis, é observado que sob condições de Friedel-Craft, esses 

haletos reagem via SN2, promovendo a transferência do grupo alquila para o anel aromático de 

forma concertada  (Clayden; Greeves; Warren, 2012).  

Nesse contexto, o mecanismo proposto para a formação do composto alvo envolve uma 

alquilação de Friedel-Crafts seguida de fechamento de anel quinolínico. Esse processo se inicia 

pela ativação eletrofílica do AlCl3 que se coordena ao átomo de cloro da cadeia lateral, tornando  

o carbono do cloreto mais eletrofílico e suscetível ao ataque nucleofílico. O anel aromático 

então realiza um ataque nucleofílico intramolecular a esse carbono eletrofílico, formando o 

intermediário cíclico (XVI) que é estabilizado pelo efeito de ressonância. Em seguida, ocorre a 

perda de um próton para restabelecer a aromaticidade do sistema (Esquema 22) (Clayden; 

Greeves; Warren, 2012).  
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Esquema 22. Esquema de intermediários proposto para o fechamento do anel do composto 7-

hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) 

 Paralelamente, temos uma O-desmetilação onde o AlCl3, atuando como uma ácido de 

Lewis, aceita um par solitário de elétrons no seu orbital p vazio, proveniente o oxigênio da 

metoxila.  O íon oxônio (XVII) resultante pode ser atacado por Cl- em uma reação SN2, onde 

temos a clivagem da ligação C-O e a formação do intermediário de reação XVIII, que se 

hidrolisa para a formação do grupo hidroxila no composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-

ona (63) (Esquema 23) (Clayden; Greeves; Warren, 2012). 

 

Esquema 23. Esquema de intermediários proposto para a O-desmetilação para formação do 

composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63). 

Para confirmar a formação dos compostos 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) 

e 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), foram realizados experimentos de determinação 

estrutural por RMN 1H e 13C. Os espectros do composto 64 encontram-se nas Figura S41 à 
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Figura S42 (Anexo 7.2), enquanto os do composto 63, cujos sinais serão discutidos adiante, 

estão nas Figura S43 à Figura S44 (Anexo 7.2). 

Sinais característicos no espectro de RMN 1H foram determinantes para comprovar a 

formação do composto 63. Na região de campo baixo do espectro, foi possível identificar o 

hidrogênio de amida (HNH) com sinal simpleto δ 9,91 (s, 1H). O outro simpleto em 9,23 (s, 1H) 

presente nessa região corresponde ao hidrogênio fenólico (HOH), confirmando a O-

desmetilação. Além disso, os hidrogênios aromáticos apresentam absorção na região 

característica, com deslocamentos químicos: δ 6,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,29 (d, J = 2,2 Hz, 

1H); 6,27 (dd, J = 8,0, 2,3 Hz, 1H). Esses sinais foram atribuídos respectivamente aos 

hidrogênios H5, H8 e H6, confirmando o padrão esperado para o composto. 

.  

 Na região de campo alto do espectro, é possível observar os sinais atribuídos aos 

hidrogênios H3 e H4.  O sinal em δ 2,69 (t, J = 7,5 Hz, 2H) corresponde aos hidrogênios 

benzílicos, desprotegidos pelo campo anisotrópico do anel, mas com um efeito menor devido à 

distância do anel. Já o sinal em δ 2,35 (t, J = 7,5 Hz, 2H) é referente aos hidrogênios do grupo 

metilênico α de amidas (H3), desblindados pela influência do grupo carbonila.  

 No espectro de RMN 13C a confirmação da formação da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-

2(1H)-ona (63) foi evidenciada pelos quatro sinais referentes aos carbonos quaternários: δ 

170,36 (C2), 156,48 (C7), 139,05 (C9) e 113,74 (C10). Adicionalmente, foram observados três 

sinais atribuídos aos carbonos aromáticos com hidrogênios diretamente ligados:  128,32, 108,82 

e 102,33, referentes respectivamente a C5, C6 e C8. A ausência do sinal referente ao carbono da 

metoxila, previamente observado para o composto 63 confirma a O-desmetilação. Por fim, 

foram observados os sinais referentes aos carbonos sp3 pelos sinais em δ 30,94 e 24,05, 

correspondentes aos carbonos C3 e C4, respectivamente. 

 

3.2.3.  Síntese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) 

 Os compostos 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) foram obtidos via 

reação de O-alquilação, apresentando distintas características físicas. Seus rendimentos 

variaram entre 48-61%, de acordo com o número de carbonos espaçadores, e ponto de fusão do 
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composto 62a foi determinado (não havendo relatos de P.F.na literatura para o sólido obtido) 

(Tabela 14). 

 

Tabela 14. Características físicas, pontos de fusão e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-3,4-

diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b). 

 

Compostos n Características físicas P.F ºC Rendimento (%) 

62a 1 Sólido amarelo 146 – 150 48 

62b 2 Óleo amarelo - 61 

 

 A reação de O-alquilação (Síntese de Williamson) foi realizada a partir da 7-hidroxi-

3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), carbonato de potássio (K2CO3) e dibromoalcanos (37a-b) 

em etanol, sob aquecimento de 80 °C (Esquema 24). 

 

Esquema 24. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) 

  

Para confirmar a formação do composto 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona 

(62a-b), foram realizados experimentos de determinação estrutural como RMN 1H e 13C, cujos 

espectros estão disponíveis nas Figura S45 à Figura S48 do Anexo 7.2. Os principais 

indicadores da formação desses compostos no espectro de RMN 1H foram os sinais 

característicos de hidrogênios ligados a carbonos sp3. Destacou-se, em particular, a presença de 

um tripleto na região de δ 3,99 - 4,23, com integração correspondente a dois, atribuído aos 

hidrogênios metilênicos conectados ao carbono oxigenado. De forma similar, os sinais 

correspondentes ao carbono oxigenado podem ser observados no espectro de RMN 13C, na 

região de δ 65,28 - 67,77.  

 Além disso, a ausência do sinal referente a hidroxila fenólica (HOH = δ 9,23), 

anteriormente observada para o intermediário 63, confirma a O-alquilação. 
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Figura 41. Atribuição comparativa dos principais sinais dos compostos 7-hidroxi-3,4-

diidroquinolin-2(1H)-ona (63) e 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) nos 

espectros de RMN 1H e 13C 

Para comprovar que a substituição ocorre no grupo hidroxila (OH) e não na amina (NH), 

realizou-se a espectroscopia de RMN bidimensional (2D). Por meio do experimento HMBC, 

observou-se que o próton HN-H  (δ 10,02 ppm) do composto 62a apresenta correlações de J3 com 

os carbonos C3 (30,94), C8 (102,44) e C10 (116,22), e J2 com os carbonos C2 (170,26) e C9 

(139,29), indicando a posição da substituição no grupo hidroxila (Figura 43).   

 

Figura 42. Espectros bidimensionais de HMBC do composto 62a em DMSO: Visualização 

das correlações J3 e J2, entre carbono e hidrogênio. 

Todos os demais sinais referentes ao núcleo 3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona, assim como, 

da cadeia alquílica, foram devidamente identificados nos espectros de RMN 1H e 13C.  
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3.2.4. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) 

 Os compostos 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) foram obtidos via 

aromatização oxidativa, apresentando distintas características físicas. Seus rendimentos 

variaram entre 50-67%, e o ponto de fusão de 112-170ºC (não havendo relatos de P. F. na 

literatura para nenhum dos sólidos obtidos) (Tabela 15).  

 

Tabela 15. Características físicas, pontos de fusão e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-

quinolin-2(1H)-one (60a-b). 

 

Compostos n Características físicas P.F ºC Rendimento (%) 

60a 1 Sólido bege 170 – 172d 50 

60b 2 Sólido bege 112 - 117 67 

d Ponto de degradação 

 A reação de aromatização oxidativa da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona 

(62a-b) foi realizada usando persulfato de potássio (K2S2O8) ativado por sulfato de cobre 

(CuSO4) em mistura acetonitrila/ água (1:1), sob refluxo de ~76 °C (Esquema 25). 

 

Esquema 25. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) 

 O mecanismo proposto inicia-se com a oxidação do persulfato ativado por um metal de 

transição (Cu (I)), resultando na formação do radical sulfato (SO4 
-•) através de um processo de 

transferência de elétron único (SET) (Cao et al., 2008). Esse radical promove a conversão de 7-

(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-onas (62a-b) na espécie radical intermediária (XIX), 

que posteriormente passa por uma oxidação radicalar para formar o cátion benzílico (XX) 

(Kochi; Rust, 1962). Esse cátion facilita a aromatização oxidativa, resultando nos derivados 

correspondentes de 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b). 
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Esquema 26. Esquema de intermediários proposto para a aromatização oxidativa para obtenção 

da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) (Adaptado de (Chen et al., 2019) 

 

 Para confirmar a formação do composto 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b), 

foram realizados experimentos de determinação estrutural como RMN 1H e 13C, cujos espectros 

estão disponíveis nas Figura S49 à Figura S52 do Anexo 7.2. Os principais indicadores da 

formação desses compostos no espectro de RMN 1H foram os sinais referentes aos hidrogênios 

do anel lactâmico (sistema carboxílico α, β-insaturado), que foram observados com 

deslocamento químicos em δ 7,82- 7,81 (d,1H) e δ 6,30 – 6,32 (d, 1H). Esses hidrogênios (H3 

e H4) absorvem em frequências maiores devido ao campo anisotrópico dos elétrons π dos 

carbonos sp2 ao qual estão ligados (Figura 43).  

 

Figura 43. Atribuição comparativa dos principais sinais dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3,4-

diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) e 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) nos espectros 

de RMN 1H e 13C. 
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 Além disso, a diferença entre os deslocamentos químicos destes hidrogênios pode ser 

explicada pelo efeito β-carboxílico de desproteção, causado pelo efeito mesomérico entre a 

ligação dupla C=C e a carboxila do anel (Figura 44) 

 

Figura 44. Efeito de ressonância entre a ligação dupla conjugada à carboxila do anel. 

 No RMN 13C também foi possível observar os sinais referentes a esses carbonos do anel 

lactâmico, como carbonos metínicos na região de carbonos sp2 de sistema aromático, 

apresentando deslocamento químicos em δ 140,04 – 140,12 (C4) e δ 118,72 – 118,91 (C3). Vale 

ressaltar que esses carbonos estão desprotegidos pelos mesmos efeitos que influenciam seus 

hidrogênios equivalentes, como o campo anisotrópico dos elétrons π e o efeito β-carboxílico.

 Todos os demais sinais referentes ao núcleo quinolin-2(1H)-one, assim como, da cadeia 

alquílica, foram devidamente identificados nos espectros de RMN 1H e 13C. 

 

3.2.5. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g) 

 Os compostos 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g) foram 

sintetizados por meio de uma arilação radicalar direta, regioseletiva e desidrogenativa das 

quinolinonas (60a-b) com ácidos arilborônicos (61a-f), utilizando KMnO4/AcOH como 

mediador (Esquema 27). Os produtos obtidos exibiram características físicas distintas, com 

rendimentos variando entre 2% e 22% (Tabela 16). 

 

Esquema 27. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g) 
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Tabela 16. Características físicas e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-

2(1H)-ona (59a-g). 

 

Compostos n R Características físicas 
Rendimento 

(%) 

59a 1 H Sólido bege 9 

59b 1 3-OCH3 Sólido amarelo 7 

59c 1 4-OCH3 Sólido bege 4 

59d 1 4-F Sólido amarelo 2 

59e 1 4-CN Sólido amarelo 22 

59f 1 4-NO2 Sólido amarelo 9 

59g 2 H Sólido branco 6 

 

 Ao longo das últimas décadas, as reações radicalares promovidas por metais têm 

ganhado destaque na síntese orgânica, com as reações mediadas por Mn(OAc)3 sendo 

amplamente estudadas. O Mn(OAc)3 atua como um oxidante de transferência de um único 

elétron e tem sido aplicado em diversas formações regio-, quimio- e estereosseletivas de 

ligações carbono-carbono e carbono-heteroátomo, tanto em reações intra quanto 

intermoleculares (Demir; Findik, 2008; Yuan et al., 2016). Contudo, o acetato de manganês 

(III) apresenta baixa estabilidade, desproporcionando facilmente em Mn (II) e Mn (IV). Nesse 

contexto, o sistema KMnO4/ácido acético surge como uma alternativa eficaz para a obtenção 

do acetato de manganês (III) (Demir et al., 2010). 
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Esquema 28. Esquema de intermediários proposto para a arilação radicalar mediada por 

KMnO4/AcOH para obtenção da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g) 

(Adaptado de YUAN et al., 2016) 

 

 Deste modo, o mecanismo proposto para a síntese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-

fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g) inicia-se com a formação in situ da espécie reativa Mn(III), 

gerada pela reação entre KMnO4 e AcOH. Posteriormente, o ácido arilborônico (60a-f) reage 

com o sal de Mn(III), originando o radical aril (XXII), que ataca seletivamente a posição C3 da 

quinolinona, formando um radical carbônico (XXIII) estabilizado por conjugação com o grupo 

fenila. Na sequência, ocorre uma transferência de elétron único (SET) do radical carbônico 

(XXIII) para Mn(III), resultando na formação do intermediário (XXIV), enquanto Mn(III) é 

reduzido a Mn(II). Por fim, o intermediário (XXIV) perde um próton, culminando na formação 

da quinolinona funcionalizada na posição C3 (59a-g). 

 A fim de confirmar a formação dos derivados 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-

2(1H)-ona (59a-g), foram realizados experimentos de determinação estrutural como RMN 1H 

e 13C. Entretando esses derivados não foram completamente solúveis em nenhum dos solvente 

deuterados testados (clorofórmio, DMSO, DMSO + MeOH, acetona). Desta forma, optou-se 

por prosseguir para etapa reacional seguinte e realizar a determinação estrutural apenas dos 

compostos finais.  
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3.2.6. Síntese da 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g) 

 Os novos compostos 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g) 

foram sintetizados por meio de uma reação de aminação. Os produtos foram obtidos como 

sólidos amorfos ou óleos com diferentes colorações, apresentando rendimentos variáveis entre 

22% e 95% (Tabela 17).  

Tabela 17. Características físicas e rendimentos das 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-

il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g) 

 

Compostos n R Características físicas Rendimento (%) 

58a 1 H Sólido branco 66 

58b 1 3-OCH3 Óleo amarelo 22 

58c 1 4-OCH3 Sólido bege 59 

58d 1 4-F Sólido amarelo 37 

58e 1 4-CN Sólido amarelo 48 

58f 1 4-NO2 Sólido amarelo 71 

58g 2 H Sólido amarelo 95 

 

 Esta reação foi realizada a partir da piperidina (28) e dos respectivos derivados 7-

bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g) em acetonitrila, sob aquecimento a 80 °C 

(Esquema 29).  

 

Esquema 29. Síntese da 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g) 

  

O mecanismo proposto para a síntese dos compostos 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-

il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g) é o mesmo já discutido anteriormente e está representado 

no Esquema 15. 
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 Para confirmar a formação dos compostos 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-

il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g) foram realizados experimentos de determinação estrutural 

como RMN 1H e 13C, cujos espectros estão disponíveis nas Figura S53 à Figura S66 do Anexo 

7.2.  

 

 Visando tornar a discussão mais clara, foram selecionados os espectros de RMN 1H e 

13C do composto 58e para a elucidação detalhada no texto.  Inicialmente, foram analisados os 

sinais relativos à arilação da etapa anterior, cuja caracterização estrutural completa não havia 

sido realizada. No espectro de RMN 1H, identificaram-se claramente os padrões característicos 

do anel aromático para-ciano substituído. Foram observados dois dupletos (d) em δ 7,98 (J = 

8,2 Hz, 2H) e 7,87 (J = 8,2 Hz, 2H), atribuídos respectivamente aos hidrogênios meta (H13 e 

H15) e orto (H12 e H16), seguindo o deslocamento químico esperado para grupos retiradores de 

elétrons em sistemas aromáticos (Figura 45). A constante de acoplamento (J = 8,2 Hz) é 

consistente com o acoplamento vicinal entre hidrogênios adjacentes em um anel aromático 

substituído para. No espectro de RMN 13C, os sinais característicos do anel aromático para-

ciano-substituído foram confirmados. Os carbonos C13 e C15 apresentaram um deslocamento 

químico de δ 131,90, enquanto os carbonos C12 e C16 foram observados em 129,06 ppm. 

 Os carbonos quaternários do anel aromático para-ciano-substituído foram atribuídos 

conforme suas posições: C11 (δ 140,62 ppm), desblindado pela conjugação com o grupo -CN, 

e C14 (δ 109,74 ppm), blindado parcialmente devido à proximidade direta ao grupo retirador 

(Figura 45). O carbono do ciano (C17) apresentou deslocamento característico de δ 113,67 ppm, 

típico de nitrilas conjugadas (faixa δ 110–120 ppm). 

 

Figura 45. Híbrido de ressonância de uma benzonitrila. 

A confirmação da inserção da amina cíclica ao nosso composto foi possível após a 

análises dos espectros. No RMN 1H, foram observados os sinais dos hidrogênios adjacentes ao 
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N (H3’ e H7’) como um simpleto largo em δ 2,43 (4H), assim como os sinais dos hidrogênios 

H4’ e H6’ em δ 1,49 (m, 4H) e δ 1,37 (sl, 2H) para os hidrogênios H5’. No RMN 13C, os 

deslocamentos químicos em δ 54,49 ppm (C3’ e C7’), δ 25,63 (C4’ e C6’) e δ 23,98 ppm (C5’) 

foram atribuídos aos hidrogênios do grupamento piperidina. 

Além disso, no RMN 13C o sinal do metileno (sp3) adjacente ao nitrogênio apresentou 

deslocamento químico de δ 57,71 ppm, valor significativamente mais elevado em comparação 

aos compostos 59a (Figura 46), nos quais o mesmo metileno (sp3) estava ligado ao bromo. Essa 

diferença evidencia o efeito eletrônico distinto do nitrogênio, que induz uma desblindagem 

pronunciada no carbono vizinho. 

 

Figura 46. Atribuição comparativa dos principais sinais dos compostos 7-(bromoalcoxi)-

quinolin-2(1H)-one (59a) e 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58e) nos 

espectros de RMN 1H e 13C. 

Além disso, tanto no RMN 1H quanto no 13C, os sinais do núcleo quinolinona mantiveram-

se inalterados após a reação de aminação, indicando ausência de degradação do composto. 
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3.2.7. Resultados de atividade inibitória dos compostos obtidos frente à AChE e 

BChE  

 A atividade anticolinesterásica dos compostos 58a-g foi determinada de acordo com o 

método adaptado de Ellman (De Souza et al., 2019; Ellman et al., 1961), utilizando a donepezila 

como composto de referência. As reações envolvidas nesse ensaio são as mesmas já discutidas 

anteriormente e estão representadas no Esquema 16. 

 Todos os compostos testados se mostraram capazes de inibir a AChE, tendo alguns deles 

apresentado grande potência. Dos compostos ensaiados, o que se mostrou menos ativo foi o 

58a, o qual apresentou valor de CI50 = 3,54 μM e os mais ativos foram os compostos 58e e 58f, 

os quais apresentaram valor de CI50 = 0,25 μM e CI50 = 0,41 μM, respectivamente. Os 

compostos também se mostraram capazes de inibir a BChE, em sua maioria, de forma 

equipotente a AChE. Os respectivos resultados de CI50 obtidos nos ensaios de inibição frente às 

colinesterases encontram-se na Tabela 18  

Tabela 18. Resultados obtidos nos ensaios inibição enzimática frente à EeAChE e EqBChE. 

 

Compostos n R 
CI50 (μM) ± DPa SId 

AChEb BChEc  

58a 1 H 3,544 ± 0,191 1,607 ± 0,035 0,5 

58b 1 3-OCH3 2,756 ± 0,228 2,653 ± 0,077 1,0 

58c 1 4-OCH3 1,254 ± 0,033 4,469 ± 0,412 3,6 

58d 1 4-F 1,986 ± 0,032 1,164 ± 0,071 0,6 

58e 1 4-CN 0,251 ± 0,025 2,695 ± 0,229 10,7 

58f 1 4-NO2 0,408 ± 0,019 3,285 ± 0,103 8,1 

58g 2 H 1,26 ± 0,043 1,533 ± 0,052 1,2 

Donepezila - - 0,007 ± 0,0002  2,39 ± 0,105  341  

aConcentração necessária para inibir 50% da atividade colinesterásica, dados obtidos ± desvio 

padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes; bAChE de enguia elétrica; c BChE de soro 

equino; d Índice de seletividade (IS) é dado como BChE CI50/AChE CI50. 
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3.2.8. Ensaios do mecanismo de inibição enzimática frente à AChE e BChE 

Para determinar o mecanismo de inibição dessa série de compostos, foram realizados 

ensaios de cinética enzimática com os compostos 58a, 58b, 58e e 58f em ambas as enzimas. 

Esses compostos foram selecionados com base no seu perfil inibitório e nas diferentes 

propriedades eletrônicas.  

Com base nos parâmetros cinéticos (Km e Vmax) (Tabela 19), e no perfil do gráfico de 

Lineweaver-Burk observou-se que o tipo de inibição promovida pelos compostos 58a, 58b 

frente a enzima AChE é do tipo não-competitiva, enquanto para a enzima BChE é do tipo mista. 

Já os compostos 58e e 58f demostraram mecanismo de inibição do tipo mista para ambas as 

enzimas. As constantes de afinidade correspondentes aos tipos de inibição observados foram 

calculadas e estão apresentadas na Tabela 19. 

 

Tabela 19. Parâmetros cinéticos de 58a, 58b, 58e e 58f em AChE e BChE. 

Concentração 

(μM) 

Vmáx ± DP 

(1 x 103 

nM/min) 

Km ± DP 

(1 x 103 nM) 

Ki (nM) ± 

DPa 
Ki’ (nM) ± DPb 

58a em AChE 

0 9,51 ± 0,212 74,48 ± 2,778 

- 1730 ± 20,40 2,5 4,05 ± 0,108 74,04 ± 4,003 

4,5 2,34 ± 0,050 72,30 ± 3,690 

58a em BChE 

0 6,42 ± 0,122 91,08 ± 5,450   

1 3,30 ± 0,135 156,70 ± 15,304 230± 2,43 630 ± 7,18 

2 2,16 ± 0,144 215,80 ± 17,159   

     

58b em AChE 

0 21,52 ± 0,142 71,92 ± 0,431 

- 1680 ± 17,80 1,9 7,94 ± 0,166 69,84 ± 5,498 

3,5 4,94 ± 0,070 70,75 ± 2,629 

58b em BChE 

0 6,19 ± 0,155 76,66 ± 6,364 

250,87 ± 4,51 748,20 ± 13,47 1,7 3,68 ± 0,139 241,70 ± 17,027 

3,7 1,72 ± 0,033 358,80 ± 16,499 
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58e em AChE 

0 11,51 ± 0,178 66,29 ± 2,411 

35,52 ± 0,46 120,38 ± 1,69 0,15 5,29 ± 0,052 76,91 ± 3,868 

0,35 3,48 ± 0,055 93,03 ± 3,833 

58e em BChE 

0 9,57 ± 0,564 87,81 ± 5,294 

436,23 ± 3,57 1224 ± 9,60 1,7 6,94 ± 0,180 218,87 ± 6,565 

3,7 3,71 ± 0,079 288,37 ± 5,281 

 

58f em AChE 

0 20,19 ± 0,461 90,47 ± 2,356 

69,30 ± 0,90 194,03 ± 2,56 0,2 10,70 ± 0,282 105,17 ± 4,200 

0,6 5,76 ± 0,036 133,77 ± 2,458 

58f em BChE 

0 14,86 ± 0,222 122,10 ± 1,90 

838,63 ± 7,62 
1957,67 ± 

17,70 
2,6 8,61 ± 0,200 202,83 ± 7,25 

4 6,55 ± 0,135 233,10 ± 3,83 

a Constante de afinidade para inibição competitiva; b Constante de afinidade para inibição não-

competitiva; Dados obtidos ± desvio padrão (DP) de triplicatas de ensaios independentes. 

Para o composto 58e, a comparação das constantes de afinidade competitiva (Ki) 

revelou que o valor é ~12 vezes maior na BChE (Ki = 436,23 μM) do que na AChE (Ki = 35,52 

μM). Já a constante não competitiva (Ki’) foi ~10 vezes maior na BChE (Ki’ = 1,224 μM) do 

que na AChE (Ki’ = 120,38 μM). Para o composto 58f, observou-se a repetição desses 

resultados de comparação, onde Ki é ~12 vezes maior na BChE (Ki = 838,63 μM) do que na 

AChE (Ki = 69,30 μM) e Ki’ é ~10 vezes maior na BChE (Ki’ = 1957,67 μM) do que na AChE 

(Ki’ = 194,03 μM). Essa diferença modesta nas constantes (Ki e Ki’) reforça a baixa 

seletividade dos compostos, indicando interações relevantes em ambos os sítios das enzimas. 

A análise da razão Ki’/Ki entre as constantes de afinidade revelou a preferência dos 

compostos pelos sítios catalítico e alostérico da BChE. Para essa enzima, todos os compostos 

apresentaram uma razão Ki’/Ki ≈ 3, indicando que a afinidade relativa pelo sítio catalítico é 

três vezes maior que pelo sítio alostérico, independentemente dos substituintes na fenila. Essa 
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consistência sugere que as modificações estruturais nos substituintes não alteraram 

significativamente o equilíbrio de interação entre os sítios. 

Nos gráficos de Lineweaver-Burk foi possível confirmar os mecanismos de inibição 

indicados pela análise dos parâmetros cinéticos. Para os compostos 58a (Figura 47) e 58b 

(Figura 48) na enzima AChE (à esquerda), observou-se que as retas de intersecção convergem à 

esquerda do eixo y (1/V) e sobre o eixo x (1/[S]), indicando um mecanismo de inibição não-

competitiva. Já para o composto 58e (Figura 49) e 58f (Figura 50) em ambas as enzimas, assim 

como para a BChE (à direita) dos compostos 58a e 58b, as retas de intersecção convergem à 

esquerda do eixo y (1/V) e acima do eixo x (1/[S]), indicando um mecanismo de inibição mista. 

As concentrações dos compostos [I] utilizadas nas curvas estão representadas nos gráficos. 
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Figura 47. Gráficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibição em EeAChE (à esquerda) e 

EqBChE (à direita) do composto 58a. 
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Figura 48. Gráficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibição em EeAChE (à esquerda) e 

EqBChE (à direita) do composto 58b. 
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Figura 49. Gráficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibição em EeAChE (à esquerda) e 

EqBChE (à direita) do composto 58e. 
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Figura 50. Gráficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibição em EeAChE (à esquerda) e 

EqBChE (à direita) do composto 58e. 

3.2.9. Avaliação in silico da interação dos compostos com a EeAChE 

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EeAChE foi utilizada as mesmas condições já expostas anteriormente e que estão 

descritas no item 3.1.13. 

Os resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os compostos 58a-g 

estão apresentados na Tabela 20, permitindo a visualização da correlação entre os dados. O 

detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima EeAChE está 

descrito na Tabela S6 do Anexo 7.1. 

Tabela 20. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

Compostos 
EeAChE 

GoldScore CI50 (µM) ± DP 

58a 76,59 3,544 ± 0,191 

58b 77,51 2,758 ± 0,228 

58c 80,82 1,254 ± 0,033 

58d 76,84 1,986 ± 0,032 
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58e 78,86 0,251 ± 0,025 

58f 82,6 0,408 ± 0,019 

58g 78,21 1,26 ± 0,043 

 

Com base na análise das poses de ligação obtidas pelo estudo de docking, observou-se 

que todos os inibidores ocupariam simultaneamente o sítio ativo (CAS) e o sítio periférico 

(PAS). No sítio ativo, o grupamento amino-cíclico protonado dos inibidores estabeleceu 

interações do tipo cátion-π com o resíduo Trp86 e um empilhamento π-π do tipo T entre o 

núcleo cumarínico e o resíduo de Tyr124. Além disso, o núcleo cumarínico posicionou-se no 

canal do sítio ativo, formando ligações de hidrogênio com o resíduo Tyr337 e o resíduo Phe295 

e Arg296 (Figura 51).  

 

Figura 51. Análise da sobreposição dos compostos 58a-g e a cavidade enzimática da AChE. 

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

Esses resultados reproduzem de forma adequada o perfil de inibição mista dos 

compostos 58e (p-CN) e 58f (p-NO2), porém não preveem a divergência observada 

experimentalmente para os compostos 58a (H) e 58b (m-OCH3), que demostraram perfil de 

inibição do tipo não-competitivo. Considerando que os demais compostos da série 

apresentam atividade enzimática equipotentes à dos compostos 58a e 58b, aliada à presença de 

substituintes neutros ou doadores de elétrons, é valido propor que todos os demais 

análogos sigam o mesmo mecanismo não-competitivo. A exceção observada 

para 58e e 58f pode ser atribuída à presença dos substituintes p-CN e p-NO2, grupos fortemente 
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retiradores de elétrons. Essa característica eletrônica parece favorecer interações simultâneas 

com os sítios CAS e PAS da AChE, justificando a maior atividade desses compostos. 

Adicionalmente, além das interações descritas, os compostos 58e e 58f exibiram 

interação de hidrogênio adicionais com o resíduo de Ser293, com distancias de 2,2 Å (grupo 

ciano, 58e) (Figura 52A) e 2,9 Å (grupo nitro, 58f) (Figura 52B). 

  

Figura 52. A) Análise parcial das principais interações moleculares a cavidade enzimática da 

AChE e os compostos 58e e B) 58f. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © 

Schrödinger LLC). 

Por causa da divergência observada entre os dados in silico e in vitro, levantou-se a 

hipótese que essas quinolinonas poderiam se encontrar predominantemente na forma 

tautomérica iminol em meio aquoso, em contraste com a forma amida considerada nos cálculos 

iniciais de modelagem molecular (Esquema 30).  

 
Esquema 30. Tautomeria amida-iminol em derivados de quinolinona. 

Para avaliar essa possibilidade, realizou-se um estudo comparativo de estabilidade 

termodinâmica entre os tautômeros amida e iminol em meio aquoso, utilizando cálculos de 

Teoria do Funcional da Densidade (DFT). Os compostos 58a e 58e foram selecionados como 

representantes da série, considerando suas diferenças estruturais e perfis cinéticos distintos 

(Tabela 21). 

Tyr124 
Arg296 

Phe295 
Ser293 

A 
Tyr124 

Arg296 

Phe295 
Ser293 

B 
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Tabela 21. Cálculos de estabilidade relativa dos tautômeros amida e iminol em meio aquoso 

para os compostos 58a e 58e. 

Composto Energia (amida) (au) Energia (iminol) (au) ΔE (au)1 
ΔE 

(kJ/mol) 

58a -1333,26602 -1113,25031 - 0,01571 - 41,24 

58b -1205,51433 -1205,49689 -0,01741 -45,70 

1ΔE(au)=Eceto−Eenol 

Os resultados revelaram que a forma amida apresenta maior estabilidade 

termodinâmica em meio aquoso, com uma diferença de energia de -41,24 kJ/mol em relação ao 

tautômero iminol para 58a e de -45,70 kJ/mol para o composto 58e. No entanto, mesmo com 

essa preferência tautomérica, a possível coexistência de ambas as formas em equilíbrio 

dinâmico poderia permitir interações pontuais com resíduos-chave da AChE.  

Por isso realizou-se um estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos 

na forma tautomérica iminol e a enzima EeAChE, visando avaliar se essa conformação 

explicaria o mecanismo de inibição não-competitivo observado experimentalmente. Contudo, 

a análise das poses de ligação obtidas revelou que todos os compostos ocuparam 

simultaneamente o sítio CAS e PAS, sem alterações significativas no modo de interação em 

relação ao observado para os tautômeros amida (Figura 53). 

 
Figura 53. Análise da sobreposição dos compostos 58a-f na conformação enol e a cavidade 

enzimática da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

Diante disso, foi proposta a hipótese da formação de complexos ternários, que contêm 

a enzima, o substrato e o inibidor. Primeiramente, realizaram-se cálculos de docking 

molecular utilizando a acetiltiocolina (ACTI), análoga do substrato natural acetilcolina, que foi 

empregada no estudo cinético. Nos complexos tiocolina/AChE melhor classificados, previu-se 
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que a molécula de tiocolina se posicionaria no sítio ativo, com o grupo trimetilamônio orientado 

em direção à cadeia lateral Trp84, enquanto o átomo de carbono da carbonila do substrato se 

localizaria próximo ao átomo Oγ da Ser 203 catalítica.  

 
 

Figura 54. A) Substrato acetiltiocolina (ACTI) (ciano) na cavidade enzimática da AChE, 

destacando-se a tríade catalítica Ser203, His447, Glu335 (rosa). B) Mapa farmacofórico com 

as principais interações do ACTI na AChE. Legenda: cargas atrativas (azul), cátion-π (laranja), 

van der Walls (verde). Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

Em seguida, o melhor complexo tiocolina/AChE foi selecionado para a realização do 

estudo de ancoramento molecular (docking) com os derivados da quinolinona 58a-g. Os 

resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os compostos estão apresentados 

na Tabela 22, permitindo a visualização da correlação entre os dados. O detalhamento 

qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima EeAChE está descrito na 

Tabela S7 do Anexo 7.1. 

A análise estrutural mostrou que os compostos 58a-f estabelecem interações 

semelhantes entre si, exibindo um deslocamento mais pronunciado em direção ao sítio PAS nos 

complexos ternários em comparação aos complexos binários. Apesar dessa tendência, 

observou-se que os compostos ainda interagem parcialmente com resíduos do sítio CAS, como 

Asp74 e Tyr124 (Figura 55). Entretanto, esse padrão é compatível com a cinética não-

competitiva observada experimentalmente, uma vez que a ausência de competição pelo sítio 

catalítico (já ocupado pelo substrato) não impede interações secundárias com resíduos 

adjacentes. 

A B 
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Tabela 22. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

Compostos 
EeAChE+ACTI 

GoldScore CI50 (µM) ± DP 

58a 70,84 3,544 ± 0,191 

58b 73,65 2,756 ± 0,228 

58c 72,39 1,254 ± 0,033 

58d 70,55 1,986 ± 0,032 

58e 71,83 0,251 ± 0,025 

58f 71,28 0,408 ± 0,019 

58g 62,00 1,26 ± 0,043 

 

 

 

 

Figura 55. A) Análise da sobreposição dos complexos ternários formados pelos compostos 

58a-f na cavidade enzimática da tiocolina/AChE. B) Análise da cavidade de acesso ao sítio da 

tiocolina/AChE com os compostos 58a-f ancorados. C) Representação da superfície de van der 

Waals do sítio da tiocolina/AChE, com os compostos 58a-f ancorados, e a tiocolina sob um 

ângulo de visão longitudinal. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger 

LLC). 

A 

B C 
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Sendo assim, as principais interações observadas para o composto 58a envolveram a 

atração eletrostática – mesmo que distante – entre a piperidina protonada e o resíduo Asp74 

(4,6 Å), além de ligações de hidrogênio estabelecidas pelo HN-H da piperidina com o resíduo 

Tyr124 (2,6 Å) e pela carbonila da quinolinona com o resíduo Phe295 (2,5 Å). Adicionalmente, 

verificou-se empilhamento π-π entre o núcleo quinolinona e o resíduo Tyr341 (4,4 e 5,0 Å), 

bem como entre o anel fenílico e o resíduo Trp286 (5,3 Å). O mesmo anel fenílico também 

demonstrou interações de empilhamento π-amida com Ser293 (4,8 Å), reforçando a 

estabilização do complexo (Figura 56). 

 
Figura 56. Análise das principais interações moleculares a cavidade enzimática da 

tiocolina/AChE e o composto 58a. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger 

LLC). 

Os demais derivados contendo dois metilenos como cadeia espaçadora apresentaram 

interações semelhantes às destacadas para o composto 58a, variando principalmente em função 

do substituinte do grupo fenil. Entretanto, no composto 58g, que possui três metilenos 

espaçadores, observou-se uma variação mais significativa. Embora a atração eletrostática entre 

a piperidina protonada e o resíduo Asp74 (4,3 Å) tenha sido mantida, foram 

identificadas ligações de hidrogênio entre o HN-H da piperidina e o resíduo Ser125 (2,2 Å) e 

o HN-H da quinolinona e o resíduo Tyr124 (2,6 Å). Adicionalmente, verificou-se empilhamento 

π-π entre o núcleo quinolinona e o resíduo Tyr341 (3,2 e 4,8 Å), bem como entre o anel fenílico 

e o resíduo Trp286 (4,8 Å) (Figura 57). 
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Figura 57. Análise das principais interações moleculares a cavidade enzimática da 

tiocolina/AChE e o composto 58g. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger 

LLC). 

Diante do que foi exposto, conclui-se que a formação do complexo ternário poderia 

explicar de forma mais consistente o perfil de inibição não-competitiva demonstrado 

experimentalmente para parte dos compostos desta série. Além disso, é plausível inferir que os 

compostos com perfil de inibição mista (58e e 58f) interajam com a enzima em ambas as 

formas – tanto através do complexo binário quanto do ternário –, sugerindo um mecanismo de 

ação dual e explicando uma maior afinidade pelo PAS, como verificado em seus valores de Ki’ 

(Tabela 18). Visando confirmar os resultados de forma robusta, o ideal seria a realização de 

estudos de cristalografia de raios X e/ou simulações de dinâmica molecular. 

 

3.2.10. Avaliação in silico da interação dos compostos com a EqBChE 

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EqBChE foi utilizada as mesmas condições já expostas anteriormente e que estão 

descritas no item 3.1.14. 

Os resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os compostos 58a-g 

estão apresentados na Tabela 23, permitindo a visualização da correlação entre os dados. O 

detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima EqBChE está 

descrito na Tabela S8 do Anexo 7.1. 
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Tabela 23. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

Compostos 
EqBChE 

ChemScore CI50 (µM) ± DP 

58a 44,64 1,607 ± 0,035 

58b 46,28 2,653 ± 0,077 

58c 45,31 4,469 ± 0,412 

58d 45,31 1,164 ± 0,071 

58e 46,24 2,695 ± 0,229 

58f 46,58 3,285 ± 0,103 

58g 47,10 1,533 ± 0,052 

 

A análise das poses de ligação obtidas pelo estudo de docking revelou que os inibidores 

ocupam simultaneamente o sítio catalítico (CAS) e o sítio periférico (PAS) da enzima, o que 

está de acordo com os dados cinéticos observados experimentalmente. No CAS, o grupamento 

amino-cíclico protonado dos inibidores estabelece interações do tipo cátion-π com o resíduo 

Trp110, enquanto o núcleo quinolinona posiciona-se no sítio catalítico, formando uma interação 

de empilhamento π-π com o resíduo Tyr360. No sítio periférico (PAS), predominaram 

interações hidrofóbicas, cujos resíduos envolvidos mantiveram-se consistentes 

independentemente dos substituintes presentes no grupo benzila. Entretanto, a natureza desses 

substituintes influenciou diretamente os parâmetros geométricos das interações, como 

distâncias intermoleculares e ângulos conformacionais, sem alterar significativamente a 

identidade dos resíduos participantes (Figura 58). 

A baixa seletividade, ou até mesmo a inversão da seletividade dos compostos entre as 

enzimas AChE e BChE, demonstra ter correlação direta com a cinética de inibição. Enquanto 

boa parte dos derivados demonstraram perfil de inibição não-competitivo para a AChE, todos 

demonstram perfil de inibição misto frente a BChE, permitindo que os compostos realizassem 

interações importantes no sítio CAS, como a interação do tipo cátion-π com o resíduo Trp110.  

Adicionalmente, a planaridade do sistema, ao restringir a liberdade conformacional dos 

compostos, parece direcionar os derivados para a cavidade enzimática de forma menos 

suscetível ao maior volume da cavidade da BChE. 
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Figura 58. A) Análise da sobreposição dos compostos 58a-g e a cavidade enzimática da BChE. 

B) Análise da cavidade de acesso ao sítio catalítico da BChE com os compostos 58a-g ancorado, 

visto de frente. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

 

  

Trp110 

Tyr360 

Asp98 

A B 
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3.3. SERIE C 

3.3.1. Planejamento sintético dos compostos 

 A síntese da série de compostos (67a-b) foi planejada com base na análise retrossintética 

detalhada no Esquema 31. 

Inicialmente, a partir de uma desconexão C-O (etapa a), foi identificado a 3-(quinazolin-2-

ilamino)fenol (68) e os cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) como precursores das N-

(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b), por meio de uma reação de 

substituição nucleofílica bimolecular (SN2). 

 Através de uma desconexão C-Cl (etapa b), identificou-se o piperidinil-etanol ou 

propanol (70a-b) como reagentes de partida dos cloridratos de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-

b), por meio de uma reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2) com cloreto de tionila 

(SOCl2). 

 Paralelamente, identificou-se o composto metoxilado (71) como precursor do composto 

a 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68), através uma desconexão O-H (etapa c) que ocorre por 

meio de uma reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2) com tribrometo de boro. 

 Por fim, uma desconexão C-N aplicada ao composto N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-

amina (71) sugere a m-anisidina (65) e a 2-cloroquinazolina (72), como reagentes de partida, 

explorando uma reação de substituição nucleofílica aromática (SNAr). 

 
 

Esquema 31. Análise retrossintética para obtenção dos compostos planejados da série C. 
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3.3.2. Síntese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) 

 A síntese do composto N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) foi realizada via 

substituição nucleofílica aromática (SNAr), levando a obtenção de um sólido amarelo. O 

rendimento alcançado foi de 61%, com ponto de fusão na faixa de 139-141°C. 

 A reação foi realizada utilizando a m-anisidina (65) com a 2-cloroquinazolina (72), na 

presença de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) em 2-propanol, com aquecimento a 150ºC 

(Esquema 32). 

 
Esquema 32. Síntese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) 

 O mecanismo proposto para a obtenção da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) é 

uma substituição nucleofílica aromática (SNAr), também conhecido como mecanismo de 

adição-eliminação. O mecanismo se inicia pelo ataque nucleofílico do par de elétrons não 

ligantes da amina secundaria (65) ao carbono eletrofílico da 2-cloroquinazolina (72), formando 

o intermediário de adição (XXIV) (intermediário de Meisenheimer), que é estabilizado pelo 

efeito de ressonância. Em seguida, ocorre a abstração de um próton pela base (XXV), seguida 

pela eliminação do grupo de saída (Cl⁻). 

 

Esquema 33. Esquema de intermediários proposto para a formação do composto N-(3-

metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) (Adaptado de CAREY; SUNDBERG, 2002; CLAYDEN; 

GREEVES; WARREN, 2012). 
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 A caracterização estrutural do composto N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) foi 

realizada por meio da análise dos espectros de RMN 1H e 13C, cujos espectros estão disponíveis 

nas Figura S67 à Figura S68 do Anexo 7.2.   

A presença do grupo metoxila foi confirmada pelo sinal simpleto (integrável para 3H) 

observado no espectro de 1H em δ 3,78 ppm, atribuído aos hidrogênios da metoxila (H7’). No 

espectro de 13C, o carbono metoxilíco (C7’) foi identificado como um simpleto em δ 54,91 ppm, 

corroborando a ausência de acoplamentos ou substituintes adjacentes. Adicionalmente, o 

hidrogênio aminico (HNH) foi observado como um simpleto em δ 9,89 ppm, com integração 

correspondente a 1H. Um sinal característico observado no espectro de 1H foi o do H4, que 

exibiu um deslocamento altamente desblindado em δ 9,31 ppm (s, 1H). Essa desblindagem 

acentuada é atribuída aos efeitos eletrônicos combinados do anel aromático: o efeito de 

ressonância e o efeito indutivo dos átomos de nitrogênio adjacentes (N1 e N3), que intensificam 

a desproteção do H4.  

Na região aromática (sp2), foram identificados 7 hidrogênios (δ 6,8–8,5 ppm), 

distribuídos em múltiplos padrões de desdobramento, compatíveis com os sistemas aromáticos 

da quinazolina e do anel 3-metoxifenila. 

 Para validação inequívoca da estrutura, além da análise de multiplicidades e 

deslocamentos químicos, realizou-se espectroscopia de RMN bidimensional (2D), incluindo 

experimentos de HSQC e HMBC, que permitiram correlacionar os sinais de 1H e 13C (Tabela 

24). 

 

Tabela 24. Dados de RMN de 1H (500MHz) e de 13C (125MHz) do produto 71 em DMSO, 

incluindo os resultados obtidos dos espectros de correlação heteronuclear de HSQC (J1) e 

HMBC (J2, J3 e J4). Deslocamentos em δ (ppm) e multiplicidade entre parênteses. 

 

HSQC (J1) HMBC 

 δC δH (multiplicidade) J2
CH J3

CH J4
CH 

C      

C2 150,65 - HN-H H4 H8; H2’ 

C9 156,87 - - H4 - 

C10 120,36 - H4; H5 H6; H8 - 
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C1’ 141,71 - HN-H; H2’; H6’ H5’ - 

C3’ 159,57 - H2’; H4’ H5’; H7’ - 

      

CH      

C4 162,31 H4: 9,31 (s) - - H8 

C5 125,57 H5: 7,67 (d, J = 8,4Hz) H6 - - 

C6 123,60 H6: 7,39 (t, J = 7,4Hz) H5 - - 

C7 134,55 H7: 7,82 (m) H8 H5 - 

C8 127,95 H8: 7,92 (d, J = 7,8Hz) H7 - H4 

C2’ 104,59 H2’: 7,82 (sl) - HN-H; H6’; H4’ H5’ 

C4’ 106,85 H4’: 6,56 (dd, J = 8,1, 2,1Hz) - H2’; H6’ - 

C5’ 129,23 H5’: 7,22 (t, J = 8,1Hz) - - - 

C6’ 111,22 H6’: 7,49 (d, J = 8,1Hz) H5’ HN-H; H2’; H4’ - 

      

CH3      

C7’ 54,91 H7’: 3,81 (s) - - - 

      

- - 
HN-H: 9,89 (s) 

 
- - - 

 

 

 

Figura 59. Espectros bidimensionais de HSQC do composto 71 em DMSO-d6: Visualização 

das correlações J1 entre carbono e hidrogênio. 
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Figura 60. Espectros bidimensionais de HMBC do composto 71 em DMSO-d6: Visualização 

das correlações J2, J3 e J4, entre carbono e hidrogênio. 

3.3.3. Síntese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) 

 O composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) foi obtido por reação de O-

desmetilação, apresentando-se como um sólido amarelo. O rendimento alcançado foi de 11%, 

com ponto de fusão na faixa de 140-144°C. 

 A reação de O-desmetilação foi realizada utilizando a N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-

amina (71) com o tribrometo de boro (BBr3) em diclorometano anidro, com aquecimento a 45ºC 

(Esquema 34). 

  
Esquema 34. Síntese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) 
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 O mecanismo proposto para a obtenção da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) envolve 

uma reação de O-desmetilação, na qual o BBr3 atua como um ácido de Lewis, aceitando um par 

de elétrons do oxigênio da metoxila em seu orbital p vazio. O íon oxônio (XXVI) resultante 

pode então ser atacado por Cl⁻ em uma reação do tipo SN2, promovendo a quebra da ligação 

C–O e levando à formação do intermediário de reação XXVII, que, ao ser hidrolisado, gera o 

grupo hidroxila no composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) (Esquema 35) (Clayden; 

Greeves; Warren, 2012).  

 

Esquema 35. Esquema de intermediários proposto para a O-desmetilação para formação do 

composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68). 

 Para confirmar a formação do composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) foram 

realizados experimentos de determinação estrutural como RMN 1H e 13C, cujos espectros estão 

disponíveis nas Figura S69 à Figura S70 do Anexo 7.2.   

Os principais indicadores da formação desse composto foi a ausência do sinal referente 

a metoxila presente no reagente 68, tanto no espectro de RMN 1H quanto no de 13C. Pela análise 

ter sido realizada em clorofórmio (CDCl3) não foi possível visualizar hidrogênio da hidroxila 

(HOH) ou mesmo o hidrogênio da amina (HNH).  

Além disso, tanto no RMN 1H quanto no 13C, os sinais do núcleo N-fenilquinazolin-2-

amina mantiveram-se inalterados após a reação de O-desmetilação, indicando ausência de 

degradação do composto. 
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3.3.4. Síntese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) 

A síntese do composto cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) foi realizada via 

reação substituição nucleofílica bimolecular (SN2), apresentando como sólidos. Seus 

rendimentos variaram entre 93-98%, de acordo com o número de carbonos espaçadores (Tabela 

25). 

 

Tabela 25. Características físicas e rendimento da 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) 

 

Compostos n 
Características 

físicas 
P.F. ºC Rendimento (%) 

69a 1 Sólido bege 209-211d 98 

69b 2 Sólido bege 215-219d 93 
d Ponto de degradação 

A reação para obtenção dos haletos de alquila foi realizada a partir piperidinil-alcanol 

(69a-b) e cloreto de tionila (SOCl2) em tolueno, sob aquecimento de 60 °C (Esquema 36). 

 
Esquema 36. Síntese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) 

O mecanismo inicia-se com o ataque nucleofílico do oxigênio do grupo hidroxila do 

piperidinil-alcanol (70a-b) ao enxofre eletrofílico do cloreto de tionila (SOCl2), formando 

um intermediário tetraédrico (XXVIII), que libera um íon cloreto (Cl-). Em seguida, ocorre 

uma transferência intramolecular de prótons entre o nitrogênio e o oxigênio, gerando 

o cloridrato de clorossulfito de alquilpiperidínio (XXIX) (Esquema 37). 

 Posteriormente, em uma substituição nucleofílica bimolecular (SN2), um íon cloreto 

(Cl-) atua como nucleófilo, atacando o carbono α ao oxigênio e deslocando o grupo ClSO2
-. 

Este grupo é um excelente grupo de saída e decompõe-se facilmente em SO2 gasoso e Cl-, 

tornando a reação irreversível (Esquema 37) (Solomons; Fryhle; Snyder, 2022; Scotland; 

Vreugdenhil; Shetranjiwalla, 2025). 
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Esquema 37. Esquema de intermediários proposto para a obtenção do cloridrato de 1-

(cloroalquil)piperidina (69a-b) (Adaptado de (Solomons; Fryhle; Snyder, 2022; Scotland; 

Vreugdenhil; Shetranjiwalla, 2025)) 

Para confirmar a formação do composto cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) 

foram realizados experimentos de determinação estrutural como RMN 1H e 13C, cujos espectros 

estão disponíveis nas Figura S71 à Figura S74 do Anexo 7.2.   

Vale mencionar que as análises desses compostos foram realizadas em DMSO-d6 para 

a melhor visualização de hidrogênios ligados a heteroátomos. Visando tornar a discussão mais 

clara, foram selecionados os espectros de RMN 1H e 13C do composto 69b para a elucidação 

detalhada no texto. Inicialmente, podemos observar os sinais referentes a cadeia alquílica, como 

o deslocamento de δ 3,73 ppm (t, J = 6,3 Hz, 2H) atribuído aos hidrogênios metilênicos 

adjacentes ao átomo de cloro (H9), que apresentam desblindagem acentuada devido ao efeito 

indutivo eletronegativo do cloro. Contudo, esse sinal isoladamente não seria suficiente para 

confirmar a formação do composto 69b, visto que ele não demonstra mudança significativa no 

deslocamento químico em relação ao álcool precursor. Sendo assim, a única evidência concreta 

fornecida pelo espectro de RMN 1H é a ausência do sinal referente ao HOH, que 

seria esperado como um singleto em ~4 ppm. O sinal em δ 3,37 ppm (s, 2H) corresponde aos 

hidrogênios metilênicos próximos ao nitrogênio (H7), cujo deslocamento elevado sugere a 

influência do ambiente polarizado gerado pelo grupo amino protonado. Por fim, o sinal em δ 

2,19–2,23 ppm (m, 2H) é atribuído aos hidrogênios centrais da cadeia (H8), que sofrem 

acoplamentos múltiplos com os metilenos vizinhos (H7 e H9), resultando em um padrão 

complexo.  
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Os hidrogênios H2-6 e H4 da piperidina protonada exibiram deslocamentos químicos 

distintos no RMN 1H para os hidrogênios axiais e equatoriais, refletindo a influência da 

anisotropia magnética do nitrogênio protonado (HNH = 10,72 ppm (s, 1H)) e da conformação 

em cadeira.  Para os hidrogênios axiais H2-6, o sinal em 3,07 (dt, J = 10,1, 5,2 Hz, 2H) reflete a 

desblindagem causada pelo nitrogênio protonado, com o acoplamento J = 10,1 Hz 

correspondendo à interação axial-axial. Já os hidrogênios equatoriais em 2,84 (td, 2H) 

apresentam menor deslocamento devido à menor exposição ao campo desblindante do 

nitrogênio protonado. Para o hidrogênio axial em H4 foi atribuído o sinal de 1,68 (d, J = 13,2 

Hz, 1H) e sinal em 1,36 (q, 1H) para o H4 equatorial. Para o H3-5 temos o sinal em 1,85 – 1,67 

como um multipleto integrado para 4H. 

 

 

No espectro de RMN 13C, observaram-se os seguintes deslocamentos químicos para a 

cadeia alquila: δ 53,37 ppm para o carbono C7, δ 42,59 ppm para o carbono C9 e δ 26,23 ppm 

para o carbono C8. O deslocamento do C9 é característico de um carbono adjacente a 

halogênios (Cl) e constitui evidência da formação do composto 69b, uma vez que esse valor é 

significativamente diferente do observado para o álcool precursor, que ocorreria em 

aproximadamente 60 ppm. Para a amina cíclica, observou-se deslocamentos característicos: δ 

52,06 ppm para os carbonos C2 e C6 (adjacentes ao nitrogênio protonado), δ 26,23 ppm para os 

carbonos C3 e C5 e δ 21,41 ppm para o carbono C4.  

 

3.3.5. Síntese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) 

O composto N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) foi obtido 

via reação de O-alquilação, apresentando como sólido. Seus rendimentos variaram entre 27-

54%, de acordo com o número de carbonos espaçadores (Tabela 26). 
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Tabela 26. Características físicas e rendimento da N-(3-((piperidin-1-

il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) 

 

 

A reação de O-alquilação (Síntese de Williamson) foi realizada a partir da 3-

(quinazolin-2-ilamino)fenol (68), cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b), carbonato de 

potássio (K2CO3) e iodeto de potássio (KI) em acetonitrila, sob aquecimento de 85 °C (Esquema 

38). 

 
Esquema 38. Síntese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b). 

 O mecanismo proposto para essa reação inicia-se pela reação de substituição 

nucleofílica (SN2) entre o KI, que está sendo utilizado como catalisador da reação, e o cloridrato 

de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b). O ataque nucleofílico é realizado pelo iodeto, que é um 

bom nucleófilo, no carbono α ao cloreto, levando a formação do intermediário (XXX). 

Paralelamente, temos a abstração do próton da hidroxila fenólica pelo íon carbonato (CO3
-2), 

resultando na formação da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenolato (XXXI) e do íon bicarbonato 

(HCO3
−). Em seguida, ocorre uma substituição nucleofílica bimolecular (SN2), em que a 3-

(quinazolin-2-ilamino)fenolato (XXXI) recém-formada atua como nucleófilo, atacando o 

carbono ligado ao iodo (XXX). De forma concertada, a ligação entre o nucleófilo e o carbono 

se forma enquanto a ligação C-I é rompida, liberando o iodeto e originando a N-(3-((piperidin-

1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) (Esquema 39) (Clayden; Greeves; Warren, 2012).  

 

Compostos n Características físicas Rendimento (%) 

67a 1 Sólido amarelo 54 

67b 2 Óleo amarelo 27 



114 

 

 

Esquema 39. Esquema de intermediários proposto para a O-alquilação do composto N-(3-

((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) (Adaptado de (Clayden; Greeves; 

Warren, 2012)) 

 Para confirmar a formação do composto N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-

2-amina (67a-b) foram realizados experimentos de determinação estrutural como RMN 1H e 

13C, cujos espectros estão disponíveis nas Figura S75 à Figura S78 do Anexo 7.2.   

Inicialmente, observou-se nos espectros que os sinais do núcleo N-fenilquinazolin-2-

amina se mantiveram inalterados após a introdução do grupo piperidinil-alcoxila, confirmando 

que a funcionalização não afetou a estrutura central. Além disso, observou-se um tripleto 

variando entre δ 4,00 - 4,08 (J = 5,8 Hz, 2H) referente ao metileno adjacente ao oxigênio e um 

tripleto em δ 2,40–2,68 ppm (J = 5,4 Hz, 2H) que foi associado aos hidrogênios metilênicos 

próximos ao nitrogênio da piperidina. Para o composto 67b, com cadeia alquila de 3 carbonos, 

ainda foi possível observar o sinal em δ 1,89 ppm (m, 2H).  

Para confirmar que a substituição ocorre no grupo hidroxila (OH) e não na amina (NH), 

realizou-se a espectroscopia de RMN bidimensional (2D). Por meio do experimento HMBC, 

observou-se que o próton HN-H do composto 67a apresenta correlações de longo alcance (J3) 

com os carbonos C2’ e C4’, indicando a posição da substituição no grupo hidroxila (Figura 61).   
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Os sinais da piperidina no RMN 1H foram observados com deslocamentos variando 

entre δ 2,34 – 2,45 (sl, 4H) para os hidrogênios adjacentes ao N (H1’’ e H5’’), δ 1,49 – 1,50 (m, 

4H) para os hidrogênios H2’’ e H4’’ e δ 1,36 – 1,38 (sl, 2H) para os hidrogênios H3’’. No RMN 

13C, a amina cíclica apresentou deslocamentos em δ 54,24 – 54,48 ppm (C1’’ e C5’’), δ 25,59 – 

25,67 ppm (C2’’ e C4’’) e δ 24,24 – 23,964 ppm (C3’’). 

 
Figura 61. Espectros bidimensionais de HMBC do composto 67a em DMSO: Visualização 

das correlações J3, entre carbono e hidrogênio. 

3.3.6. Resultados de atividade inibitória dos compostos obtidos frente à AChE e 

BChE 

 A atividade anticolinesterásica dos compostos 67a-b foi determinada de acordo com o 

método adaptado de Ellman  (De Souza et al., 2019; Ellman et al., 1961), utilizando a donepezila 

como composto de referência. As reações envolvidas nesse ensaio são as mesmas já discutidas 

anteriormente e estão representadas no Esquema 16. 

Nenhum dos compostos demonstrou inibição superior a 50% para a AChE na 

concentração fixa de 10 µM. Já para a BChE, os compostos apresentaram uma potência 
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considerável, sendo o mais ativo o composto 67a, o qual apresentou valor de CI50 = 0,782 μM 

(Tabela 27).  

Tabela 27. Resultados obtidos nos ensaios inibição enzimática frente à EeAChE e EqBChE. 

 

Compostos n 
CI50 (μM) ± DPa SId 

AChEb BChEc  

67a 2 41,8e 0,782 ± 0,041 < 0,08 

67b 3 36,1e 1,37 ± 0,129 < 0,14 

Donepezila - 0,007 ± 0,0002  2,39 ± 0,105  341  

a Concentração necessária para inibir 50% da atividade colinesterásica, dados obtidos ± desvio padrão 

(DP) de triplicatas de ensaios independentes; b AChE de enguia elétrica; c BChE de soro equino; d Índice 

de seletividade (IS) é dado como BChE CI50/AChE CI50. 
e Porcentagem de inibição de AChE em uma 

concentração de teste de 10 µM ± DP. 

 

3.3.7. Ensaios do mecanismo de inibição enzimática frente à BChE 

Para determinar o mecanismo de inibição dessa série de compostos, foram realizados 

ensaios de cinética enzimática com os compostos 67a na BChE. Com base nos parâmetros 

cinéticos (Km e Vmax) (Tabela 19), e no perfil do gráfico de Lineweaver-Burk observou-se que 

o tipo de inibição promovida pelos compostos 67a frente a enzima BChE é do tipo mista. As 

constantes de afinidade correspondentes aos tipos de inibição observados foram calculadas e 

estão apresentadas na Tabela 28. 

Tabela 28. Parâmetros cinéticos de 67a na enzima BChE 

Concentração (μM) 

Vmáx ± DP 

(1 x 103 

nM/min) 

Km ± DP 

(1 x 103 nM) 
Ki (nM) ± DPa Ki’ (nM) ± DPb 

0 12,13 ± 0,095 109,53 ± 4,456 

207,77 ± 3,77 509,75 ± 9,10 0,6 8,26 ± 0,196 210,23 ± 1,222 

1 6,00 ± 0,154 262,37 ± 9,721 
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No gráfico de Lineweaver-Burk foi possível confirmar o mecanismo de inibição 

indicado pela análise dos parâmetros cinéticos. Na Figura 62 observa-se que as linhas de 

intersecção convergem à esquerda do eixo y (1/V) e acima do eixo x (1/[S]), indicando 

um mecanismo de inibição mista. As concentrações dos compostos utilizadas para a obtenção 

das curvas estão representadas nos gráficos pelo símbolo [I].  
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3.3.8. Estudo de interação enzimática in silico na enzima EeAChE 

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EeAChE foi utilizada as mesmas condições já expostas anteriormente e que estão 

descritas no item 3.1.13. 

Os resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os compostos 67a-b 

estão apresentados na Tabela 20, permitindo a visualização da correlação entre os dados. O 

detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima EeAChE está 

descrito na Tabela S9 do Anexo 7.1. 

 

Tabela 29. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

Compostos 
EeAChE 

GoldScore % de inibiçãoe 

67a 85,41 41,8 

67b 81,82 36,1 

e Porcentagem de inibição de AChE em uma concentração de teste de 10 µM ± DP. 

 

Figura 62. Gráficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibição em EqBChE do composto 

65a. 
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Figura 63.  A) Sobreposição do composto 58e (roxo) e os compostos 67a (azul) e 67b (vinho), 

na cavidade enzimática da AChE. B) Análise das principais interações moleculares entre o 

composto 67a (azul) e C) 67b (vinho) na cavidade enzimática da AChE. Figura gerada com 

PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

Com base na análise das poses de ligação obtidas pelo estudo de docking, observou-se 

que os inibidores ocuparam o sítio ativo (CAS), porém de formas distintas. O grupamento 

amino-cíclico protonado do composto 67a realiza interação do tipo cátion-π com o 

resíduo Trp86, conforme o composto 58e (Figura 63A). Entretanto, o restante da estrutura 

apresenta uma orientação completamente distinta dentro da cavidade enzimática. Essa 

diferença decorre da menor rigidez do núcleo fenil-2-aminoquinazolina em comparação 

à quinolin-2(1H)-ona original. A abertura do anel confere maior liberdade conformacional, 

resultando em uma amina secundária com geometria trigonal plana (sp2). Essa flexibilidade 

permitiu ao composto explorar a cavidade enzimática e estabelecer interações diferenciadas. 

Contudo, tais interações mostraram-se menos eficientes em relação ao composto 58e, o que 

explica a baixa atividade biológica observada contra a AChE (Figura 63B).  

A 

B C 

Trp86 

Tyr124 

Tyr341 

Asp74 

Trp86 

Tyr124 

Tyr337 
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Para o composto 67b, a maior liberdade conformacional resultou em uma inversão 

completa da orientação dentro da cavidade enzimática em comparação ao composto 58e. Desse 

modo, uma interação de empilhamento π-π com o resíduo Trp86 no fundo do sítio 

CAS, associada à ligação de hidrogênio com o resíduo Tyr337 e ao empilhamento π-π em 

forma de T com o resíduo Tyr124, demonstrou definir a orientação do composto na cavidade 

da AChE (Figura 63C). 

3.3.9. Estudo de interação enzimática in silico na enzima EqBChE  

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EqBChE foi utilizada as mesmas condições já expostas anteriormente e que estão 

descritas no item 3.1.14. 

 Os resultados de score de ligação e valores de CI50 obtidos para os compostos 67a-b 

estão apresentados na Tabela 30, permitindo a visualização da correlação entre os dados. O 

detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes e a enzima EqBChE está 

descrito na Tabela S10 do Anexo 7.1. 

Tabela 30. Resultados de score e os respectivos valores de CI50 dos compostos avaliados. 

 

 

 

 

Com base na análise das poses de ligação obtidas pelo estudo de docking, observou-se 

que os inibidores ocuparam tanto o sítio ativo (CAS) quanto o sítio periférico (PAS) da enzima, 

exibindo orientação espacial distinta em comparação ao composto 58a (Figura 63A).  Ao 

contrário do observado para a AChE, a maior liberdade conformacional da amina secundária 

(sp2), resultante da abertura do anel quinolin-2(1H)-ona, otimizou as interações dos 

compostos com a BChE, resultando em aumento de potência.  

 

Compostos 
EqBChE 

ASP CI50 (µM) ± DP 

67a 51,31 0,782 ± 0,041 

67b 56,02 1,37 ± 0,129 
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Figura 64. A) Sobreposição do composto 58a e os compostos 67a (azul) e 67b (vinho), na 

cavidade enzimática da BChE. B) Análise das principais interações moleculares entre o 

composto 67a (azul) e C) 67b (vinho) na cavidade enzimática da BChE. Figura gerada com 

PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrödinger LLC). 

No composto 67a, identificaram-se ligações de hidrogênio com Ser226 (2,3 Å) 

e empilhamentos π-π em forma de T com Trp110 (4,6 Å), Trp259 (4,4 Å), Phe357 (5,2 Å; 5,5 

Å) e His466 (4,5 Å) (Figura 63B). Já o 67b, com cadeia espaçadora estendida, perdeu a 

interação π-π com Trp110, mantendo apenas a ligação de hidrogênio com Ser226 (2,2 Å) e 

empilhamentos π-π com Trp259 (4,9 Å), Phe357 (5,2 Å; 5,5 Å) e His466 (4,5 Å) (Figura 63C). 

Essa redução no número de interações explica sua menor potência inibitória frente ao 67a.  
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4. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

Neste trabalho, foram obtidos 19 compostos finais inéditos mediante uma estratégia de 

modificação molecular seriada, partindo de um núcleo cumarínico. Essa abordagem permitiu 

modular racionalmente a seletividade dos inibidores, resultando em compostos altamente 

seletivos para AChE (Série A), compostos de ação dual (Série B) e compostos seletivos para 

BChE (Série C). Esses resultados demonstram o papel crucial do esqueleto heterocíclico na 

determinação do perfil farmacológico (Esquema 40). Adicionalmente, a comparação entre as 

Série A e Série B revelou que a modificação bioisostérica do núcleo cumarínico para fenil-

quinolin-2(1H)-ona (58a-g) alterou o mecanismo de inibição da AChE, enfatizando a 

sensibilidade farmacodinâmica às alterações no arcabouço molecular. 

 

 

Esquema 40. Comparação entres as séries propostas. 

Partindo da análise individualizada, a série A foi concluída com grande êxito resultando 

na obtenção de 10 novos derivados benzílicos de 3-(1,2,3-triazol)-cumarinas (26a-j), tendo as 

metodologias sintéticas e métodos de purificação propostos estabelecidos de forma satisfatória, 

apresentando rendimentos de razoáveis a bons. Os ensaios de inibição enzimática evidenciaram 

que a homologação proposta contribuiu significativamente para o aumento da potência e 

seletividade desses compostos frente à AChE. Além disso, demonstraram que a natureza dos 

substituintes ligados ao grupo benzila não afeta de modo significativo a atividade desses 

compostos – o que possibilita, em estudos futuros, explorar essa região na otimização 

de leads para melhorar propriedades físico-químicas. Relevante destacar que nos compostos 

submetidos à avaliação de citotoxicidade, observaram-se efeitos neuroprotetores e perfil não 

neurotóxico, com viabilidade celular ≥70%. Nesse contexto, o composto 26a destaca-se como 

candidato a lead por combinar potência frente a AChE, perfil farmacocinético favorável e baixa 

toxicidade neuronal. O potencial multialvo da série A foi evidenciado pelos resultados obtidos 

frente a hH3R e MAO-B, que destacou o composto 26j pelo seu perfil farmacológico singular 

caracterizado por sua ação multialvo promissora.  

AChE BChE 
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A síntese da série B foi concluída com sucesso, resultando na obtenção de 7 derivados 

inéditos de fenil-quinolin-2(1H)-ona (58a-g). Até a etapa de formação dos intermediários-

chave 60a-b, as metodologias sintéticas e de purificação empregadas demonstraram eficiência 

satisfatória, com rendimentos variando de razoáveis a bons. Entretanto, a etapa crítica de 

síntese dos compostos 59 apresentou desafios significativos, incluindo rendimentos 

drasticamente reduzidos e complexidades operacionais, o que limitou a eficiência global do 

processo e, consequentemente, a obtenção de um maior número de derivados. Os ensaios de 

inibição enzimática das colinesterases pelos compostos 58a-g demonstraram um perfil de 

inibição dual das colinesterases (ChEs), com potencias de inibição promissoras. E contrariando 

as projeções iniciais, a maioria dos derivados demonstraram perfil de inibição não-competitivo 

frente a AChE, indicando interagir como um complexo ternários.  

As perspectivas para a série B incluem, otimização da rota sintética para viabilizar a 

obtenção de mais derivados, assim como, a realização de estudos de dinâmica molecular e 

cristalografia para elucidar completamente o mecanismo de inibição desses compostos. Além 

disso, explorar o potencial multialvo da série através dos ensaios de inibição in vitro da 

agregação de placas β-amilóide, hH3R, MAO-A e MAO-B, e avaliação de citotoxicidade e de 

proteção neuronal. 

A síntese da série C foi concluída com a obtenção de 2 derivados inéditos de fenil-2-

aminoquinazolina (67a-b), apresentando metodologias sintéticas e de purificação com 

eficiência satisfatória e com rendimentos razoáveis. Os ensaios de inibição enzimática das 

colinesterases pelos compostos 67a-b demonstraram que os compostos são capazes de inibir a 

BChE de forma eficiente, e com mecanismo de inibição misto.  

As perspectivas para a série C – que representa uma potencial otimização em relação à 

série B – incluem sua ampliação via exploração de substituintes no anel quinazolínico, visando 

aprimorar a atividade frente a BChE. Além disso, explorar o potencial multialvo da série através 

dos ensaios de inibição in vitro da agregação de placas β-amilóide, hH3R, MAO-A e MAO-B, 

e avaliação de citotoxicidade e de proteção neuronal. 
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5. METODOLOGIA 

A fase orgânica das reações foi seca sob sulfato de sódio anidro, filtrada e o solvente foi 

evaporado à pressão reduzida em evaporador rotatório, modelo RV 10 digital e banho IKA, 

modelo HB 10 digital.  

O acompanhamento das reações foi feito através da técnica de cromatografia em camada 

fina analítica (CCFA), na qual foram utilizadas placas de alumínio Kieselgel 60 (HF-254, 

Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualização das substâncias em CCFA foi realizada em 

lâmpada ultravioleta (254 e 365 nm).  

A purificação dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografias líquida 

de adsorção em coluna flash, Isolera Biotage, modelo ISO-4SV (IQ-UFRRJ). Para a confecção 

da pastilha, utilizou-se sílica gel 70-230 mesh (Merck). E como fase móvel, foram utilizadas as 

misturas solventes de acordo com as propriedades físico-químicas de cada composto.  

Os espectros de RMN1H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker 

Avance-400 (IQ-UFRRJ), operando a 500MHz e 400MHz, respectivamente. As amostras 

foram dissolvidas em CDCl3 e DMSO-d6, contendo tetrametilsilano (TMS) como referência 

interna e colocadas em tubos de 5 mm de diâmetro. Os espectros de RMN13C foram obtidos 

operando a 125 MHz e à 100MHz, em aparelho Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (IQ 

-UFRRJ), respectivamente, e as amostras foram dissolvidas em CDCl3 e DMSO-d6, contendo 

TMS como referência interna.  

As áreas dos picos foram obtidas por integração eletrônica e sua multiplicidade descrita 

com: s-simpleto / sl-simpleto largo / d-dubleto / t-tripleto / q-quarteto / m-multipleto / dd-duplo 

dubleto.  

Os pontos de fusão foram determinados em aparelho GEHAKA modelo PF 1500 

FARMA e os valores não foram corrigidos. 

5.1. SERIE A 

5.1.1. Síntese da álcoois benzílicos (32a-h) 

 

Em tubo borosilicato reforçado, seco em chama, foi preparada uma solução com 3 mmol 

do benzaldeído (33a-h) em 2,97 mL de EtOH, sob atmosfera de N2 e então resfriada a 0ºC. A 

essa solução foram adicionados 4,5 mmol de NaBH4 em uma única fração e a mistura reacional 
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foi submetida a agitação em temperatura ambiente por 3 horas. Após a confirmação do consumo 

completo do reagente observado por CCD (Hexano:AcOEt 10%), a reação foi interrompida 

uma solução de NaOH  10% e agitada por aproximadamente 10 minutos. A mistura bruta foi 

concentrada em em rotaevaporador para remover o EtOH e em seguida foi extraída com DCM 

(3 vezes), e as camadas orgânicas combinadas foram secas com Na2SO4 e concentrada à vácuo, 

para obter o produto álcool correspondente, que foi utilizado na etapa seguinte sem purificação 

adicional (Senaweera; Weaver, 2017). 

5.1.2. Síntese dos brometos de benzila (31a-h) 

 

Em um tubo de borosilicato reforçado, preparou-se uma solução de 1,75 mmol de álcool 

benzílico (31a-h) em diclorometano (8,6 mL), ao qual foram adicionados 1,75 mmol de 

tetrabrometo de carbono e 1,75 mmol de trifenilfosfina. A mistura reacional foi agitada à 

temperatura ambiente por 2 horas e monitorada por CCD (Hexano:AcOEt 10%). Após o 

consumo completo do álcool benzílico, o solvente foi removido por evaporação sob pressão 

reduzida, e o brometo de benzila formado foi utilizado na etapa seguinte sem purificação 

adicional. 

5.1.3. Síntese das benzil azidas (30a-i) 

 

Em um tubo de borosilicato reforçado, solubilizou-se 1,75 mmol de brometo de benzila 

(31a-i) em água/acetona (1:3), seguida da adição de 3,50 mmol de NaN3. A reação foi mantida 

em agitação durante 30 minutos à temperatura ambiente. Ao fim da reação, a mistura reacional 

foi extraída com diclorometano e lavada com água. A fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro 

e concentrada sob vácuo. Os produtos obtidos (30a-i) foram purificados em coluna 

cromatográfica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de sílica em gel e utilizando 

como fase móvel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentração de 10-30% 

do solvente mais polar. 

  



125 

 

5.1.4. Síntese de 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)- cumarinas 

(27a-j)  

 

Em um tubo de borosilicato reforçado foram solubilizados 1 mmol de 3-(etenil)-7- 

(bromoalcoxi)-cumarina (29a-b) e 1,3 mmol de benzil azida (30a-i) em água e etanol (v/v= 1:1, 

mL). Em seguida foi adicionado uma solução previamente preparada de 0,2 mmol de ascorbato 

de sódio dissolvido em 2 mL de água. Seguido pela adição de outra solução previamente 

preparada de 0,05 mmol de CuSO4.pentahidratado 7.5 % em 2 mL de água. A reação foi agitada 

vigorosamente durante 24 horas, no escuro e em temperatura ambiente. Ao término da reação, 

o etanol foi removido à vácuo e o resíduo foi vertido em gelo. O sólido foi filtrado á vácuo e 

lavado com água gelada. Os produtos obtidos (27a-i) foram purificados em coluna 

cromatográfica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de sílica em gel e utilizando 

como fase móvel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentração de 40-70% 

do solvente mais polar 

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27a) 

 

 O composto 27a foi obtido como um óleo marrom em 57% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, CDCl3): δ = 8,61 (s, 1H); 8,25 (s, 1H); 7,53 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,32 (t, J = 7,8 Hz, 

4H); 7,27 (s, 1H); 6,89 (dd, J = 8,6, 2,1 Hz, 1H); 6,81 (sl, 1H); 5,53 (s, 2H); 4,32 (t, J = 6,0 Hz, 

2H); 3,63 (t, J = 6,0 Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3):  δ = 161,64; 160,22; 155,07; 

141,56; 138,15; 134,73; 130,00; 129,44; 129,12; 128,35; 123,89; 115,15; 113,81; 113,73; 

101,62; 77,16; 68,57; 54,63; 28,72. 
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7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(2-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27b) 

 

O composto 27b foi obtido como um sólido amarelo em 46% de rendimento. Ponto de 

degradação na faixa de 180-182°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,67 (s, 1H); 8,32 (s, 

1H); 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,34 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 7,25 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,99 – 6,88 

(m, 1H); 6,85 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 5,60 (s, 2H); 4,36 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 3,89 (s, 3H); 3,68 (t, 

J = 6,1 Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3):  δ = 161,44; 160,12; 157,63; 155,16; 137,61; 

130,77; 130,66; 129,89; 124,25; 123,29; 121,32; 115,90; 113,99; 113,70; 111,21; 101,76; 

77,16; 68,63; 55,89; 49,70; 28,75. 

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27c) 

 

O composto 27c foi obtido como um sólido branco em 37% de rendimento. Ponto de 

degradação na faixa de 188-191°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,70 (s, 1H); 8,29 (s, 

1H); 7,55 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,29 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 6,96 – 6,78 (m, 5H); 5,55 (s, 2H); 4,37 

(t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,79 (s, 3H); 3,68 (t, J = 6,0 Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 

161,79; 160,58; 159,86; 154,93; 141,57; 137,66; 136,07; 130,38; 129,71; 120,40; 115,31; 

114,41; 113,76; 113,69; 113,52; 101,44; 77,16; 68,34; 55,45; 54,39; 28,53. 
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7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27d) 

 

O composto 27d foi obtido como um sólido bege em 21% de rendimento. Ponto de 

degradação na faixa de 197-200°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,68 (s, 1H); 8,25 (s, 

1H); 7,54 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,28 – 7,22 (m, 2H); 6,93 – 6,89 (m, 3H); 6,85 (d, J = 2,0 Hz, 

1H); 5,55 (s, 2H); 4,36 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 3,81 (s, 3H); 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 2H). 13C RMN 

(126 MHz, CDCl3): δ = 161,30; 160,14; 159,83; 154,97; 141,40; 137,54; 129,82; 129,69; 

126,70; 123,39; 115,47; 114,70; 113,70; 113,51; 101,55; 68,41; 55,50; 54,03; 28,46. 

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(4-fluorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27e) 

 

O composto 27e foi obtido como um sólido amarelo em 10% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 193-196°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,69 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,55 

(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,31 (dd, J = 8,3, 5,3 Hz, 1H); 7,07 (t, J = 8,5 Hz, 1H); 6,93 (dd, J = 8,6, 

2,2 Hz, 1H); 6,86 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,1 Hz, 1H); 3,68 (t, J = 6,1 

Hz, 1H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 161,35; 159,86; 154,96; 141,56; 137,73; 130,15; 

130,08; 129,73; 123,46; 116,40; 116,23; 115,23; 113,60; 113,56; 101,49; 77,16; 68,37; 53,69; 

28,50. 

 

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27f) 
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O composto 27f foi obtido como um sólido amarelo em 12% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 177-179°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,70 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 7,55 

(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,35 (m, 3H);  7,19 (d, J = 6,7 Hz, 1H); 6,93 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz, 1H); 

6,86 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 5,56 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 1H). 13C 

RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 161,38; 159,86; 154,98; 141,66; 137,81; 136,61; 135,21; 130,58; 

129,75; 129,30; 129,19; 128,25; 126,22; 123,63; 115,19; 113,59; 113,57; 101,50; 68,38; 53,71; 

28,36. 

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27g) 

 

O composto 27g foi obtido como um sólido amarelo em 44% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 177-179°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,69 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,55 

(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,25 (J = 8,1 Hz, 2H); 6,93 (dd, J = 8,6, 2,1 Hz, 

2H); 6,86 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,1 Hz, 3H); 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 4H). 

13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 161,14; 159,58; 154,74; 141,37; 137,51; 134,78; 132,94; 

129,49; 129,27; 123,30; 114,97; 113,37; 113,31; 101,29; 77,16; 68,16; 53,44; 28,20. 

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27h) 

 

O composto 27h foi obtido como um sólido amarelo em 12% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 185-189°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,70 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 

7,55(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,49 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,46 (s, 1H); 7,24 (m, 2H); 6,93 (dd, J = 8,6, 

2,3 Hz, 1H); 6,86 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 3,68 (t, J = 6,1 

Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 161,12; 159,60; 154,72; 141,41; 137,56; 136,60; 

131,87; 130,89; 130,58; 129,49; 126,44; 123,36; 123,03; 114,92; 113,33; 113,31; 101,24; 

77,16; 68,12; 53,38; 28,24. 



129 

 

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27i) 

 

O composto 27i foi obtido como um sólido laranja em 16% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 211-214°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,70 (s, 1H); 8,30 (s, 1H); 7,74 

– 7,39 (m, 3H); 7,20 (s, 2H); 6,93 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 6,86 (s, 1H); 5,54 (s, 2H); 4,37 (s, 2H); 

3,68 (s, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 161,64; 160,09; 155,23; 141,88; 138,07; 

133,92; 132,73; 130,08; 130,01; 127,95; 123,81; 123,40; 115,38; 113,83; 101,74; 77,16; 68,63; 

54,01; 28,75. 

3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-bromopropoxi)-2H-cromen-2-ona (27j) 

 

O composto 27j foi obtido como um sólido amarelo em 33% de rendimento. Ponto de 

degradação na faixa de 179-180°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,70 (s, 1H); 8,29 (s, 

1H); 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,42 – 7,28 (m, 2H); 6,90 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 6,87 (s, 1H); 5,58 

(s, 1H); 4,19 (t, J = 5,6 Hz, 1H); 3,62 (t, J = 6,2 Hz, 1H); 2,39 – 2,34 (m, 1H). 13C RMN (126 

MHz, CDCl3): δ = 162,00; 159,96; 155,04; 137,78; 134,69; 129,58; 129,29; 128,94; 128,21; 

123,54; 115,03; 113,50; 113,28; 101,30; 77,16; 66,05; 54,45; 32,09; 29,70. 
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5.1.5. Síntese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-

cumarina (26a-j) 

 
Em um tubo de borosilicato reforçado, foram adicionados 1 mmol dos respectivos 

derivados 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarina (27a-j), que foram 

solubilizados em 15 mL de acetonitrila. Em seguida, foram adicionados 3 mmol de piperidina 

(28). O tubo foi então selado, e a mistura submetida à agitação magnética e aquecimento a 60°C 

por 4 horas. Após a confirmação do consumo completo do reagente, observada por CCD 

(DCM:MeOH 10%), a acetonitrila foi evaporada em rot evaporador. Os respectivos produtos 

foram purificados utilizando o equipamento Isolera, com fase estacionária de sílica e fase móvel 

composta por uma mistura de diclorometano e metanol em gradiente de concentração de 0-20% 

do solvente mais polar. 

3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona (26a)  

 

O composto 26a foi obtido como um óleo marrom em 40% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, CDCl3): δ = 8,59 (s, 1H); 8,24 (s, 1H); 7,50 (d, J = 8,5, 1H); 7,35 -7,28 (m,3H); 

7,25 (m, 2H); 6,86 (dd, J = 8,7, 2 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 1,6, 1H); 5,52 (s, 1H); 4,15 (t, J = 5,5 

Hz,  2H); 2,82 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,54 (sl, 4H); 1,51 (m, 4H); 1,41 (m, 2H). 13C RMN (126 

MHz, CDCl3): δ = 161,96; 160,06; 154,87; 141,37; 138,04; 134,47; 129,61; 129,16; 128,83; 

128,06; 123,56; 114,54; 113,57; 113,10; 101,21; 68,91; 57,28; 54,82; 54,34; 25,24; 23,71. 

3-[1-(2-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26b)  
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 O composto 26b foi obtido como um sólido marrom claro em 55% de rendimento. Ponto 

de fusão na faixa de 140-144°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,66 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 

7,50 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,33 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,25 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 6,94 (m, J = 14,5,  

2H); 6,90 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz, 1H); 6,85 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 5,60 (s, 2H); 4,18 (t, J = 5,9 Hz, 

2H); 3,89 (s, 3H); 2,82 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,53 (s, 4H); 1,77 – 1,54 (m, 4H); 1,46 (s, 1H). 13C 

RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,13; 160,05; 157,39; 155,05; 141,08; 137,59; 130,49; 130,40; 

129,42; 123,90; 123,11; 121,07; 115,21; 113,66; 113,24; 110,97; 101,37; 77,16; 66,83; 57,74; 

55,65; 55,23; 49,42; 26,01; 24,25. 

3-[1-(3-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26c)  

 

 O composto 26c foi obtido como um sólido amarelo em 44% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 141-143°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,68 (s, 1H); 8,28 (s, 1H); 7,51 

(d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,29 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 6,89 (td, J = 8,3, 2,0 Hz, 3H); 6,84 (d, J = 14,0 Hz, 

2H); 5,54 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 3,78 (s, 3H); 2,81 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,51 (s, 4H); 

1,61 (dt, J = 11,0, 5,5 Hz, 4H); 1,45 (s, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,23; 160,23; 

160,02; 155,05; 141,57; 137,85; 136,12; 130,35; 129,47; 123,52; 120,39; 114,85; 114,41; 

113,73; 113,10; 101,31; 77,16; 66,79; 57,71; 55,44; 55,20; 54,36; 25,99; 24,23. 
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3-[1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26d)  

 

 O composto 26d foi obtido como um sólido amarelo em 85% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 131-136°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,67 (s, 1H); 8,24 (s, 1H); 7,50 

(d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,27 (d, J = 9,1 Hz, 3H); 6,89 (d, J = 8,5 Hz, 3H); 6,85 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 

5,50 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 3,80 (s, 3H); 2,81 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,52 (s, 4H); 1,68 

– 1,56 (m, J = 11,0, 5,5 Hz, 4H), 1,45 (sl, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,19; 

160,05; 160,02; 155,03; 141,48; 137,78; 129,80; 129,45; 126,69; 123,26; 114,89; 114,63; 

113,71; 113,11; 101,29; 77,16; 66,77; 57,70; 55,48; 55,19; 53,99; 25,98; 24,23. 

3-[1-(4-fluorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26e)  

 

O composto 26e foi obtido como um sólido amarelo em 45% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 167-169°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,69 (s, 1H); 8,28 (s, 1H); 7,58 

– 7,45 (m, 2H); 7,36 – 7,28 (m, 2H); 7,07 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 6,91 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 6,86 (s, 

1H); 5,55 (s, 2H); 4,18 (s, 2H); 2,82 (s, 2H); 2,52 (sl, 4H); 1,62 (sl, 4H); 1,45 (sl, 2H). 13C 

RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,29; 160,04; 155,07; 141,69; 137,96; 135,40; 133,35; 130,13; 

130,07; 129,50; 123,36; 116,38; 116,21; 114,73; 113,78; 113,07; 101,31; 77,16; 66,82; 57,71; 

55,21; 53,66; 26,00; 24,24. 
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3-[1-(3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26f) 

 

 O composto 26f foi obtido como um sólido amarelo em 94% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 143-144°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,69 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 7,51 

(d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,35 – 7,28 (m, 3H); 7,18 (d, J = 5,9 Hz, 1H); 6,91 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,86 

(sl, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,17 (s, 2H); 2,81 (s, 2H); 2,52 (s, 4H); 1,61 (m, 4H); 1,45 (sl, 2H). 13C 

RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,29; 160,03; 155,08; 141,77; 138,03; 136,64; 130,56; 129,52; 

129,15; 128,23; 126,20; 123,53; 114,68; 113,77; 113,07; 101,32; 77,16; 66,76; 57,67; 55,17; 

53,68; 25,94; 24,21. 

3-[1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26g) 

 

 O composto 26g foi obtido como um sólido amarelo em 87% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 157-161°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,68 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,51 

(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,25 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 6,91 (dd, J = 8,6, 1,9 Hz, 

1H); 6,86 (s, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,81 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,51 (s, 4H); 

1,64 – 1,57 (m, 4H); 1,45 (s, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,62; 160,27; 155,39; 

142,02; 138,23; 135,27; 133,51; 129,79; 129,76; 123,69; 115,01; 114,05; 113,36; 101,65; 

77,16; 67,20; 58,01; 55,50; 53,93; 26,32; 24,54. 
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3-[1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26h) 

 

O composto 26h foi obtido como um sólido amarelo em 74% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 143-144°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,69 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 7,62 

– 7,41 (m, 3H); 7,25 (d, J = 7,2 Hz, 1H); 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 6,86 (sl, 1H); 5,54 (s, 2H); 

4,17 (t, J = 5,6 Hz, 2H); 2,81 (t, J = 5,6 Hz, 3H); 2,51 (sl, 4H); 1,74 – 1,52 (m, 4H); 1,45 (sl, 

2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,31; 160,03; 155,08; 141,78; 138,03; 136,88; 

132,09; 131,12; 130,82; 129,51; 126,68; 123,52; 123,25; 114,66; 113,78; 113,05; 101,30; 

77,16; 66,81; 57,71; 55,21; 53,60; 26,00; 24,24. 

3-[1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona 

(26i) 

 

 O composto 26i foi obtido como um sólido amarelo em 73% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 153-156°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,68 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,51 

(dd, J = 8,5, 2,4 Hz, 3H); 7,19 (d, J = 8,2 Hz, 2H); 6,91 (dd, J = 8,6, 1,7 Hz, 1H); 6,86 (sl, 1H); 

5,53 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,80 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,51 (sl, 4H); 1,63 – 1,59 (m, 

4H); 1,45 (sl, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,33; 160,03; 155,09; 141,74; 138,00; 

133,73; 132,45; 129,81; 129,51; 123,43; 123,10; 114,66; 113,80; 113,05; 101,31; 77,16; 66,86; 

57,74; 55,23; 53,71; 26,04; 24,26. 
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3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-[2-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (26j) 

 

 O composto 26j foi obtido como um sólido amarelo em 64% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 158 – 163ºC. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 8,68 (s, 1H); 8,28 (s, 1H); 

7,51 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,39 – 7,35 (m, 3H); 7,32 – 7,30 (m, 2H); 6,88 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz, 

1H); 6,84 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 5,58 (s, 2H); 4,10 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,67 – 2,61 (m, 6H); 2,15 

(sl, 2H); 1,73 (sl, 4H); 1,51 (sl, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): δ = 162,47; 160,25; 155,30; 

141,82; 138,08; 134,95; 129,78; 129,53; 129,18; 128,46; 123,75; 115,14; 113,73; 113,38; 

101,52; 77,16; 67,16; 55,95; 54,74; 54,68; 26,16; 25,42; 24,17. 
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5.2. SERIE B 

5.2.1. Síntese da 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) 

  

Em um tubo de borosilicato reforçado, foram adicionados 5 mmol de m-anisidina (65) 

e 7,5 mmol de carbonato de potássio (K₂CO₃) em 630 µL de tolueno. Em seguida, uma solução 

contendo 5 mmol de cloreto de 3-cloropropionila (66) em 1,25 mL de tolueno foi adicionada 

lentamente, gota a gota, ao longo de 1 hora, mantendo a temperatura abaixo de 40 °C. Após a 

adição completa, a mistura reacional foi aquecida a 60-65 °C por 1 hora. 

O sistema foi então resfriado à temperatura ambiente, e 3 mL de uma solução aquosa de 

HCl a 10% foram adicionados lentamente sob agitação contínua por 30 minutos. O sólido 

formado foi filtrado, lavado com água e tolueno.  

 

O composto 64 foi obtido como um sólido branco em 87% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 92-95°C (literatura: P.F. = 93-95 °C). 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 

7,37 (s, 1H); 7,30 (s, 1H); 7,21 (t, J = 7,9 Hz; 1H); 6,97 (d, J = 7,6 Hz, 1H); 6,68 (d, J = 7,8 Hz, 

1H); 3,88 (s, 2H); 3,80 (s, 1H); 2,81 (s, 1H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 167,83; 

160,31; 138,76; 129,87; 112,16; 110,70; 105,83; 77,41; 77,16; 77,16; 76,91; 55,47; 40,73; 

39,95. 

 

5.2.2. Síntese da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) 

 

Em um tubo de borosilicato reforçado, foi adicionado 1,4 mmol da 3-cloro-N-(3-

metoxifenil)propanamida (64) e 4,2 mmol de cloreto de alumínio (AlCl3). O tubo foi selado e 

uma agulha foi colocada para permitir a saída do gás. A mistura foi então foi aquecida a 210°C 

com agitação por 30 minutos até que a evolução do gás cessasse. A mistura foi então resfriada 

à temperatura ambiente e extinta com água. A fase aquosa foi extraída com acetato de etila 

(3x40 mL) e a fase orgânica combinada foi seca com Na2SO4 e concentrada à vácuo, resultando 
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em um sólido de coloração rosa. Esse produto bruto foi então purificado em coluna 

cromatográfica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de sílica em gel e utilizando 

como fase móvel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentração de 20-50% 

do solvente mais polar.  

 
O composto 63 foi obtido como um sólido amarelo em 65% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 234-238°C (literatura: P.F. = 233-237 °C). 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): 

δ = 9,91 (s, 1H); 9,23 (s, 1H); 6,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,29 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 6,27 (dd, J = 

8,0, 2,3 Hz, 1H); 2,69 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,35 (t, J = 7,5 Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz, 

DMSO-d6): δ = 170,36; 156,48; 139,05; 128,32; 113,74; 108,82; 102,33; 39,52; 30,94; 24,05. 

 

5.2.3. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) 

 
Em um tubo de borosilicato reforçado, foram solubizados 3 mmol do composto 7-

hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) e 9 mmol de carbonato de potássio (K2CO3) em 18,4 

mL de etanol. Em seguida foi adicionado 12 mmol do dibroalcano (37a-b) e a solução foi 

mantida em refluxo durante a 24 horas. Após a confirmação do consumo completo do reagente 

observado por CCD (Hexano:AcOEt 30%), a mistura reacional foi então diluída com água e 

extraída com EtOAc. As camadas orgânicas combinadas foram lavadas com solução aquosa 

saturada de NaHCO3, seguidas por solução saturada de NaCl e secas sobre Na2SO4  anidro, 

concentradas sob pressão reduzida e purificadas por cromatografia em coluna de sílica flash no 

equipamento Isolera, com fase estacionaria de sílica em gel e utilizando como fase móvel 

mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentração de 30-40% do solvente mais 

polar.  

7-(2-bromoetoxi) -3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a) 
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 O composto 62a foi obtido como um sólido amarelo em 48% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 146 - 150°C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 10,02 (s, 1H); 7,06 (d, J 

= 8,2 Hz, 1H); 6,51 (dd, J = 8,2, 2,3 Hz, 1H); 6,45 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 4,23 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 

3,78 (t, J = 5,3, 2H); 2,78 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz, 

DMSO-d6): δ = 170,26; 157,12; 139,29; 128,49; 116,22; 107,55; 102,04; 67,77; 39,52; 31,42; 

30,67; 23,98. 

 

7-(3-bromopropoxi) -3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62b) 

 

 O composto 62b foi obtido como um óleo amarelo em 61% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 10,02 (s, 1H); 7,05 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,50 (dd, J = 8,2, 2,4 Hz, 

1H); 6,44 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 3,99 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,65 (t, J = 6,5 Hz, 2H); 2,77 (t, J = 7,4 

Hz, 2H); 2,41 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,24 – 2,18 (m, 2H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 

170,43; 157,63; 139,30; 128,56; 117,50; 115,91; 107,63; 101,73; 68,21; 65,28; 39,52; 31,80; 

31,44; 30,78; 24,04. 

 

5.2.4. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) 

 

Em um tubo de borosilicato reforçado, foram adicionados 1 mmol de 7-(bromoalcoxi)-

3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b), 2 mmol de persulfato de potássio (K2S2O8) e 0,1 mmol 

de sulfato de cobre (CuSO4) e solubilizados em 2,7 mL de acetonitrila (10V) e 2,7 mL de água 

(10V).  A suspensão resultante foi aquecida a 76 °C durante 2 horas. Após a confirmação do 

consumo completo do reagente observado por CCD (DCM: MeOH 5%), a mistura de reacional 

foi extraída com diclorometano e a fase orgânica combinada foi lavada com água e solução 

saturada de NaCl e secas sobre Na2SO4  anidro. Após ser concentrada sob pressão reduzida, o 

produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de sílica flash no equipamento 

Isolera, com fase estacionaria de sílica em gel e utilizando como fase móvel mistura de 

DCM:MeOH em gradiente de concentração de 5−10% do solvente mais polar para obter o 

produto oxidativo.  
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7-(2-bromoetoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a) 

 

 

 O composto 60a foi obtido como um sólido bege em 50% de rendimento. Ponto de 

degradação na faixa de 170 – 172°C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,63 (s, 1H); 7,82 

(sl, 1H); 7,58 (sl, 1H); 6,80(sl, 2H); 6,32 (sl, 1H); 4,35 (sl, 2H); 3,84 (sl, 2H). 13C RMN (126 

MHz, DMSO-d6): δ =162,25; 159,66; 140,59; 140,04; 129,47; 118,91; 113,74; 110,59; 99,06; 

67,93; 39,52; 31,22. 

 

7-(3-bromopropoxi)-quinolin-2(1H)-one (60b) 

 

 O composto 60b foi obtido como um sólido bege em 67% de rendimento. Ponto de fusão 

na faixa de 112 - 117°C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,62 (s, 1H); 7,81 (d, J = 9,5 

Hz, 1H); 7,56 (d, J = 9,3 Hz, 1H); 6,81 – 6,80 (m, 2H); 6,30 (d, J = 9,5 Hz, 1H); 4,11 (t, J = 6,0 

Hz, 1H); 3,68 (t, J = 6,5 Hz, 1H); 2,28 (m, J = 6,2 Hz, 1H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): 

δ = 162,33; 160,18; 140,67; 140,12; 129,42; 118,72; 113,53; 110,88; 98,64; 65,63; 39,52; 

31,70; 31,28. 

 

5.2.5. Síntese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g) 

 

 Em um tubo de borossilicato e sob condição anidra, foi preparada uma solução de 1,25 

mmol de KMnO4 em 20 mL de ácido acético e agitado sob refluxo até que a cor roxa do KMnO4 

se tornasse marrom (20 minutos). Após o resfriamento da reação à temperatura ambiente, ela 

foi adicionada a outro tubo de borossilicato anidro contendo 0,5 mmol da 7-(bromoalcoxi)-

quinolin-2(1H)-one (60a-b) e 1 mmol do ácido arilborônicos (61a-f). A reação foi submetida a 

aquecimento a 80ºC por 30 min ou até seu completo descoramento. Após o resfriamento da 
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reação à temperatura ambiente, o ácido acético foi removido à vácuo e óleo resultante foi 

precipitado em gelo. O sólido foi filtrado a vácuo e lavado com água gelada. Os produtos 

obtidos (59a-g) foram purificados em coluna cromatográfica flash no equipamento Isolera, com 

fase estacionaria de sílica em gel e utilizando como fase móvel mistura de DCM:MeOH em 

gradiente de concentração de 2−10% do solvente mais polar. 

 

5.2.6. Síntese da 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g) 

 

 Em um tubo de borossilicato, foram solubizados 0,1 mmol de 7-(bromoalcoxi)-3-(R-

fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g) em 1,5 mL acetonitrila. Em seguida, foi adicionado 0,3 mmol 

de piperidina e a mistura reacional foi submetida a agitação a 80°C por 4 horas. Após a 

confirmação do consumo completo do reagente observado por CCD (DCM: MeOH 5%), o 

solvente e a piperidina foram removidos á vácuo. Os produtos obtidos (58a-g) foram 

purificados em coluna cromatográfica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de 

sílica aminada e utilizando como fase móvel mistura de DCM:MeOH em gradiente de 

concentração de 2−10% do solvente mais polar. 

 

3-fenil-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a) 

 

 O composto 58a foi obtido como um sólido bege com 66% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,84 (s, 1H); 8,04 (s, 1H); 7,73 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 7,65 (d, J = 

8,7 Hz, 1H); 7,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 7,34 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,84 (dd, J = 11,9, 3,2 Hz, 2H); 

4,12 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,69 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,44 (sl, 4H); 1,52 – 1,48 (m, 4H); 1,38 (sl, 

2H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 161,69; 160,81; 140,49; 139,37; 137,96; 137,96; 

136,92; 129,99; 128,90; 128,28; 127,81; 114,13; 111,63; 98,32; 66,63; 55,43; 54,46; 39,52; 

25,92; 24,48. 
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3-(3-metoxifenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58b) 

 

 O composto 58b foi obtido como um óleo amarelo com 22% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,80 (s, 1H); 8,06 (s, 1H); 7,63 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,37 – 7,26 

(m, 3H); 6,92 (dt, J = 6,5, 2,6 Hz, 1H); 6,84 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 6,82 (s, 1H); 4,11 (t, J = 5,9 

Hz, 2H); 3,79 (s, 3H); 2,69 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,44 (sl, 4H); 1,50 (m, 4H); 1,38 (sl, 2H). 13C 

RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 161,27; 160,33; 158,89; 140,11; 137,87; 137,73; 129,70; 

128,94; 127,93; 120,91; 114,28; 113,79; 112,92; 111,19; 98,14; 65,81; 57,17; 55,12; 54,47; 

39,52; 25,60; 23,95. 

 

3-(4-metoxifenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58c) 

 

 

 O composto 58c foi obtido como um sólido bege com 59% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,77 (s, 1H); 7,98 (s, 1H); 7,70 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,61 (d, J = 

8,4 Hz, 1H); 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 6,85 – 6,75 (m, 2H); 4,10 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 3,79 (t, 

3H); 2,69 (t, J = 5,3 Hz, 1H); 2,45 (sl, 4H); 1,50 (m, 4H); 1,38 (sl, 2H). 13C RMN (126 MHz, 

DMSO-d6): δ = 161,53; 160,02; 158,79; 139,80; 136,40; 129,76; 129,44; 128,84; 127,85; 

114,01; 113,39; 111,10; 98,19; 65,76; 57,17; 55,19; 54,46; 25,57; 23,92. 

 

3-(4-fluorfenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58d) 

 

 O composto 58d foi obtido como um sólido amarelo com 37% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,85 (s, 1H); 8,05 (s, 1H); 7,79 (dd, J = 8,7, 5,7 Hz, 2H); 7,63 (d, 

J = 8,6 Hz, 1H); 7,24 (t, J = 8,9 Hz, 2H); 6,84 (dd, J = 8,6, 2,3 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 2,1 Hz, 
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1H); 4,11 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,69 (sl, 2H); 2,45 (sl, 4H); 1,51 – 1,48 (m, 4H); 1,38 (sl, 2H). 

13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 162,67; 161,33; 158,48; 140,11; 137,58; 137,36; 130,62; 

130,55; 129,70; 127,10; 114,86; 114,69; 113,83; 111,27; 98,21; 66,96; 57,13; 54,46; 39,52; 

25,58; 23,92. 

 

3-(4-cianofenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58e) 

 

 O composto 58e foi obtido como um sólido amarelo com 48% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,95 (s, 1H); 8,20 (s, 1H); 7,98 (d, J = 8,2 Hz, 2H); 7,87 (d, J = 

8,2 Hz, 2H); 7,65 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,85 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,82 (s, 1H); 4,11 (t, J = 5,7 Hz, 

2H); 2,67 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,43 (sl, 4H); 1,54 – 1,42 (m, 4H); 1,37 (sl, 2H). 13C RMN (126 

MHz, DMSO-d6): δ = 160,97; 160,94; 141,39; 140,62; 139,21; 131,90; 130,19; 129,26; 

126,08; 119,11; 113,67; 111,62; 109,74; 98,20; 65,92; 57,17; 54,49; 39,52; 25,63; 23,98. 

 

3-(4-nitrofenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58f) 

 

 O composto 58f foi obtido como um sólido amarelo com 71% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ =  12,00 (s, 1H); 8,27 (d, J = 9,2 Hz, 3H); 8,08 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 

7,69 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 6,87 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz, 1H); 6,83 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 4,12 (t, J = 

5,9 Hz, 2H); 2,69 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,44 (sl, 4H); 1,52 – 1,48 (m, 4H); 1,38 (sl, 2H). 13C 

RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 161,07; 160,91; 146,31; 143,45; 140,76; 139,63; 130,31; 

129,49; 125,60; 123,16; 113,64; 111,71; 98,20; 65,89; 57,13; 54,47; 39,52; 25,60; 23,95. 

 

3-fenil-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)quinolin-2(1H)-ona (58g) 
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 O composto 58g foi obtido como um sólido amarelo com 95% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 11,81 (s, 1H); 8,03 (s, 1H); 7,73 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 7,63 (d, J = 

9,4 Hz, 1H); 7,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 7,34 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,85 – 6,78 (m, 2H); 4,04 (t, J = 

6,4 Hz, 2H); 2,41 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 2,35 (s, 3H); 1,93 – 1,86 (m, 2H); 1,50 (dt, J = 10,6, 5,3 

Hz, 4H); 1,38 (s, 2H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 161,36; 160,48; 140,15; 139,03; 

137,63; 137,63; 136,58; 129,65; 129,65; 128,57; 128,57; 127,95; 127,95; 127,48; 127,48; 

113,80; 111,30; 111,30; 97,98; 97,98; 66,30; 55,09; 55,09; 54,13; 54,13; 39,52; 26,12; 25,59; 

25,59; 24,14. 

 

5.3. SERIE C 

5.3.1. Síntese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) 

 

Em um tubo de borossilicato, foram solubilizados 1 mmol de 2-cloroquinazolina (72), 

3 mmol de m-anisidina (65) e 3 eq de N,N-diisopropiletilamina em 1,76 mL de 2-propanol (0,25 

molar) e então aquecida por 18 h a 150 °C. Após a confirmação do consumo completo do 

reagente observado por CCD (Hexano:AcOEt 20%), a mistura reacional foi resfriada e 

concentrada á vácuo. O produto bruto foi purificado em coluna cromatográfica flash no 

equipamento Isolera, com f com fase estacionaria de sílica em gel e utilizando como fase móvel 

mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentração de 10-20% do solvente mais 

polar.  

 

 O composto 71 foi obtido como um sólido marrom em 61% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 139 - 141°C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 9,89 (s, 1H); 9,31 (s, 1H); 

7,92 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,84 – 7,79 (m, 2H); 7,67 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,49 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 

7,39 (t, J = 7,4 Hz, 1H); 7,22 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 6,56 (dd, J = 8,1, 2,1 Hz, 1H); 3,78 (s, 3H). 

13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 162,18; 159,57; 156,87; 150,65; 141,77; 134,55; 129,23; 

127,95; 125,57; 123,60; 120,36; 111,22; 106,85; 104,59; 54,91. 
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5.3.2. Síntese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68)   

 
Em um tubo de borossilicato, foram solubilizados 1 mmol do N-(3-

metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) em 3,3 mL de diclorometano. Em seguida, o tubo foi 

selado e submetido à agitação sob resfriamento até alcançar 0ºC. Posteriormente, 3 mmol de 

tribroborano (BBr₃) 1M foram adicionados à mistura, gota a gota. Ao término da adição, a 

reação foi mantida sob agitação em refluxo por 12 horas. Após a confirmação do consumo 

completo do reagente observado por CCD (Hexano:AcOEt 30%), a mistura reacional foi 

resfriada e extraída com diclorometano e a fase orgânica combinada foi lavada com água e e 

secas sobre Na2SO4  anidro. Após ser concentrada sob pressão reduzida, o produto bruto foi 

purificado por cromatografia flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de sílica em 

gel e utilizando como fase móvel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de 

concentração de 15-30% do solvente mais polar.  

 
 O composto 68 foi obtido como um sólido amarelo em 11% de rendimento. Ponto de 

fusão na faixa de 140-144°C. 1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ = 9,12 (s, 1H); 7,77 (d, 3H); 7,63 

(s, 1H); 7,38 (s, 1H); 7,21 (t, J = 8,0 Hz, 1H); 7,16 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 6,58 (d, J = 8,1 Hz, 1H). 

13C RMN (126 MHz, CDCl3): 162,21; 160,67; 157,12; 151,86; 141,27; 134,78; 130,00; 

127,83; 126,82; 124,28; 121,28; 111,79; 108,35; 105,33; 77,16. 

 

5.3.3. Síntese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) 

 
  

Em um tubo de borossilicato, foi suspendido 1 mmol de piperidinil-alcanol (70a-b) em 

500µL de tolueno. Em seguida, um excesso de cloreto de tionila (2 mmol) foi adicionado gota 

a gota a uma temperatura de 0ºC sob atmosfera inerte. Após o início da reação exotérmica, a 
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mistura foi agitada a 60ºC por 3 horas. Por fim, o cloreto de tionila e o tolueno foram removidos 

à vácuo e o produto cristalizado filtrado.  

 

Cloridrato de 1-(2-cloroetil)piperidin-1-io (69a) 

 
 O composto 69a foi obtido como um sólido bege com 98% de rendimento. Ponto de 

degradação na faixa de 209 - 211°C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 209 - 211°C. 1H 

RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 10,85 (s, 1H); 4,05 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 3,44 -3,40 (m, 4H – 

mascarado pela água), 2,92 (s, 2H); 1,78 - 1,75 (m, 4H), 1,69-1,66 (m, 1H); 1,36 (s, 1H). 13C 

RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 56,14; 52,19; 37,17; 22,19; 21,23. 

Cloridrato de 1-(3-cloropropil)piperidin-1-io (69b) 

 
 O composto 69b foi obtido como um sólido bege com 93% de rendimento. Ponto de 

degradação na faixa de 215 - 219°C. 1H RMN (500 MHz, DMSO-d6): δ = 10,72 3,73 (t, J = 

6,3 Hz, 2H); 3,37 (s, 2H); 3,07 (dt, J = 10,1, 5,2 Hz, 2H); 2,84 (td, J = 12,1, 3,0 Hz, 2H); 2,23 

– 2,19 (m, 2H); 1,85 – 1,67 (m, 4H); 1,68 (d, J = 13,2 Hz, 1H); 1,36 (q, J = 12,6 Hz, 1H). 13C 

RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 53,67; 52,06; 42,59; 26,23; 22,33; 21,41. 

 

 

5.3.4. Síntese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) 

 
 

 Em um tubo de borossilicato, foram adicionados 1 mmol de 3-(quinazolin-2-

ilamino)fenol (68), 0,92 mmol do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b), 3 mmol de 

carbonato de potássio (K₂CO₃) e 1 mmol de iodeto de potássio (KI). Em seguida, o tubo foi 

selado, e 5,8 mL de acetonitrila seca foram adicionados. A reação foi então conduzida sob 

refluxo por 48 horas em atmosfera inerte. Após a confirmação do consumo completo do 

reagente observado por CCD (DCM: MeOH 5%), a reação foi resfriada até temperatura 

ambiente e concentrada á vácuo. Os produtos obtidos (67a-b) foram purificados em coluna 
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cromatográfica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de sílica aminada e 

utilizando como fase móvel mistura de DCM:MeOH em gradiente de concentração de 3−5% 

do solvente mais polar. 

 

N-(3-(2-(piperidin-1-il)etoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a) 

 

 O composto 67a foi obtido como um sólido amarelo com 54% de rendimento. 1H RMN 

(500 MHz, DMSO-d6): δ = 9,87 (s, 1H); 9,31 (s, 1H); 7,92 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,82 (t, J = 7,7 

Hz, 1H); 7,73 (s, 1H); 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,51 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,39 (t, J = 7,4 Hz, 

1H); 7,20 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 6,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,08 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,68 (t, J = 5,4 

Hz, 2H); 2,45 (s, 3H); 1,53 – 1,48 (m, 4H); 1,38 (s, 2H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ 

= 162,21; 158,79; 156,89; 150,68; 141,74; 134,59; 129,29; 128,00; 125,54; 123,63; 120,39; 

111,26; 107,54; 105,17; 65,41; 57,39; 54,48; 39,52; 25,59; 23,96. 

 

N-(3-(3-(piperidin-1-il)propoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67b) 

 

 

O composto 67b foi obtido como um óleo amarelo com 27% de rendimento. 1H RMN (500 

MHz, DMSO-d6): δ = 9,86 (s, 1H); 9,30 (s, 1H); 7,92 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,81 (t, J = 7,6 Hz, 

1H); 7,77 (s, 1H); 7,65 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,47 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,39 (t, J = 7,4 Hz, 1H); 

7,19 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 6,54 (dd, J = 7,7, 1,4 Hz, 1H); 4,00 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 2,40 (t, J = 7,2 

Hz, 2H); 2,34 (s, 4H); 1,92 – 1,86 (m, J = 7,0, 6,5 Hz, 2H); 1,53 – 1,44 (m, J = 10,6, 5,2 Hz, 

4H); 1,36 (s, 2H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): δ = 162,34; 159,04; 156,97; 150,74; 

141,84; 134,70; 129,39; 128,12; 125,65; 123,76; 120,47; 111,22; 107,71; 105,05; 65,92; 55,40; 

54,24; 39,52; 26,39; 25,67; 24,24. 
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5.4. Teste in vitro da atividade anticolinesterásica dos derivados da série A, B e C  

 A determinação da atividade anticolinesterásica foi realizada de acordo com o método 

adaptado de Ellman (Ellman et al., 1961). Todas as soluções utilizadas nos ensaios foram 

preparadas em tampão tris-HCl 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solução 1 M de HCl ou NaOH) 

e as soluções estoque dos compostos foram preparadas de acordo com cada série: Série A - 

mistura DMSO:EtOH (7:3) (35 mM), Série B- DMSO (30mM), Série C - DMSO (30mM). Em 

uma placa de 96 poços de fundo plano foram adicionados 150 μL de solução do composto 

inibidor (26a-j; 58a-g; 67a-b; donepezila) em oito diferentes concentrações diluídas em série, 

as quais variaram de entre 60 - 0,001 μM para AChE (fator de diluição = 2) e de 60 - 0,1 μM 

para BChE (fator de diluição = 2). O controle veículo (DMSO - concentração final 0,02% v / v 

para AChE e 0,02% v / v para BChE), foi utilizado como referência (controle negativo). Em 

seguida, foram adicionados 60 μL de ácido 5,5′-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB, reagente de 

Ellman) a 1,1 mM e 30 μL de acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica 

(EeAChE) ou butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE) a 0,20 U/mL na presença 

de 1 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA). A absorbância foi então registada utilizando um 

leitor de placas iMark (BioRad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida foi 

usada como uma referência em branco. Após uma incubação de 10 minutos a 25°C, 24 μL de 

solução do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) a 

2,75 mM foram adicionados e a absorbância foi registrada após 1 minutos de incubação a 25°C 

a λ = 415 nm por 10 vezes em intervalos de 30 segundos a cada leitura. A atividade enzimática 

foi calculada como porcentagem referente à média dos valores de absorbância medidos para o 

controle tratado com DMSO, descontada dos valores de referência em branco. Os ensaios foram 

realizados em triplicatas (para o cálculo do desvio-padrão) e os valores de IC50 foram calculados 

com auxílio do programa Graphpad Prism 8.0.1 utilizando a proteina de regressão não linear 

para a inibição dose-resposta.  

 

5.5. Estudo do mecanismo de inibição enzimática série A, B e C 

 Para se realizar o estudo cinético foi utilizado o método adaptado de Ellman (Ellman et 

al., 1961). O tampão tris-HCl 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solução 1 M de HCl ou NaOH) 

foi usado para realizar o preparo de todas as soluções utilizadas nos ensaios e as soluções 

estoque dos compostos foram preparadas de acordo com cada série: Série A - mistura 

DMSO:EtOH (7:3) (35 mM), Série B- DMSO (30mM), Série C - DMSO (30mM). Inicialmente, 

foram adicionados 150 μL de solução do composto inibidor (26a, 26c, 58a, 58b, 58e, 58f e 67a) 
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em uma placa de 96 poços de fundo plano em duas concentrações diferentes (Tabela 31), em 

oito conjuntos de triplicatas cada. Como controle negativo foram utilizados oito conjuntos de 

triplicatas tratados com DMSO. Em seguida, foram adicionados 60 μL de ácido 5,5′-ditiobis-2-

nitrobenzóico (DTNB, reagente de Ellman) a 1,1 mM e 30 μL de acetilcolinesterase isolada de 

cérebro de enguia elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE) 

a 0,20 U / mL na presença de 1 mg / mL de albumina sérica bovina (BSA). Um leitor de placas 

iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm foi utilizado para registrar a 

absorbância e esta medida foi então usada como uma referência em branco. Após 10 minutos 

de incubação a 25°C, 24 μL de solução do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto 

de S-butiriltiocolina (BCTI) em oito concentrações diluídas em série (fator = 1,3) de 2,75 - 0,44 

mM (concentração final: 0,25 - 0,04 mM) foram adicionados aos respectivos poços e a 

absorbância registrada após incubação durante 10 minutos a 25°C a λ = 415 nm. Os respectivos 

gráficos de Lineweaver-Burk foram obtidos por plotagem de um gráfico de 1 / velocidade 

versus 1 / [substrato] para o controle negativo e duas concentrações diferentes de inibidor. A 

regressão linear de cada conjunto de dados mostra um comportamento convergente, de forma 

que a região na qual as curvas convergem determina o tipo de inibição observada. Os valores 

de Ki, Ki' (constantes de inibição competitiva e não-competitiva respectivamente), Km 

(constante de Michaelis-Menten) e Vmáx (velocidade máxima) foram calculados com auxílio 

do programa Graphpad Prism 8.0.1 usando modelos de regressão não linear para cinética 

enzimática - inibição e cinética enzimática - substrato versus velocidade. 

 

Tabela 31. Concentrações de inibidores para o estudo cinético da AChE e BChE 

 

5.6. Ensaio de ligação ao receptor H3 humano (hH3R) dos derivados da série A 

 Células HEK-293 (células renais embrionárias humanas) que expressam o hH3R de 

forma estável foram lavadas e colhidas em tampão PBS (solução salina tamponada com 

fosfato). Em seguida, foram centrifugadas (3.000 × g, 10 min, 4°C) e homogeneizadas com um 

homogeneizador Ultra-Turrax® em tampão de ligação H3R resfriado no gelo (12,5 mM de 

 Concentração do Inibidor (μM) 

 26a 26c 58a 58b 58e 58f 67a 

AChE 
0,005 e 

0,007 

0,003 e 

0,005 

2,5 e 

4,5 

1,9 e 

3,9 

0,15 e 

0,35 

0,2 e 

0,6 

- 

BChE 
2,8 e 4,8 1,9 e 3,9 1 e 2 1,7 e 

3,7 

1,7 e 3,7 2,6 e 4 0,6 e 

1 
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MgCl₂, 100 mM de NaCl e 75 mM de Tris/HCl, pH 7,4). O homogenato de membrana celular 

foi centrifugado (20.000 × g, 20 min, 4°C), e o sedimento (pellet) obtido foi ressuspenso no 

tampão de ligação e armazenado a -80°C até o uso (Kottke et al., 2011). 

 Antes dos experimentos, as membranas celulares 

foram descongeladas, homogeneizadas por sonicação a 4°C e mantidas em tampão de 

ligação resfriado no gelo. Extratos brutos de membrana (20 μg/poço em volume final de 0,2 

mL de tampão de ligação) foram incubados com [3H]-N-α-metilhistamina (2 nM; 78,3 

Ci/mmol) e diferentes concentrações dos compostos teste. Os ensaios foram realizados em 

duplicata, com concentrações variando entre 0,01 nM e 100 μM do composto teste. As 

incubações ocorreram por 90 min à temperatura ambiente (aproximadamente 25°C), 

sob agitação contínua. A ligação inespecífica foi determinada na presença de 10 μM de 

pitolisant. 

 A separação do radioligante ligado do livre foi realizada por filtração em filtros 

GF/B pré-tratados com polietilenimina 0,3% (m/v), utilizando um coletor de células (cell 

harvester). A radioatividade foi quantificada por contagem de cintilação líquida. Os dados 

foram analisados pelo software GraphPad Prism 8 (San Diego, EUA), utilizando ajuste de 

regressão não linear (Bautista‐Aguilera et al., 2017). 

  

5.7. Teste in vitro da atividade frente a MAO dos derivados da série A  

 A atividade das isoformas recombinantes humanas da monoamina oxidase ligada à 

membrana A/B (MAO A/B) (Sigma-Aldrich, Reino Unido) em tampão fosfato de potássio 50 

mM (pH 7,5) foi determinada a partir da produção de peróxido de hidrogênio, acoplada ao 

corante Ampliflu Red (Sigma-Aldrich, Reino Unido) em concentração final de 50 μM, por meio 

da peroxidase de raiz-forte  (HRP) (2,5 U/mL), resultando na produção de resorufina 

fluorescente, medida em um leitor de placas de fluorescência (Molecular Devices FilterMax 

F5) a 30°C. Nas condições utilizadas, o Km para tiramina com MAO A foi de 0,4 mM e, para 

MAO B, de 0,16 mM. Os compostos não interferiram na fluorescência do produto (resorufina) 

nem inibiram a enzima de acoplamento (peroxidase de raiz-forte). Os valores de IC50 para MAO 

A e B foram determinados para os compostos (>10 concentrações em duplicata), sem e com 

pré-incubação por 30 minutos a 30°C. Os valores de IC50 foram calculados a partir das taxas de 

reação com variação da concentração do inibidor, na presença de concentração de substrato 

2xKm, adicionando-se a enzima por último (tempo zero) ou após pré-incubação do inibidor com 

a enzima por 30 minutos, seguida da adição do substrato e do corante. Os dados foram 
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analisados usando a equação de três parâmetros implementada no GraphPad Prism 4 (San 

Diego, EUA). Pelo menos duas determinações independentes foram realizadas para cada valor 

reportado.  

5.8. Modelagem Molecular 

5.8.1. Enzima Acetilcolinesterase de Enguia Elétrica (EeAChE) 

 Inicialmente, foi realizada minimização energética dos compostos 26a-j, 58a-g e 67a-b 

utilizando o método semi-empírico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan Pro, 

versão 14.0 para o estudo teórico.  

 Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EeAChE foi utilizado a proteina disponível no Protein Data Bank (PDB) de código 

ICB2 e resolução de 4,5 Å (BOURNE et al., 1999). O programa utilizado para realizar o estudo 

de docking foi o GOLD, versão 5.6 (CCDC). O conjunto de resíduos de aminoácidos que foi 

selecionado como local de ligação para a realização dos estudos de docking corresponde a uma 

distância de 15Å a partir do resíduo de Ser203, já estabelecidas pela literatura como sítio ativo.  

A fim de validar o estudo, foi realizado o experimento de redocking para diferentes funções de 

pontuação, sendo estas: ChemPLP, Goldscore, ASP e Chemscore. Para isso, foi realizado um 

teste preliminar da habilidade de docagem do programa utilizando-se o ligante dimérico bis-

tacrina (N,N'-di-1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-il-pentano-1,5-diamina). Uma vez que a proteina 

de EeAChE utilizado no ensaio não possui ligante co-cristalizado, os valores obtidos foram 

comparados com a enzima co-cristalizada com ligante bis-tacrina (PBD 2CMF) (Rydberg et 

al., 2006). A partir dos valores obtidos de RMSD de cada função, foi escolhida a função que 

melhor se aplica ao estudo, ou seja, com o menor valor.  

No programa GOLD as pontuações obtidas são apresentadas como valores adimensionais, 

os quais mensuram a aptidão do ligante em interagir com o centro da proteína, de modo que, 

maiores valores de pontuação representam as melhores conformações e orientações do ligante 

no biorreceptor. 

 

5.8.2. Enzima Butirilcolinesterase Equina (EqBChE) 

 Para iniciar o estudo teórico foi realizada minimização energética dos compostos 26a-

j, 58a-g e 67a-b utilizando o método semi-empírico Parametric Method 6 (PM6) no programa 

Spartan Pro, versão 14.0.  
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Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima EqBChE, foi necessária a construção de um modelo tridimensional (3D) a partir de 

uma sequência disponível no banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot (acesso Q9N1N9). O 

modelo foi gerado no servidor Swiss-Model, utilizando como template a estrutura 

cristalográfica da BChE humana (PDB 4BDS)(Nachon et al., 2013). O modelo final apresentou 

identidade sequencial de 89,89% em relação à enzima humana, com uma cobertura de 0,87.  

Para validação da função de scoring no programa GOLD 2024.3.0, realizou-se um experimento 

de redocking com a tacrina (ligante co-cristalizado no PDB 4BDS). A partir dos valores obtidos 

de RMSD de cada função, foi escolhida a função que melhor se aplica ao estudo, ou seja, com 

o menor valor. O conjunto de resíduos de aminoácidos que foi selecionado como local de 

ligação para a realização dos estudos de docking corresponde a uma distância de 15Å a partir 

do resíduo de Tyr110, já estabelecidas pela literatura como sítio ativo.  

 

5.8.3. Receptor de histamina humana H3R 

Para iniciar o estudo teórico foi realizada minimização energética dos compostos 26a, 

26j e 25b utilizando o método semi-empírico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan 

Pro, versão 14.0.  

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima hH3R, foi utilizado a proteina disponível no Protein Data Bank (PDB) de código 7F61 

e resolução de 2,6 Å (Peng et al., 2022). Para determinar a melhor função pelo programa GOLD 

2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (PF03654746).  A 

partir dos valores obtidos de RMSD de cada função, foi escolhida a função que melhor se aplica 

ao estudo, ou seja, com o menor valor. O conjunto de resíduos de aminoácidos que foi 

selecionado como local de ligação para a realização dos estudos de docking corresponde a uma 

distância de 10Å a partir do centro da cavidade do co-cristal.  

 

5.8.4. Enzima Monoamina Oxidase A humana 

Para iniciar o estudo teórico foi realizada minimização energética dos compostos 26a, 

26j e 25b utilizando o método semi-empírico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan 

Pro, versão 14.0.  

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima hMAO-A, utilizado a proteina disponível no Protein Data Bank (PDB) de código 

2Z5X e resolução de 2,2 Å (Son et al., 2008). Para determinar a melhor função pelo programa 
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GOLD 2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (Harmina).  A 

partir dos valores obtidos de RMSD de cada função, foi escolhida a função que melhor se aplica 

ao estudo, ou seja, com o menor valor. O conjunto de resíduos de aminoácidos que foi 

selecionado como local de ligação para a realização dos estudos de docking corresponde a uma 

distância de 10Å a partir do centro da cavidade do co-cristal.  

 

5.8.5. Enzima Monoamina Oxidase B humana 

Para iniciar o estudo teórico foi realizada minimização energética dos compostos 26a, 

26j e 25b utilizando o método semi-empírico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan 

Pro, versão 14.0.  

Para a realização do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e 

a enzima hMAO-B, utilizado a proteina disponível no Protein Data Bank (PDB) de código 

2V60 e resolução de 2,0 Å (Binda et al., 2007). Para determinar a melhor função pelo programa 

GOLD 2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (7-(3-

clorobenziloxi)-4-carboxaldeído-cumarina). A partir dos valores obtidos de RMSD de cada 

função, foi escolhida a função que melhor se aplica ao estudo, ou seja, com o menor valor. O 

conjunto de resíduos de aminoácidos que foi selecionado como local de ligação para a 

realização dos estudos de docking corresponde a uma distância de 10Å a partir do centro da 

cavidade do co-cristal.  

 

5.9. Citotoxicidade em células de neuroblastoma SH-SY5Y 

5.9.1. Preparo das amostras para o ensaio de citotoxicidade em MTT 

Para cada amostra em estudo, uma solução mãe em dimetilsulfóxido (DMSO) foi 

preparada e diluída utilizando meio de cultivo para concentrações nos valores de 12,5, 25 e 50 

µM. A amostra representando o branco/veículo foi preparada utilizando 20 µL de DMSO puro 

e 1980 µL de meio de cultivo, representando 1% de DMSO. 

 

5.9.2. Cultivo das células derivados de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)  

Foram utilizadas células da linhagem imortalizada de neuroblastoma humano (SH-

SY5Y – ATCC: CRL-2226; BCRJ: 0223) para avaliação de citotoxicidade. As linhagens foram 

cultivadas utilizando meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) e F12 na 

proporção 1:1, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de 



153 

 

estreptomicina/penicilina. A cultura foi mantida em estufa a 37°C contendo 5% de CO2 e 95% 

de ar atmosférico. O cultivo foi realizado variando entre garrafas de 25 e 75 cm2 em meio 

DMEM:F12 10%, substituído a cada 48 horas, até que as células atingissem a semi-confluência 

(≥ 70%). A passagem celular foi realizada com auxílio da solução de tripsina-EDTA/0,25% 

(NOVA BIOTECNOLOGIA) e dividida entre volumes de 5 ou 8 mL de cultivo conforme as 

respectivas garrafas utilizadas. 

 

5.9.3. Ensaio de citotoxicidade pelo método em MTT 

O ensaio de citotoxicidade avaliou a viabilidade celular pelo ensaio de redução de 

brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT). Nesse método, a 

viabilidade celular é determinada pela capacidade da enzima succinato desidrogenase 

mitocondrial reduzir o MTT, formando cristais insolúveis de formazan em mitocôndrias de 

células viáveis (Mosmann, 1983). 

Em placas de 96 poços as células foram distribuídas na densidade de 3,0 x 104 

células/poço em um volume de 100 µL. As placas foram mantidas em estufa a 37°C contendo 

5% de CO2 e 95% de ar atmosférico por 24 h. Na etapa seguinte, com um volume de 100 µL 

adicionados em cada poço, as células foram tratadas com diferentes concentrações das amostras 

em teste.  Após o tratamento por 24 e 48 h de incubação, foram adicionados 20 µL de MTT em 

PBS pH= 7,4 a uma concentração final de 0,5 mg/mL por poço. As placas foram cobertas com 

papel alumínio e mantida em estufa a 37°C contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico por 

3 h. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm durante 12 minutos, o sobrenadante 

foi descartado e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 100 µL de DMSO, 

gerando uma coloração violeta medida em um leitor de microplacas (Microplate Absorbance 

Reader iMARK em 562 nm), após agitação vigorosa durante 60 segundos.   

Para o cálculo da viabilidade celular foi utilizada a equação:   

 

% 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠 =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑚 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜
× 100 

 

Todas as concentrações testadas foram avaliadas em sextuplicatas (n=6). A variação dos 

resultados foi observada através de análise estatística aplicando ANOVA seguido do Teste de 

Tukey para comparações múltiplas através GraphPad Prism 5TM com nível de significância de 

p < 0,05. 
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7. ANEXOS 

7.1. ANEXO 1 – MODELAGEM MOLECULAR 

Tabela S1. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série 

A e a enzima EeAChE  

 

  

Composto Score Cátion-π 
Ligação de 

hidrogênio 

Empilhamento 

π-π tipo T 
Hal. π-alquil 

26a 82,01 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Ser293 Arg296 
Tyr124 - 

Trp86 Ile294 

His447 

26b 83,3 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 - 
Trp86 Trp286 

His447 

26c 73,41 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Ser293 Arg296 Tyr124 - 
Trp86 Ile294 

His447 

26d 78,24 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Ser293 Arg296 
Tyr124 - 

Trp86 Ile294 

His447 

26e 79,61 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 Trp286 Trp86 Ile294 

26f 82,87 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 Gln291 Trp86 

26g 83,49 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 - 
Trp86 Ile294 

His447 

26h 83,98 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 Gln291 
Trp86 Ile294 

His447 

26i 80,18 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 - 
Trp86 Ile294 

His447 

26j 77,19 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 - 
Trp86 Ile294 

Leu289 His447 

25a 80,42 Trp86 Tyr337 Phe295 Tyr124 - Trp86 His447 
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Tabela S2. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série 

A e a enzima EqBChE 

  

Composto Score Cátion-π 
Ligação de 

hidrogênio 

Empilhamento 

π-π 
π-alquil 

26a 48,55 Trp110 - Tyr360 Phe357 Trp110 Ala356 

26b 50,06 Trp110 - Tyr360 
Trp110 Ala356 

Leu313 

26c 50,67 Trp110 - Tyr360 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 

26d 50,40 Trp110 Asn317 Tyr360 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 

26e 48,29 Trp110 Asn317 Tyr360 Phe357 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 

26f 48,38 Trp110 - Tyr360 Phe357 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 

26g 48,13 Trp110 - Tyr360 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 

26h 48,64 Trp110 - Tyr360 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 

26i 48,34 Trp110 - Tyr360 Phe357 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 

26j 50,44 Trp110 - Tyr360 
Trp110 Ala356 

Leu313 Val305 
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Tabela S3. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série 

A e a enzima hH3R. 

 

 

Tabela S4. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série A 

e a isoforma MAO-B. 

 

 

Tabela S5. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série A 

e a isoforma MAO-A. 

 

 

Composto Score 
Ponte 

salina 

Ligação 

de 

hidrogênio 

Empilhamento 

π-π tipo T 

Empilhamento 

π-π 
π-alquil 

26a 101,31 Asp114 
Tyr189 

Tyr94 Phe398 Tyr94 

Arg27 

Phe398 

Tyr374 

Trp402 

26b 106,73 Asp114 
Tyr189 

Tyr394 Phe193 Phe398 Tyr94 

Arg27 

Val95 

Tyr374 

Trp402 

25b 86,50 Asp114 
Tyr189 

Tyr394 Phe193 Phe398 Tyr94 

Arg27 

Val95 

Tyr374 

Trp402 

Composto Score 
Ligação de 

hidrogênio 

π-

alquil 

π-

sigma 

Empilhamento 

π-π do tipo T 

Empilhamento 

π-π 

26a 36,53 Cys172 Ile199 Leu171 Tyr326 Tyr398 Tyr435 

26b 37,82 
Cys172 Pro102 

Gln206 

Leu171 

Ile199 

Leu171 

Ile199 
Tyr326 Tyr398 Tyr435 

25b 37,66 Cys172 
Leu171 

Ile199 

Leu171 

Ile199 
Tyr326 Tyr398 Tyr435 

Composto Score 
Ligação de 

hidrogênio 
π-alquil π-sigma 

26a 63,62 Cys323 Val93 Ala111 Leu97 Val210 Thr211 

26b 79,50 Phe208 Val93 Leu97 Ala111 Val210 Thr211 

25b 72,61 Phe208 Val93 Leu97 Ala111 Val210 Thr211 
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Tabela S6. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série B 

e a enzima EeAChE. 

 

Tabela S7. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série B 

e a enzima EeAChE com o substrato ACTI. 

 

Composto Score Cátion- π 
Ligação de 

hidrogênio 

Empilhamento 

π-π tipo T 
π-alquil π-sigma 

58a 76,59 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Arg296 
Tyr124 

Trp86 

His447 
- 

58b 77,51 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Arg296 
Tyr124 

Trp86 

His447 - 

58c 80,82 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Arg296 Ser293 Tyr124 

Trp86 

His447 

Leu289 

- 

58d 76,84 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Arg296 Ser293 
Tyr124 

Trp86 

His447 
- 

58e 78,86 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Arg296 Ser293 
Tyr124 

Trp86 

His447 
- 

58f 82,6 Trp86 
Tyr337 Phe295 

Arg296 Ser293 Tyr124 
Trp86 

His447 - 

58g 78,21 Trp86 Phe295 Tyr124 
Trp86 

His447 
Ile294 

Composto Score 
Carga 

atrativa 

Lig 

de H 

Emp. 

π-π 

Emp. 

amida-

π 

Hal. 
π-

alquil 

π-

sigma 
n→π* 

58a 70,84 Asp74 
Tyr124 

Phe295 

Tyr341 

Trp286 
Ser293 - Leu289 - Tyr124 

58b 73,65 Asp74 
Tyr124 

Phe295 

Tyr341 

Trp286 
Ser293 - Leu289 - Tyr124 

58c 72,39 Asp74 Tyr124 
Tyr341 

Trp286 
- - Leu289 - Trp286 

58d 70,55 Asp74 
Tyr124 

Phe295 

Tyr341 

Trp286 
Ser293 

Ser293 

Gln291 
Leu289 - Tyr124 

58e 71,83 Asp74 
Tyr124 

Phe295 

Tyr341 

Trp286 
- - Leu289 - - 

58f 71,28 Asp74 
Tyr124 

Ser293 
Trp286 - - Leu289 Tyr341 - 

58g 62,00 Asp74 
Tyr124 

Ser125 

Tyr341 

Trp286 
- - - - Trp286 
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Tabela S8. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série B 

e a enzima EqBChE 

 

 

Tabela S9. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série C 

e a enzima EeAChE. 

 

Tabela S10. O detalhamento qualitativo das interações moleculares entre os ligantes da Série 

C e a enzima EqBChE. 

  

Composto Score Cátion- π 
Ligação de 

hidrogênio 

Empilhamento 

π-π 
π-alquil π-sigma 

58a 44,64 Trp110 Asp98 Tyr360 
Trp110 Ala356 

Leu313 
- 

58b 46,28 Trp110 Asp98 Tyr360 
Trp110 Ala356 

His466 Leu313 - 

58c 45,31 Trp110 - Tyr360 Trp110 Ala356 Leu313 

58d 45,31 Trp110 Asp98 Tyr360 
Trp110 Ala356 

His466 Leu313 
- 

58e 46,24 Trp110 Asp98 Tyr360 
Trp110 Ala356 

His466 
Leu313 

58f 46,58 Trp110 Asp98 Tyr360 
Trp110 Ala356 

His466 Leu313 - 

58g 47,10 Trp110 Asp98 Tyr360 
Trp110 Ala356 

His466 Leu313 
- 

Composto Score Cátion- π 
Ligação de 

hidrogênio 
π-alquil 

Empilhamento 

π-π 

Empilhamento 

π-π tipo T 

67a 85,41 Trp86 Asp74 

Trp86 

Tyr337 

His447 

Tyr341 Tyr124 

67b 81,82 - Tyr337 Trp286 Trp86 Tyr124 

Composto Score 
Ligação de 

hidrogênio 
π-alquil π-sigma 

Empilhamento 

π-π tipo T 

67a 51,31 Ser226 Leu314 Tyr360 - Trp110 Trp259 Phe357 His466 

67b 56,02 Ser226 Leu314 Trp110 Trp259 Phe357 His466 
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7.2. ANEXO 2 – ESPECTROS DE RMN DE 1H e 13C 

Figura S1. Espectro de RMN 1H do composto (27a) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S2. Espectro de RMN 13C do composto (27a) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S3. Espectro de RMN 1H do composto (27b) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S4. Espectro de RMN 13C do composto (27b) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S5. Espectro de RMN 1H do composto (27c) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S6. Espectro de RMN 13C do composto (27c) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S7. Espectro de RMN 1H do composto (27d) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S8. Espectro de RMN 13C do composto (27d) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S9. Espectro de RMN 1H do composto (27e) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S10. Espectro de RMN 13C do composto (27e) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S11. Espectro de RMN 1H do composto (27f) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S12. Espectro de RMN 13C do composto (27f) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S13. Espectro de RMN 1H do composto (27g) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S14. Espectro de RMN 13C do composto (27g) em CDCl3 a 125 MHz. 

 

  



184 

 

Figura S15. Espectro de RMN 1H do composto (27h) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S16. Espectro de RMN 13C do composto (27h) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S17. Espectro de RMN 1H do composto (27i) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S18. Espectro de RMN 13C do composto (27i) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S19. Espectro de RMN 1H do composto (27j) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S20. Espectro de RMN 13C do composto (27j) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S21. Espectro de RMN 1H do composto (26a) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S22. Espectro de RMN 13C do composto (26a) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S23. Espectro de RMN 1H do composto (26b) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S24. Espectro de RMN 13C do composto (26b) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S25. Espectro de RMN 1H do composto (26c) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S26. Espectro de RMN 13C do composto (26c) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S27. Espectro de RMN 1H do composto (26d) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S28. Espectro de RMN 13C do composto (26d) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S29. Espectro de RMN 1H do composto (26e) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S30. Espectro de RMN 13C do composto (26e) em CDCl3 a 125 MHz. 

  



200 

 

Figura S31. Espectro de RMN 1H do composto (26f) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S32. Espectro de RMN 13C do composto (26f) em CDCl3 a 125 MHz. 

  



202 

 

Figura S33. Espectro de RMN 1H do composto (26g) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S34. Espectro de RMN 13C do composto (26g) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S35. Espectro de RMN 1H do composto (26h) em CDCl3 a 500 MHz. 

  



205 

 

Figura S36. Espectro de RMN 13C do composto (26h) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S37. Espectro de RMN 1H do composto (26i) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S38. Espectro de RMN 13C do composto (26i) em CDCl3 a 125 MHz. 

  



208 

 

Figura S39. Espectro de RMN 1H do composto (26j) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S40. Espectro de RMN 13C do composto (26j) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S41. Espectro de RMN 1H do composto (64) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S42. Espectro de RMN 13C do composto (64) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S43. Espectro de RMN 1H do composto (63) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S44. Espectro de RMN 13C do composto (63) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S45. Espectro de RMN 1H do composto (62a) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S46. Espectro de RMN 13C do composto (62a) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S47. Espectro de RMN 1H do composto (62b) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S48. Espectro de RMN 13C do composto (62b) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S49. Espectro de RMN 1H do composto (60a) em DMSO-d6 a 500 MHz. 

  



219 

 

Figura S50. Espectro de RMN 13C do composto (60a) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S51. Espectro de RMN 1H do composto (60b) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S52. Espectro de RMN 13C do composto (60b) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S53. Espectro de RMN 1H do composto (58a) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S54. Espectro de RMN 13C do composto (58a) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S55. Espectro de RMN 1H do composto (58b) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S56. Espectro de RMN 13C do composto (58b) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S57. Espectro de RMN 1H do composto (58c) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S58. Espectro de RMN 13C do composto (58c) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S59. Espectro de RMN 1H do composto (58d) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S60. Espectro de RMN 13C do composto (58d) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S61. Espectro de RMN 1H do composto (58e) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S62. Espectro de RMN 13C do composto (58e) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S63. Espectro de RMN 1H do composto (58f) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S64. Espectro de RMN 13C do composto (58f) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S65. Espectro de RMN 1H do composto (58g) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S66. Espectro de RMN 13C do composto (58g) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S67. Espectro de RMN 1H do composto (71) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S68. Espectro de RMN 13C do composto (71) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S69. Espectro de RMN 1H do composto (68) em CDCl3 a 500 MHz. 
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Figura S70. Espectro de RMN 13C do composto (68) em CDCl3 a 125 MHz. 
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Figura S71. Espectro de RMN 1H do composto (69a) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S72. Espectro de RMN 13C do composto (69a) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S73. Espectro de RMN 1H do composto (69b) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S74. Espectro de RMN 13C do composto (69b) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S75. Espectro de RMN 1H do composto (67a) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S76. Espectro de RMN 13C do composto (67a) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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Figura S77. Espectro de RMN 1H do composto (67b) em DMSO-d6 a 500 MHz. 
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Figura S78. Espectro de RMN 13C do composto (67b) em DMSO-d6 a 125 MHz. 
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7.3. ANEXO 3 – PROPRIEDADES ADMET 

Tabela S11. Propriedades ADMET do composto 26a 

Composto 26a 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C25H26N4O3 

Peso molecular 430,50 g/mol 

Fração Csp3 0,32 

Num. ligações rotativas 7 

Num. aceitadores de ligação H 6 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 127,28 

TPSA  73,39 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   3,80 

Log Po/w (XLOGP3)   3,80 

Log Po/w (WLOGP)   3,58 

Log Po/w (MLOGP)   2,89 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,07 

Consensus Log Po/w  3,63 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -4,93 

Solubilidade 5,10e-03 mg/ml; 1,18e-05 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Sim 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Sim 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9  Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,23 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Sim 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S12. Propriedades ADMET do composto 26b 

Composto 26b 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C26H28N4O4 

Peso molecular 460,52 g/mol 

Fração Csp3 0,35 

Num. ligações rotativas 8 

Num. aceitadores de ligação H 7 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 133,77 

TPSA  82,62 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,12 

Log Po/w (XLOGP3)   3,77 

Log Po/w (WLOGP)   3,59 

Log Po/w (MLOGP)   2,58 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,13 

Consensus Log Po/w  3,64 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,00 

Solubilidade 4,61e-03 mg/ml; 1,00e-05 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Não 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Não 

Inibidor do CYP2C19  Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,43 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Não; 1 violação: MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S13. Propriedades ADMET do composto 26c 

Composto 26c 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C26H28N4O4 

Peso molecular 460,52 g/mol 

Fração Csp3 0,35 

Num. ligações rotativas 8 

Num. aceitadores de ligação H 7 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 133,77 

TPSA  82,62 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,07 

Log Po/w (XLOGP3)   3,77 

Log Po/w (WLOGP)   3,59 

Log Po/w (MLOGP)   2,58 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,13 

Consensus Log Po/w  3,63 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,00 

Solubilidade 4,61e-03 mg/ml; 1,00e-05 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Não 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Não 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,43 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Não; 1 violação: MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 

 



251 

 

Tabela S14. Propriedades ADMET do composto 26d 

Composto 26d 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C26H28N4O4 

Peso molecular 460,52 g/mol 

Fração Csp3 0,35 

Num. ligações rotativas 8 

Num. aceitadores de ligação H 7 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 133,77 

TPSA  82,62 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,07 

Log Po/w (XLOGP3)   3,77 

Log Po/w (WLOGP)   3,59 

Log Po/w (MLOGP)   2,58 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,13 

Consensus Log Po/w  3,63 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,00 

Solubilidade 4,61e-03 mg/ml; 1,00e-05 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Não 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Não 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,43 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Não; 1 violação: MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S15. Propriedades ADMET do composto 26e 

Composto 26e 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C25H25FN4O3 

Peso molecular 448,49 g/mol 
Fração Csp3 0,32 

Num. ligações rotativas 7 

Num. aceitadores de ligação H 7 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 127,26 

TPSA  73,39 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,39 

Log Po/w (XLOGP3)   3,90 

Log Po/w (WLOGP)   4,14 

Log Po/w (MLOGP)   3,26 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,49 

Consensus Log Po/w  4,04 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,09 

Solubilidade 3,67e-03 mg/ml; 8,19e-06 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Sim 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Sim 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,27 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Sim 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S16. Propriedades ADMET do composto 26f 

Composto 26f 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C25H25ClN4O3 

Peso molecular 464,94 g/mol 
Fração Csp3 0,32 

Num. ligações rotativas 7 

Num. aceitadores de ligação H 6 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 132,29 

TPSA  73,39 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,35 

Log Po/w (XLOGP3)   4,42 

Log Po/w (WLOGP)   4,24 

Log Po/w (MLOGP)   3,36 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,71 

Consensus Log Po/w  4,22 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,52 

Solubilidade 1,42e-03 mg/ml; 3,05e-06 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Sim 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Sim 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,00 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Não; 1 violação: MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S17. Propriedades ADMET do composto 26g 

Composto 26g 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C25H25ClN4O3 

Peso molecular 464,94 g/mol 
Fração Csp3 0,32 

Num. ligações rotativas 7 

Num. aceitadores de ligação H 6 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 132,29 

TPSA  73,39 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,24 

Log Po/w (XLOGP3)   4,42 

Log Po/w (WLOGP)   4,24 

Log Po/w (MLOGP)   3,36 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,71 

Consensus Log Po/w  4,19 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,52 

Solubilidade 1,42e-03 mg/ml; 3,05e-06 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Sim 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Sim 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,00 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Não; 1 violação: MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S18. Propriedades ADMET do composto 26h 

Composto 26h 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C25H25BrN4O3 

Peso molecular 509,40 g/mol 

Fração Csp3 0,32 

Num. ligações rotativas 7 

Num. aceitadores de ligação H 6 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 134,98 

TPSA  73,39 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,46 

Log Po/w (XLOGP3)   4,49 

Log Po/w (WLOGP)   4,35 

Log Po/w (MLOGP)   3,46 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,75 

Consensus Log Po/w  4,30 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,84 

Solubilidade 7,43e-04 mg/ml; 1,46e-06 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Sim 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Sim 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,22 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 1 violação: MW>500 

Ghose  Não; 2 violaçãos: MW>480, MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S19. Propriedades ADMET do composto 26i 

Composto 26i 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C25H25BrN4O3 

Peso molecular 509,40 g/mol 

Fração Csp3 0,32 

Num. ligações rotativas 7 

Num. aceitadores de ligação H 6 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 134,98 

TPSA  73,39 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,29 

Log Po/w (XLOGP3)   4,49 

Log Po/w (WLOGP)   4,35 

Log Po/w (MLOGP)   3,46 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,75 

Consensus Log Po/w  4,27 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,84 

Solubilidade 7,43e-04 mg/ml; 1,46e-06 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Sim 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Sim 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,22 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 1 violação: MW>500 

Ghose  Não; 2 violaçãos: MW>480, MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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Tabela S20. Propriedades ADMET do composto 26j 

Composto 26j 

 

 
Propriedades físico-químicas 

Fórmula C26H28N4O3 

Peso molecular 444,50 g/mol 

Fração Csp3 0,35 

Num. ligações rotativas 8 

Num. aceitadores de ligação H 6 

Num. de doadores de ligação H 0 

Refratividade molar 132,09 

TPSA  73,39 Å² 

Lipofilicidade 

Log Po/w (iLOGP)   4,28 

Log Po/w (XLOGP3)   4,15 

Log Po/w (WLOGP)   3,97 

Log Po/w (MLOGP)   3,10 

Log Po/w (SILICOS-IT)   4,47 

Consensus Log Po/w  3,99 

Solubilidade em água 

Log S (ESOL)   -5,15 

Solubilidade 3,12e-03 mg/ml; 7,02e-06 mol/l 

Classe  Moderadamente solúvel 

Farmacocinética 

Absorção GI Alto 

Permeabilidade BBB Sim 

Substrato P-gp Sim 

Inibidor do CYP1A2 Sim 

Inibidor do CYP2C19 Sim 

Inibidor do CYP2C9 Sim 

Inibidor do CYP2D6 Sim 

Inibidor do CYP3A4 Sim 

Log Kp (permeação da pele)   -6,07 cm/s 

Druglikeness 

Lipinski  Sim; 0 violação 

Ghose  Não; 1 violação: MR>130 

Veber  Sim 

Egan  Sim 

Muegge  Sim 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 
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7.4. ANEXO 4 – TRABALHOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO 
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