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Resumo 

 

Este trabalho apresenta os resultados de síntese, determinação de constante inibitória, valores de CI50, 

mecanismo cinético e docking molecular de quinze novos dímeros de tacrina em relação à colinesterases; 

e os resultados de avaliação de atividade antiproliferativa das novas moléculas para dez linhagens 

celulares representativas bem como de docking molecular em relação a possíveis alvos biomoleculares. 

Os dímeros de tacrina foram obtidos com bons rendimentos (78% em média), sendo o menor 

rendimento (43%) para o composto 24 (espaçador naftalênico) e o maior rendimento (98%) para o 

composto 21 (espaçador benzidínico). Os bons rendimentos podem ser entendidos em termos da ativação 

da reação de substituição nucleofílica aromática pelo nitrogênio piridínico. Além disso, a disponibilidade 

de par eletrônico não ligante da amina espaçadora associado ao quesito de orientação molecular adequada 

no momento de reação parecem importantes para o rendimento das reações, onde efeitos de impedimento 

estérico e de restrição conformacional parecem determinar a ocorrência do processo. Por outro lado a 

cristalização é uma técnica mais efetiva na obtenção de maiores rendimentos de reação.  

Nos testes enzimáticos, os dímeros obtidos mostraram-se como inibidores colinesterásicos na ordem 

de nanomolar. O inibidor de AChE mais potente foi o composto 15 (Ki EeAChE = 0,61 nM) enquanto para 

BChE foi o composto 16 (Ki hBChE = 3,14 nM). Dentro os dímeros com espaçadores aromáticos, a maior 

potência inibitória foi alcançada pelo composto 21 (Ki hAChE = 2,67 nM), sendo este composto aquele com 

melhor perfil de seletividade para hAChE (44 vezes mais seletivo). Em oposição, o melhor perfil de 

seletividade para hBChE foi alcançado pelo dímero 25 com espaçador naftalênico (38 vezes mais 

seletivo). Assim, espaçadores aromáticos constituem estratégia útil para se estabelecer interações 

interaromáticas com a região de meia fenda da enzima, possibilitando modular a seletividade dos ligantes.  

Além disso, como no caso do composto 16, a ampliação da região hidrofóbica dos dímeros de tacrina 

pode ampliar sua capacidade inibitória. Como a tacrina, observou-se que seus dímeros são inibidores 

mistos, sendo que os dados de potência relativa obtidos pela avaliação da atividade inibitória frente às 

colinesterases não-humanas podem ser estendidos à potência esperada às colinesterases humanas. Por 

último, como se observou para o composto 15, os parâmetros de comprimento ideal (10Å) e flexibilidade 

estrutural dos espaçadores são indispensáveis para a efetividade de inibidores duais de colinesterases. 

A avaliação de atividade antitumorigênica mostrou que os dímeros de tacrina apresentam CI50 médio 

da ordem de micromolar, sendo mais potente o composto 16 em relação à linhagem SKMEL5 (CI50 < 7,5 

nM), além de ser este composto o mais potente para as linhagens IMR32, SKOV3, SKMEL2, BT549 e 

U87MG. Dentre os compostos com espaçadores aromáticos, o composto 26 é o de mais amplo espectro, 

sendo mais potente que o composto 16 para as linhagens C6, TOV21G e COLO205. A tacrina mostrou-se 

inativa para todas as linhagens avaliadas. Os dímeros de tacrina apresentaram-se com significativo perfil 

de seletividade para algumas linhagens, sendo o composto 16 mais seletivo para SKMEL5 em pelo menos 

uma ordem de grandeza. Por outro lado os dímeros de tacrina podem combinar citotoxicidade com 



  

manipulação seletiva do sistema colinérgico. Além disso, os derivados de tacrina podem apresentar 

significativa capacidade de interação com vários alvos de DNA, além da tubulina e do transportador 

multidrogas, sendo que, embora essa capacidade de interação não apresente correlações simples com as 

atividades in vivo, há possibilidades de se estabelecer relações estrutura-atividade. Neste contexto, 

observa-se que a natureza (alquílica versus aromática) e o comprimento do espaçador bem como a 

dimensão do anel alicíclico (5, 6 ou 7 carbonos) da componente hidroacridina dos dímeros parecem estar 

entre os elementos que modulam a citotoxicidade dessa classe de moléculas. Isso pode ser inferido a 

partir da análise das variações observadas nas atividades citotóxicas dos dímeros, suas energias de 

interação e conformações de associação com possíveis biomoléculas. 



  

Abstract 
 

This work presents the synthesis of fifteen new tacrine dimers and results for Ki, IC50, kinetic mechanism 

and molecular docking analysis in relation to cholinesterases; and the assessment results of the 

antitumorigenic activity of these new molecules for ten representative cell lines as well as modeling. 

Tacrine dimers were obtained in good yields (78% on average) being the lowest yield (43%) for 

compound 24 (naphthalene spacer) and the highest yield (98%) for compound 21 (benzidinic spacer). 

These good yields can be understood in terms of activation of the nucleophilic aromatic substitution 

reaction by pyridine nitrogen. Moreover, the availability of nonbinding electron pair of the amine spacer 

associated to the appropriate molecular orientation at the time of reaction seem important for the 

efficiency of the reactions where steric effects and conformational restriction seems to determine the 

occurrence of the process. Moreover, crystallization is a more effective technique to obtain higher yields 

of reaction. 

In enzymatic assays, the dimers obtained were cholinesterase inhibitors in a nanomolar order. The 

most potent AChE inhibitor was compound 15 (Ki EeAChE = 0.61 nM) whereas for BChE was compound 

16 (Ki hBChE = 3.14 nM). Within the dimers with aromatic spacers, the highest inhibitory potency was 

achieved by compound 21 (Ki hAChE = 2.67 nM), being this compound one with better selectivity profile 

for hAChE (44 times more selective). In contrast, the best selectivity profile for hBChE was reached by 

the dimer 25 with naphthalene spacer (38 times more selective). Thus, aromatic spacers are useful 

strategy for establishing interaromatic interactions with the middle region of the enzyme gorge, allowing 

modulating the selectivity of ligands. Furthermore, as in the case of compound 16, the expansion of the 

hydrophobic region of tacrine dimers can enlarge their inhibitory capacity. Similar to tacrine, it was 

observed that their dimers are mixed inhibitors, and performance data obtained on the evaluation of 

inhibitory activity against non-human cholinesterase can be extended to the expected power to human 

cholinesterase. Finally, as observed for compound 15, the parameters of optimal length (10Å) and 

structural flexibility of the spacers are essential to the effectiveness of cholinesterase dual inhibitors. 

The antitumorigenic activity evaluation showed that the tacrine dimers have IC50 in the micromolar 

order on average, being the compound 16 the most potent (IC50 SKMEL5 < 7.5 nM), besides being the most 

potent compound for the cell lines IMR32, SKOV3, SKMEL2, BT549 and U87MG. Among the 

compounds with aromatic spacers, compound 26 is of broader spectrum being more potent than 

compound 16 for C6, TOV21G and COLO205 cell lines. Tacrine was found to be inactive in all tested 

cell lines. Tacrine dimers presented with significant selectivity profile for some cell lines, the compound 

16 being more selective for SKMEL5 at least one order of magnitude. Moreover, tacrine dimers may 

combine selective cytotoxicity with cholinergic system manipulation. In addition, tacrine derivatives may 

have significant ability to interact with multiple DNA targets, in addition to tubulin and multidrug 

transporter, and, although this interaction capability not present simple correlations with in vivo activity, 



  

there are possibilities for establishing structure-activity relationships. In this context, it is noted that the 

nature (alkyl versus aromatic) and spacer length and the size of the alicyclic ring (5, 6, or 7 carbons) from 

tetrahydroacridine component of dimers appear to be among the factors that modulate the cytotoxicity of 

this class of molecules. This can be inferred from the variations observed in cytotoxic activities of dimers, 

their interaction energies and possible association conformations with biomolecules. 
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Capítulo 1 – Introdução 
 
 

1.1 - Tacrina 

 

A tacrina (THA) é uma tetraidroacridina que possui um grupo amina substituinte na posição 9 (Figura 

1.1). Essa substituição constitui elemento estrutural significativo para que a forma molecular protonada, 

que possui um hidrogênio ligado ao nitrogênio piridínico, predomine nas condições de pH fisiológico, 

fato importante para sua farmacologia [1].  
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Figura 1.1 - Fórmula estrutural da tacrina em pH 7. 

 

A THA foi sintetizada pela primeira vez em 1945 por Albert e Gledhil, os quais avaliavam o efeito de 

modificações bioisostéricas na atividade antibacteriana de derivados acridínicos [2]. Desde então, a THA 

tem sido avaliada no contexto de quadros clínicos de interesse, tais como, aqueles associados à doenças 

neurodegenerativas, overdose, doenças causadas por bactérias, dentre outros, mostrando assim, habilidade 

de modular a atividade de vários alvos biomoleculares, dentre os quais, as colinesterases são um dos mais 

significativos [3,4,5].  

 

1.2 - Colinesterases 

 

As colinesterases (ChEs) estão envolvidas primariamente no término da transmissão sináptica pela 

hidrólise do neurotransmissor acetilcolina (Esquema 1.1). 
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Esquema 1.1 – Hidrólise de acetilcolina assistida por colinesterase. 

 

A maioria dos organismos possuem dois tipos de ChEs: acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase 

(BChE) [6]. A primeira é seletiva para acetilcolina, enquanto a segunda possui ação hidrolítica sobre uma 

variedade de ésteres, dentre os quais ressalta-se a butirilcolina, cuja hidrólise é catalisada mais 

eficientemente pela BChE [7]. As ChEs pertencem ao seleto grupo das enzimas ditas cataliticamente 
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perfeitas, que possuem sua ação limitada pelo processo de difusão [8-10].  Esse fato associado à 

importância biológica dessas enzimas têm despertado grande interesse da comunidade científica. Desta 

forma, inúmeros estudos de titulação por fluorescência, marcação química e mutagênese sítio-dirigida 

têm possibilitado uma crescente compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na ação hidrolítica 

dessas biomoléculas (Esquema 1.1, pág. 1) [11]. Em 1991, o grupo dos professores Joel Sussman e Israel 

Silman publicaram a elucidação estrutural por raios-X da AChE (Figura 1.2) [12]. 

 

Figura 1.2 - Cartoon da estrutura de raios-X da AChE. SPA: Subsítio periférico aniônico. SCA: Subsítio 

catalítico aniônico. 

 

Na Figura 1.2 podemos observar o padrão estrutural de alfa beta hidrolase da AChE. Ao centro em 

modelo espaço cheio (superfície de van der Waals) mostra-se o resíduo catalítico de serina (S200). Além 

disso, duas outras regiões da fenda catalítica das ChEs são ressaltadas. A primeira que corresponde à 

entrada da fenda da enzima é constituída na AChE pelos resíduos W279, Y121 e Y70. Essa região é 

conhecida como subsítio periférico aniônico (SPA). A segunda região é formada pelos resíduos W84 e 

F330, sendo conhecida como subsítio catalítico aniônico (SCA). Esses dois subsítios são importantes no 

contexto do desenvolvimento de inibidores colinesterásicos conforme será apresentado nas seções 

seguintes deste texto. Em 2003 Yvain Nicolet e colaboradores obtiveram a estrutura molecular da BChE 

[13], verificando que o padrão estrutural é semelhante ao de AChE, diferindo essencialmente na 

composição de aminoácidos que recobrem a fenda catalítica. Atualmente, as estruturas cristalográficas de 

vários complexos envolvendo essas enzimas são conhecidas [14]. 
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1.2.1 - Inibidores colinesterásicos 

 

Os compostos com habilidade de reduzir a atividade catalítica das ChEs são significativamente 

estratégicos. Além de proporcionar a redução na deficiência cognitiva e de memória bem como das más 

condições psiquiátricas de doentes de Alzheimer, tais como apatia e alucinações visuais [15], os 

inibidores colinesterásicos (ICs) têm proporcionado resultados terapêuticos significativos no contexto de 

outras desordens cognitivas, tais como doença de Parkinson, doença com corpos de Lewy, demência 

vascular, injúria traumática cerebral e desordem cognitiva em esclerose múltipla [16-21]. Mais que isso 

essa classe de compostos têm sido capaz de anular o efeito causado por entorpecentes, podendo ser 

aplicados como co-fármaco no tratamento de dependentes químicos [22]. Além disso, os ICs têm sido 

utilizados no tratamento de glaucoma, miastênia gravis e como reativador colinesterásico nos casos de 

envenenamento por compostos organofosforados. Neste último caso, o grupo fosfato da fosfo-enzima 

inativa é atacado via reação de substituição pelo IC, resultando em um derivado fosforado do inibidor e 

na enzima ativa, restaurada [23]. Por outro lado, o desenvolvimento de ICs é importante na investigação 

do papel da alteração da transmissão colinérgica em patologias de um modo geral [24,25]. A Figura 1.3 

mostra alguns dos ICs usados na clínica.  
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Figura 1.3 - Alguns dos inibidores colinesterásicos em uso na clínica. 

 

Dos compostos mostrados na Figura 1.3, a galantamina e o donepezil são inibidores colinesterásicos 

reversíveis. Este último na sua associação com a enzima interage tanto com os resíduos da região SPA 

quanto com aqueles da região SCA (Figura 1.2, pág. 2) [26]. Em contrapartida, a fisostigmina e a 

neostigmina são inibidores pseudo-irreversíveis que reagem quimicamente com a hidroxila de S200, 

processo cuja reversão se dá de forma lenta [27]. 
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1.2.2 - Derivados diméricos da tacrina 

 

A tacrina foi o primeiro fármaco aprovado pelo FDA para tratamento da doença de Alzheimer [28]. 

Apesar do uso clínico dessa substância, a ocorrência de efeitos colaterais hepatotóxicos tem motivado o 

desenvolvimento de análogos visando melhorar o perfil farmacocinético dessa classe de substâncias [29]. 

Nesse contexto, uma das estratégias mais promissoras é a de dimerização da tacrina, a qual segue 

usualmente o padrão mostrado no Esquema 1.2, no qual E geralmente é uma cadeia alquílica linear 

conforme exemplifica a Figura 1.4. 
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Esquema 1.2 - Dimerização da tacrina. 
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Figura 1.4 - Dímeros de tacrina [30-32]. 

 

O sucesso da estratégia de dimerização da tacrina se fundamenta no fato de que as ChEs possuem na sua 

fenda catalítica dois sítios interacionais (SCA e SPA, Figura 1.2, pág. 2), os quais apresentam 

individualmente significativa afinidade pela tacrina e análogos. Assim, o alcance simultâneo dos dois 

sítios por um ligante resulta em maior afinidade pela enzima [30]. A bis-7-THA (Figura 1.4) foi o 

primeiro dímero de tacrina sintetizado. Enquanto o Ki da tacrina em relação à AChE é de 80 nM, a bis-7-

THA apresentou para o mesmo alvo Ki de 1,4 nM. Esses resultados sugerem que nas mesmas condições, a 

enzima avaliada é mais inibida pelo dímero. Uma das implicações esperadas naturalmente é a redução da 

dose necessária para alcançar os efeitos terapêuticos desejados [31]. Algumas variações na natureza 

química do espaçador são ressaltadas pelo contorno pontilhado na Figura 1.4. Nesse contexto são 

exemplificados espaçadores de natureza alquílica homogênea (bis-7-THA e b) e de natureza alquílica 

com heteroátomo de nitrogênio (amina terciária) (a). Além da dimerização em si e em decorrência da 

adoção da mesma, a estratégia de variação na natureza química do espaçador também tem sido adotada 
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com o intuito de se melhorar o perfil farmacodinâmico dos dímeros de tacrina através do alcance de 

interações extras na região catalítica das ChEs. Um exemplo é dado pelo composto a da Figura 1.4 (pág. 

4) que possui Ki de 0,01 nM em relação à AChE. Esse ganho de potência em relação à bis-7-THA é 

racionalizado como resultante de interação iônica que ocorre entre a amina protonada do ligante e um 

resíduo de aminoácido carregado negativamente que pertence à região da fenda catalítica do receptor, a 

qual situa-se entre os pontos de interação das componentes tacrina do ligante [31,33]. Assim, efeitos de 

aumento de potência bem como de especificidade têm sido obtidos a partir da exploração de interações 

específicas entre os espaçadores dos dímeros e a região de meia fenda do sítio catalítico das ChEs.  

Embora haja vários trabalhos de produção de derivados diméricos de tacrina com vistas à inibição 

colinesterásica, praticamente inexistem estudos sistemáticos sobre o uso de espaçadores aromáticos e seus 

efeitos na potência de inibição e no mecanismo cinético dos dímeros de tacrina. Considerando que a 

região de meia fenda do sítio catalítico das ChEs é rica em resíduos de aminoácidos aromáticos, o uso de 

espaçadores aromáticos pode resultar em interações interaromáticas que ampliem a afinidade desses 

ligantes pelas ChEs [12]. Outro aspecto pouco explorado é o do efeito que variações no volume do anel 

alicíclico da tacrina têm sobre seu potencial e mecanismos cinéticos. Esse fato é reforçado pela 

quantidade limitada de informações relacionadas com o papel que interações fracas tem na ação de 

bioligantes [34-36]. 

 

1.2.3 - Estudos de inibição colinesterásica 

 

A capacidade inibitória de um composto em relação à atividade de um biocatalisador pode ser expressa 

pelo CI50 ou pela constante inibitória (Ki). O primeiro expressa a concentração do inibidor necessária para 

reduzir em 50% a atividade catalítica da enzima enquanto Ki é a constante do equilíbrio de dissociação 

mostrado no Esquema 1.3 [37]. 

 

E + IEI
 

Esquema 1.3 - Equilíbrio de dissociação do complexo Enzima-Inibidor (EI). E: Enzima. I: Inibidor. 

  

Assim, quanto mais potente o inibidor menor será a concentração de I e portanto menor será o valor de Ki. 

Os inibidores considerados potentes possuem valores de Ki na ordem de 10-9 M embora sejam relatados 

casos de até 10-15 M [31,38]. A energia livre de Gibbs padrão (∆Gº) para o processo de ligação relaciona-

se com Ki conforme mostrado na Equação 1.1 [35]. 

 

∆Gº = -RTln Ki  (1.1) 

 

Onde R é a constante dos gases e T a temperatura. Os parâmetros CI50 e Ki podem ser determinados a 

partir de medidas de variação da absorbância do meio de reação devido à variação da concentração de 

uma espécie de referência [7]. Para os estudos de inibição colinesterásica deste trabalho a substância de 
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referência foi um derivado do DTNB (ácido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico), sendo substratos-modelo a 

acetiltiocolina e a butiriltiocolina. Estes, após hidrólise, reagem com o DTNB gerando um produto que 

absorve à 412 nm (Esquema 1.4). 
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Esquema 1.4 - Aspectos químicos do método do DTNB. 

 

As atividades enzimáticas a diferentes concentrações do inibidor inferidas das medidas 

espectrofotométricas possibilitam a obtenção das curvas de dose-reposta tal como exemplifica a Figura 

1.5. 
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Figura 1.5 - Curva de dose-resposta para determinação de CI50. 

 

Na Figura 1.5 a concentração do inibidor é expressa através de seu logaritmo, o que possibilita uma 

regressão sigmoidal dos dados e a obtenção do valor de CI50 [37]. 

Para determinação das constantes cinéticas e de ligação, os dados são tratados conforme os modelos 

derivados da cinética enzimática, cujos fundamentos foram propostos por Michaelis-Menten [39,40]. 

Neste sentido são construídas as curvas que relacionam velocidade com concentração do substrato à 

diferentes concentrações do inibidor, Figura 1.6 (pág. 7). 
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Figura 1.6 - Curvas cinéticas a diferentes concentrações de substrato e de inibidor. 

 

Os dados são submetidos à regressão que visa o ajuste aos modelos sumariados nas Equações 1.2 e 1.3 

[41]. 

 

 
(1.2) 

       

 

(1.3) 

 

Onde Vmax representa a velocidade máxima da reação catalisada, [S] representa a concentração do 

substrato nas condições do experimento, [I] a concentração do inibidor e α o parâmetro de alteração das 

constantes de ligação conforme se depreende do Esquema 1.5. 
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Esquema 1.5 - Equilíbrios envolvidos na ação enzimática e sua inibição [42]. 

 

Ks significa a constante de ligação do substrato à enzima e kp a constante cinética de formação do produto. 

No caso dos estudos enzimáticos realizados neste trabalho, os produtos (P) seriam tiocolina e ácido 

acético para AChE ou ácido butírico para BChE. 

Os inibidores enzimáticos não-covalentes podem apresentar um de três tipos de mecanismos de 

inibição reversível: competitiva, mista ou incompetitiva [43]. Esses mecanismos são distintos quanto à 

sequência de ligação do inibidor e do substrato à enzima (Figura 1.7, pág. 8). 
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A B C 

 

Figura 1.7 - Possíveis mecanismos de inibição enzimática: A – Competitiva; B – Mista; C – 

Incompetitiva. E: Enzima. S: Substrato. I: Inibidor. 

 

Pela Figura 1.7 vemos que na inibição competitiva (A) a ligação do substrato (S) à enzima (E) exclui a 

ligação do inibidor (I) e vice-versa. No caso da inibição do tipo mista (B) a ligação de S ou I não é 

mutuamente excludente visto que ambos não competem entre si pelo mesmo sítio no receptor. Já na 

inibição do tipo incompetitiva o inibidor se liga exclusivamente ao complexo ES, o que evidencia o 

caráter sequencial deste mecanismo inibitório. O conhecimento dos mecanismos cinéticos de inibição 

consiste em ferramenta de estudo para compreensão da forma de ação das enzimas além de possibilitar 

significativas informações para o desenvolvimento de novos bioligantes com afinidades e formas de 

ligação diferenciadas [44]. 

Os mecanismos de inibição podem ser determinados a partir de gráficos dos inversos de velocidade em 

função dos inversos de concentração do substrato à diferentes concentrações do inibidor, conforme 

mostrado na Figura 1.8. Esses gráficos são conhecidos como curvas de Lineweaver-Burk [45]. 
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Figura 1.8 - Padrões gráficos para os mecanismos: A - Competitivo; B - Misto; C - Incompetitivo.  

 

As curvas apresentadas na Figura 1.8 podem ser descritas algebricamente por recíprocas de equações 

como a Equação 1.3 (pág. 7). Um exemplo é mostrado na Equação 1.4 (pág. 9). 

 



9 

 

(1.4) 

 

Dos gráficos mostrados na Figura 1.8 (pág. 8), os valores dos interceptos no eixo das ordenadas e das 

inclinações das retas, à diferentes concentrações do inibidor, possibilitam a determinação de parâmetros 

de ligação do inibidor à enzima como a constante inibitória Ki e a constante α, conforme ilustra a Figura 

1.9 [46]. 
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Figura 1.9 - Métodos gráficos para determinação de Ki e α. 

 

Na modelagem molecular uma das informações mais importantes refere-se ao local de interação do 

ligante na biomolécula. Essa informação tanto simplifica quanto amplia a qualidade da análise. No caso 

de ligantes inéditos essa informação pode ser obtida indiretamente através de medidas cinéticas como as 

mencionadas acima. Neste caso, realiza-se um procedimento experimental no qual a enzima é inibida 

simultaneamente por dois inibidores: um com local de interação conhecido e outro com local de interação 

desconhecido. As curvas que surgem deste experimento permitem distinguir se as duas moléculas 

competem ou não entre si [47]. A Figura 1.10 traz exemplos. Neste trabalho foram realizados 

experimentos tomando como referência a tacrina, cuja estrutura de raios-X é conhecida. 
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Figura 1.10 - Avaliação cinética de local de ligação durante inibição enzimática. 
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1.3 – Derivados acridínicos e câncer 

 

O câncer consiste na multiplicação exacerbada de células, a qual pode ser resultante de falhas nos 

mecanismos de controle do ciclo celular [48]. Com vistas a reverter essa condição, moléculas com 

habilidade de intercalar o DNA têm sido usadas com sucesso. Um exemplo dessa classe de substâncias 

são os derivados de acridina, análogos da tacrina [49]. A Figura 1.11 ilustra a forma de ligação ao DNA 

de um derivado acridínico [50]. 

 

DNA
 

 
Figura 1.11 - Estrutura de raios-X de derivado acridínico intercalando o DNA. 

 

Na Figura 1.11 a fração acridina projeta-se entre os pares de bases nitrogenadas do ácido nucléico 

gerando um complexo, fato que pode resultar na alteração de processos dependentes do DNA [51,52]. 

Dentre os derivados de acridina, as hidroacridinas, tais como a tacrina (Figura 1.1, pág. 1), têm sido 

avaliadas com relativo sucesso como antiproliferativo [53]. Além do DNA em si, outros complexos 

moleculares que envolvem o DNA tem sido alvos de compostos intercaladores dentre os quais cita-se 

aqueles envolvendo as enzimas topoisomerases [54]. 

Uma das etapas de estudo da atividade anticâncer de um composto é aquela na qual o composto é 

avaliado quanto ao seu perfil citotóxico sobre células cancerígenas em cultivo [55,56]. Nesses cultivos as 

células são postas em meios líquidos em recipientes estéreis, os quais contém o teor de nutrientes 

balanceado para que as células possam se desenvolver plenamente [57]. Nessas condições de cultivo são 

adicionadas as substâncias-testes e avaliada a viabilidade celular em relação às referências. 

Um dos testes mais utilizados para se avaliar a citotoxicidade de um composto é o teste de MTT [58]. 

Nesse experimento, após as células serem submetidas ao tratamento com um dado composto por um 

tempo padrão, as mesmas recebem uma solução com o composto brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazola (MTT) o qual forma no meio um derivado corado, dada a ação das enzimas celulares 

do tipo redutases, processo ilustrado no Esquema 1.6 (pág. 11). 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
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Esquema 1.6 – Conversão de MTT por redutase mitocondrial. 

 

Esse processo é proporcional a atividade metabólica celular. Assim, quanto mais células viáveis e em 

divisão, maior será a quantidade de MTT reduzido e mais corada a solução resultante. Há significativa 

relação de proporcionalidade entre a absorbância medida por um espectrofotômetro e a quantidade de 

células viáveis no meio. Tendo uma referência é possível avaliar o efeito citotóxico da substância-teste. A 

Figura 1.12 ilustra uma placa de leitura para o teste, onde diferentes concentrações de um composto 

citotóxico é avaliado. 

 

 

Figura 1.12 - Placa de cultivo de 96 poços para leitura após aplicação de MTT [59]. 

 

Na Figura 1.12 da esquerda para direita o número de células viáveis aumenta, resultando em coloração 

mais intensa. A absorbância reflete isso. As culturas pertencentes ao controle negativo não recebem 

tratamento enquanto aquelas do controle positivo são tratadas com solução de peróxido de hidrogênio. 
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1.4 - Reação de Friedländer 

 

O sistema quinolínico presente na tacrina e derivados é bastante comum e importante [60]. Uma das 

estratégias de síntese deste núcleo, conhecida como reação de Friedländer [61], é mostrada no Esquema 

1.7. 
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Esquema 1.7 - Reação de Friedländer. R1-R4 podem ser hidrogênio, alquila, arila ou halogênio. 

 

Embora as características da reação de Friedländer sejam em geral bem entendidas, seu mecanismo não 

foi ainda bem estabelecido [62]. Neste contexto, duas possibilidades mecanísticas têm sido propostas para 

essa reação conforme se busca mostrar no Esquema 1.8 [63,64]. 
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Esquema 1.8 – Propostas de mecanismos para a reação de Friedländer. 

 

Partindo da amina aromática A e do composto carbonílico B, uma das vias envolve a formação inicial da 

base de Schiff I seguida de reação aldólica intramolecular para dar a hidroxiimina III, a qual perde água 

produzindo a quinolina V. Alternativamente, tem sido proposto que a etapa inicial seja a reação aldólica 

intermolecular a qual gera o composto II que produz a quinolina V via intermediário III. 

 

1.5 - Reação de substituição nucleofílica aromática 

 

Uma das reações chave na obtenção de dímeros de tacrina é a de substituição nucleofílica aromática, que 

consiste geralmente na substituição de um halogênio ligado a um anel aromático por um nucleófilo 

conforme se vê na proposta de mecanismo apresentada no Esquema 1.9 (pág. 13) [64]. 
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Esquema 1.9 - Mecanismo de adição-eliminação para substituição nucleofílica aromática. 

 

No Esquema 1.9 ilustra-se a obtenção da tacrina a partir de um cloreto hidroacridínico. A espécie 

intermediária II será formada especialmente nos casos onde houver possibilidade de estabilização por 

ressonância da carga negativa no sistema aromático, efeito alcançado através de grupos retiradores de 

elétrons ligados ao anel aromático em orto e/ou para relativamente ao halogênio. Conforme se vê no 

Esquema 1.9, no caso de cloroidroacridinas o efeito ativador é desempenhado pelo próprio nitrogênio 

piridínico [65]. 

 

1.6 - Docking molecular 

 

No contexto da química medicinal, a modelagem molecular pode ser definida com um conjunto de 

procedimentos teórico-computacionais visando o desenvolvimento racional de bioligantes. Tais 

procedimentos se fundamentam no conhecimento de propriedades de alguma substância em particular e 

que podem ser estendidas à previsão do comportamento de outras moléculas [66]. A modelagem 

molecular pode ter duas abordagens: uma na qual as previsões independem do conhecimento prévio da 

estrutura do alvo biomolecular, como é o caso do QSAR; outra na qual as previsões tem por base o 

conhecimento da estrutura do alvo [67]. Nesta última se insere o docking molecular, conforme mostra a 

Figura 1.13. 

 

 

Figura 1.13 - Descrição geral dos métodos para o planejamento de novos ligantes [67]. 
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O docking molecular visa encontrar a estrutura do complexo bioligante-receptor, estimando ainda a 

energia envolvida. Neste último caso, um programa de docking molecular se propõe a predizer quais 

seriam os melhores bioligantes numa lista para um determinado alvo (Virtual Screening) [68]. O docking 

molecular possui duas etapas: uma na qual busca-se as conformações de melhor ajuste do bioligante na 

superfície do receptor; e outra onde se usa uma função que associa valores de energia a cada uma das 

conformações obtidas. Tais funções se fundamentam em métodos como o de campo de força, os 

empíricos e aqueles baseados em estruturas conhecidas [35]. 

O programa Autodock é o mais utilizado para docking (Figura 1.14) [69]. 

 

 

Figura 1.14 - Percentual de citações de programas de docking molecular no Web of Science [70]. 

 

Esse programa tem servido de base para o desenvolvimento de outros programas dentre os quais uma 

versão otimizada é o Autodock Vina [71]. Este programa faz uso de um campo de força de energia 

semiempírico para avaliar as conformações de ligação do sistema ligante-receptor. O mesmo tem o seu 

campo de força parametrizado a partir de um número significativo de dados de ligação experimentais para 

complexos ligante-receptor [72]. 

A Figura 1.15 (pág. 15) indica os aspectos gerais considerados pelo Autodock. 
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Figura 1.15 - Mudanças interacionais inter- e intramoleculares avaliadas no docking [73]. 

 

A Figura 1.15 mostra que o programa considera as variações interacionais intra- e intermoleculares 

envolvidas na ligação. Essas variações são tratadas individualmente para compor o valor final de energia 

livre de ligação (∆G), conforme mostrado na Equação 1.5 [73,74]. 

 

 (1.5) 

 

Onde Vl
L-L e Vnl

L-L referem-se à contribuição energética das interações intramoleculares presentes no 

ligante ligado (l) e não-ligado (nl) respectivamente, enquanto Vl
R-R e Vnl

R-R são as contribuições 

correspondentes relacionadas com o receptor e Vl
R-L e Vnl

R-L ao complexo. O fator ∆Sconf refere-se à perda 

entrópica conformacional associado ao processo. Cada componente energética mostrada na Equação 1.5 

leva em consideração as contribuições detalhadas na Equação 1.6 [73,74]. 

 

 
(1.6) 

 

Na Equação 1.6 são apresentados quatro termos onde são consideradas respectivamente as contribuições 

das interações de van der Waals "vdw", das ligações de hidrogênio "hlig", das interações eletrostáticas 

"elec" e das alterações da esfera de solvatação "sol". O símbolo W em cada termo corresponde ao peso 

obtido a partir dos dados experimentais do conjunto de treino do programa de docking. Os índices i e j 

referem-se aos pares formados na análise entre os átomos i do ligante e os átomos j do receptor, sendo r a 

distância entre i e j e q a carga dos átomos. Os parâmetros A-B e C-D são característicos das funções 

potenciais 6-12 e 10-12 respectivamente. O termo E(t) que compõe o segundo termo expressa as direções 

relativas das ligações de hidrogênio. No último termo da Equação 1.6, V expressa o volume dos átomos, S 

o parâmetro de solvatação e σ o parâmetro de ajuste de distância para melhor adequação dos resultados. 
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1.7 – Objetivos deste trabalho 

 

1) Síntese e caracterização de novos dímeros de tacrina. Essas novas moléculas (Figura 1.16) seriam 

distintas tanto em relação ao tipo de espaçador (E) utilizado quanto em relação ao número de 

carbonos do anel alicíclico (n = 0, 1 ou 2). A troca de espaçadores alquílicos lineares por 

espaçadores aromáticos bem como a variação em "n" visam melhorar as propriedades 

farmacocinéticas e farmacodinâmicas dos dímeros de tacrina. 

 

Espaçadores (E)

7

EN NH NH

n(0, 1 ou 2)

CH2

N

n(0, 1 ou 2)

 

Figura 1.16 – Dímeros deste trabalho. 

 

2) Caracterização cinética e docking molecular dos novos dímeros de tacrina em relação à enzimas 

colinesterases (hAChE, EeAChE, hBChE e eqBChE). O intuito dessa etapa foi compreender os 

efeitos que as modificações estruturais aplicadas nas moléculas dos dímeros de tacrina teriam no 

seu comportamento interacional com os diferentes alvos colinesterásicos. 

3) Avaliação da atividade antiproliferativa dos novos dímeros de tacrina sobre linhagens celulares 

representativas e docking molecular para possíveis alvos biomoleculares. O intuito dessa etapa foi 

selecionar dentre os novos dímeros de tacrina aqueles com potencial aplicação na terapia contra o 

câncer bem como compreender os mecanismos moleculares subjacentes à ação desses ligantes 

como antiproliferativos. 
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Capítulo 2  - Síntese e caracterização 
 

2.1 – Aspectos gerais 

 

Para a síntese dos dímeros de tacrina utilizou-se uma rota de síntese em duas etapas (Esquema 2.1). 
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Esquema 2.1- Rota de síntese adotada para a obtenção dos dímeros de tacrina. 

 

Na primeira etapa o ácido antranílico (1) é posto em reação com uma ciclocetona (2-4) em POCl3. As 

cetonas 2-4 são distintas quanto ao número de carbonos no anel. A variação em "n" visa avaliar o efeito 

da mudança do volume da região hidrofóbica na bioatividade do dímero gerado, aspecto a ser investigado 

nos testes in vitro, em cultura celular e por docking molecular. Na segunda etapa o composto do tipo 

cloroidroacridina reage com diferentes diaminas gerando os dímeros de tacrina. As diaminas utilizadas 

(8-13) são comerciais [1] (Figura 2.1). 

8 9 10

11 12 13

H2N NH2 H2N NH2

NH2

H2N

NH2H2N

NH2

NH2

H2N NH2

 

Figura 2.1 - Diaminas utilizadas na síntese dos dímeros de tacrina. 

 

Como se observa na Figura 2.1, com exceção de 8, as diaminas empregadas são aromáticas. Os dímeros 

gerados a partir dessas diaminas são inéditos [2]. A escolha da amina alifática 8 visou a produção de 

dímeros para comparação do efeito gerado pela introdução de grupos aromáticos como espaçadores. 

Nessa proposta supôs-se que as moléculas resultantes apresentariam melhor perfil interacional com os 

alvos visto que a região da enzima com a qual se espera que os espaçadores dos dímeros interajam 

preferencialmente é rica em resíduos aromáticos [4,5]. 
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2.2 - Síntese das cloroidroacridinas 

 

O preparo dos intermediários cloroidroacridinas se deu a partir do ácido antranílico (1) como mostrado no 

Esquema 2.1 (pág. 21). O composto foi obtido a partir da o-aminobenzonitrila conforme mostrado no 

Esquema 2.2. Essa transformação foi realizada segundo as condições descritas por Saemian et al [6] que 

empregou uma solução aquosa de KOH sob aquecimento para promover a conversão, com bons 

rendimentos, de o-aminobenzonitrila ao ácido antranílico. Não obstante, a maior parte dos dímeros 

descritos neste trabalho derivou de ácido antranílico adquirido comercialmente. 

N

NH2 NH2

O

OH

Condições de reação

KOH(48 eq.), água, refluxo a 100ºC, 5h.

Ácido antranílicoo-aminobenzonitrila

95%

 

Esquema 2.2 – Obtenção de ácido antranílico a partir da hidrólise básica de o-aminobenzonitrila. 

 

Uma proposta de mecanismo de reação para a hidrólise da nitrila é apresentada no Esquema 2.3 [7]. 

Nessa proposta mecanística temos, inicialmente, o ataque nucleofílico do ânion hidróxido ao carbono 

nitrílico de I com migração de um par de elétrons para o nitrogênio. Este, então, abstrai um próton da 

água do meio gerando a espécie hidroxilimínica III. A abstração de um próton do composto III por uma 

base do meio gera o composto IV. O nitrogênio da estrutura IV abstrai um próton da água do meio 

gerando a amida V cuja carbonila sofre ataque nucleofílico com subsequente migração para o oxigênio de 

um dos pares eletrônicos da ligação C=O. Na etapa seguinte, envolvendo o composto VI, o nitrogênio 

abstrai um próton da água via par eletrônico não ligante, o que ocorre em concomitância com a migração 

de um par eletrônico do oxigênio restabelecendo a dupla ligação C=O e assistindo a liberação de amônia. 

A protonação da estrutura VII gera o ácido antranílico. 
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Esquema 2.3 - Proposta de mecanismo para a reação de hidrólise básica de nitrila. 
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Na etapa seguinte, com vistas à obtenção dos compostos do tipo cloroidroacridina, reagiu-se o ácido 

antranílico com diferentes ciclocetonas (Esquema 2.4), segundo metodologia descrita por Hu et al [8]. 

NH2

O

OH

O

 n N

Cl

n

+

Reagentes e condições de reação

POCl3(9 eq.),  refluxo, 2h.

n = 0 (5)
n = 1 (6)
n = 2 (7)

2-4
1

 

Esquema 2.4 – Síntese das cloroidroacridinas (5-7). 

 

Os rendimentos são sumariados na Tabela 2.1 (pág. 24). Embora as condições descritas por Hu et al 

tenham sido reproduzidas os rendimentos de reação obtidos foram inferiores ao descritos por esses 

autores para a obtenção de 5-7 (45% a 94%) [8]. Em função dos menores rendimentos obtidos, avaliou-se 

a metodologia descrita por Carlier et al para a obtenção de 5-7 [9]. Empregando-se esta metodologia a 

cloroidroacridina é obtida em duas etapas, com formação de um intermediário do tipo espiro, conforme 

representado no Esquema 2.5. 
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Esquema 2.5 - Síntese de cloroidroacridinas em duas etapas. 

 

Entretanto, apenas o composto 6 foi obtido com esta metodologia. Nos demais casos (compostos 5 e 7) 

não se conseguiu obter o composto intermediário (espiro). Neste contexto observa-se que na conformação 

de menor energia cicloalcanos com anéis de 5 e 7 membros possuem 6,2 kcal/mol de energia armazenada 

na forma de tensão de anel contra 0,1 kcal/mol do cicloexano [10]. Pode-se supor que mudanças 

conformacionais necessárias durante a formação do espiro sofram maiores restrições energéticas no caso 

das cetonas 2 e 4. Por outro lado, enquanto na conformação de menor energia estimada [11] as cetonas 2-

4 não apresentam sobreposição de seus átomos de hidrogênio, a conformação de menor energia para os 

intermediários do tipo espiro correspondentes (Figura 2.2, pág. 24) mostram maior sobreposição entre 

dois pares de hidrogênios para os espiros de 2 e 4 (estruturas A e C), e nenhuma sobreposição para o 

espiro de 3 (estrutura B). A mesma observação pode ser feita na face oposta à mostrada na Figura 2.2 

(pág. 24). Assim, a formação dos espiros de 2 e 4 seria dificultada por impedimento estérico. 
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Figura 2.2 - Modelo com superfícies de van der Waals para os compostos do tipo espiro correspondentes 

às ciclocetonas 4-6, A-C, respectivamente. 

 

 A Tabela 2.1resume os resultados obtidos pelas duas metodologias. 

 

Tabela 2.1- Rendimentos no preparo dos compostos 5-7 

Composto 

N

Cl

 

5 

N

Cl

 

6 

N

Cl

 

7 

Rendimento/(%) 28a -b,c 21a 82b 20a -b,c 

aResultados obtidos pela metodologia utilizada por Hu et al [8]. bResultados obtidos pela metodologia utilizada por Carlier et 

al [9]. cNão foi observada a formação do correspondente éster espirocarbinolamina nesta reação, sendo recuperado o material 

de partida. 

 

As reações de síntese das cloroidroacridinas são exemplos de condensações de Friedländer [12]. A mesma 

tem sido adotada na produção de derivados e análogos de tacrina [13]. No Esquema 2.6 apresenta-se uma 

proposta de mecanismo de formação do composto 6 em presença de POCl3 [7]. 
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Esquema 2.6 - Proposta de mecanismo para formação do composto 6. 

 

Inicialmente, ocorre o ataque nucleofílico do nitrogênio amina do ácido antranílico sobre a carbonila de 3, 

concomitante com o ataque do oxigênio da carbonila sobre o fósforo do POCl3, resultando na formação da 

espécie I.  Nesta, a abstração do próton do nitrogênio amina por um oxigênio gera o composto II, no qual 

o par eletrônico não ligante do nitrogênio assiste a saída de uma molécula de HOPOCl2, estabelecendo 
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uma ligação dupla N=C, com formação do cátion imínico III. A perda de um próton pelo carboxila, 

seguida do ataque desta ao grupo imínio, leva à formação do éster espirocarbinolamina, o qual ataca o 

POCl3, gerando o derivado IV. Um cloreto, então, realiza um ataque nucleofílico à carbonila, com 

formação de V, e eliminação de PO2Cl2
̄, o qual abstrai um próton de V, gerando a espécie VI. Nesta, o 

par eletrônico da amina assiste o ataque nucleofílico intramolecular realizado à carbonila, a qual 

simultaneamente ataca o POCl3, resultando na espécie tricíclica VII, a qual, via prototropismo e 

eliminação de ROH2
+, com concomitante aromatização do sistema, gera VIII, que perde um próton para 

PO2Cl2
̄, resultando no composto 6.  

Conforme mostra o Esquema 2.7, a formação da espécie química do tipo espiro, na reação conduzida 

em aparato Dean-Stark, poderia ocorrer caso um par eletrônico do carboxilato de III (Esquema 2.6, pág. 

24) atacasse o grupo imínio. 
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Esquema 2.7 - Mecanismo para formação do éster espirocarbinolamina. 

 

Os compostos 5-7 foram caracterizados espectroscopicamente. Alguns aspectos serão ressaltados para 

os resultados de IV e RMN em relação ao composto 6. Para este, a Figura 2.3 (pág. 26) mostra o espectro 

IV. A análise do conjunto das bandas sugere inicialmente a formação de uma molécula com sinais 

característicos de alquil-aromáticos na qual não há carbonila dada a ausência da banda intensa 

correspondente na região de 1700 cm-1. Além disso, observa-se a presença da banda característica do 

estiramento de ligação do tipo Ar-X em 1481 cm-1 [14]. 
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Figura 2.3 - Espectro IV do composto 6. 

 

A Figura 2.4 representa o espectro de RMN de 1H do composto 6. As integrais sugerem um total de 12 

hidrogênios, como esperado. 
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Figura 2.4 - Espectro de RMN de 1H do composto 6 (200 MHz, CDCl3). 

 

Os quatro hidrogênios aromáticos (H3-H6) foram atribuídos aos sinais entre δ 7,45 e 8,12 ppm, e os 

hidrogênios H9-H12 aos sinais entre δ 1,89 e 3,10 ppm. A multiplicidade dos sinais correspondentes aos 

hidrogênios H6/H3 e H5/H4 estão de acordo com os dois dupletos e dois tripletos, respectivamente, 
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observados entre δ 8,07 e 7,55 ppm. O dupleto em δ 8,10 ppm (J = 7,8 Hz) foi atribuído ao hidrogênio 

H3, pois o mesmo seria o menos blindado, devido tanto ao efeito de redução de densidade eletrônica 

sobre H3 causado pelo nitrogênio piridínico, quanto ao efeito doador de densidade eletrônica por 

ressonância pelo cloro, que aumenta a densidade eletrônica sobre o hidrogênio H6, sem afetar H3. Desta 

forma, o dupleto em δ 7,96 ppm (J = 7,8 Hz) foi atribuído ao hidrogênio H6. Os sinais referentes aos 

hidrogênios H5 (δ 7,63 ppm, J = 7,8 Hz) e H4 (δ 7,48 ppm, J = 7,8 Hz), em função de possuírem dois 

hidrogênios em suas vizinhanças, apresentaram-se como tripletos. A atribuição nesse caso seguiu a 

mesma linha da análise de atribuição relativa feita para os hidrogênios H6 e H3, sendo o hidrogênio H5 o 

menos blindado, portanto com sinal mais afastado do TMS. Entre δ 2,90 e 3,15 ppm, observaram-se dois 

simpletos aparentes, cada um correspondendo a dois hidrogênios (2 H12 e 2 H9). A posição relativa 

desses sinais é influenciada pelo caráter benzílico desses núcleos. O multipleto entre δ 1,95 e 1,85 ppm 

foi atribuído aos hidrogênios H11 e H10. O espectro de RMN de 1H obtido para o composto 6 é coerente 

com resultados de outros autores [8,9] e com as previsões baseadas em simulação com o ChemDraw [15]. 

A Figura 2.5 representa o espectro de RMN de 13C do composto 6. O número de sinais observados é 

coerente com o número esperado de carbonos. Ressalta-se ainda a coerência existente entre o número de 

sinais no subespectro DEPT 135 e o esperado. 
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Figura 2.5 - Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) (A) e subespectro DEPT 135 (B) do composto 6. 
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2.3 - Síntese dos dímeros de tacrina e análogos 

 

Obtidas as cloroidroacridinas 5-7 procedeu-se a sequência de síntese para a obtenção dos dímeros de 

tacrina conforme mostra o Esquema 2.8. 
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Esquema 2.8 - Síntese de dímeros de tacrina e análogos. 

 

A metodologia utilizada [9] foi escolhida por envolver apenas uma etapa e apresentar bons rendimentos 

[8,16,17]. A proposta de mecanismo de síntese dos dímeros é ilustrada no Esquema 2.9 para o composto 

18. 

HN

NH2

N

HN

H
N

N

N

Cl-

N

Cl

NH

H2N

H+
H+

N

Cl

HN

H
N

N

N

Cl

:

:

-

I

II III 18

Cl-

:

N

Cl

NH2

NH2:

6

9

6

 

Esquema 2.9 - Proposta de mecanismo para a síntese do composto 18. 

 

Inicialmente o composto 9 faz um ataque nucleofílico ao composto 6 levando à formação do 

intermediário tetraédrico I, o qual após a eliminação do ânion cloreto e rearomatização converte-se à II. 

A repetição dessa etapa gera o composto 18. A proposta de mecanismo apresentada segue o padrão 

adição-eliminação [7]. 

A Tabela 2.2 (pág. 29) apresenta os dímeros obtidos e os rendimentos de reação. 
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Tabela 2.2 – Dímeros obtidos e rendimentos de reação (*Rendimento obtido/literatura [8]) 
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94 85 55 

 

Conforme se pode calcular da Tabela 2.2 e se sumariza na Tabela 2.3 (pág. 30) o rendimento médio das 

reações de síntese dos dímeros foi de 78%. Para reações de substituição nucleofílica aromática esse é um 

valor significativo [7]. Isso pode ser uma evidência do efetivo papel ativador do nitrogênio piridínico ao 

estabilizar a carga que surge durante o processo conforme mostrado no Esquema 2.9 (pág. 28) [18]. 

Relativo aos dímeros 14-16, já descritos na literatura, os rendimentos aqui obtidos foram melhores [8] 

provavelmente em função da maior eficiência do processo de purificação via cristalização. 
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Tabela 2.3 – Rendimentos médios (%) por tipo de espaçador e por "n" 

  "n"   

Dímeros 0 1 2 Média por espaçador 

14-16 79 83 61 74 

17-19 77 74 85 79 

20-22 95 98 92 95 

23-25 64 43 57 55 

26-28 92 87 90 90 

29-31 94 85 55 78 

Média por "n" 84 78 73 78*  

*média global 
 

Os dímeros com "n=0" tiveram rendimento médio de 84%, superior aos demais. Parte dessa observação 

pode ser justificada pela maior eficiência do processo de purificação por cristalização para esses 

compostos, visto que os mesmos mostraram-se menos solúveis, em oposição aqueles para os quais "n=1 

ou = 2". Os compostos com "n=0" parecem apresentar interações intermoleculares no estado sólido mais 

intensas fato consonante com seus maiores pontos de fusão. Por outro lado, os compostos 23-25 

apresentaram rendimento médio inferior aos demais. Conforme se observa no Esquema 2.9 (pág. 28) a 

substituição nucleofílica envolve um par eletrônico não ligante da amina de onde se depreende que a 

disponibilidade desse par eletrônico deva ser um dos fatores importantes no desenvolvimento dessa 

reação. Dentre as aminas avaliadas (8-13, pág. 21), a amina naftalênica 11 é a que possui o maior número 

de estruturas de ressonância (cinco estruturas, Esquema 2.10) para estabilização no sistema aromático dos 

elétrons advindos do grupo amino, o que implica em menor disponibilidade dos mesmos para o ataque 

nucleofílico. As demais diaminas aromáticas possuem no máximo três estruturas de ressonância. 

 

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2  

Esquema 2.10 - Contribuintes de ressonância não-simétricos da diamina naftalênica 11. 

 

Além disso, a estimativa teórica de basicidade para as monoaminas, as diaminas e as aminas análogas à 

da estrutura II no Esquema 2.9 (pág. 28) sugere menor basicidade para as aminas naftalênicas em todos 

os casos, o que indica menor disponibilidade do par eletrônico não ligante [19]. Assim essas observações 

sugerem que o menor rendimento de reação para a série 23-25 possa estar associada à menor 

disponibilidade dos elétrons não ligantes da amina do espaçador naftalênico. Não obstante outros fatores 

parecem contribuir para o rendimento de reação visto que compostos como os da série 14-16 apresentam 

espaçadores diamina com maior disponibilidade de seus pares eletrônicos não ligantes. Em relação aos 

dímeros com espaçadores aromáticos, exceto para a série 23-25 já discutida, os dímeros com espaçadores 
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lineares apresentam o menor rendimento médio. Um dos fatores que determinam a cinética e o 

rendimento de reações é o de direcionabilidade adequada para que a reação ocorra [20]. Neste sentido, 

pode-se supor que os dímeros, cujos espaçadores possuem maior liberdade conformacional, tenham, 

dentre as possibilidades de orientação possíveis, um número menor de conformações adequado à correta 

orientação de reação, especialmente que algumas delas podem significar, após a adição da primeira 

cloroidroacridina, o posicionamento da segunda componente amina em proximidade com o substituinte 

hidroacridina, sendo, portanto, estericamente impedido de interagir com as cloroidroacridinas presentes 

no meio. No caso dos dímeros com espaçadores aromáticos, a disposição da segunda amina estará 

suficientemente afastada da primeira hidroacridina incorporada, já que o espaçador é mais rígido. Esse 

fator além de auxiliar no entendimento do melhor desempenho dos compostos da série 20-22 explicaria o 

melhor resultado relativo entre os compostos das séries 26-28 e os da série 29-31 visto serem os primeiros 

menos flexíveis. 

Os dímeros apresentados na Tabela 2.2 (pág. 29) foram caracterizados por análises de IV e RMN. Os 

compostos 18 e 21 também foram caracterizados por raios-X. Ilustrativamente serão abordados alguns 

aspectos dessas caracterizações para o composto 21. 

A Figura 2.6 representa o espectro IV do composto 21 onde se ressalta duas diferenças em relação ao 

dos reagentes: i) um conjunto de bandas em torno de 3300 cm-¹ característico de estiramento de ligação 

N-H de amina secundária aromática; ii) a intensificação das bandas referentes ao estiramento da ligação 

C-H de anel benzênico que ocorre em 3159 cm-¹, evidenciando a incorporação do grupo benzidina à 

molécula [14]. 

 

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0

39,5

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95,1

cm-1

%T 

3312

3275

3159

2970

2858

1778

1634

1581

1498

1469

1455

1434

1403

1367

1338

1318

1284

1252

1239

1190

1135

1006

985

963

948

861

821

788

757

700

677

 

Figura 2.6 - Espectro IV do composto 21. 

 

A Figura 2.7 (pág. 32) representa o espectro de RMN de 1H do composto 21. Observa-se que a razão 

entre o valor de integração dos sinais dos hidrogênios aromáticos e dos hidrogênios alifáticos é de 1 para 

1, conforme esperado para o composto 21 e diferente daquela esperada para os reagentes. 

N

N
H

H
N

N



32 

ppm (t1)
0.01.02.03.04.05.06.07.08.0

1
.0

0

1
.0

1

 

Figura 2.7 - Espectro de RMN de 1H do composto 21 (400 MHz, CD3OD). 

 

A Figura 2.8 representa a expansão dos sinais na região característica de hidrogênios aromáticos. 
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Figura 2.8 - Expansão do espectro de RMN de 1H do composto 21 na região entre δ 8,15 e δ 7,60 ppm. 

 

Na Figura 2.8 verificamos um dupleto em δ 8,00 ppm (J = 8,7 Hz) referente aos hidrogênios H7. O 

posicionamento do sinal mais afastado do TMS está associado ao efeito de menor blindagem eletrônica 

provocado pelo nitrogênio piridínico. Entre δ 7,90-7,83 ppm, temos um multipleto que foi atribuído aos 

hidrogênios H9 e H10. A maioria dos espectros dos dímeros sintetizados apresenta esses sinais bem 

característicos do núcleo derivado da tacrina (um tripleto mais afastado do TMS e um dupleto mais 
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próximo do TMS). O dupleto em δ 7,75 ppm (J = 8,6 Hz) foi atribuído aos hidrogênios H2. O dupleto em 

δ 7,29 ppm (J = 8,6 Hz) foi atribuído aos hidrogênios H3. Como os hidrogênios H3 possuem uma 

densidade eletrônica maior quando comparados aos H2, o sinal no RMN de 1H referente aos mesmos 

estaria mais próximo do sinal do TMS. Tal fato é racionalizado na suposição de que os hidrogênios H3 ao 

estarem em posição orto em relação ao carbono ligado ao nitrogênio são blindados por ressonância. Entre 

δ 7,52 e 7,44 ppm observa-se um multipleto referente a dois hidrogênios, o qual foi atribuído aos 

hidrogênios H8. Estes seriam os hidrogênios mais blindados do sistema quinolínico conforme análise das 

estruturas de ressonância.  

A expansão do RMN de 1H do composto 21 na região correspondente aos hidrogênios alifáticos é 

mostrada na Figura 2.9. Observamos nessa ampliação um tripleto em δ 3,18 ppm (J = 6,3 Hz) referente 

aos quatro hidrogênios H13. Estes são considerados menos blindados dada a maior proximidade com o 

nitrogênio piridínico. Em δ 2,65 ppm (J = 6,2 Hz) observa-se outro tripleto, o qual foi atribuído aos 

hidrogênios H16. Aos hidrogênios H14 e H15 foram atribuídos os dois multipletos observados entre δ 

2,05-1,97 ppm. O espectro de RMN de 1H do composto 21 e atribuições acima concordam com as 

simulações de espectro com o ChemDraw [15]. 
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Figura 2.9 - Expansão do RMN de 1H de 21 na região entre δ 3,25 e δ 1,80 ppm (400 MHz, CD3OD). 

 

Na Figura 2.10 (pág. 34) apresentam-se o espectro de RMN de 13C do composto 21 e o subespectro DEPT 

135. O espectro apresenta um total de dezessete sinais distintos para a substância em análise, sendo treze 

na região correspondente à de carbonos aromáticos e quatro na região correspondente à de carbonos 

alifáticos. O subespectro DEPT 135 indica seis tipos de carbonos de "CH" e quatro tipos de carbonos de 

"CH2". Em conjunto essas observações concordam com o esperado para o composto 21. 
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Figura 2.10 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) (A) e subespectro DEPT 135 de 21 (B). 

 

As estruturas de raios-X têm servido a muitos propósitos na química visto fornecerem informações tanto 

relativo ao conhecimento da disposição espacial dos grupos componentes de uma molécula quanto da 

forma como um ligante está associado a uma biomolécula de interesse. Essas e outras informações 

permitem o estabelecimento da relação entre a estrutura e a atividade, o esclarecimento sobre a 

reatividade/afinidade dos compostos e propriedades espectroscópicas [21]. Nesse contexto, foi realizada a 

determinação da estrutura de raios-X do composto 21, cuja representação ORTEP está apresentada na 

Figura 2.11. O deslocamento dos elipsoides estão desenhados ao nível de probabilidade de 50%. 

 

Figura 2.11 - Representação ORTEP da estrutura de raios-X do composto 21. 

 

Como se observa na Figura 2.11, a estrutura obtida por raios-X concorda com aquela esperada e sugerida 

pelas demais análises. Como se observa a molécula não é plana o que pode sugerir que a ressonância dos 
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elétrons do nitrogênio amínico ocorra predominantemente no sistema aromático quinolínico [7]. Tal fato 

repercute no comprimento das ligações químicas medidas entre o nitrogênio amina e os carbonos 

quinolínico (1,352 Å) e benzidínico (1,427 Å). Outro ponto a destacar é que embora 21 seja um cátion 

bivalente há quatro moléculas de TFA para cada unidade dimérica. Nesse contexto, observa-se que as 

moléculas de TFA formam um par entre si, unidas por uma ligação de hidrogênio curta (2,431 Å) [22]. 

Adicionalmente, observa-se que os nitrogênios amínicos não se apresentam como aceptores de prótons, 

fato que corrobora a proposta de ressonância de seus elétrons não-ligantes. As ligações de hidrogênio 

cumprem papel significativo na estabilização da estrutura do cristal do composto 21 conforme se 

depreende da análise da Figura 2.12. 

 

Figura 2.12 - Expansão da estrutura cristalina de 21 onde são ressaltadas as ligações de hidrogênio. 

 

A análise da Figura 2.12 mostra que cada nitrogênio do dímero está envolvido em uma ligação de 

hidrogênio com o que seria o oxigênio carbonílico de uma unidade de TFA. Tal padrão de disposição se 

repete ao longo de toda a estrutura cristalina. 

A Figura 2.13 mostra as distâncias interatômicas e intermoleculares medidas para 21.  

 

Figura 2.13 - Distâncias interatômicas e intermoleculares (Å) medidas por raios-X para o composto 21. 
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Como se observa na Figura 2.13 (pág. 35) o comprimento das ligações entre carbonos hibridizados em sp3 

oscila entre 1,50 e 1,52 Å. No TFA, esse tipo de ligação chega à 1,542 Å, o que sugere repulsão entre os 

grupos trifluormetila e carboxilato. Além disso, verifica-se que o comprimento da ligação de hidrogênio 

feita pelo nitrogênio quinolínico (2,810 Å) é inferior àquele do mesmo tipo de ligação feito pelo 

nitrogênio amínico (2,943 Å) sugerindo efeito de aumento da força de ligação associada à carga positiva 

do nitrogênio piridínico. Observa-se ainda que o comprimento da ligação "C-H" é influenciada pelo 

estado de hibridização do carbono, onde C(sp3)-H (0,97 Å) > C(sp2)-H (0,93 Å). A análise dos 

comprimentos de ligação dos anéis do espaçador benzidínico mostra a redução no comprimento de 

ligação à medida que se migra do centro (1,484 Å) para a extremidade (1,386 Å), o que sugere o 

predomínio do efeito retirador eletrônico do nitrogênio amínico. Pela mesma linha de análise, observa-se 

que o comprimento das ligações diminui no sistema piridínico à medida que aproximamos do 

heteroátomo nitrogênio [18]. Em conjunto, conclui-se que o comprimento das ligações químicas no 

composto 21 resultam de efeitos de ressonância e de indução. 

 

2.4 - Conclusões 

 

Dímeros de tacrina podem ser obtidos com bons rendimentos, o que pode ser evidência do papel ativador 

de reação de substituição nucleofílica aromática por nitrogênio do tipo 9-aminopiridínico. A 

disponibilidade de par eletrônico não-ligante, associada ao quesito de adequada orientação, parece ser 

importante para o rendimento das reações. Nesse sentido, efeitos estéricos e de restrição conformacional 

podem determinar a ocorrência ou não da reação. A cristalização mostrou ser uma técnica mais efetiva na 

obtenção dos dímeros de tacrina. A estrutura dos dímeros evidencia que os comportamentos químicos dos 

mesmos resulta de um balanço entre efeitos de ressonância eletrônica e efeitos de indução 

estereoeletrônica.  
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Capítulo 3 – Avaliação de atividade inibitória colinesterásica 

 

3.1 - Cinética de inibição 

 

3.1.1 – Mecanismos cinéticos 

 

A análise de sobreposição dos gráficos de duplos recíprocos a diferentes concentrações do inibidor 

(Figura 1.8, pág. 8) mostrou que os compostos 14-31 (Tabela 2.2, pág. 29), de forma similar à tacrina, 

apresentam-se como inibidores mistos de AChE e BChE. A Figura 3.1 exemplifica o padrão observado 

para o composto 21 (representativo dos demais) em relação à hAChE. 
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Figura 3.1 – Sobreposição dos duplos recíprocos para o composto 21 em relação à hAChE. 

 

Os resultados de análise dos mecanismos cinéticos sumarizados na Figura 3.1 podem sugerir que, embora 

os dímeros ocupem significativa fração da fenda catalítica, os mesmos não competem pelo sítio de 

ligação do substrato, diferente, por exemplo, do inibidor edrofônio, o qual se posiciona em contato íntimo 

com o resíduo serina do sítio catalítico [1,2]. Essas observações são coerentes tanto com as estruturas de 

raios-X de complexos de inibidores duais quanto com resultados sugeridos por modelagem molecular [3-

6]. A literatura mostra que embora haja representantes para os três tipos de mecanismos cinéticos dentre 

os inibidores catiônicos de ChEs, a maioria é do tipo misto [7]. 
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3.1.2 – Constantes inibitórias 

 

As constantes inibitórias (Ki) para os compostos avaliados em relação às colinesterases são apresentadas 

na Tabela 3.1. As mesmas foram obtidas a partir do método das inclinações [8]. 

 

Tabela 3.1 - Constantes inibitórias dos dímeros para hAChE, EeAChE, hBChE e eqBChE 

 Ki
a ± DPb/(nM) Seletividade 

Composto EeAChEc hAChEd hBChEe eqBChEf hAChEg hBChEh 

THA 18,3 ± 5,14 23,2 ± 3,04 2,78 ± 0,15 2,71 ± 0,46  0,12 8,35 

14 28,0 ± 12,9 6,43 ± 1,27 124 ± 43,9 202 ± 158 19,3 0,05 

15 0,61 ± 0,21 1,12 ± 0,07 40,5 ± 7,66 20,4 ± 4,60 36,2 0,03 

16 1,01 ± 0,77 1,20 ± 0,07 3,14 ± 2,48 11,0 ± 0,90 2,62 0,38 

17 109 ± 13,7 106 ± 6,43 78,4 ± 37,6 419 ± 90,6 0,74 1,35 

18 51,0 ± 1,29 19,8 ± 1,68  61,9 ± 25,9 345 ± 192 3,12 0,32 

19 265 ± 43,2 728 ± 43,2 33,4 ± 13,9 22,5 ± 7,50 0,05 21,8 

20 83,1 ± 11,0 6,93 ± 1,08 35,7 ± 3,59 53,2 ± 7,28 5,15 0,19 

21 10,0 ± 1,55 2,67 ± 0,21 117 ± 36,2 27,1 ± 9,23 43,8 0,02 

22 22,1 ± 9,68 31,0 ± 0,16 92,7 ± 9,03 977 ± 59,5 2,99 0,33 

23 96,1 ± 17,6 397 ± 82,6 31,9 ± 1,07 324 ± 64,6 0,08 12,5 

24 111 ± 21,7 395 ± 98,6 16,2 ± 2,27 274 ± 12,6 0,04 24,4 

25 131 ± 40,6 1190 ± 44,8 31,6 ± 0,95 91,8 ± 6,79 0,03 37,7 

26 39,4 ± 8,66 13,2 ± 3,37 148 ± 12,3 117± 46,6 11,2 0,09 

27 31,4 ± 6,45 3,18 ± 0,77 22,2 ± 2,60 40,8 ± 16,5 6,98 0,14 

28 190 ± 62,0 233 ± 86,7 658 ± 1,26 1170 ± 49,7 2,82 0,35 

29 37,7 ± 8,19 15,9 ± 6,23 68,3 ± 1,09 244 ± 2,66 4,30 0,23 

30 5,13 ± 0,37 30,8 ± 2,99 20,0 ± 1,80 122 ± 25,5 0,65 1,54 

31 30,0 ± 5,59 1540 ± 82,6 95,3 ± 25,5 563 ± 40,6 0,06 16,2 

aKi é a média de pelo menos três experimentos. bDesvio padrão. cAcetilcolinesterase de Electrophorus electricus. 

dAcetilcolinesterase humana. eButirilcolinesterase humana. fButirilcolinesterase equina. gKi(hBChE)/Ki(hAChE). hKi(hAChE)/Ki(hBChE). 

 

Os valores de Ki obtidos para os compostos de referência, THA e composto 15, tem coerência com 

aqueles publicados [3,5]. Como se observa na Tabela 3.1, o composto 15 é o IC mais potente para AChE. 

Essa maior potência inibitória é atribuída à habilidade dessa molécula em estabelecer interações 

específicas de forma otimizada nas regiões SCA e SPA (Figura 1.2, pág. 2), especialmente da AChE 

[3,4]. Em acordo com a proposta da distância ótima entre as componentes hidroacridina dos dímeros de 

tacrina para adequada interação simultânea com SPA e SCA, alguns dos dímeros com espaçadores 

aromáticos, os quais se mostraram mais potentes que THA, possuem distância entre componentes 

hidroacridina similar ao composto 15, por exemplo, compostos 21, 27 e 30 [3,9]. A análise da correlação 

entre potência inibitória dos dímeros e a distância estimada entre os nitrogênios piridínicos mostra que os 

menores valores de Ki são observados para os dímeros com 14,5 a 16 Å de distância entre as unidades 
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hidroacridínicas. Isso se aplica particularmente à AChE. Não obstante, observa-se que há compostos com 

potencial inibitório na ordem de nanomolar para todos os tipos de espaçadores usados, o que sugere 

flexibilidade na posição dos sítios interacionais específicos do receptor [9-11]. 

Inibidores colinesterásicos de estrutura molecular rígida como a tacrina e a galantamina devem parte 

de sua potência inibitória à pequena perda entrópica associada à formação do complexo EI [12]. 

Conforme se observa na Tabela 3.1 (pág. 39), a despeito do ganho entrópico no processo de ligação 

devido à maior rigidez dos dímeros com espaçadores aromáticos, isso não supera a menor habilidade 

desses ligantes em ajustar suas componentes de maneira a interagir de forma ótima com os domínios 

adequados do alvo, como se dá com o composto 15. Embora haja flexibilidade quanto à distância entre os 

sítios de interação, grupos rígidos no espaçador dificultam o ajuste, ou mesmo que isso ocorra, pode 

ocasionar alterações estruturais na enzima, as quais podem possuir significativo custo energético [4]. 

 

3.1.2.1 – Efeito da basicidade dos dímeros sobre seu potencial inibitório 

 

Conforme estimativas do programa Marvin Sketch (ver procedimentos de modelagem molecular, pág. 

103), o espaçador aromático leva à redução significativa na "basicidade do nitrogênio piridínico" 

resultando em espécies neutras ou com menor densidade de carga positiva resultante em condições de pH 

fisiológicas. Menor basicidade para séries congêneres à tacrina resultam em menor potencial de inibição 

da AChE [13,14]. Isso é coerente com a contribuição direta de uma ligação de hidrogênio envolvendo o 

nitrogênio piridínico da tacrina e a carbonila peptídica de HIS440 do alvo (3,2 Å, Figura 3.2). Outra 

interação iônica desfavorecida pela remoção da carga no ligante envolve o resíduo GLU199, o qual 

também é aceito como possível componente de SCA [15,16]. As interações com HIS440 e GLU199 não 

encontram correspondência similar em SPA [4]. Além disso, a ausência de "carga no nitrogênio 

piridínico" reduz o efeito de interação cátion-π com TRP84 e PHE330 [17]. 

 

 

Figura 3.2 – Tacrina na fenda catalítica de TcAChE [15]. 
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Em pH 7, estima-se com o programa Marvin Sketch que a espécie biprotonada do composto 15 componha 

97,5% do equilíbrio (2,5% mono-protonado) contra 85,5% do composto 21 (14% mono-protonada). Em 

pH 8 (o mesmo dos experimentos), enquanto a espécie biprotonada para 15 é estimada em 79,5% (20% 

mono-protonada), a correspondente para 21 é de 30,5% (49,5% mono-protonada). Isso poderia sugerir 

que a menor tendência à protonação seria a causa do menor potencial inibitório dos dímeros com 

espaçadores aromáticos. Para comprovar essa hipótese, realizou-se um estudo de inibição em pH 7,2 para 

o composto 21 em relação à EeAChE. Neste pH, a composição estimada das espécies carregadas de 21 é 

similar àquela de 15 em pH 8: 78,7%; 20,0% e 1,3% da mais para a menos protonada. Entretanto, o Ki 

obtido foi de 11,0 ± 1,0 nM, pouco distinto daquele obtido em pH 8 para EeAChE (Ki = 10,0 ± 1,55 nM). 

Isso pode sugerir que a atividade inibitória dessa classe de compostos depende da protonação apenas de 

um dos nitrogênios o qual estará alocado na região SCA da fenda. Dados de raios-X mostram que quando 

um átomo de nitrogênio amina do dímero é substituído por um átomo de enxofre, o que gera efeito de 

desprotonação em um dos nitrogênios piridínicos, a fração protonada liga-se em SCA [18]. Coerente com 

isso, Butini e colaboradores sintetizaram um dímero de THA biprotonável, com espaçador benzênico 

separado por grupo etilênico da amina de THA, o qual apresentou Ki = 1,63 ± 0,29 nM em relação à 

hAChE [5]. Esse valor é similar àquele obtido para 21 em relação à hAChE (Ki = 2,67 ± 0,51 nM). Por 

outro lado, a presença no ligante de uma unidade hidroacridina protonada parece ser indispensável à 

atividade inibitória. Conforme mostra a literatura, dentre os inibidores colinesterásicos diméricos com 

espaçadores aromáticos, os mais potentes possuem pelo menos uma unidade tacrina [5,19]. Em oposição, 

compostos como estilbamidina [20] e galamina [11], os quais, embora sendo diméricos e cátions 

bivalentes, não possuem uma unidade tacrina, e talvez por isso, apresentam menor potencial inibitório. 

No que se refere aos aspectos farmacocinéticos, o uso de espaçadores aromáticos com consequente 

redução na "basicidade dos nitrogênios piridínicos" mostra-se vantajoso na medida em que pode 

favorecer a mobilidade através da barreira hematoencefálica [20,13]. 

 

3.1.2.2 – Análise comparativa da atividade dos dímeros sobre às enzimas hAChE e EeAChE 

 

Comparando os resultados de Ki para as duas AChEs, a análise da Tabela 3.1 (pág. 39) mostra que quanto 

menor o volume do ligante mais potente ele será para a enzima humana, de maneira que, com o aumento 

de "n", observa-se uma tendência de o Ki para EeAChE ser menor que o Ki para hAChE. A sobreposição 

das estruturas de raios-X dessas duas colinesterases mostra que a fenda catalítica para ambas é 

essencialmente a mesma em termos dos resíduos que participam da catálise [21,22]. Não obstante, 

algumas diferenças podem justificar o perfil inibitório diferenciado dos dímeros. Nesse sentido, como 

mostra a Figura 3.3 (pág. 42), o cluster hidrofóbico envolvendo os resíduos VAL294 (loop acila), 

ALA343 (hélice 14) e VAL365 (hélice 15) em hAChE é substituído por ILE294, VAL343 e ILE365 em 

EeAChE. 
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Figura 3.3 – Diferenças entre resíduos de aminoácidos de hAChE e EeAChE. Resíduos de EeAChE em 

cinza escuro, identificados com símbolos em bordas. 

 

Como se observa na Figura 3.3, os resíduos ILE294, VAL343 e ILE365 em EeAChE possuem 

grupamento hidrofóbico maior gerando distinto efeito de interação. Ainda da análise da Figura 3.2 

podemos ver que na base do loop de TYR124 (SPA), o resíduo SER128 em hAChE é substituído por 

A128 em EeAChE. No primeiro caso, a hidroxila de SER128 estabelece ligação de hidrogênio tanto com 

a carbonila amida da cadeia lateral do resíduo ASN150 (2,7Å) quanto com o nitrogênio amida da cadeia 

lateral de ASN100 (3,0 Å). Isso poderia gerar maior estabilidade e menor adaptabilidade por parte do 

loop de TYR124 (SPA) de hAChE frente aos dímeros resultando em menor potência dos dímeros com 

maior "n" [6]. Uma última distinção a ser discutida neste ponto é ilustrada na Figura 3.4. 

 

Figura 3.4 – Região de back door de hAChE e EeAChE. Resíduo de EeAChE: LEU463. 
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Como se observa na Figura 3.4 (pág. 42), na região externa ao suposto back door [23-25], o resíduo 

ARG463 em hAChE é substituído por LEU463 em EeAChE, o que pode resultar em maior estabilidade e 

menor adaptabilidade dos loops da fenda catalítica de hAChE, dadas possíveis interações eletrostáticas de 

ARG463 com os resíduos GLU81 (5,1 Å, loop Ω) e ASP131 (4,0 Å, loop de TYR124 no SPA). A maior 

potência de THA bem como huprina X na inibição de TcAChE é atribuída ao melhor empilhamento do 

ligante com o resíduo F330, o qual substitui TYR337 de hAChE [26]. Essa análise não se aplica à 

EeAChE visto que essa permuta de resíduo não ocorre. Entretanto, a comparação por sobreposição das 

estruturas de raios-X de TcAChE e EeAChE mostra que essas estruturas são similares entre si no que diz 

respeito aos pontos mencionados anteriormente, fato que corrobora a discussão acima [27,22]. 

 

3.1.2.3 – Análise comparativa da atividade da tacrina e dos dímeros sobre as enzimas ChEs 

 

Da Tabela 3.1 (pág. 39) a tacrina é o inibidor mais potente de BChE. Esse comportamento é distinto 

daquele observado em relação a AChE. Supõe-se que embora a superfície de interação dos dímeros com 

os alvos seja maior que a da tacrina em si, isso parece não gerar um conjunto de interações específicas o 

suficiente para compensar os aspectos de perda entrópica associados à ligação de moléculas com maior 

liberdade conformacional, ainda que isso possa significar para a fenda catalítica de BChE um conjunto 

maior de moléculas de água liberadas na interação [28]. Por outro lado, o caráter aromático do ligante, 

ampliado nos dímeros, é prejudicado pela redução de 14 para 8 no número de resíduos aromáticos na 

fenda de BChE relativo à AChE. Essa ausência de resíduos aromáticos se estende à entrada da fenda 

catalítica de BChE, a qual não possui formalmente um SPA. Destaca-se que esse é um dos principais 

elementos da estrutura da fenda catalítica da AChE responsável pela interação com ligantes diméricos de 

tacrina [5,29]. Finalmente, cabe destacar que a introdução de um espaçador reduz a possibilidade de 

interação entre o grupo amina da tacrina e as moléculas de água estruturais da enzima bem como aquelas 

do meio, as quais, em conjunto, interagem significativamente com resíduos da fenda catalítica [15,30]. 

 

3.1.2.4 – Análise comparativa da atividade dos dímeros sobre as enzimas humanas 

 

Os resultados de inibição de BChE obtidos para os dímeros com espaçadores aromáticos foram 

significativos, com destaque para o composto 24 (Ki = 16,2 nM) em relação à enzima humana. A inibição 

em ordem nanomolar observada nesses casos é sugestiva da habilidade que esses ligantes possuem de 

estabelecer interações específicas com a fenda catalítica da enzima [5]. Os dímeros 23-25 incluindo 

outros dois com "n = 2" (19 e 31) são os mais seletivos para BChE. Curiosamente, os maiores ganhos de 

potência na transição de hAChE para hBChE ocorrem entre os dímeros 23-25 e em menor escala entre os 

dímeros 17-19. Dentre os compostos avaliados, esses dímeros possuem o espaçador menos flexível. Essas 

observações são coerentes com o fato de a fenda catalítica de BChE possuir maior espaço livre, o que 

permite acomodação de moléculas com maior "n" e menos flexíveis [31,5,7]. A comparação entre os 

resultados de potência inibitória em relação à hBChE para os compostos 21, 15, 27 e 30 e outros de 
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mesma natureza descritos na literatura parecem sugerir a existência de um comprimento ótimo de 

espaçador para inibição dessa enzima, evidenciando um possível sítio interacional periférico [5,32,31]. 

 

3.1.2.5 – Análise do efeito da variação de "n" na atividade dos dímeros 

 

A estratégia de homologação de carbonos em anéis alicíclicos com vista a melhor ajuste ligante-

biomolécula tem sido aplicada com sucesso no desenvolvimento de bioligantes [24,33]. Steinberg et al 

observou que a ampliação de "n" em hidroacridinas ("n = 0, 1 e 2") resultava em aumento da potência 

inibitória sobre AChE [14].  Como se observa na Tabela 3.1 (pág. 39), o efeito inibitório da variação no 

número de grupos metilênicos no anel alicíclico sobre hAChE e, em alguns casos, sobre EeAChE, 

resultou na seguinte ordem de potência: "n = 1" > "n = 0" > "n = 2". No caso do espaçador linear: "n = 1" 

> "n = 2" > "n = 0". Esses resultados sugerem que embora os subsítios de interação do receptor possuam 

flexibilidade suficiente para comportar um anel alicíclico com sete membros, sua melhor ligação depende 

de maior flexibilidade do espaçador utilizado. Compostos com espaçadores menos flexíveis apresentaram 

maior potência relativa se possuírem "n" compatível. Correa-Basurto et al concluiu que ligantes com 

menor volume estariam mais aptos ao empilhamento π-π com TRP84 em SCA de TcAChE (Figura 3.2, 

pág. 40) [34]. O melhor compromisso entre essas observações é verificado para o caso em que "n = 1". 

Um ponto interessante dos resultados é que a taxa de decréscimo de potência na transição de "n = 1" para 

"n = 2" é maior para hAChE que para hBChE. Isso pode ser tanto um reflexo da maior disponibilidade 

volumétrica quanto do menor rol de interações específicas em hBChE [29]. A tubocurarina, molécula 

mais volumosa, embora interaja com SCA de BChE, é inibidor periférico de AChE, requerendo maiores 

concentrações para inibição de AChE [35]. 

Para BChE, o efeito da variação de "n" na potência inibitória depende do tipo de espaçador bem como 

da enzima. Mesmo assim pode-se afirmar que o aumento em "n" gera aumento de potência com notável 

efeito para dímeros com espaçadores lineares. Esse fato pode ser avaliado em função do maior espaço na 

fenda de BChE, com especial ênfase para a região do pocket butila [36,31]. Tomando como referência a 

série com espaçador alquílico, o uso de espaçador aromático resultou em maior potência inibitória para 

hBChE nos seguintes casos: para a série com "n = 0", relativo ao composto 14, todos os dímeros com 

espaçadores aromáticos são mais potentes, exceto 26. Na série com "n = 1" são mais potentes que 15 os 

compostos 24, 27 e 30. Assim, o uso de espaçadores aromáticos pode constituir uma forma de melhorar o 

potencial de interação com hBChE. Por outro lado, os melhores resultados de inibição para eqBChE 

foram obtidos para os compostos com espaçador alquílico, exceto para 20 e 26 (série com "n = 0"). 

 

3.1.2.6 – Análise comparativa da atividade dos dímeros sobre as BChEs 

 

Na comparação entre os dois tipos de BChE, a Tabela 3.1 (pág. 39) mostra que os dímeros são em geral 

mais potentes para hBChE. A sobreposição entre o modelo por homologia para eqBChE (90,7% de 
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identidade) e a estrutura de raios-X de hBChE revela quatro diferenças possivelmente significativas na 

região da fenda catalítica (Figura 3.5). 

 
Figura 3.5 – Sobreposição das estruturas de hBChE e eqBChE. Resíduos de hBChE em cinza claro, 

identificados com símbolos em bordas. 

 

Na Figura 3.5, observamos três distinções no loop butila onde os resíduos GLY283, PRO285 e ALA277 

em hBChE são substituídos em eqBChE por ASP311, LEU313 e VAL305, respectivamente [36-39]. A 

outra diferença consiste na substituição de PHE398 em hBChE por ILE426 em eqBChE. A cadeia lateral 

do resíduo PHE398, projetada para a luz da fenda está em íntimo contato com os resíduos TRP231 

(pocket butila) (3,6 Å) e HIS438 (catalítico) (3,3 Å). O resíduo ILE426, diferentemente, tem sua cadeia 

lateral projetada para o seio da fase proteica na direção do resíduo VAL349 à 3,7 Å. O loop acila/butila 

mostra grande mobilidade estrutural, fato que tem sugerido um papel funcional para essa componente 

estrutural das colinesterases [4,5]. A alteração de sua dinâmica observada em simulações por dinâmica 

molecular tem sido associada à ação de potentes inibidores [6]. No modelo por homologia de eqBChE 

observa-se que a cadeia lateral do resíduo LEU313 projeta-se na direção do pocket lipofílico formado 

pelos resíduos PHE357, ILE384 e PHE385 de forma mais íntima que a cadeia lateral do resíduo PRO285 

na mesma região para hBChE. Além disso, o resíduo ASP311 em eqBChE participa de uma cadeia de 

ligações de hidrogênio envolvendo os resíduos ASN317 (2,5 Å) e SER315 (3,1 Å) que parece conferir 

estabilidade ao loop butila em eqBChE. Correspondente a essa posição, o resíduo GLY283 em hBChE, 

além de não estabelecer interações específicas dentro da cadeia proteica, confere maior flexibilidade 

estrutural à mesma dados os menores efeitos estéricos [40]. Assim, supõe-se que o loop mais flexível de 

hBChE seja mais susceptível de ter alterada sua função pela presença do inibidor dimérico. Além disso, a 

presença do resíduo mais volumoso VAL305 na entrada da fenda catalítica de eqBChE pode compor 

elemento de obstrução estérica para a ligação dos dímeros de tacrina [36]. 
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3.1.2.7 – Efeito da mudança da fonte da enzima sobre a atividade inibitória dos dímeros 

 

A comparação entre os valores de Ki de um dado composto em relação as duas AChEs mostra uma 

variação média de 2,5 ± 1,2 vezes de uma enzima para outra. Em relação à BChE, as variações nos 

valores se dão em média 2,7 ± 1,1 vezes. Isso pode sugerir que as conclusões em termos de potência 

obtidas com ChEs equivalentes às humanas poderão ser estendidas a estas com um limite relativamente 

estreito de oscilação. Entretanto, alguns compostos apresentam acentuada diferença em Ki, a saber: 

AChE: 31 (51 vezes), 20 (12 vezes), 27 (10 vezes) e 25 (9 vezes); BChE: 24 (17 vezes), 22 (11 vezes), 23 

(10 vezes) e 18 (6 vezes). Com isso, as extensões de atividade devem ser feitas com cautela, 

especialmente para o caso da AChE. Nesse sentido observa-se que as particularidades estruturais das 

ChEs de fontes diferentes parecem ter maior efeito na inibição de AChE, o que pode sugerir maior 

susceptibilidade de controle por parte de inibidores específicos, distintamente de BChE [5,29,31]. 

 

3.1.3 – CI50 dos dímeros em relação às colinesterases 

 

Os valores de CI50 obtidos para os dímeros são mostrados na Tabela 3.2 [41]. 

 

Tabela 3.2 - CI50 dos dímeros em relação às enzimas hAChE, hBChE, EeAChE, eqBChE 

 CI50
a ± DP/(nM) Seletividade 

Composto EeAChE hAChE hBChE eqBChE hAChE hBChE 

THA 29,4 ± 3,60 122 ± 7,46 47,3 ± 4,05 4,33 ± 0,06 0,39 2,58 

14 59,8 ± 8,07 23,0 ± 3,32 246 ± 25,4 179 ± 23,6 10,7 0,09 

15 13,0 ± 0,33 7,28 ± 0,69 141 ± 19,6 64,3 ± 4,14 19,4 0,05 

16 16,5 ± 1,21 18,4 ± 1,60 39,9 ± 1,25 28,3 ± 3,80 2,17 0,46 

17 377 ± 28,4 632 ± 68,7 452 ± 127 608 ± 43,7 0,72 1,40 

18 284 ± 57,0 117 ± 25,4 267 ± 11,8 186 ± 23,7 2,28 0,44 

19 3120 ± 211 4720 ± 80,5 354 ± 154 169 ± 35,3 0,08 13,3 

20 685 ± 81,4 14,5 ± 3,40 1460 ± 192 262 ± 1,74 101 0,01 

21 69,5 ± 7,09 54,8 ± 23,9 135 ± 8,90 77,7 ± 10,7 2,46 0,41 

22 562 ± 20,1 15,1 ± 1,16 85,1 ± 26,5 2110 ± 94,8 5,64 0,18 

23 330 ± 51,0 224 ± 14,4 165 ± 32,3 315 ± 85,8 0,74 1,36 

24 270 ± 9,68 312 ± 37,2 329 ± 37,7 157 ± 11,9 1,05 0,95 

25 1140 ± 406 1080 ± 98,2 103 ± 24 153 ± 35,1 0,10 10,5 

26 32,7 ± 9,97 61,8 ± 4,61 109 ± 16,3 63,5 ± 10,9 1,76 0,57 

27 155 ± 8,40 8,94 ± 0,42 206 ± 45,0 113 ± 12,9 23,0 0,04 

28 2490 ± 532 477 ± 66,2 1520 ± 133 201 ± 24,8 3,19 0,31 

29 59,5 ± 9,56 121 ± 0,35 15,1 ± 1,91 65,9 ± 3,22 0,12 8,01 

30 28,7 ± 8,82 196 ± 2,31 40,3 ± 6,22 87,7 ± 10,4  0,21 4,86 

31 60,1 ± 22,3 2850 ± 781 4870 ± 27,6 2630 ± 108 1,71 0,59 
aCI50 é a média de pelo menos três determinações. 
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Em linhas gerais, a comparação entre os valores de Ki e CI50 mostra que para um dado espaçador, as 

relações de potência permanecem as mesmas, independente do uso de CI50 ou Ki. Não obstante, algumas 

exceções podem ser observadas, inclusive no quesito seletividade. Esses resultados sugerem que o uso do 

CI50 como elemento de avaliação comparativa pode ser feito, ainda que de forma preliminar [1]. 

 

3.1.4 – Afinidade dos dímeros pelas colinesterases acetiladas (α) 

 

O equilíbrio de inibição das ChEs pode ser tratado conforme mostra o Esquema 3.1. 

E + S ES
Ks

kp
E + P

+

I

Ki

EI + S
 Ks

+

I

ESI

Ki

 

Esquema 3.1 - Possíveis relações de equilíbrio que envolvem o sistema enzima-substrato-inibidor. 
 

Onde E refere-se à enzima, S substrato, Ks constante de dissociação do substrato, Ki constante de 

dissociação do inibidor, α parâmetro de alteração das constantes de dissociação em função da presença do 

substrato ou do inibidor e kp constante cinética da etapa de decomposição. Os valores de α obtidos para os 

compostos 14-31 são apresentados na Tabela 3.3 [43]. 

Tabela 3.3 - Valores de α para as interações estudadas neste trabalho 

Composto hAChE hBChE EeAChE EqBChE Composto hAChE hBChE EeAChE eqBChE 

THA 5,41 3,13 1,4 2,41 23 1,05 4,29 1,96 1,71 

14 2,57 1,03 2,22 3,92 24 1,62 2,98 2,06 1,65 

15 2,30 2,21 5,15 1,16 25 1,87 1,27 2,27 2,24 

16 10,7 9,67 2,24 3,00 26 2,36 2,5 2,16 2,20 

17 2,40 4,13 1,38 1,78 27 3,65 1,68 2,09 1,55 

18 1,62 1,61 2,57 1,50 28 3,72 6,11 1,19 3,80 

19 65,8 2,12 2,06 4,39 29 6,18 1,24 4,00 1,13 

20 2,39 8,19 2,71 1,68 30 4,74 3,38 31,0 1,41 

21 7,12 1,91 2,16 1,73 31 1,77 2,59 2,77 12,7 

22 1,90 1,97 5,77 1,71      
 

Em geral, os valores de α obtidos estão no intervalo de 2-10, comum à tacrina e derivados [14], 

evidenciando que os dímeros conservam alta afinidade pela enzima acetilada [44]. Alguns compostos 

apresentam maior similaridade de interação para as duas formas da enzima, tais como 23 em relação à 

hAChE (α = 1,05) e 14 em relação à hBChE (α = 1,03). Em contrapartida, o composto 19 em relação à 

hAChE parece apresentar padrão distinto de interação com as duas formas da enzima [45]. Em parte esse 

comportamento poderia ser entendido em termos de seu maior volume e menor flexibilidade do 

espaçador, ou, sob outro ponto de vista, pode se tratar de um ligante com maior perfil competitivo. Neste 
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caso, a acetilação da enzima poderia gerar dificuldade de acomodação do grupo ligante, o qual possui 

maior volume e proximidade ao sítio esterático [14]. No global, os valores de α mostrados na Tabela 3.3 

(pág. 47) corroboram o perfil de cinética mista dos dímeros [1]. Dentre as enzimas investigadas, EeAChE 

apresenta a menor variação de α para ampla faixa de variação de valores de Ki. Em média, as enzimas 

humanas apresentam maior α médio (3,04 hAChE, 2,89 hBChE, 2,54 EeAChE e 2,05 eqBChE), o que 

indica que esses inibidores tem a sua ligação mais afetada pela acetilação das enzimas humanas. 

Termodinamicamente, a redução média na energia livre de interação dos inibidores avaliados devido à 

acetilação/butilação da enzima é de 6% [28]. Neste contexto, os maiores valores são verificados para as 

enzimas humanas: hAChE (7,9%), hBChE (5,9%), EeAChE (5,5%) e eqBChE (4,7%). Cineticamente, o 

aumento no valor de Ki com a acetilação/butilação da enzima pode evidenciar a redução no valor de Kon 

(constante cinética de associação), o que sugere efeito de impedimento estérico/alteração conformacional 

provocado pela acetilação/butilação da enzima [45]. Mesma análise aplica-se ao aumento de Ks pelo 

inibidor [45]. Neste caso, pode-se inferir que os dímeros interferem no mecanismo de captação do 

substrato, possivelmente pela ligação com a região da enzima que participa desse processo [46,1]. 

 

3.2 - Docking molecular 

 

3.2.1 – Acetilcolinesterase 

 

Neste trabalho, adotou-se o procedimento de docking molecular com receptor rígido, por isso, tomou-se 

como base para estimar a conformação de interação a estrutura do complexo bis-7-THA:TcAChE [4,28]. 

A pressuposição de que a ligação dos dímeros ocorre na fenda catalítica das colinesterases, a qual foi feita 

para definição de grid, se deu a partir da análise cinética de Yonetani-Theorell tendo como referência a 

tacrina (Figura 1.10, pág. 9). Neste experimento, confirmou-se o comportamento competitivo entre o 

composto 21 e THA pela fenda catalítica de EeAChE (Figura 3.6) [15,47,48]. 
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Figura 3.6 – Análise cinética de Yonetani-Theorell à 4,3 nM em THA para o composto 18. 



49 

A Figura 3.7 mostra a conformação de ligação do composto 21 na fenda catalítica de TcAChE obtida por 

docking. Esse resultado é representativo para os inibidores/AChEs avaliados neste trabalho.  

 

 

Figura 3.7 - Conformação de ligação do composto 21 na fenda de TcAChE. 

 

Como se observa na Figura 3.7, o composto 21 estabelece dois empilhamentos π-π duplos nos quais 

participam as frações quinolínicas da molécula dimérica: Um na parte superior da Figura 3.7, envolvendo 

os resíduos TRP279 (3,5 Å) e TYR70 (3,5 Å); outro, na parte inferior da Figura 3.7, envolvendo os 

resíduos PHE330 (3,4 Å) e TRP84 (3,3 Å). Além dessas interações, a carbonila peptídica do resíduo 

HIS440 atua como aceptor na ligação de hidrogênio com o nitrogênio piridínico protonado do dímero (3,6 

Å). O resíduo HIS440 é um dos três componentes da tríade catalítica, comum a essa classe de enzimas 

[49]. Adicionalmente, o resíduo TYR121 pode estabelecer uma ligação de hidrogênio com aceptor π a 3,1 

Å com o espaçador aromático. Finalmente, ressalta-se que o resíduo TYR334 estabelece interação 

interaromática parcial com o espaçador à 3,1 Å. Disposição similar pode ser vista para outras classes de 

ligantes que possuem benzidina [50]. 

Em linhas gerais, as conformações de interação sugeridas pelo docking molecular para os dímeros de 

tacrina em relação às colinesterases são coerentes àquelas verificadas para compostos diméricos 

[4,15,18]. Esse padrão de ligação é característico de ligantes com maior poder de alteração da atividade 

dessas enzimas [5]. Neste contexto, elementos estruturais aos quais se atribuem importante papel na 

função/flexibilidade conformacional/estrutural, tais como domínios estruturais do tipo SH3 like têm a sua 

disposição alterada/retida pela ligação dos dímeros [51]. Nesse sentido é que se enquadra a 

organização/retenção de posição de resíduos aromáticos tais como TYR70/TYR121/TRP279 em SPA ou 

TRP84/PHE330/TYR334 em SCA em torno das componentes aromáticas do ligante. Esses domínios 
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compõem possíveis hot spots da proteína, cuja perda de mobilidade gera perda da atividade enzimática 

[52]. Tais interações contribuem de forma significativa para a definição da energia de interação dos 

compostos, o que reflete na sua capacidade inibitória expressa por Ki (Tabela 3.1, pág. 39). Efetivamente, 

os resultados de docking sugerem que a estratégia de se buscar interações interaromáticas entre o 

espaçador aromático do ligante e os resíduos aromáticos de meia-fenda das colinesterases em avaliação é 

válida (Figura 3.7, pág. 49). Entretanto, a introdução do componente aromático nessa região gera uma 

perda de flexibilidade na molécula ligante o que repercute na redução da efetividade das interações 

interaromáticas passíveis de ocorrerem em SPA/SCA. Em contrapartida, os melhores resultados são 

verificados para os compostos com nítida habilidade de combinar as interações em SCA/SPA com 

aquelas na região de meia fenda. Nesse contexto, a tese do comprimento ideal do espaçador se confirma 

para a maioria dos compostos avaliados. O efeito do aumento de "n" na potência dos compostos em 

relação à BChE é visto no docking molecular como associado ao maior espaço disponível na fenda 

catalítica dessa enzima para acomodar maiores volumes, especialmente aptos à interações de natureza 

hidrofóbica. Na contrapartida, para AChE, os resultados mostram que o melhor benefício interacional 

será obtido para os compostos nos quais "n = 1", similar à tacrina. 

No contexto das interações dos dímeros com a região de meia fenda, o docking mostra que os 

espaçadores aromáticos estão em maior contato com o resíduo de TYR334 (3,0 Å, Figura 3.8). Ao 

contrário, o anel aromático triazólico do composto syn TZ2PA6, um inibidor fentomolar de AChE [19], 

projeta-se, de forma oposta a dos dímeros, na direção do pocket acila (4,1 Å, PHE290), além de interagir 

via nitrogênio com uma molécula de água estrutural (3,1 Å). 

 

Figura 3.8 – Isômeros de TZ2PA6 e composto 18 na fenda de AChE. 
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Por sua vez, o isômero anti TZ2PA6, que é bem menos potente que o isômero syn TZ2PA6, dispõe seu 

anel aromático na meia fenda de forma similar à dos dímeros aqui apresentados (Figura 3.8, 4.5 Å em 

relação à TYR334, pág. 50). Em outras palavras, o isômero anti tem seu anel aromático 

significativamente mais afastado do pocket acila. Concomitante, e talvez em consequência, o isômero 

anti, contrário ao syn, não estabelece empilhamento aromático duplo em SPA (TRP279/TYR70, Figura 

3.8, pág. 50) [19]. Nesse sentido, várias das conformações de ligação dos dímeros com espaçadores 

aromáticos sugeridas pelo docking indicam inabilidade no estabelecimento de tais interações com SPA, 

mesmo em se utilizando a estrutura 2CKM [4]. Por outro lado, a estrutura de raios-X para o composto 

bis-5-THA mostra que essa molécula, similar ao isômero anti supramencionado, não estabelece 

empilhamento duplo em SPA, além de orientar seu espaçador alifático para íntimo contato com o resíduo 

TYR334 [4]. Essa molécula possui uma relação de potência com bis-7-THA (composto 15) similar àquela 

observada entre o composto 18 com espaçador aromático e o composto 15. O comprimento dos 

espaçadores das espécies bis-5-THA e 18 são comparáveis [4]. Essas observações em conjunto parecem 

sugerir que a projeção do espaçador aromático na direção do pocket acila pode ser um importante 

elemento na estratégia de planejamento de bioligante para esse alvo. Evidências extras para essa 

afirmação podem ser verificadas em outro resultados presentes na literatura para AChE [5,3,14]. 

Interações específicas com essa região são apontadas como importantes na alteração da atividade da 

enzima [5]. Não obstante, Butini e colaboradores observaram através de seus resultados de docking que 

compostos com espaçadores aromáticos projetados na direção do cluster definido pelos resíduos PHE329-

TYR332-ASP70 apresentariam melhor potencial de inibição para BChE. Nesse sentido, os autores 

sugerem a habilidade dos ligantes em reter a estrutura desse hot spot interferindo em sua 

mobilidade/função, gerando efeito inibitório da atividade enzimática. Para esse autor, o afastamento dessa 

condição gera perda de potência [5]. 

A disposição das cargas positivas do ligante relativa aos resíduos aromáticos mostrada na Figura 3.7 

(pág. 49) é característica dos vários inibidores colinesterásicos diméricos catiônicos bivalentes [15]. Neste 

contexto, a distância mínima média verificada para os dímeros de tacrina em relação ao oxigênio da 

cadeia lateral de SER200 (Oγ) foi de 5,0 ± 0,5 Å, coerente com o valor mínimo médio de 4,5 ± 0,5 Å 

observado para outros inibidores mistos de AChE [4,15,18,21,26] e superior ao valor observado, por 

exemplo, para o inibidor competitivo edrofônio, de 3,4 Å [2] (Figura 3.9, pág. 52). Conforme ilustrado na 

Figura 3.9 (pág. 52), o composto 18 apresenta distância mínima da SER200 de 4,9 Å. 
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Figura 3.9 – Edrofônio e composto 18 na fenda de AChE. 

 

Contrário aos dímeros, o edrofônio estabelece interação específica com SER200 (Figura 3.9). Neste 

contexto, a carbonila do edrofônio interage por ligação de hidrogênio com Oγ de SER200, determinando 

um deslocamento para 4,0 Å do Oγ de SER200 relativo ao nitrogênio imidazólico da cadeia lateral de 

HIS440 (Nε2). Esse deslocamento da posição normal (2,7 Å) reduz, se não elimina, o mecanismo 

tradicional de estabilização de Oγ de SER200 por Nε2 de HIS440. De forma diferente, a região dos 

dímeros mais próxima à SER200, além de mais distante que aquela apresentada pelo edrofônio, é de 

natureza hidrofóbica, não estabelecendo, portanto, interações mais fortes com a hidroxila de SER200. 

 

3.2.2 – Butirilcolinesterase 

 

A análise dos resultados da Tabela 3.1 (pág. 39) mostra que o composto 21 apresenta o que seria o melhor 

perfil de seletividade para AChE com Ki(hBChE)/Ki(hAChE) = 44. A Figura 3.10 apresenta a conformação de 

ligação sugerida por docking molecular para o composto 21 na fenda catalítica de hBChE. 

 

Figura 3.10 - Conformação de interação do composto 21 na fenda de hBChE. 
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Como se observa na Figura 3.10 (pág. 52), o número de interações específicas estabelecidas entre 21 e 

BChE é menor que aquele observado na fenda catalítica de AChE (Figura 3.7, pág. 49). Nesse sentido, é 

notável a ausência dos empilhamentos π-π duplos. Dentre as interações mais significativas observadas na 

Figura 3.10, lista-se aquelas entre: i) a porção quinolínica do ligante e o resíduo TRP82 via empilhamento 

π-π à 3,7 Å; ii) o espaçador aromático e o resíduo TYR332 à 3,7 Å; e, iii) a carbonila peptídica do resíduo 

HIS438 e o nitrogênio piridínico protonado do ligante (3,4 Å). Um aspecto particular de BChE é o grande 

volume relativo da sua fenda catalítica, aspecto que parece ser coerente com sua menor especificidade 

enquanto colinesterase [36]. Um fato decisivo para a alteração no padrão interacional relativo entre AChE 

e BChE diz respeito à ausência de SPA nesta última, gerando seletividade para AChE por parte de 

compostos aptos à interagir via empilhamento π-π com SPA [53,29]. Não obstante, alguns trabalhos têm 

sugerido o papel compensatório para SPA em BChE exercido pelo resíduo TYR332 [54]. Empilhamentos 

do tipo π-π cumprem papel importante na bioquímica, sendo exemplo notável as interações 

estabilizadoras da estrutura do DNA [55]. Boehr et al, através de medidas de ITC, sugerem que cada 

empilhamento π-π contribui com 2 kcal/mol para a energia de interação [56]. Desta forma, pode-se inferir 

a partir dos valores obtidos para Ki (Tabela 3.1, pág. 39) que a maior parte da energia de interação dos 

dímeros pode ser resultante desse tipo de interação [28]. Essa interação específica tem sido usada para o 

planejamento de ligantes específicos para fosfotransferases [56], sendo também base para o 

desenvolvimento de inibidores seletivos para AChE/BChE [53]. Experimentos de mutagênese sítio 

dirigida convertem o comportamento de AChE frente à inibidores para o de BChE pela substituição de 

resíduos aromáticos da entrada da fenda, os quais são aptos ao estabelecimento de interações π-π [29]. 

Dentre as conformações de interação com BChE obtidas por docking para os compostos 14-31 (pág. 

29), verifica-se contribuição significativa da interação com os resíduos TYR332 (empilhamento π-π, 3,6 

Å) e ASP70 (ligação de hidrogênio, 2,4 Å), conforme ilustrado para o composto 30 na Figura 3.11 [5]. 

 

Figura 3.11 - Composto 30 na fenda de hBChE. 
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Alguns autores sugerem que a interação de ligantes diméricos com a região de ASP70 compete com o 

estabelecimento de interações por parte do ligante com o resíduo PHE278. Neste contexto, a ampliação 

desta pode reduzir aquela [31]. No caso dos dímeros com espaçadores aromáticos, essa competição se 

daria especialmente com TRP82 visto que a interação com a dupla TYR332-ASP70 resulta em leve perda 

de empilhamento π-π com TRP82 em SCA. Isso pode ser visto na comparação entre as distâncias do 

composto 21 em relação à HIS438 (3,4 Å, Figura 3.10, pág. 52) com a do composto 30 (4,6 Å, Figura 

3.11, pág. 53). Neste último caso, a melhor interação com ASP70 (2,4 Å) gera perda no empilhamento 

com TRP82 e afastamento de HIS438. O resíduo TYR332 tem sido mencionado como possível 

componente de SPA para BChE [54]. Alguns resultados com inibidores duais mostram que moléculas 

com menores espaçadores são melhores inibidores de BChE, fato que poderia ser justificado pelo alcance 

da adequada interação com TYR332 [3,9]. Não obstante, interações com os resíduos TRP231, PHE329 e 

TRP430 parecem também ser significativas (Figura 3.11, pág. 53). As moléculas com espaçadores mais 

longos, tais como da série 29-31 parecem aptas a interagir também com resíduos da entrada da fenda tais 

como PHE278 (4,5 Å), ILE356 (3,6 Å) e TYR282 (3,6 Å, Figura 3.11, pág. 53). No caso de PHE278, o 

docking sugere que a componente hidroacridina dos dímeros mais longos apresentam interação do tipo 

face-borda com o resíduo PHE278. Esse resíduo tem sido sugerido como outro possível sítio interacional 

periférico para BChE [31]. Resultados para moléculas mais longas com sonda benzênica corroboram essa 

afirmação [3]. Já com os resíduos ILE356 e TYR282, esses ligantes parecem compor pequeno cluster 

hidrofóbico. Resultados de ensaios com mutantes de colinesterases sugerem diferentes sítios de interação 

na entrada da fenda de AChE/BChE [35,57]. 

O mais potente dos inibidores diméricos de BChE é o composto 16. Em uma das conformações de 

ligação indicadas pelo docking, essa molécula, devido a sua flexibilidade associada a uma fenda maior, 

especialmente na região do pocket butila [36], é apta a interagir uma de suas unidades hidroacridínicas 

com SCA enquanto a outra é projetada para o pocket butila (Figura 3.12). 

 

Figura 3.12 - Composto 16 na fenda de hBChE. 
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Como se observa na Figura 3.12 (pág. 54), a molécula fica toda inserida na região inferior da fenda 

catalítica de BChE. O aumento em "n" com crescente hidrofobicidade resulta efetivamente em maior 

atividade inibitória para BChE, conforme já sugerido na literatura [31]. Entretanto, os resultados da 

Tabela 3.1 (pág. 39) mostram que se isso não for acompanhado de ganho de flexibilidade no espaçador 

haverá perda de potência inibitória. 

 

3.3 – Conclusões e perspectivas 

 

Derivados diméricos de tacrina tendem à ação via mecanismo de inibição mista em relação às enzimas do 

tipo colinesterase, independente da natureza do espaçador utilizado. Os dados de potência relativa obtidos 

pela avaliação da atividade inibitória frente às enzimas colinesterases não-humanas podem ser estendidos 

com significativa segurança à potência esperada em relação às colinesterases humanas. O uso de 

espaçadores aromáticos constitui em ferramenta molecular útil no intuito de se obter interações 

interaromáticas com as regiões de meia fenda das enzimas do tipo colinesterase, melhorando seu perfil 

farmacodinâmico. Nesse contexto, é possível manipular o perfil de seletividade dos inibidores pela 

alteração do tipo de espaçador aromático utilizado. Espaçadores aromáticos podem repercutir 

positivamente nas propriedades farmacocinéticas de dímeros de tacrina. A ampliação da região 

hidrofóbica dos dímeros de tacrina constitui ferramenta estratégica para ampliar o potencial de inibição 

dessa classe em relação às enzimas investigadas. Finalmente cabe ressaltar que os parâmetros de 

comprimento ideal e flexibilidade estrutural são indispensáveis para a efetividade de inibidores duais das 

enzimas colinesterases. 

A realização do trabalho de inibição de enzimas colinesterases com dímeros de tacrina abre a 

perspectiva para que novos dímeros possam ser obtidos, explorando-se o uso de espaçadores que 

combinem maior flexibilidade com a natureza aromática. Nesse contexto, novos elementos podem ser 

adicionados no planejamento, como o uso de grupos carregados nos espaçadores, sendo exemplo o grupo 

piridínico. Por outro lado, a investigação do estado de protonação dos dímeros pode ser melhor 

contemplada através de medidas experimentais, sendo os dados de interação inibidor-enzima levantados 

de forma direta, como, por exemplo, através de medidas de titulação calorimétrica. Esses resultados serão 

de maior alcance especialmente se acompanhados de análises por cálculos de dinâmica molecular. O 

perfil inibitório significativo dos dímeros com espaçadores aromáticos associado a um possível melhor 

perfil farmacocinético abrem a perspectiva para que algumas dessas moléculas sigam adiante para 

avaliação de sua farmacologia in vivo. Neste contexto, o uso de culturas de células-modelo do tecido 

nervoso constituiu-se em estratégia promissora para avaliação do potencial de aplicação dos dímeros em 

pacientes com Parkinson e Alzheimer. Finalmente, cabe destacar que, no contexto da natureza múltipla 

das doenças neurodegenerativas, dada a atividade colinesterásica significativa dos dímeros, outros alvos 

biomoleculares poderiam ser avaliados, sendo exemplos os canais de cálcio e a enzima beta secretase. 
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Capítulo 4 – Avaliação de atividade antiproliferativa 

 

4.1 – Atividade antiproliferativa 

 

Os compostos 14-31 (Tabela 2.2, pág. 29) foram avaliados quanto a sua atividade antiproliferativa em 

relação a um painel de dez linhagens celulares tumorigênicas. Os procedimentos experimentais são 

descritos no Capítulo 5 (pág. 95). A Tabela 4.1 sumariza os resultados das avaliações conduzidas e 

expressas através do CI50, ou seja, a concentração dos compostos no meio de cultivo necessária para 

reduzir em 50% o número de células viáveis em relação à referência não-tratada [1]. Nos casos onde a 

inibição celular foi inferior ao CI50 apresenta-se a porcentagem de inibição da proliferação celular na 

máxima concentração testada (MCT) para o composto. Por exemplo, para a linhagem C6 o composto 14 à 

concentração de 0,75 µM reduziu em 25% o número de células viáveis. Os casos onde não se verificou 

inibição da proliferação celular para as concentrações avaliadas dos compostos no meio de cultura é 

indicado por hífen (-). A linhagens celulares foram selecionadas segundo critérios de representatividade, 

importância e contexto, atendo-se naturalmente à disponibilidade e viabilidade de cultivo. Exceto C6, as 

linhagens celulares são humanas. 

 

Tabela 4.1 -  Atividade antiproliferativa dos dímeros de tacrina: CI50/(µM) ou porcentagem de inibição na 

máxima concentração testada (valores em itálico com expoente "d") 

  Linhagem Celulara 

Composto MCTb C6 IMR32 U87MG TOV21G SKOV3 SKMEL2 SKMEL5 BT549 COLO205 NCIH226 

THA 15 -c - - - - - - - - - 

14 0,75 25d 10d - 19d 30d 3d - - - 8,0d 

15 8,5 5,2 2,2 - 8,5 7,7 6,5 2,8 - 4,9 - 

16 7,9 0,75 0,085 29d 4,7 5,4 0,13 61e 4,8 1, 6 20d 

17 1,7 1,6 1,5 - 1,5 22,5d 5d 7,0d - 1,7 8,0d 

18 3,0 40d 25d - 17d 11d 19d 3,0 - - - 

19 3,8 3,5 0,50 - 32d - 4,0d - - - 8,0d 

20 8,1 5,0 40d - 26d 25d 10d 11d 17d 6,3 4,5d 

21 7,5 7,4 10d - - - 13d 12d - - - 

22 7,6 30d 35d - 28d - 1,5d - - - 7,0d 

23 2,9 1,5 2,8 - 29d 22d 13d 27d 9,0d 2,9 10d 

24 6,7 6,6 6,0 - 15d - 28d 13d - - 6,0d 

25 7,3 33d 0,88 - 39d 10d 9,0d - - - 9,0d 

26 4,1 0,15 1,8 - 1,4 43d 28d 1,8 24d 0,75 9,0d 

27 7,5 7,5 - - - 5,0d 10d 17d - - 5,0d 

28 7,8 38d 0,74 - 15d - 6,0d - - - 4,0d 

29 8,9 1,1 1,1 - 38d 35d 24d 8,8 - 3,2 3,0d 

30 7,2 3,0 10d - 24d 10d 19d 7,2 - - - 

31 7,1 37d 0,67 - 15d 12d 14d - - - 4,0d 

Etoposídeo 10 35d 0,51 - 1,6 - 21d 26d - 16d 7,0d 

aC6: glioma de rato. IMR32: neuroblastoma. U87MG: glioblastoma-astrocitoma. TOV21G e SKOV3: ovário. SKMEL2 e 5: melanoma. 

BT549: mama. COLO205: cólon. NCIH226: pulmão [2]. bMáxima concentração testada/(µM). cNão inibe na MCT. dPorcentagem de 

inibição na máxima concentração testada. eEste composto inibe 61% da proliferação celular na menor concentração avaliada que foi 7,5 nM. 
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A estratégia de dimerização molecular tem sido utilizada com sucesso no desenvolvimento de candidatos 

à fármacos visando diversos alvos biomoleculares [3]. Nesse sentido, a Tabela 4.1 (pág. 60) mostra que 

em relação à tacrina a dimerização resultou em significativa potencialização da atividade antiproliferativa. 

Além disso, em relação ao fármaco etoposídeo, os dímeros mostraram melhor potencial de ação em vários 

casos. Neste contexto, os diferentes espaçadores e componentes cíclicos definem uma gama significativa 

de atividades inibitórias, oscilando desde ausência de inibição até CI50 em faixas inferiores à nanomolar. 

O composto 16 é dentre todos o mais ativo e ao mesmo tempo seletivo visto ter apresentado de forma 

reprodutível um potencial inibitório para SKMEL5 pelo menos uma ordem de potência superior em 

relação às demais linhagens celulares. Assim, trata-se de um composto com premissa de seguir nos testes 

de avaliação in vivo além daqueles para esclarecimento de mecanismos de ação. Dentre os compostos 

com espaçadores aromáticos, o composto 26 é o de mais amplo espectro, sendo mais potente que o 

composto 16 para três linhagens celulares. Em comum com 16, o composto 26 possui dimensões de 

espaçamento análogas entre as unidades hidroacridina. Por outro lado, o volume do anel alicíclico de 26 é 

menor. Os compostos 25, 28 e 31 apresentaram-se seletivos na ordem de 10-7 M para IMR32. Para células 

humanas 20 foi seletivo para COLO205 enquanto 24 foi seletivo para IMR32. Os compostos 21 e 27 

mostraram-se seletivos para C6. 

Conforme mencionado no tópico 1.3 da introdução (pág. 10), derivados acridínicos, tais como dímeros 

de tacrina, possuem a habilidade de intercalar o DNA. Neste contexto cabe destacar que a maior 

tendência à protonação dessas moléculas nas condições fisiológicas repercute em maior potencial 

intercalatório, já que a carga positiva do ligante possibilita interação mais intensa com os grupos fosfato 

negativos da cadeia do DNA [4]. No caso de derivados diméricos da tacrina, as moléculas com maior 

susceptibilidade à protonação (mais básicas) são mais ativas que as menos básicas numa proporção de 5:2 

em relação às linhagens celulares avaliadas [1]. Em outras palavras, de cada sete linhagens celulares 

avaliadas, cinco serão mais afetadas por moléculas mais básicas. Essa proporção aproxima-se daquela de 

6:3 observada entre 16 e 26, compostos mais e menos protonável, respectivamente.  

Os compostos com espaçadores aromáticos foram mais ativos na série com "n = 0". Os resultados 

dentro desta série são coerentes com aqueles observados para inibidores intercaladores de Topo I e Topo 

II, já que o aumento do volume de substituintes hidrofóbicos em compostos diméricos resulta em perda de 

potência [5]. Na série com "n = 1" o composto 15, que possui espaçador linear, mostrou-se como o mais 

potente e com espectro de ação mais amplo. Algumas exceções são verificadas para a linhagem não 

humana para a qual o composto 30 foi mais ativo. Não obstante, embora haja melhor desempenho para o 

composto 15, os resultados para os compostos dessa série são da mesma ordem de grandeza. Na série com 

"n = 2" o composto 16 mostrou-se mais citotóxico que os demais. Assim, os compostos com espaçadores 

lineares parecem ganhar potência com o aumento em "n". Por outro lado, a introdução de espaçadores 

aromáticos parece inverter essa tendência. Naturalmente que se há de especular o efeito da redução extra 

no número de carbonos dos anéis alicíclicos sobre a atividade antiproliferativa de dímeros com 
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espaçadores aromáticos, sem perder de vista que a redução no número de anéis do agente intercalador de 

três para dois resulta em perda de potência [5]. A princípio o melhor compromisso com a maior atividade 

parece se dar com aqueles compostos cujo comprimento do espaçador corresponde à ordem de sete 

grupos metilenos, resultado coerente a literatura [1].  

Especificamente, dentre os compostos com espaçadores aromáticos aqueles para os quais "n = 0" são 

os mais ativos sobre as linhagens C6, SKOV3, BT549 e COLO205, sendo os únicos ativos no caso desta 

última linhagem. Para IMR32 os compostos da série com "n = 2" foram os mais ativos seguido dos 

compostos com "n = 0". A linhagem SKOV3 é resistente a tratamentos [1]. Assim, parecem promissores 

os resultados observados tanto ao composto 16 quanto aos compostos da série "n = 0". Os compostos 

desta última série são estimados como os mais polares o que favorece sua interação com a molécula 

carregada do DNA [4]. Além disso, esses compostos apresentam o sistema de anéis na disposição mais 

planar dentre as séries avaliadas, o que favorece a intercalação ao DNA [6].  

Vários fatores estão envolvidos na atividade antiproliferativa de um composto, dentre os quais destaca-

se a possibilidade de interação do ligante com alvos moleculares que controlam o processo de divisão 

celular [7-9]. Naturalmente que a capacidade de penetrar a célula depende das propriedades físico-

químicas da molécula, sendo que aquelas com maior lipofilicidade normalmente alcançam o citosol mais 

rapidamente [10]. Estima-se que os dímeros de tacrina especialmente aqueles com espaçadores 

aromáticos possuam carga global relativa menor nas condições de pH fisiológico, fato que favorece, dada 

sua maior lipofilicidade, sua penetração na célula e portanto sua maior atividade. Por outro lado, a ação 

de transportadores multidrogas pode ser maior ou menor, independente da capacidade do composto agir 

sobre um determinado alvo biomolecular [11]. Com isso, as atividades também podem ser diferenciadas 

quanto a ação dos transportadores multidrogas presentes na membrana celular. Assim, compostos como o 

16 podem ser mais ativos por possuírem maior mobilidade em função de maior lipofilicidade, combinada 

à menor interação com transportadores multidrogas e finalmente maior interação com alvos específicos na 

célula. 

 

4.2 - Dímeros de tacrina e vias de sinalização celular 

 

O controle do ciclo celular é efetuado por uma série de proteínas as quais constituem sequências 

sinalizatórias que possibilitam que um dado sinal seja convertido em ações de estímulo ou interrupção da 

divisão celular [12,13]. Essas sequências sinalizatórias são algumas vezes nomeadas em função de uma 

proteína chave pertencente à via [14,15]. A Figura 4.1 (pág. 63) ilustra algumas dessas vias. Compostos 

análogos ao dímeros de tacrina têm demonstrado agir pelas vias das proteínas p53 e caspase 3, resultando 

em apoptose celular [16-18]. 
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Figura 4.1 - Vias de sinalização celular [19]. 

 

No intuito de se avaliar a ação dos compostos 14-31 sob a ótica da via regulatória afetada durante o 

tratamento, alguns testes de expressão gênica estão em andamento por ocasião de escrita desta tese. Um 

dos testes já realizados e que se encontra em estágio de confirmação visou determinar o nível de 

expressão gênica da proteína BCl-2, a qual, como pode ser visto na Figura 4.1, é um regulador negativo 

de uma das vias de apoptose [20]. Os resultados parciais obtidos até o momento em relação à expressão 

gênica de BCl-2 levam a supor que os compostos 14-31 regulam negativamente a expressão dessa 

proteína, repercutindo na redução do seu teor e, em consequência, em apoptose celular. 

Testes com outras proteínas da via apoptótica (BAX, Caspase 8, TRAIL R1-R4) e de outras vias como 

a de reparo (MLH1, MSH2, PMS2) e a de controle do ciclo celular (p53, p63, MDM2), além de ensaios 

de genotoxicidade (ensaio "Cometa") serão conduzidos com vistas ao melhor entendimento das formas de 

ação dos dímeros de tacrina sobre as linhagens celulares. 

 

4.3 - Comparação entre os resultados de atividade antiproliferativa e anticolinesterásica 

 

A Tabela 4.2 (pág. 64) rememora alguns resultados de atividade anticolinesterásica dos dímeros de 

tacrina. 
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Tabela 4.2 – CI50 dos dímeros em relação às hChEs: CI50 ± Desvio Padrão/(nM) 

Composto AChE BChE Composto AChE BChE Composto AChE BChE 

THA 122 ± 7,46 47,3 ± 4,05 20 14,5 ± 3,40 1460 ± 192 26 61,8 ± 4,61 109 ± 16,3 

14 23,0 ± 3,32 246 ± 25,4 21 54,8 ± 23,9 135 ± 8,90 27 8,94 ± 0,42 206 ± 45,0 

15 7,28 ± 0,69 141 ± 19,6 22 15,1 ± 1,16 85,1 ± 26,5 28 477 ± 66,2 1520 ± 133 

16 18,4 ± 1,60 39,9 ± 1,25 23 224 ± 14,4 165 ± 32,3 29 121 ± 0,35 15,1 ± 1,91 

17 632 ± 68,7 452 ± 127 24 312 ± 37,2 329 ± 37,7 30 196 ± 2,31 40,3 ± 6,22 

18 117 ± 25,4 267 ± 11,8 25 1080 ± 98,2 103 ± 24 31 2850 ± 781 4870 ± 27,6 

19 4720 ± 80,5 354 ± 154       

 

Conforme se observa nas Tabelas 4.1 (pág. 60) e 4.2, o composto 16 além de ser um candidato à atividade 

antiproliferativa, é inibidor nanomolar das ChEs. Assim, pode se supor que sua ação antiproliferativa viria 

acompanhada de forte ação sobre o sistema colinérgico. Mesma análise seria válida para o composto 15. 

Disso pode resultar restrições ou particularidades quanto a aplicação dessas moléculas. Neste contexto 

ressalta-se que o composto 16 apresenta significativa atividade sobre IMR32. Caso essa ação 

antineuroblastoma seja mais benéfica quando em associação com a inibição colinesterásica, o resultado 

da terapia poderia ser mais efetivo. Nesse caso supõe-se que o neuroblastoma tenha seu desenvolvimento 

dependente de sinalização colinérgica. Por outro lado o composto 19 é menos ativo sobre AChE 

conservando atividade na ordem de submicromolar sobre IMR32. Assim essa molécula poderia ser 

utilizada no tratamento de neuroblastoma numa perspectiva de menor efeito sobre a sinalização 

colinérgica quando comparada com 16. Os compostos 23-25 também apresentam atividades ChEIs que os 

tornam um pouco mais adequados ao tratamento do câncer com menor interferência na sinalização 

colinérgica. Nesse sentido o composto 25 (CI50(AChE) = 1,1 µM) poderia ser usado nos casos de 

neuroblastoma e câncer de ovário. Outros exemplos podem ser citados incluindo o composto 31. No 

oposto a essas observações tem-se a tacrina, a qual não apresenta efeito sobre o ciclo celular, embora 

possua atividade anticolinesterásica significativa. 

Os genes para as ChEs encontram-se em regiões cromossômicas às quais estão associadas anomalias 

vinculadas ao desenvolvimento de cânceres [21]. Nesse sentido tem sido especulado o papel desses genes 

em situações deletérias ao organismo [22]. Um exemplo seria a atividade de chaperona molecular das 

ChEs resultando na formação de precipitados proteicos nocivos ao sistema nervoso [23]. O teor de ChEs é 

anômalo em quadros clínicos desfavoráveis como câncer, diabetes, síndrome de Down, dentre outros [24-

26]. Especificamente, o teor de BChE pode ser maior que o normal, o que sugere que essa enzima esteja 

envolvida na gênese ou manutenção de condições deletérias [27]. Seguindo essa análise, supõe-se que a 

inibição seletiva de BChE constitua uma possível estratégia anticâncer. Assim, o composto 19 poderia ser 

usado no tratamento de neuroblastoma não apenas atuando sobre os alvos tradicionais mas também 
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agindo sobre a BChE (CI50 = 0,35 µM), com menor impacto sobre a atividade do sistema colinérgico 

dependente de AChE. 

Em síntese supõe-se que dentre os dímeros acima encontrem-se combinações de estratégias que 

resultem em efeitos terapêuticos úteis. 

A comparação entre os resultados dos dímeros para as linhagens celulares e para as ChEs parece 

sugerir que os compostos mais ativos pertencem à série que possibilita o melhor compromisso de encaixe 

no seu alvo. No caso das ChEs isso ocorreria com "n = 1" e no suposto caso do DNA com "n = 0". 

 

4.4 - Modelagem molecular 

 

Os dímeros foram submetidos ao procedimento de docking molecular em relação a alguns receptores que 

se acredita serem significativos no contexto do câncer. Os mesmos são sumariados na Tabela 4.3. 

 

Tabela 4.3 – Possíveis alvos moleculares para bioligantes com atividade antitumorigênica 

Alvo O que o alvo representa Ref. 

DNA fita simples Alvos genéticos envolvidos na transcrição citosólica  [28] 

DNA fita dupla Material genético cerne dos processos de replicação e transcrição [29-32] 

Fenda menor do DNA Simula região preferencial interacional de sistemas aromáticos estendidos [33,34] 

Tetrâmero de DNA Telômero do DNA [35] 

Complexo Topo II-DNA Sistema de controle topológico do DNA [36-38] 

Complexo Topo I-DNA Mesmo que Topo II-DNA [39] 

Tubulina Componente do citoesqueleto envolvido na citocinese  [40] 

MDR Transportador multidrogas envolvido em resistência [41] 

  

Os compostos 14, 17, 20, 23, 26 e 29 para os quais "n = 0" foram considerados representativos dos 

dímeros visto apresentarem resultados de CI50 para várias das linhagens celulares avaliadas, o que 

possibilita uma análise comparativa. Adicionalmente o composto 16 foi avaliado visto sua maior 

citotoxicidade. A obtenção das estruturas dos alvos bem como os procedimentos do docking estão 

descritos no Capítulo 5 (pág. 103). Em geral as energias de formação de complexos obtidas 

experimentalmente possuem pouca correlação com os resultados in vivo. Mesmo nas situações onde o 

alvo molecular é claramente determinado [42]. Isso tem sido associado à farmacocinética do ligante: 

solubilidade na membrana plasmática, biotransformação, excreção da molécula e derivados por 

transportadores, ação inespecífica, etc. [10]. Assim as avaliações de conformações e energias por docking 

foram feitas no intuito de se buscar possíveis mecanismos. Nas tabelas das seções a seguir os compostos 

tomados como referência (CR) são aqueles com atividade sobre o alvo e que compõe o complexo original 

da estrutura de raios-X, representadas por quatro caracteres conforme convenção do PDB. 
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4.4.1 - DNA fita simples 

 

Utilizou-se a estrutura 452D [28] cujo ligante original do complexo é apresentado na Figura 4.2. 

 
Figura 4.2 – Ligante pertencente ao complexo 452D. 

 

Como se observa na Figura 4.2 esse ligante possui um sistema amino-acridina análogo aos dímeros 

derivados da tacrina. Alvos de ácido nucléico monofita estão presentes no citosol, os quais participam da 

síntese proteica [43]. As energias obtidas por docking para a formação do complexo entre os dímeros e o 

DNA monofita são sumariados na Tabela 4.4 (Nesta e demais tabelas, os valores são dados em módulo). 

 

Tabela 4.4 - Energia de interação estimada para a formação do complexo "DNA fita simples" - dímero 

Composto THA 14 16 17 20 23 26 29 CR* 

Energia/(kcal/mol) 4,9 3,6 6,2 6,3 6,6 6,6 6,7 6,9 5,9 
 

*Nesta e demais tabelas CR refere-se ao composto de referência, original da estrutura de raios-X. 

 

Como se observa na Tabela 4.4 a maioria dos dímeros apresenta energia de interação superior à 

referência, o que pode sugerir significativo potencial de ação.  Além disso, o valor para o composto 26, 

embora não sendo o maior, é coerente com o bom resultado obtido por este composto nos testes. Por 

outro lado, o perfil de interação da conformação de associação observado no docking do composto 16 

com o DNA monofita é um dos melhores visto a formação de um conjunto significativo de interações 

conforme se vê na Figura 4.3. 

 

Figura 4.3 - Conformação de interação do composto 16 (cinza) com o DNA fita simples. Nesta e demais 

figuras o ligante natural do complexo é mostrado em linhas pretas. 
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A Figura 4.3 (pág. 66) mostra que o composto 16, através de seu sistema quinolínico protonado, participa 

de empilhamento duplo (região A) com as bases nitrogenadas acima e abaixo do plano do anel à 3,4 Å. A 

carga que surge pela protonação do sistema quinolínico é um fator que favorece a interação de 

empilhamento [44,45]. Na região B da Figura 4.3, observa-se que o nitrogênio amínico do ligante forma 

ligação de hidrogênio à 3,2 Å com um dos nitrogênios doadores de par eletrônico pertencente à adenina. 

Na parte inferior da Figura 4.3 (região C, pág. 66) verifica-se a interação entre o grupo alifático do ligante 

e uma metila do receptor à 3,7 Å. Essa interação, além das forças de London envolvidas, apresenta efeito 

entrópico considerável ao deslocar moléculas de água que antes interagiam com ambas estruturas [46]. 

Ainda na parte inferior da Figura 4.3 (pág. 66) destaca-se a potencial interação à 2,9 Å entre o segundo 

grupo quinolínico protonado do ligante e um oxigênio negativo da estrutura fosfo-pentose do receptor. 

Esse conjunto de interações talvez possa significar em alguns casos uma justificativa para o melhor perfil 

de ação dessa molécula sobre as linhagens celulares testadas. Por outro lado, o docking envolvendo o 

composto 23 mostra que para alcançar a ligação de hidrogênio que o composto 16 alcança entre seu grupo 

amina aromático e um dos nitrogênios purínicos da adenina (3,2 Å) seria necessário o comprometimento 

da interação entre a carga do nitrogênio piridínico e um dos oxigênios carregados do segmento de ácido 

nucléico. Esse fato também parece corroborar para a maior potência de 16 em alguns casos. 

 

4.4.2 - DNA fita dupla com possibilidade de bis-intercalação 

 

Medidas físico-químicas têm demonstrado que dímeros derivados de acridina intercalam o DNA [47,48].  

Para avaliar a possibilidade de bis-intercalação conduziu-se experimentos com a estrutura 1CX3 [29]. A 

mesma apresenta originalmente um bis-intercalador, o qual é mostrado na Figura 4.4. 

 

Figura 4.4 - Ligante bis-intercalante pertencente ao complexo 1CX3. 

 

Como se observa na Figura 4.4 este ligante possui unidades naftalênicas intercaladoras que mimetizam o 

sistema quinolínico dos dímeros avaliados neste trabalho. Na Tabela 4.5 são apresentadas as energias de 

formação do complexo entre os dímeros e o DNA obtidas por docking. 

 

Tabela 4.5 - Energia de interação estimada para a formação do complexo "DNA fita dupla" - dímero 

Composto Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 CR 

Energia/(kcal/mol) 6,5 5,0 5,1 8,5 8,7 8,6 9,4 9,1 9,6 
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Como se observa na Tabela 4.5 (pág. 67) as energias de interação dos dímeros são menores que a da 

referência. Não obstante, o melhor desempenho indicado para o composto 26 é coerente com os melhores 

resultados de ação dessa molécula dentre os dímeros com espaçadores aromáticos. Conforme as 

conformações de interação sugeridas, o composto 26 foi dentre todos aquele com melhor perfil 

intercalatório, fato que se busca mostrar na Figura 4.5. 

 

 

Figura 4.5 - Conformação de interação do composto 26 em alvo de DNA. 

 

Na Figura 4.5 observa-se a sugestão segundo a qual o composto 26 é apto à empilhar duplamente suas 

unidades hidroacridina com o espaçador projetado para a fenda menor, contrário ao ligante original do 

complexo, o qual embora intercale, projeta seu espaçador linear para a fenda maior. A projeção do 

espaçador mostrada para 26 é predominante aos dímeros avaliados em relação a maioria dos alvos deste 

trabalho, indicando ser essa uma característica desses compostos. Em oposição à 26, o dímero 20 é o que 

apresenta perfil intercalatório menos expressivo, observação que parece coerente com sua menor 

citotoxicidade. 

No modelo mostrado na Figura 4.5 a bis-intercalação foi avaliada no contexto de sítios de bis-

intercalação separados entre si por dois pares de bases. Os compostos deste trabalho também foram 

avaliados para modelos nos quais esse espaçamento ocorre à três e quatro pares de bases, estruturas 

1MNV [30] e 1AL9 [31], respectivamente. Nestes casos, nenhum dos dímeros mostrou-se apto à bis-

intercalação, o que sugeriu ser o comprimento dos espaçadores um fator de restrição à intercalações 

duplas cujos sítios são separados por mais de dois pares de bases. Entretanto, uma característica sugerida 

pelo docking para os compostos 20 e 23 em relação a esses alvos foi a habilidade dos mesmos em 

intercalar por threading [49], conforme se vê na Figura 4.6 (pág. 69). 
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Figura 4.6 - Interação em threading sugerido para 20 (preto) e 23 (cinza). 

 

Na Figura 4.6 os compostos projetam suas unidades hidroacridina para as fendas do DNA, estando o 

espaçador (benzidínico ou naftalênico) realizando o papel intercalatório. Compostos com esse perfil 

possuem cinética de interação distinta daqueles cujo modo de interação predominante é o intercalatório 

simples [50-52]. Isso repercute em potencial de ação diferenciado. Nesse sentido, cabe destacar que os 

compostos acima, especialmente 20, apresentam menor potencial de ação sobre as células avaliadas. 

 

4.4.3 - DNA fita dupla com monointercalação 

 

No intuito de se avaliar as energias de formação de complexo envolvidas nos casos em que apenas uma 

das componentes hidroacridina do dímero intercala enquanto a outra projeta-se para as fendas do DNA 

utilizou-se como modelo de receptor a estrutura 2KY7, cujo ligante natural é mostrado na Figura 4.7 [32].  

 

 

Figura 4.7 - Ligante de monointercalação pertencente ao complexo 2KY7. 

 

Como se observa na Figura 4.7 esse ligante possui um sistema naftalênico em uma das extremidades que 

mimetiza o sistema quinolínico dos dímeros enquanto na outra extremidade um sistema tricíclico com 

componente alicíclico remete à componente alicíclica da fração hidroacridina dos dímeros. Além disso, o 
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espaçador com componente cíclica pode ser tomado como elemento de similaridade com os espaçadores 

dos dímeros. Os energias obtidas para os dímeros selecionados são apresentados na Tabela 4.6. 

 

Tabela 4.6 - Energia de interação estimada para a formação do complexo "DNA fita dupla" – dímero 

Composto Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 CR 

Energia/(kcal/mol) 7,5 9,4 9,3 11,0 11,3 10,6 11,5 11,2 15,9 

 

Como se observa na Tabela 4.6 a maior energia foi indicada para o composto 26, coerente com seu 

melhor desempenho entre os compostos com espaçadores aromáticos. Os valores de energia de interação 

apresentados na Tabela 4.6 são maiores que aqueles obtidos para os mesmos ligantes e mostrado na 

Tabela 4.5 (pág. 67) o que talvez sugira a maior possibilidade desses ligantes em apresentarem este 

mecanismo. A Figura 4.8 ilustra a conformação de interação do composto 26 com o DNA cujo complexo 

refere-se a um ligante que combina monointercalação com interação com a fenda menor. 

 

 

Figura 4.8 - Conformação de interação do composto 26 (cinza) no modelo de monointercalação. 

 

Uma característica sugerida pela modelagem é que a fração alicíclica da componente hidroacridina deste 

dímero bem como da maioria projeta-se para a fenda menor. Esse talvez seja um argumento que justifique 

porque o composto 16 é melhor ligante que 14 uma vez que aproveita melhor as interações de baixa 

polaridade além de gerar um número maior de moléculas de água livres. Por outro lado, a fração 

hidroacridina protonada seria melhor estabilizada na região de empilhamento na maioria dos casos. Esse 

aspecto é coerente com resultados da literatura também para outros tipos de alvos como as colinesterases, 

as quais possuem maior afinidade por um ligante com componente acridina protonada que interage por 

empilhamento com o resíduo de triptofano indólico próximo à tríade catalítica das ChEs [53,54]. 
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4.4.4 - DNA fita dupla com ênfase na interação envolvendo a fenda menor 

 

Outra possibilidade de interação de bioligantes com o DNA seria aquela que ocorre apenas nas fendas. O 

PDB mostra que muitos compostos cujas estruturas possuem os mesmos elementos estruturais que os 

dímeros de tacrina deste trabalho comportam-se como ligantes ao DNA através de suas fendas [55]. 

Como as sugestões de conformação de interação dos dímeros apontam preferência pela fenda menor, 

foram avaliados dois modelos de complexos cujos ligantes originais possuem estruturas as quais 

assemelham-se àquelas dos compostos deste trabalho. Esses ligantes são mostrados na Figura 4.9. 

 

  

 

2K4L      1ZPH 

Figura 4.9 - Ligantes originais dos complexos 2K4L [33] e 1ZPH [34]. 

 

Os padrões naftalênico, estilbênico, de dupla carga positiva e amino-quinolínico comuns aos dímeros 

aparecem na Figura 4.9. As energias obtidas por docking são apresentadas na Tabela 4.7. 

 

Tabela 4.7 - Energias estimadas para a formação do complexo "fenda menor do DNA" – dímero 

 Composto 

Estrutura Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 CR 

2K4L 8,5 10 10,6 12 13,3 12,7 13 12,3 8,9 

1ZPH 7,1 9 9,5 9,4 11,6 9,8 11 10,3 15,5 

 

Em linhas gerais os dois modelos fornecem resultados relativos cuja tendência parece ser similar, embora 

no primeiro caso os compostos possam interagir mais intensamente que a referência, fato contrário ao 

observado no segundo. O composto 26 possui o segundo maior valor de energia, o que pode ser um 

indicativo de que a ligação total ou parcial nessa região do DNA possa contribuir para sua ação distinta. 

A versatilidade na interação com receptor é estratégica para maior eficiência da ação do bioligante 

[56,57]. A comparação na região de interação do composto 20, menos potente, nos dois modelos mostra 

que enquanto em 2K4L ele se liga preferencialmente à sequência TAAAG, em 1ZPH ele se liga à 
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sequência TTAAG, as quais são significativamente similares entre si. A mesma observação não ocorre 

para os compostos mais potentes 16 e 26, os quais ligam-se à sequências distintas nos dois alvos. Isso 

poderia sugerir maior versatilidade de interação com DNA, resultando em maior efetividade de ação, 

justificando o comportamento observado a esses compostos. A especificidade de intercaladores por 

sequências de bases do DNA têm sido descrita [58-60]. 

Um aspecto observado em muitos ligantes de fenda menor é a presença de ligação amida no centro do 

espaçador [55]. Um exemplo é o ligante 1ZPH mostrado na Figura 4.9 (pág. 71). Para verificar o efeito 

dessa característica no potencial de ligação dos dímeros de tacrina modelou-se a transformação indicada 

no Esquema 4.1 onde um grupo amida foi introduzido no centro do composto 29. 
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Esquema 4.1 - Derivação do composto 29 com introdução de amida no espaçador. 

 

As energias de formação dos complexos com a fenda menor do DNA obtidas por docking molecular tanto 

para o composto 29 quanto para seu derivado amida são mostradas na Tabela 4.8. 

 

Tabela 4.8 – Energias de formação do complexo "fenda menor do DNA" - composto 29 ou derivado 

 Composto 

Estrutura 29 Derivado amida 

2K4L 12,3 13,4 

1ZPH 10,3 11,5 

 

Como se observa na Tabela 4.8 a presença de um grupo amida no espaçador pode repercutir em ganho de 

interação. Os dockings mostram que o grupo amida é capaz de estabelecer ligações de doação e acepção 

de hidrogênio com as pentoses e com as bases nitrogenadas do DNA. A Figura 4.10 (pág. 73) busca 

ilustrar esses aspectos para as duas estruturas deste estudo. 
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Figura 4.10 - Composto 29 (cinza) e derivado amida (cinza escuro) em conformação de interação com as 

estruturas 2K4L (esquerda) e 1ZPH (direita). 

 

Assim, para 2K4L, as ligações mencionadas são sugeridas à 2,9 Å e 3,6 Å enquanto para 1ZPH a mesma 

ocorre à 2,9 Å entre o nitrogênio amida e uma carbonila de uma citosina do DNA. 

 

4.4.5 - Tetrâmero de DNA 

 

As extremidades do material genético apresentam-se como fitas simples, as quais são estabilizadas 

através da formação de multímeros de DNA [61]. Essas regiões conhecidas como telômeros 

desempenham importante papel no ciclo celular, sendo o controle do tempo de vida dos organismos uma 

das funções mais proeminentes [62,63]. Essa região e a enzima que atua sobre a mesma (telomerase) tem 

sido apontados como alvos na terapia contra o câncer [64]. Um dos modelos tomados como adequados 

para avaliação de atividade de compostos antitumorigênicos são os tetrâmeros de DNA. Por isso neste 

trabalho utilizou-se um modelo de tetrâmero de DNA para docking, cujo ligante presente no complexo 

3EUM [35] é mostrado na Figura 4.11. 

 

 

Figura 4.11 - Ligante acridínico presente no complexo 3EUM. 

 

Como se observa na Figura 4.11, essa molécula possui o núcleo acridínico análogo àquele presente nos 

derivados da tacrina. Além disso, os anéis azo-alicíclicos poderiam sugerir similaridade com os anéis 

alicíclicos anexos aos sistemas quinolínicos dos ligantes avaliados neste trabalho. As energias de 

formação de complexo entre o tetrâmero e os dímeros de tacrina são apresentadas na Tabela 4.9 (pág. 74). 
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Tabela 4.9 – Energia de interação estimada para a formação do complexo "tetrâmero de DNA" - dímero 

Composto Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 CR 

Energia/(kcal/mol) 8,0 9,0 7,9 9,6 10,8 9,4 9,5 9,6 13,0 

 

Na Tabela 4.9 todos os compostos avaliados apresentam-se como inferiores à referência quanto ao 

potencial de interação. Neste contexto, o projeto de intercalação para esse tipo de alvo talvez requeira um 

elemento intercalante no centro do ligante, o qual deve possuir ainda substituições nas suas extremidades 

aptas a aproveitar possíveis interações no entorno. Esse fato seria parcialmente alcançado pelo composto 

20, conforme se vê na Figura 4.12. 

 

 

Figura 4.12 - Conformação de interação sugerida para o composto 20 (cinza). 

 
 

O perfil de threading observado a esse ligante, embora repercutindo maior energia de interação, é 

coincidente com menor atividade sobre as células, o que é coerente com a cinética lenta associável a esse 

tipo de interação. Por outro lado, o composto 16, mais potente, apresenta o menor energia de interação 

para esse tipo de alvo, o que poderia sugerir não ser esse um tipo de alvo vinculável à ação de alguns 

dímeros de tacrina. 

 

4.4.6 - Topoisomerase II - DNA 

 

Embora a capacidade de intercalar o DNA seja importante na terapia contra o câncer, um quesito que 

amplia a ação dos bioligantes é a capacidade de ligar-se ao complexo Topo II - DNA [65]. Esse complexo 

é formado durante a transcrição e a replicação do DNA visando reduzir os efeitos de super- e 

subespiralamento que impedem o avanço do processo de síntese [66]. Nesse complexo o DNA é clivado 

em dois pontos e religado. Sua inibição constitui o modo de ação de alguns fármacos como o etoposídeo 

(Figura 4.13, pág. 75). A estrutura molecular do complexo Topo II – DNA - Etoposídeo foi elucidada o 
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que favorece a realização de estudos por docking molecular, especialmente que esse foi um dos 

compostos de referência usados nos testes de avaliação antiproliferativa (Tabela 4.1, pág. 60) [36]. 

 

Figura 4.13 – Etoposídeo. 
 

Além da estrutura supramencionada foram avaliados outros dois modelos do mesmo complexo: um com 

dupla ruptura no DNA cujo ligante é um derivado de acridina, 4G0U [37]; outro no qual o DNA está 

intacto, 4BUL [38]. As estruturas dos ligantes originais são mostradas na Figura 4.14. 

   

4G0U      4BUL 

Figura 4.14 - Ligantes dos complexos 4G0U e 4BUL. 

 
 

Como se observa na Figura 4.14 esses ligantes possuem elementos estruturais comuns aos compostos 

avaliados neste trabalho. As energias sugeridas para a formação de complexos entre as três estruturas 

modelo mencionadas acima e os dímeros são apresentadas na Tabela 4.10. 

 

Tabela 4.10 - Energia (kcal/mol) estimada para a formação do complexo "Topo II:DNA" – dímero 

 Composto 

Estrutura Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 CR 

3QX3 8,6 10,7 11,8 11,7 13,4 13,1 13,3 13,4 14,0 

4G0U 8,9 9,8 10,0 10,9 12,0 11,5 12,3 12,7 13,6 

4BUL 13,4 17,0 17,3 18,8 22,2 22,1 20,3 20,4 20,8 
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Para as conformações de interação associadas às energias da Tabela 4.10 (pág. 75) verificou-se que os 

compostos 20 e 23, embora apresentando valores de energia maiores, ligam-se em posições do receptor 

que não possuem significado inibitório. Por outro lado, a tendência a threading é visualizada em algumas 

das conformações de interação sugeridas, especialmente para o composto 20, observações que remetem 

ao menor perfil citotóxico desses ligantes. 

Os resultados para 3QX3 sugerem que o etoposídeo seja o composto mais potente. Entretanto isso não 

repercute claramente nos resultados de atividade, o que pode levar a supor que o docking em uma 

estrutura de receptor com o próprio ligante possa gerar interações otimizadas resultando em potenciais 

superiores aparentes. Não obstante pode-se supor que os dímeros de tacrina além de atuarem como 

inibidores desse complexo, talvez possam apresentar outros mecanismos de ação. Ou mesmo que a 

princípio sejam menos potentes, os mesmos seriam também alvos menos efetivos para transportadores 

multidrogas [11] ou do metabolismo celular [10]. 

Os compostos 26 e 16 apresentam as melhores conformações de interação em termos da orientação e 

distâncias envolvidas nas ligações sugeridas pelo docking. Esses resultados são coerentes com o melhor 

perfil de ação dessas moléculas. A comparação entre os compostos 26 e 29 nos complexos parece sugerir 

que o ganho de comprimento do segundo em relação primeiro não resultou em melhoria no alcance 

interacional visto a similaridade das mesmas. Assim o custo entrópico passaria a ser um fator que 

desfavorece o composto com maior liberdade conformacional [46]. Por outro lado, o composto 16 

apresenta um significativo conjunto de interações com particular ênfase para sua interação com um sítio 

hidrofóbico, fato análogo ao observado para 16 na fenda catalítica das colinesterases. A Figura 4.15 busca 

ilustrar esse aspecto. 

 

 

Figura 4.15 - Conformação de interação do composto 16 (cinza) com complexo com Topo II – DNA. 
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Na Figura 4.15 (pág. 76) além do empilhamento entre as bases nitrogenadas (parte superior do ligante), o 

hidrogênio piridínico da fração inferior interage à 3,1 Å com a carbonila de A816 enquanto a componente 

alicíclica projeta-se para uma região hidrofóbica formada por resíduos como MET781, MET782, 

VAL785 e PRO819 representados no modelo espaço cheio. Essa é uma configuração característica de 

ligações que resultam em ação mais efetiva do ligante sobre o alvo [54]. 

 

4.4.7 - Topoisomerase I - DNA 

 

Derivados da camptotecina (Figura 4.16) são utilizados na clínica contra o câncer [67].  Essa molécula 

age sobre o complexo Topo I - DNA resultando na estabilização do sistema com o DNA monoclivado 

[68]. O complexo Topo I - DNA, análogo em função ao de Topo II, participa do controle topológico do 

material genético, porém clivando apenas uma das fitas [66]. 

 

Figura 4.16 – Camptotecina. 

 

Neste trabalho realizou-se docking entre os dímeros e a estrutura 1T8I [37] na qual a camptotecina está 

complexada com o sistema Topo I – DNA. Os resultados são apresentados na Tabela 4.11. 

 

Tabela 4.11 - Energia estimada para a formação do complexo "Topo I:DNA" - dímero 

Composto Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 CR 

Energia/(kcal/mol) 8,0 8,8 11,2 12,1 13,7 13,7 12,9 13,3 9,1 

 

Dos dados da Tabela 4.11 pode-se supor que os compostos avaliados são possíveis agentes de inibição do 

complexo Topo I – DNA. A despeito os maiores valores de energia para os compostos 20 e 23, a 

interação dos mesmos se dá de forma improdutiva. A diferença de energias entre os compostos 14 e 16 

talvez possa sugerir ser este um alvo que distinga os dois quanto à atividade nas células já que o primeiro 

foi bem menos potente.  

 

4.4.8 - Tubulina 

 

Um alvo proteico importante associado à ação de compostos com atividade antiproliferativa é a tubulina, 

a qual compõe o citoesqueleto celular e cuja integridade de funcionamento e interação com outras 
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proteínas é indispensável à homeostase e citocinese [70]. A ação antitumorigênica da podofilotoxina 

(Figura 4.17) fundamenta-se na interação com esse alvo. 

 

Figura 4.17 - Podofilotoxina. 

 

Uma das revisões realizadas durante este doutorado buscou organizar e entender os elementos chave das 

estratégias de síntese disponíveis para a podofilotoxina, a qual ainda é obtida para fins terapêuticos por 

extração a partir de fontes naturais. 

Neste trabalho avaliou-se as energias de formação de complexos entre os dímeros de tacrina e a 

tubulina [38]. Os resultados são apresentados na Tabela 4.12. 

 

Tabela 4.12 – Energia estimada para a formação do complexo Tubulina - dímero 

Composto Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 CR 

Energia/(kcal/mol) 7,5 9,1 10,2 11,1 10,9 12,1 12,1 11,4 8,8 

 

Em relação à podofilotoxina, os resultados da Tabela 4.12 parecem sugerir que  os dímeros de tacrina são 

potenciais bioligantes da tubulina. Dentre as maiores energias observa-se aquela para o composto 26, fato 

coerente com sua citotoxicidade. 

Conforme as sugestões do docking, os dímeros na sua conformação de interação interagem 

prefencialmente na interface entre as duas subunidades do receptor, similar à podofilotoxina. Essa região 

é formada por um sítio hidrofóbico significativamente extenso, o qual hospeda a podofilotoxina. As 

metoxilas deste ligante perfazem conjunto significativo de interações nesse sítio. Espera-se que a 

podofilotoxina por possuir pequena liberdade conformacional e ser predominantemente hidrofóbica gere 

significativo ganho entrópico na formação do complexo visto a liberação das moléculas de água que 

solvatam a interface das subunidades do receptor [46]. Dentre os dímeros, o composto 16 é de todos o que 

mais alcança interações no sítio hidrofóbico e interações específicas em outros pontos do receptor, fato 

coerente com sua maior toxicidade. Mesmo assim o custo entrópico de sua ligação associado à sua maior 

protonatabilidade parece interferir negativamente na sua capacidade de ação. Isso porque a projeção do 

grupo protonado para o interior de uma fase hidrofóbica sofrerá resistência por parte das moléculas de 
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água de solvatação e outros grupos com interação preferencial [46]. Em consonância os dímeros de 

tacrina com espaçadores aromáticos, por serem menos protonáveis que aqueles com espaçadores 

alifáticos, terão favorecimento termodinâmico para projetar sua componente hidroacridina desprotonada 

para o interior do sítio hidrofóbico. Não obstante, em função da menor flexibilidade desses ligantes, essa 

melhor projeção ocorre à custa do não estabelecimento de interações específicas significativas pelo 

restante do ligante nos demais pontos do receptor, o que parece restringir o efeito dos dímeros para esse 

alvo. A melhor combinação de efeitos hidrofóbicos com interações específicas parece ser alcançada para 

o composto 26, justamente o mais ativo com espaçador aromático. Nesse sentido, o aumento em "n", que 

se esperaria ampliar o contato hidrofóbico do composto 26, seria proibido pela menor flexibilidade de seu 

espaçador, a qual comprometeria a formação do complexo visto a forma restritiva da região de ligação do 

receptor. Coerente com essa observação, a atividade do composto 28 é inferior, bem como de outros 

derivados da série com "n = 2". A Figura 4.18 busca ilustrar algumas dessas colocações. 

 

  

Figura 4.18 - Conformação de ligação do composto 26 no dímero αβ-tubulina. 

  

Na Figura 4.18 em duas das conformações de ligação sugeridas para 26 na tubulina verificamos que 

enquanto a fração hidroacridina "neutra" projeta-se para o sítio mostrado no modelo espaço cheio, a 

fração protonada "carregada" projeta-se para o meio estabelecendo nos dois casos ligações de hidrogênio 

com o resíduo D329 à 3,3 Å ou 2,8 Å. 

 

4.4.9 - Transportador multidrogas 

 

Um dos principais agentes que contribuem para a resistência das células à ação de moléculas com perfil 

antitumorigênico são os transportadores multidrogas (MDRs), os quais expulsam o candidato à fármaco 

da célula [11]. Essas ATPases transmembrana possuem grande versatilidade de ligação no seu sítio 

interacional [39]. Compostos análogos aos dímeros de tacrina são alvos dos MDRs visto a redução em até 

50% da citotoxicidade sobre linhagens que os superexpressam [1]. Em função desses aspectos realizou-se 

docking com a estrutura 4KSD [39] a qual representa um transportador multidrogas. As energias obtidas 
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por docking para formação dos complexos entre os dímeros e o modelo de MDR são apresentadas na 

Tabela 4.13. 

 

Tabela 4.13 – Energia de interação estimadas para a formação do complexo MDR - dímero 

Composto Tacrina 14 16 17 20 23 26 29 

Energia/(kcal/mol) 7,7 9,4 9,3 10,2 10,9 11,6 12,2 11,6 

 

Da Tabela 4.13 ressalta-se que o composto 26 apresenta o maior valor de energia. O mesmo é o mais 

citotóxico para três das linhagens celulares investigadas: C6, TOV21G e COLO205 (Tabela 4.1, pág. 60). 

Em contrapartida, o composto 16, mais citotóxico no geral, apresenta a menor energia de interação. 

Aparentemente a ligação relativamente mais intensa de 26 resultaria em maior efeito inibitório sobre esse 

tipo de receptor, enquanto a ligação menos favorável por parte de 16 resultaria no não transporte do 

mesmo. Isso talvez sugira que os casos de energia de interação intermediários sofram ação mais efetiva 

dos MDRs. Essa suposição parece coerente com o fato de que ATPases requerem uma mudança 

conformacional adequada para sua atividade [70,71]. 

 

4.4.10 - Análise comparativa entre os alvos testados 

 

O composto 16 é mais citotóxico que seu homólogo inferior, composto 14. A análise das tabelas mostra 

que quatro valores de Energia de interação para os dois apresentam maiores diferenças: Topo I, Topo II, 

DNA monófita e tubulina. Isso pode sugerir que algum desses mecanismos seja subjacente à maior 

potência de 16, sendo a ação sobre o ácido nucléico monofita o mais provável. No oposto, a ação 

inibitória sobre telomerase e transportador multidrogas não seriam mecanismos prováveis para essas 

moléculas. 

Dentre os alvos para o composto 26 a maior energia foi sugerida para a formação do complexo com 

DNA-Topo II, o que reforça o papel deste mecanismo. Essa ação combinada com a bis-intercalante talvez 

compunham parte significativa da farmacodinâmica desse dímero. 

Os dímeros 20-25 apresentam-se com perfil de interação do tipo threading em muitos dos alvos 

avaliados, sugerindo que o sistema aromático conjugado no espaçador pode levar a esse tipo de ligação, 

resultando em cinética distinta com perda de atividade. 

A tacrina coerente com os resultados experimentais apresenta menores valores de energia de interação. 

Supõe-se que sua estabilização nesses alvos não é suficiente para alterar o mecanismo de ação dos 

mesmos. 

 

4.5 – Conclusões e perspectivas 

 

As estratégias de modificação molecular adotadas geraram compostos com atividade citotóxica não 

verificadas à tacrina. Esses derivados possuem significativa variedade tanto no perfil de seletividade 



81 

quanto no de atividades, sendo desde inativos até ativos na escala subnanomolar. Os dímeros de tacrina 

combinam citotoxicidade com manipulação seletiva do sistema colinérgico. Os resultados preliminares de 

biologia molecular indicam que os dímeros de tacrina provocam apoptose celular pela regulação negativa 

da via de BCL2. Neste contexto, conforme sugere a modelagem, os dímeros de tacrina podem apresentar 

capacidade significativa de interação com vários alvos de DNA, além da tubulina e do transportador 

multidrogas. Embora essa capacidade de interação não apresente correlações simples com as atividades in 

vivo, há possibilidades de relações estrutura-atividade. A natureza e o comprimento do espaçador bem 

como a dimensão do anel alicíclico da componente hidroacridina dos dímeros parecem estar entre os 

elementos que modulam a citotoxicidade dessa classe de moléculas. 

Os resultados nas avaliações de atividade antiproliferativa abrem perspectivas para que os dímeros de 

tacrina, em especial os compostos 16 e 26, tenham sua farmacologia investigada in vivo. Além disso, 

conforme mencionado no tópico 4.2 (pág. 62), dado o caráter promissor desses dímeros e a possibilidade 

de reconhecimento de regiões específicas do DNA pelos mesmos, é estratégico investigar, em maiores 

detalhes, não apenas as vias de sinalização celular afetadas (apoptose, reparo, controle do ciclo celular, 

genotoxicidade), mas também as biomoléculas moduladas pelos dímeros de tacrina. Neste contexto, 

medidas físico-químicas de interação ligante-DNA (fluorescência, RMN, ITC) serão úteis à melhor 

compreensão dos eventos moleculares envolvidos, permitindo melhor planejamento de novos ligantes, 

especialmente se acompanhadas de análises por cálculos de dinâmica molecular. Por outro lado, o 

planejamento, a síntese e a avaliação da atividade antiproliferativa de derivados dos dímeros de tacrina 

que incluam características como a habilidade dos espaçadores de formar ligações de hidrogênio e 

interação carga-carga com alvos de DNA pode revelar compostos ainda mais promissores que aqueles 

deste trabalho. 
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Capítulo 5 - Parte experimental 
 

5.1 - Aspectos gerais 

 

O tolueno (Sigma-Aldrich) foi tratado em refluxo sobre peneira molecular (Sigma UOP tipo 3Å) por 24 

horas, sendo armazenado com peneira molecular em atmosfera de argônio. O DMSO foi agitado com 

hidreto de cálcio por 24 horas sendo então destilado e armazenado com peneira molecular. O THF foi 

agitado em hidreto de cálcio por 24 horas, então agitado sobre sódio metálico por 24 horas e finalmente 

destilado a partir de hidreto de lítio de alumínio antes do uso sendo coletado sobre peneira molecular [1]. 

As demais substâncias (Sigma-Aldrich) foram utilizadas sem tratamento. 

Nas análises por cromatografia em camada delgada utilizou-se placas Polygram-UV254 0,20 mm 

Macherey – Nagel, as quais foram reveladas conforme um dos métodos: com solução etanólica de ácido 

fosfomolíbdico (12g de 2H3PO4.20MoO3.48H2O em 250 mL de etanol); solução aquosa de permanganato 

de potássio [KMnO4 (6g) + K2CO3 (20g) + 5% NaOH(aq) (5 mL) + água (300 mL)]; solução etanólica à 

1% em ninidrina; com vapores de iodo (I2); e/ou sob lâmpada de ultravioleta (λ = 254 ou 365 nm). 

As cromatografias de adsorção em coluna foram realizadas utilizando-se gel de sílica Aldrich (70-230 

mesh e 230-400 mesh). 

As temperaturas de fusão foram medidas em um aparelho Gehaca Ponto de fusão PF1500 e não foram 

corrigidas. A menos que se especifique, este e demais equipamentos usados estão no DQ-UFMG. 

Os espectros na região do infravermelho (IV) foram obtidos em um Espectrômetro FTIR Perkin Elmer 

modelo Spectrum One equipado com um acessório horizontal ATR-FTIR (Farmácia-UFMG). 

Os espectros de RMN de 1H e de RMN de 13C a 200 e à 400 MHz foram obtidos em espectrômetros 

Bruker AVANCE (DPX 200 e DRX 400, respectivamente). Os deslocamentos químicos (δ) foram 

referenciados pelos sinais de TMS ou eventualmente pelos sinais do clorofórmio deuterado para RMN de 

1H e pelo sinal de clorofórmio deuterado para RMN de 13C. Os solventes deuterados utilizados foram 

clorofórmio, metanol e ácido trifluoracético. A multiplicidade das bandas de absorção dos hidrogênios 

nos espectros de RMN de 1H foi indicada segundo a seguinte convenção: s(simpleto), d (dupleto), t 

(tripleto), q (quarteto), qn (quinteto) e, m (multipleto). Os espectros de RMN de 1H são tabulados na 

seguinte ordem: deslocamento químico em ppm (multiplicidade, integração, constante de acoplamento). 

A caracterização por raios-X de monocristal foi realizada à 150K utilizando-se um difratômetro 

GEMINI à 4-círculos com detector CCD (LabCri-Física-UFMG) [2]. 

As análises elementares foram realizadas num equipamento Perkin Elmer Series II - CHNS/S Analyser 

2400. O desvio padrão para a análise elementar é resumido na seguinte expressão: Cm±1.6Hn±0.5No±1.1. 

As análises de HRMS foram realizadas em um cromatógrafo líquido Shimadzu com detector de 

massas de alta resolução modelo LCMS-IT-TOF. 

As leituras de absorbância para as curvas de dose-resposta e os ensaios cinéticos foram realizados a 

412 nm num espectrofotômetro Thermo Scientific Multiskan® Espectrum Microplate (ICB-UFMG). 
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Nos testes de atividade antiproliferativa realizados na FUNED [3] as células foram cultivadas à 37ºC e 

5% em atmosfera de CO2 em incubadores Thermo Scientific modelo Series II water Jacket CO2 

Incubator. A avaliação morfológica das células foi realizada com um microscópio Nikon Japan modelo 

802583-204520 com contraste de fases 2 ELWD 0.3. Os procedimentos de separação celular foram 

realizados em uma centrífuga Beckman modelo CS-6R. O controle osmótico dos meios de cultura foi 

feito com um osmômetro crioscópico Osmomat 030 da Gonotec. As quantidades de células foram 

determinadas através de um analisador de tamanho e contador de partículas Beckman Coulter Z2. As 

leituras de absorbância nos testes de MTT foram feitas à 500 nm em um espectrofotômetro Multiskan EX 

Microplate Photometer da empresa Thermo Scientific. 

 

5.2 - Procedimentos de síntese e caracterização 

 

5.2.1 - Ácido antranílico (ácido o-aminobenzóico) 

 

A 2-aminobenzonitrila (1,08 g, 9,14 mmol) foi adicionada a 400 mL de uma solução aquosa de KOH 

(24,92 g, 0,44 mol). A mistura foi agitada magneticamente sob refluxo a 100ºC por 5 horas, sendo então 

resfriada à temperatura ambiente. O pH foi ajustado para 3,5 pela adição de 29 mL de HCl concentrado. 

Realizou-se extração com acetato de etila (3 x 200 mL), secou-se a fase orgânica com Na2SO4, filtrou-se a 

solução resultante e realizou-se a remoção do solvente em evaporador rotatório a 50ºC acoplado a uma 

bomba de vácuo, de onde se obteve um sólido bege (1,18 g, 8,68 mmol) [4]. Rendimento da reação: 95%. 

 
CO2H

NH2  
 

Aspecto físico: Sólido bege. Ponto de fusão: 143,8-145,4 °C. IV/(cm-1): 3322, 3236, 2537, 1660, 1574, 

1368, 1315, 1275, 1230, 1137, 929, 849, 764, 740, 703, 690 e 658. RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) 

δ/(ppm): 8,40-6,91 (m, 5H), 6,84-6,56 (m, 2H). RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) δ/(ppm): 174,1, 151,5, 

135,5, 132,5, 117,1, 116,8, 109,9. 

 

5.2.2 – Éster espirocarbinolamina (1,4-diidrospiro[3,1-benzoxazino-2,1’-cicloexano]-4-ona) 

 

A uma solução do ácido 2-aminobenzóico (2,47 g, 17,98 mmol) em tolueno (5 mL) foi adicionada 

cicloexanona (2,14 g, 21,78 mmol). A mistura resultante, sob agitação magnética, foi posta em refluxo em 

aparato Dean-Stark por 2 horas. O sistema foi resfriado à temperatura ambiente, e, em seguida, à 0 ºC, por 

12 horas. Após este período, observou-se a formação de precipitado amarelo aciculiforme. Da filtração a 

vácuo seguida de lavagem do precipitado com 3,5 mL de tolueno, 3,5 mL de hexano, 3,5 mL de etanol e 

secagem em bomba de alto vácuo por 8 horas obtiveram-se 3,52 g (16,2 mmol) do produto [5]. 

Rendimento da reação: 90%. 
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H
N

O

O  
 

Aspecto físico: Sólido amarelo aciculiforme. Ponto de fusão: 143,5-147,5 °C. IV/(cm-1): 3287, 2942, 

2929, 2850, 1682, 1612, 1586, 1509, 1486, 1470, 1304, 1089, 1023, 740, 699. RMN de 1H (200 MHz, 

CDCl3) δ/(ppm): 7,88 (d, 1H), 7,37 (t, 1H), 7,00-6,70 (m, 2H), 5,20 (s, 1H), 2,28-1,15 (m, 10H). RMN 

de 13C (50 MHz, CDCl3) δ/(ppm): 164,5, 146,0, 135,6, 130,2, 119,7, 116,5, 113,0, 90,6, 37,7 (2C), 27,5, 

24,7 (2C). 

 

5.2.3 – Composto 5 (9-cloro-2,3-diidro-1H-ciclopenta[b]quinolina) 

 

A uma mistura do ácido 2-aminobenzóico (8,22 g, 59,95 mmol) e ciclopentanona (6,07 g, 72,21 mmol), 

sob agitação magnética, e em banho de gelo, foi adicionado, lentamente (gota à gota), POCl3 (82,25 g, 

536,4 mmol). A mistura resultante foi posta em refluxo sob agitação por duas horas e então resfriada à 

temperatura ambiente. Seguiu-se a adição lenta e sob agitação magnética da mistura reacional a uma 

solução aquosa de KOH (224 g em 400 mL de água) em banho de gelo. A mistura reacional foi então 

submetida à extração bifásica com CH2Cl2 (4X de 100 mL). A fase orgânica foi seca com MgSO4, filtrada 

e o solvente removido sob vácuo em evaporador rotatório [6]. Após secagem em bomba de alto vácuo, o 

produto foi purificado empregando-se coluna de sílica flash (eluente hexano: acetato de etila:trietilamina 

– 10:4:0,1) e secado em bomba de alto vácuo, por oito horas, obtendo-se um sólido bege (3,36g, 16,48 

mmol). Rendimento da reação: 28%. 

 

N

Cl

 
 

Aspecto físico: Sólido bege. Ponto de fusão: 85-87 °C. IV/(cm-1): 3025, 2956, 2911, 1991, 1637, 1606, 

1557, 1494, 1463, 1435, 1422, 1390, 1376, 1304, 1253, 1157, 1139. 1090, 1021, 929, 866, 840, 740. 

RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) δ/(ppm): 7,98 (d, 1H, J 7,9), 7,89 (d, 1H, J 7,9), 7,53 (t, 1H, J 7,9), 7,39 

(t, 1H, J 7,9), 3,07 (t, 2H, J 7,5), 2,98 (t, 2H, J 7,5), 2,08 (qn, 2H, J 7,9). RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) 

δ/(ppm): 167,6, 148,6, 137,7, 134,1, 129,3, 129,0, 126,6, 125,4, 123,7, 35,7, 30,5, 22,9. Análise 

elementar: calc. para C12H10ClN: C 70,77; H 4,95; N 6,88; encontrado: C 71,15; H 4,51; N 7,14. HRMS 

(ESI): calc. para C12H10ClN [M + H]+: 204,0580; encontrado: 204,0524. 
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5.2.4 - Composto 6 (9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina) 

 

O éster espirocarbinolamina (3,38 g, 15,54 mmol) foi adicionado lentamente ao POCl3 (10,01 g, 65,31 

mmol) em um balão de 25 mL. A mistura resultante foi posta em refluxo sob agitação por duas horas. 

Após esse período, a mistura foi resfriada à temperatura ambiente e, então, adicionada lentamente e sob 

agitação magnética a uma solução aquosa de KOH (32,95 g de KOH em 61,01 g de água) em banho de 

gelo. Adicionaram-se, então, 100 mL de CH2Cl2 para extração inicial do produto desejado. Separaram-se 

as fases e repetiu-se a extração por três vezes com CH2Cl2. As fases orgânicas foram reunidas e secas com 

MgSO4. O material resultante foi filtrado sendo o solvente removido em evaporador rotatório [6]. Após 

secagem em bomba de alto vácuo, o produto foi purificado via coluna de sílica flash (eluente 

clorofórmio:trietilamina - 10:0,1) e secado em bomba de alto vácuo por oito horas obtendo-se um sólido 

amarelo (3,08 g, 14,16 mmol).  Rendimento da reação: 91%. 

 
Cl

N  
 

Aspecto físico: Sólido amarelo. Ponto de fusão: 65-67 °C. IV/(cm-1): 3050, 2937, 2870, 1613, 1578, 

1553, 1481, 1426, 1394, 1365, 1343, 1309, 1253, 1227, 1172, 1146, 1074, 1020, 984, 952, 916, 868, 834, 

792, 765, 750, 686. RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) δ/(ppm): 8,10 (d, 1H, J 7,8), 7,96 (d, 1H, J 7,8), 

7,63 (t, 1H, J 7,8), 7,48 (t, 1H, J 7,8), 3,15- 2,90 (m, 4H), 1,95-1,85 (m, 4H). RMN de 13C (50 MHz, 

CDCl3) δ/(ppm): 159,6, 146,8, 141,7, 129,5, 129,0, 128,8, 126,7, 125,5, 123,9, 34,3, 27,7, 22,8. Análise 

elementar: calc. para C13H12ClN: C 71,72; H 5,56; N 6,43; encontrado: C 72,13; H 5,62; N 6,63. HRMS 

(ESI): calc. para C13H12ClN [M + H]+: 218,0737; encontrado: 218,1100. 

   
5.2.5 - Composto 7 (11-cloro-7,8,9,10-tetraidro-6H-cicloepta[b]quinolina) 

 

A uma mistura de ácido 2-aminobenzóico (2,05 g, 14,98 mmol) e cicloeptanona (1,69 g, 15,08 mmol) 

num balão de 50 mL, sob agitação magnética em banho de gelo, foi adicionado lentamente (gota à gota) 

POCl3 (20,56 g, 134,1 mmol). A mistura resultante foi posta em refluxo sob agitação por duas horas. 

Após esse período seguiu o resfriamento à temperatura ambiente e adição lenta (gota à gota) sob agitação 

da mistura reacional a uma solução aquosa de KOH (56,13 g em 100 mL de água) em banho de gelo. A 

mistura foi então submetida à extração com CH2Cl2 (4X de 60 mL). A fase orgânica foi seca com MgSO4, 

filtrada, sendo o solvente removido em evaporador rotatório [6]. Após recristalização em acetona por 24 

horas em freezer a 0ºC e secagem em bomba de alto vácuo por 8 horas obteve-se um sólido marrom (0,54 

g, 2,31 mmol). Rendimento de reação: 16 %. 
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Aspecto físico: sólido marrom. Ponto de fusão: 91-93 °C. IV/(cm-1): 3070, 2917, 2846, 1582, 1556, 

1482, 1449, 1397, 1372, 1334, 1315, 1254, 1204, 1097, 1029, 957, 887, 841, 813, 750, 727. RMN de 1H 

(200 MHz, CDCl3) δ/(ppm): 7,94 (d, 1H, J 7,6), 7,83 (d, 1H, J 7,6), 7,46 (t, 1H, J 7,6), 7,33 (t, 1H, J 

7,6), 3,16-2,86 (m, 4H), 1,85-1,37 (m, 6H). RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) δ/(ppm):  164,7, 146,4, 

139,7, 133,8, 129,1, 128,9, 126,7, 125,4, 124,5, 40,2, 31,9, 30,4, 27,5, 26,9. Análise elementar: calc. 

para C14H14ClN: C 72,57; H 6,09; N 6,04; encontrado: C 72,90; H 6,32; N 6,84. HRMS (ESI): calc. para 

C14H14ClN [M + H]+: 232,0893; encontrado: 232,0810. 

 

5.2.6 - Composto 14 (N-[7-({1H,2H,3H-ciclopenta[b]quinolin-9-il}amino)heptil]-1H,2H,3H-

ciclopenta[b]quinolin-9-amina) 

 

Foram adicionados 228,6 mg (1,12 mmol) do composto 5 a uma solução contendo 76,5 mg (0,59 mmol) 

de heptano-1,7-diamina em 1,5 mL de pentanol em um balão de 25 mL, ao qual foi adaptado um 

condensador para refluxo. A mistura foi submetida à agitação magnética e aquecimento à 160°C por 40 

horas. Resfriou-se, então, o sistema à temperatura ambiente e adicionaram-se 30 mL de HCl 2M [5]. Esse 

sistema acidulado permaneceu sob agitação e aquecimento de 40ºC por duas horas de onde se verificou a 

formação de um precipitado. O mesmo foi separado por filtração e lavado em sequência com 2 mL de 

cada um dos seguintes solventes: água, tolueno e hexano. O produto foi então seco em bomba de alto 

vácuo por 12 horas e recristalizado à partir da mistura ácido trifluoroacético (TFA): água. Rendimento de 

79 %. 
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H
N

N

H
N

 
 

Aspecto físico: sólido cinza. Ponto de fusão: decompõe à 333 °C. IV/(cm-1): 3229, 2929, 2706, 1735, 

1632, 1580 1566, 1473, 1421, 1362, 1230, 1084, 881, 855, 766, 727, 672. RMN de 1H (400 MHz, 

CD3OD) δ/(ppm): 8,31 (d, 2H, J 7,8), 7,82 (t, 2H, J 7,8), 7,71 (d, 2H, J 7,8), 7,60 (t, 2H, J 7,8), 3,79 (t, 

4H, J 7,5), 3,36 (t, 4H, J 7,5), 3,16 (t, 4H, J 7,5), 2,26 (qn, 4H, J 7,5), 1,79-1,70 (m, 4H), 1,52-1,41 (m, 

6H). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 155,7, 139,9, 134,7, 128,3, 124,7, 121,4, 119,3, 

112,3,46,8, 33,5, 33,4, 33,2, 31,0, 28,5, 24,6. Análise elementar: calc. para C31H36N4∙3C2HO2F3∙H2O: C 
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53,88; H 5,01; N 6.79; encontrado: C 54,09; H 5,23; N 7,26. HRMS (ESI): calc. para C31H36N4 [M + 

H]+: 465,3018; encontrado: 465,3182. 

 

5.2.7 - Composto 15 (N-{7-[(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino]heptil}-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 6) = 206,9 mg (0,95 mmol) e m (composto 8) = 61,5 

mg (0,47 mmol). Entretanto, este composto foi recristalizado numa mistura de metanol e água. 

Rendimento 83%. 
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Aspecto físico: sólido verde claro. Ponto de fusão: 146-156 °C. IV/(cm-1): 3233, 2929, 2854, 1633, 

1570, 1520, 1443, 1416, 1358, 1330, 1252, 1177, 1034, 757, 702, 677. RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) 

δ/(ppm): 8,38 (d, 2H, J 7,9), 7,84 (t, 2H, J 7,9), 7,77 (d, 2H, J 7,9), 7,57 (t, 2H, J 7,9), 3,95 (t, 4H, J 7,0), 

3,01 (t, 4H, J 5,2), 2,72-2,65 (m, 4H), 2,03-1,78 (m, 12H), 1,52-1,41 (m, 6H). RMN de 13C (100 MHz, 

CD3OD) δ/(ppm): 158,9, 152,6, 140,6, 135,0, 127,3, 127,2, 121,0, 117,9, 113,7, 32,4, 30,8, 30,2, 28,5, 

25,8, 23,9, 22,7. Análise elementar: calc. para C33H40N4∙4HCl: C 62,07; H 6,95; N 8,77; encontrado: C 

62,06; H 6,99; N 8,54. HRMS (ESI): calc. para C33H40N4 [M + H]+: 494,3331; encontrado: 494,2961. 

 

5.2.8 - Composto 16 (N-[7-({6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-il}amino)eptil]-

6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 7) = 223,0 mg (0,96 mmol) e m (composto 8) = 62,2 

mg (0,48 mmol). Rendimento 61%. 
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Aspecto físico: sólido alaranjado. Ponto de fusão: 160-165 °C. IV/(cm-1): 3262, 2924, 2852, 2707, 1634, 

1584, 1560, 1531, 1498, 1467, 1425, 2353, 1304, 1210, 1141, 1076, 966, 837, 750, 673. RMN de 1H 
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(400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,33 (d, 2H, J 7,8), 7,85 (t, 2H, J 7,8), 7,79 (d, 2H, J 7,8), 7,61 (t, 2H, J 

7,8), 3,78 (t, 4H, J 7,8), 3,17 (t, 4H, J 5,5), 2,98 (t, 4H, J 5,3), 2,00-1,90 (m, 4H), 1,90-1,70 (m, 12H), 

1,44-1,37 (m, 6H). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 160,5, 158,7, 139,5, 134,7, 128,1, 126,2, 

121,3, 119,5, 118,7, 36,0, 33,1, 32,5, 30,8, 28,8, 28,6, 28,4, 27,7. Análise elementar: calc. para 

C35H44N4∙4C2HO2F3: C 52,87; H 4,95; N 5,74; encontrado: C 53,83; H 4,52; N 6,42. HRMS (ESI): calc. 

para C35H44N4 [M + H]+: 521,3644; encontrado: 521,3404. 

 

5.2.9 - Composto 17 (1-N,4-N-bis({1H,2H,3H-ciclopenta[b]quinolin-9-il})benzeno-1,4-diamina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 5) = 231,1 mg (1,13 mmol) e m (composto 9) = 61,5 

mg (0,52 mmol). Rendimento 77%. 
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Aspecto físico: Sólido marrom. Ponto de fusão: >360 °C. IV/(cm-1): 3229, 2547, 1781, 1659, 1585, 

1557, 1539, 1513, 1496, 1464, 1444, 1423, 1384, 1336, 1237, 1180. 1131, 1018, 851, 802, 761, 715, 706, 

664. RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,46 (d, 2H, J 7,8), 7,96 (t, 2H, J 7,8), 7,89 (d, 2H, J 

7,8), 7,74 (t, 2H, J 7,8), 7,44 (s, 4H), 3,25 (t, 4H, J 7,5), 2,52 (t, 4H, J 7,5), 2,23-2,11 (m, 4H). RMN de 

13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 165,0, 153,5, 140,4, 139,9, 135,1, 129,0, 128,6, 125,5, 121,7, 120,6, 

119,2, 33,8, 33,7, 25,0. Análise elementar: calc. para C30H26N4∙2C2HO2F3: C 60,9; H 4,21; N 8,35; 

encontrado: C 61,39; H 3,52; N 8,75. HRMS (ESI): calc. para C30H26N4 [M + H]+: 443,2236, encontrado: 

443,2278. 

 

5.2.10 - Composto 18 (1-N,4-N-bis(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)benzeno-1,4-diamina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 6) = 232,1 mg (1,07 mmol) e m (composto 9) = 57,4 

mg (0,53 mmol). Rendimento 74%. 
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Aspecto físico: Sólido marrom. Ponto de fusão: 186-192 °C. IV/(cm-1): 3292, 2952, 1777, 1643, 1586, 

1568, 1505, 1435, 1414, 1376, 1335, 1256, 1187, 1123, 1016, 800, 787, 756, 700. RMN de 1H (200 

MHz, CF3O2D) δ/(ppm): 7,93-7,52 (m, 6H), 7,35 (t, 2H, J 6,8), 7,16 (s, 4H), 3,14-2,89 (m, 4H), 2,75-

2,58 (m, 4H), 2,06-1,86 (m, 8H). RMN de 13C (50 MHz, CF3O2D) δ/(ppm): 156,5, 155,8, 141,4, 140,4, 

136,3, 128,8, 127,7, 127,2, 121,6, 119,5, 118,3, 31,0, 26,3, 23,5, 22,5. Análise elementar: calc. para 

C32H30N4∙2C2HO2F3: C 61,89; H 4,62; N 8,02; encontrado: C 62,05; H 3,93; N 8,45. HRMS (ESI): calc. 

para C32H30N4 [M + H]+: 471,2549; encontrado: 471,2430. Cristalografia de raios-X: fórmula 

C32H32N4∙2(C4HF6O4), célula unitária triclínica, grupo espacial P-1, arestas a = 8,7040 (3) Å, b = 10,8569 

(3) Å, c = 11,5890 (3) Å, ângulos interarestas α = 100,578 (3), β = 103,072 (3), γ = 96,793 (3), v = 

1033,93 Å³, Z: 1 Z': 0, fator R = 5,41. A representação ORTEP da estrutura de raios-X do composto 18 ao 

nível de 50% de probabilidade é mostrada na Figura 5.2.1. 

 

 

Figura 5.2.1 – Representação ORTEP da estrutura de raios-X do composto 18. 

 

5.2.11 – Composto 19 (1-N,4-N-bis({6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-il})benzeno-1,4-

diamina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 7) = 233,8 mg (1,00 mmol) e m (composto 9) = 54,66 

mg (0,50 mmol). Rendimento 85%. 
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Aspecto físico: sólido alaranjando. Ponto de fusão: 255-260 °C. IV/(cm-1): 3253, 2925, 1776, 1661, 

1585, 1558, 1416, 1190, 1120, 966, 800, 758, 705. RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,18 (d, 

2H, J 8,7), 7,96-7,89 (m, 4H), 7,65-7,59 (m, 2H), 7,18 (s, 4H), 3,28 (m, 4H), 2,90 (t, 4H, J 8,0), 1,95-1,89 

(m, 8H), 1,67-1,59 (m, 4H). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 163,2, 155,0, 141,8, 139,7, 
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135,1, 129,1, 126,7, 125,2, 125,0, 121,7, 36,6, 33,1, 29,4, 28,5, 27,7. Análise elementar: calc. para 

C34H34N4∙2C2HO2F3∙H2O: C 61,29; H 5,14; N 7,52; encontrado: C 61,38; H 4,0; N 7,76. HRMS (ESI): 

calc. para C34H34N4 [M + H]+: 499,2862; encontrado: 499,2886. 

 

5.2.12 - Composto 20 (N-{4-[4-({1H,2H,3H-ciclopenta[b]quinolin-9-il}amino)fenil]fenil}-1H,2H,3H-

ciclopenta[b]quinolin-9-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 5) = 262,6 mg (1,29 mmol) e m (composto 10) = 

124,2 mg (0,67 mmol). Rendimento 95%. 
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Aspecto físico: sólido amarelo claro. Ponto de fusão: 252-256 °C. IV/(cm-1): 3225, 2792, 1667, 1640, 

1616, 1583, 1556, 1532, 1492, 1441, 1426, 1377, 1186, 1174, 1005, 829, 798, 765, 718. RMN de 1H 

(400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,47 (d, 2H, J 7,8), 7,96 (t, 2H, J 7,8), 7,88 (d, 2H, J 7,8), 7,84 (d, 4H, J 

8,5), 7,74 (t, 2H, J 7,8), 7,44 (d, 4H, J 8,5), 3,23 (t, 4H, J 7,5), 2,49 (t, 4H, J 7,5), 2,14 (qn, 4H, J 7,5). 

RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 164,8, 153,5, 140,9, 140,6, 140,4, 135,0, 129,4, 129,0, 

128,5, 125,5, 121,7, 119,2, 112,3, 33,7, 33,6, 25,0. Análise elementar: calc. para 

C36H30N4∙2C2HO2F3∙3H2O: C 60,0; H 4,78; N 7,0; encontrado: C 60,25; H 3,09; N 7,03. HRMS (ESI): 

calc. para C36H30N4[M + H]+: 519,2549; encontrado: 519,2311. 

 

5.2.13 - Composto 21 (N-(4-{4-[(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino]fenil}fenil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-

9-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 6) = 266,0 mg (1,22 mmol) e m (Composto 10) = 

118,0 mg (0,64 mmol). Rendimento 98 %. 
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Aspecto físico: sólido alaranjado. Ponto de fusão: 186-192 °C. IV/(cm-¹): 3312, 3159, 2970, 1778, 1634, 

1581, 1498, 1469, 1403, 1252, 1190, 1135, 1006, 861, 788, 757, 700, 675. RMN de 1H (400 MHz, 

CD3OD) δ/(ppm): 8,00 (d, 2H, J 8,7), 7,90-7,83 (m, 4H), 7,75 (d, 4H, J 8,7), 7,52-7,44 (m, 2H), 7,29 (d, 

4H, J 8,6), 3,18 (t, 4H, J 6,3), 2,65 (t, 4H, J 6,1), 2,05-1,97 (m, 4H), 1,97-1,87 (m, 4H). RMN de 13C 
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(100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 155,2, 142,2, 139,6, 139,1, 134,5, 129,0, 127,3, 126,5, 125,3, 120,6, 

119,5, 117,9, 111,6, 29,8, 26,5, 23,0, 22,0. Análise elementar: calc. para C38H34N4∙4C2HO2F3: C 55,1; H 

3,82; N 5,59; encontrado: C 55,6; H 2,83; N 5,69. HRMS (ESI): calc. para C38H34N4 [M + H]+: 

547,2862; encontrado: 547,3013. Cristalografia de raios-X: fórmula C38H36N4,2(C4HF6O4), célula 

unitária triclínica, grupo espacial P-1, arestas a = 9,7578(2) Å, b = 11,2552(3) Å, c = 11,8308(3) Å, 

ângulos interarestas α = 115,403(2), β = 97,181(2), γ = 106,900(2), V = 1075,12 Å³, Z: 1 Z': 0, fator R = 

4,93. A representação ORTEP da estrutura de raios-X do composto 21 ao nível de 50% de probabilidade é 

mostrada na Figura 5.2.2. 

 

Figura 5.2.2 - Representação ORTEP da estrutura de raios-X do composto 21. 

 

5.2.14 – Composto 22 (N-{4-[4-({6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-il}amino)fenil]fenil}-

6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 12 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 7) = 244,9 mg (1,05 mmol) e m (composto 10) = 96,9 

mg (0,53 mmol). Rendimento 92 %. 

N

N
H

H
N

N

 
 

Aspecto físico: sólido amarelo. Ponto de fusão: 138-144 °C. IV/(cm-1): 3250, 3134, 2935, 1770, 1663, 

1582, 1515, 1494, 1359, 1207, 1186, 1130, 1003, 963, 811, 786, 756, 721, 708, 677. RMN de 1H (400 

MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,20 (d, 2H, J 8,2), 7,99-7,88 (m, 4H), 7,69 (d, 4H, J 8,6), 7,62 (t, 2H, J 8,2), 

7,20 (d, 4H, J 8,6), 3,35-3,24 (m, 4H), 2,90 (t, 4H, J 5,2), 1,98-1,86 (m, 8H), 1,68-1,58 (m, 4H). RMN de 

13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 163,2, 154,8, 144,0, 139,6, 138,9, 135,1, 129,7, 129,2, 126,8, 125,5, 

124,1, 122,4, 121,7, 36,7, 33,1, 29,4, 28,5, 27,7. Análise elementar: calc. para C40H38N4∙4C2HO2F3: C 

55,93; H 4,11; N 5,44; encontrado: C 56,90; H 3,29; N 5,69. HRMS (ESI): calc. para C40H38N4 [M + 

H]+: 575,3175; encontrado: 575,3061. 
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5.2.15 – Composto 23 (1-N,5-N-bis({1H,2H,3H-ciclopenta[b]quinolin-9-il})naftaleno-1,5-diamina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 5) = 206,2 mg (1,01 mmol) e m (composto 11) = 78,8 

mg (0,50 mmol). Rendimento 64 %. 

N

N

N
H

H
N

 
 

Aspecto físico: sólido verde escuro. Ponto de fusão: decompõe à 310 °C. IV/(cm-1):  2548, 1633. 1584, 

1548, 1520, 1459, 1405, 1223, 1148, 1037, 857, 788, 740, 672. RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) 

δ/(ppm):  8,63 (d, 2H, J 7,0), 8,15 (d, 2H, J 7,0), 8,00 (t, 2H, J 7,0), 7,91 (t, 2H, J 7,0), 7,80 (t, 2H, J 8,0), 

7,72-7,66 (m, 4H), 3,20-3,14 (m, 4H), 2,25-1,96 (m, 4H), 1,89-1,65 (m, 4H). RMN de 13C (50 MHz, 

CF3CO2D) δ/(ppm): 164,9, 154,3, 142,7, 140,2, 139,7, 136,0, 130,1, 130,0, 129,3, 124,5, 122,0, 120,1, 

119,8, 119,5, 34,1, 33,4, 24,8. Análise elementar: calc. para C34H28N4∙2C2HO2F3∙2H2O: C, 60.32; H, 

4.53; N, 7.40; encontrada: C 59,69; H 2,91; N 8,48. HRMS (ESI): calc. para C34H28N4 [M + H]+: 

493,2922, encontrada: 493,2452. 

 

5.2.16 – Composto 24 (1-N,5-N-bis(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)naftaleno-1,5-diamina) 
 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 6) = 208,2 mg (0,96 mmol) m (composto 11) = 75,6 

mg (0,48 mmol). Rendimento 42 %. 

N

N

N
H

H
N

 
 

Aspecto físico: sólido marrom escuro. Ponto de fusão: decompõe à 280 °C. IV/(cm-1): 3389, 2864, 2613, 

1639, 1586, 1552, 1380, 1332, 1280, 1054, 924, 866, 786, 758, 658. RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) 

δ/(ppm): 8,09 (d, 2H, J 8,2), 7,98 (d, 2H, J 8,2), 7,81 (t, 2H, J 8,2), 7,73 (d, 2H, J 8,2), 7,65 (t, 2H, J 8,2), 

7,60-7,52 (m, 2H), 7,29 (t, 2H, J 8,2), 3,23-3,10 (m, 4H), 2,64-2,45 (m, 4H), 2,11-1,66 (m, 8H). RMN de 

13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 155,4, 153,5, 138,3, 130,8, 127,1, 126,9, 126,2, 126,0, 124,7, 124,2, 

120,9, 120,0, 119,3, 117,6, 28,5, 24,8, 21,7, 20,6. Análise elementar: calc. para 

C36H32N4∙3C2HO2F3∙H2O: C 57,27; H 4,23; N 6,36; encontrado: C 57,74; H 3,64; N 7,82. HRMS (ESI): 

calc. para C36H32N4 [M + H]+: 521,2783; encontrado: 521,5498. 
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5.2.17 – Composto 25 (1-N,5-N-bis({6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-il})naftaleno-1,5-

diamina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 7) = 211,4 mg (0,91 mmol) e m (composto 11) = 72,5 

mg (0,46 mmol). Rendimento 57 %. 

N

N

N
H

H
N

 
 

Aspecto físico: sólido verde escuro. Ponto de fusão: decompõe à 252°C. IV/(cm-1): 3286, 2936, 1770, 

1638, 1583, 1501, 1455, 1403, 1371, 1272, 1192, 1137, 965, 859, 784, 759, 680, 661. RMN de 1H (400 

MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,14 (d, 2H, J 8,6), 8,04-7,86 (m, 6H), 7,61-7,49 (m, 4H), 7,42-7,28 (m, 2H), 

3,26 (m, 4H), 2,69 (t, 4H, J 5,4), 1,94-1,74 (m, 8H), 1,55-1,14 (m, 4H). RMN de 13C (100 MHz, 

CD3OD) δ/(ppm): 163,1, 156,8, 141,5, 132,2, 129,2, 129,0, 128,1, 126,4, 124,5, 123,6, 123,0, 122,2, 

121,7, 121,1, 36,5, 32,9, 28,9, 27,8, 27,7. Análise elementar: calc. para C38H36N4∙3C2HO2F3∙H2O: C 

58,15; H 4,55; N 6,16; encontrado: C 57,68; H 3,91; N 7,82. HRMS (ESI): calc. para C38H36N4 [M + 

H]+: 549,3096; encontrado: 549,3467. 

 

5.2.18 – Composto 26 (N-(4-{[4-({1H,2H,3H-ciclopenta[b]quinolin-9-il}amino)fenil]metil}fenil)-

1H,2H,3H-ciclopenta[b]quinolin-9-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 5) = 193,0 mg (0,95 mmol) e m (composto 12) = 94,3 

mg (0,48 mmol). Rendimento 92%. 

N

H
N

N

H
N

 
 

Aspecto físico: sólido bege. Ponto de fusão: >360 °C. IV/(cm-1): 3112, 2977, 2759, 2719, 2643, 1634, 

1614, 1582, 1540, 1507, 1429, 1373, 1281, 1184, 1106, 1019, 882, 826, 788, 779, 760, 707, 673. RMN 

de 1H (400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,43 (d, 2H, J 7,8), 7,93 (t, 2H, J 7,8), 7,85 (d, 2H, J 7,8), 7,71 (t, 

2H, J 7,8), 7,38 (d, 4H, J 8,3), 7,29 (d, 4H, J 8,3), 4,16 (s, 2H), 3,19 (t, 4H, J 7,6), 2,37 (t, 4H, J 7,8), 2,08 

(qn, 4H, J 7,6). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 164,5, 153,8, 142,8, 140,3, 139,1, 135,0, 

131,4, 128,8, 128,7, 125,4, 121,6, 120,3, 118,5, 42,6, 33,6, 33,3, 24,9. Análise elementar: calc. para 

C37H32N4∙3C2HO2F3∙H2O: C 57,85; H 4,23; N 6,28; encontrado: C 58,26; H 4,18; N 7,26. HRMS (ESI): 

calc. para C37H32N4 [M + H]+: 533,2783; encontrado: 533,2968. 
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5.2.19 – Composto 27 (N-[4-({4-[(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino]fenil}metil)fenil]-1,2,3,4-

tetraidroacridin-9-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 6) = 197,5 mg (0,91 mmol) e m (composto 12) = 89,9 

mg (0,45 mmol). Entretanto, este composto foi recristalizado a partir de mistura de metanol e água. 

Rendimento 87%. 

N

H
N

N

H
N

 
 

Aspecto físico: sólido laranja. Ponto de fusão: 286-292 °C. IV/(cm-1): 3401, 2866, 1633, 1578, 1548, 

1500, 1431, 1403, 1376, 1334, 1251, 1175, 1110, 1016, 870, 820, 756, 702, 676. RMN de 1H (400 MHz, 

CD3OD) δ/(ppm): 7,90-7,84 (m, 6H), 7,39 (t, 2H, J 8,0), 7,32 (d, 4H, J 8,0), 7,17 (d, 4H, J 8,0), 4,09 (s, 

2H), 3,15 (t, 4H, J 6,0), 2,59 (t, 4H, J 8,0), 1,99-1,89 (m, 8H). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) 

δ/(ppm):  155,4, 154,4, 140,7, 139,6, 134,3, 131,2, 127,0, 126,5, 125,6, 121,0, 120,5, 111,1, 42,0, 32,4, 

29,8, 26,3, 23,0, 22,0. Análise elementar: calc. para C39H36N4∙3HCl∙H2O: C 68,07; H 6,04; N 8,14; 

encontrado: C 68,33; H 5,76; N 8,28. HRMS (ESI): calc. para [C39H36N4 + H]+: 561,3018, encontrado: 

561,3596. 

 

5.2.20 – Composto 28 (N-(4-{[4-({6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-

il}amino)fenil]metil}fenil)-6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b] quinolin-11-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 7) = 195,1 mg (0,84 mmol) e m (composto 12) = 82,8 

mg (0,42 mmol). Entretanto, este composto foi recristalizado a partir de mistura de metanol e água. 

Rendimento 90 %. 

N

H
N

N

H
N

 
 

Aspecto físico: sólido verde claro. Ponto de fusão: 246-251 °C. IV/(cm-1): 3215, 2926, 2850, 2776, 

1633, 1578, 1557, 1508, 1496, 1410, 1377, 1335, 1212, 1185, 1108, 107, 1019, 966, 920, 896, 862, 820, 

766, 678. RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,14 (d, 2H, J 8,3), 7,91 (t, 2H, J 8,3), 7,89 (d, 2H, 

J 8,3), 7,56 (t, 2H, J 8,3), 7,25 (d, 4H, J 8,6), 7,10 (d, 4H, J 8,6), 4,02 (s, 2H), 3,28-3,22 (m, 4H), 2,82 (t, 

4H, J 5,3), 1,93-1,82 (m, 8H), 1,60-1,50 (m, 4H). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 162,9, 

155,1, 142,6, 140,9, 139,5, 135,0, 132,0, 128,9, 126,7, 124,5, 122,0, 121,6, 42,4, 36,6, 33,1, 29,2, 28,4, 
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27,7. Análise elementar: calc. para C41H40N4∙4HCl∙2H2O: C 63,9; H 6,28; N 7,27; encontrado: C 64,0; H 

4,41; N 6,94. HRMS (ESI): calc. para C41H40N4 [M + H]+: 589,3409; encontrado: 589,3879. 

 

5.2.21 – Composto 29 (N-[4-(2-{4-[(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino]fenil}etil)fenil]-1,2,3,4-

tetraidroacridin-9-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 5) = 189,5 mg (0,93 mmol) e m (composto 13) = 97,8 

mg (0,46 mmol). Rendimento 94%. 

 

N

H
N

N

N
H

 
 

Aspecto físico: sólido cinza claro. Ponto de fusão: 267-270 °C. IV/(cm-1): 3107, 2956, 2703, 2632, 

1780, 1632, 1582, 1525, 1463, 1427, 1372, 1333, 1295, 1279, 1203, 1188. 1020, 960, 893, 834, 756, 653. 

RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,41 (d, 2H, J 8,0), 7,92 (t, 2H, J 8,0), 7,84 (d, 2H, J 8,0), 

7,70 (t, 2H, J 8,0), 7,28 (d, 4H, J 8,3), 7,23 (d, 4H, J 8,3), 3,17 (t, 4H, J 7,7), 3,07 (s, 4H), 2,34 (t, 4H, J 

7,5), 2,07 (qn, 4H, J 7,5). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 164,4, 153,8, 143,3, 140,3, 138,8, 

134,9, 131,3, 128,8, 128,5, 125,3, 121,6, 120,2, 118,3, 39,3, 33,6, 33,3, 24,8. Análise elementar: calc. 

para C38H34N4∙3C2HO2F3∙H2O: C 58,28; H 4,34; N 6,18; encontrado: C 58,41; H 3,01; N 7,13. HRMS 

(ESI): calc. para C38H34N4 [M + H]+: 547,2862; encontrado: 547,3234. 

 

5.2.22 – Composto 30 (N-[4-(2-{4-[(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino]fenil}etil)fenil]-1,2,3,4-

tetraidroacridin-9-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 6) = 188,7 mg (0,87 mmol) e m (composto 13) = 90,0 

mg (0,42 mmol). Rendimento 85%. 

 

N

H
N

N

N
H

 
 

Aspecto físico: sólido amarelo. Ponto de fusão: 248-253 °C. IV/(cm-1): 2936, 1634, 1580, 1550, 1500, 

1402, 1376, 1335, 1253, 1176, 1018, 826, 757, 677. RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 7,88-

7,73 (m, 6H), 7,37 (t, 2H, J 7,7), 7,23 (d, 4H, J 8,3), 7,13 (d, 4H, J 8,3), 3,12 (t, 4H, J 6,0), 3,03 (s, 4H), 
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2,57 (t, 4H, J 6,0), 1,99-1,84 (m, 8H). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 156,2, 155,2, 142,3, 

141,1, 140,3, 135,0, 131,8, 127,6, 127,2, 126,2, 121,2, 119,6, 117,4, 39,3, 30,4, 26,9, 23,7, 22,7. Análise 

elementar: calc. para C40H38N4∙3C2HO2F3∙H2O: C 59,10; H 4,64; N 5,99; encontrado: C 59,06; H 3,01; N 

7,13. HRMS (ESI): calc. para C40H38N4 [M + H]+: 575,3175; encontrado: 575,3698. 

 

5.2.23 – Composto 31 (N-(4-{2-[4-({6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b]quinolin-11-

il}amino)fenil]etil}fenil)-6H,7H,8H,9H,10H-cicloepta[b] quinolin-11-amina) 

 

Este composto foi sintetizado via procedimento similar àquele adotado para o composto 14 sendo as 

seguintes as quantidades empregadas: m (composto 7) = 193,0 mg (0,83 mmol) e m (composto 13) = 88,3 

mg (0,42 mmol). Rendimento 55%. 

 

N

H
N

N

N
H

 
 

Aspecto físico: sólido laranja. Ponto de fusão: 136-142 °C. IV/(cm-1): 3153, 3071, 2927, 2718, 1631, 

1579, 1547, 1514, 1405, 1379, 1263, 1218, 1075, 1021, 964, 882, 841, 818, 766, 722, 672. RMN de 1H 

(400 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 8,10 (d, 2H, J 8,6), 7,91 (t, 2H, J 8,0), 7,86 (d, 2H, J 8,5), 7,55 (t, 2H, J 

7,7), 7,20 (d, 4H, J 8,3), 7,07 (d, 4H, J 8,3), 3,27-3,18 (m, 4H), 2,98 (s, 2H), 2,81 (t, 4H, J 5,2), 1,94-1,81 

(m, 8H), 1,60-1,49 (m, 4H). RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) δ/(ppm): 162,7, 155,2, 142,3, 141,3, 

139,5, 135,0, 131,9, 128,8, 126,7, 124,5, 124,1, 121,8, 121,6, 39,2 36,5, 33,1, 29,2, 28,5, 27,7. Análise 

elementar: calc. para C42H42N4∙2C2HO2F3∙3H2O: C 62,44; H 5,70; N 6,36; encontrado: C 62,40; H 4,65; 

N 7,46. HRMS (ESI): calc. para C42H42N4 [M + H]+: 603,3566; encontrado: 603,3526. 

 

5.3 - Procedimentos de avaliação de atividade anticolinesterásica 

 

As curvas de dose resposta para determinação do CI50 foram obtidas seguindo a metodologia proposta por 

Ellman e colaboradores [7]. Foram utilizadas as enzimas hAChE (acetilcolinesterase humana, 

recombinante, expressa em células HEK 293, pó liofilizado, ≥ 1,500 unidades/mg de proteína), hBChE 

(humana, recombinante, expressa em cabra, ≥ 500 unidades/mg de proteína), EeAChE (Electrophorus 

electricus, Tipo VI-S, pó liofilizado, 200-1,000 unidades/mg de proteína) e eqBChE (de soro equino, pó 

liofilizado, ≥ 900 unidades/mg de proteína), todas adquiridas da Sigma-Aldrich [8]. Da mesma empresa 

foram também adquiridos os demais reagentes utilizados: DTNB (ácido 5,5′-ditiobis(2-nitrobenzoico)), 

ATChI (iodeto de acetiliocolina) e BTChI (iodeto de butiriltiocolina). As reações foram conduzidas em 

tampão fosfato pH 8 em placas de 96 poços, sendo as leituras realizadas à 412 nm após 2,5 minutos de 

reação. As concentrações de ATChI, BTChI e DTNB no meio reacional foram de 0,3 mM, enquanto das 

enzimas 0,1 u/mL. Foram avaliadas pelo menos sete concentrações do inibidor na faixa entre 10-3 e 10-10 
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M. Todas as medidas foram realizadas em triplicata. A porcentagem de inibição foi calculada com a 

Equação 5.1.  

 

 
(5.1) 

 
 

Onde ΔAi refere-se à variação da absorbância na presença do inibidor e ΔA à variação da absorbância no 

meio de catálise sem inibidor. As curvas de dose-resposta foram construídas pela regressão sigmoidal dos 

dados do plot da % de inibição em função do logaritmo decimal da concentração molar do inibidor com o 

auxílio do programa Origin 6.0 [10]. O CI50 foi determinado a partir das curvas de dose-resposta, sendo a 

concentração do inibidor para a qual a atividade enzimática apresenta valor de 50% [11].  

Os ensaios de cinética seguiram a metodologia descrita por Ellman e colaboradores [7]. As leituras 

foram realizadas em um leitor de Elisa em placas de 96 poços. Os experimentos foram conduzidos em 

tampão fosfato pH 8. Os inibidores foram avaliados em pelo menos 04 concentrações, coerentes com o 

valor de CI50 previamente determinado. Pelo menos três concentrações diferentes do substrato foram 

utilizadas nos experimentos, com valores coerentes ao Km das enzimas. Todos os experimentos foram 

conduzidos em triplicata. Na determinação das velocidades utilizou a Equação 5.2 [7].  

 

 
(5.2) 

 

Onde ΔA refere-se à variação de absorbância de uma substância de referência em um dado comprimento 

de onda em função do tempo de reação e 13600 refere-se ao coeficiente de absortividade molar do ânion 

5-tio-2-nitro-benzóico.  

Em função do perfil cinético observado para os dímeros de tacrina, as análises foram conduzidas 

seguindo as deduções possibilitadas pela Equação 5.3, característica de inibidores mistos [12-17]. 

 

 

(5.3) 

 

Onde vo é a velocidade inicial, Vmax é a velocidade máxima de reação enzimática, [S] é a concentração de 

substrato utilizada no experimento, [I] é a concentração do inibidor, α é o fator de alteração da constante 

inibitória dada a presença do substrato ligado previamente à enzima e Km é a constante de Michaelis-

Menten. As constantes inibitórias foram determinadas pelo método das inclinações [18]. Os valores de 

alfa foram obtidos a partir dos gráficos de Dixon [19]. Nesse contexto, as inclinações bem como os 

valores de 1/Vmax foram determinados a partir dos gráficos de Lineweaver-Burk [20]. 
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5.4 - Procedimentos de avaliação antiproliferativa 

 

Os ensaios de atividade antiproliferativa da tacrina e derivados foram realizados na FUNED onde há um 

banco de células desenvolvido a partir de culturas adquiridas da ATCC [21]. As células são mantidas em 

nitrogênio líquido à 5% em DMSO em meio de cultura até o momento de cultivo quando então passam 

por um processo de descongelamento rigorosamente estéril. Normalmente as células são cultivas à 37ºC e 

em atmosfera de 5% de CO2 para manutenção das condições ótimas de pH. Os meios de cultura das 

células são definidos pela ATTC [21], no site da qual, através do código da célula (e.g. IMR32) é possível 

encontrar todas as informações referentes à forma de cultivo. Neste trabalho todas as linhagens celulares 

foram cultivadas conforme as orientações da ATCC. Como exemplo, a linhagem IMR32 "neuroblastoma" 

foi cultivada em meio EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) aditivado em 10% com soro fetal 

bovino. Todos os trabalhos de manipulação das células foram conduzidos em fluxo laminar em cabine 

estéril em ambiente limpo. Os cultivos são realizados em recipientes próprios, novos e estéreis, não-

reutilizáveis. As vidrarias foram todas autoclavadas. 

Para o ensaio com MTT [22] foram aplicadas 105
 células/200µL de meio/ poço em placas de 96 poços. 

Após 24 horas, com a formação de monocamada de células, remove-se suavemente o sobrenadante, lava-

se a monocamada celular com 100 µL de PBS, aplica-se 198 µL de meio à 1% de SFB e 2µL de solução 

etanólica do composto. A concentração final do etanol no meio de cultura foi de 1% V/V, valor que não 

altera o desenvolvimento celular, conforme os testes realizados com essas células. Os poços de referência 

recebem 2µL de etanol. Como controle de morte, aplicou-se 2µL de solução de H2O2 à 30%. Após 24 

horas de aplicação dos compostos, remove-se o sobrenadante, lava-se as células com 200 µL de PBS à 

1%, aplica-se então 100 µL de solução de MTT em meio de cultura à 1% em SFB. As células foram 

postas em condição de cultura por três horas, após o que, as mesmas são centrifugadas à 1000 rpm por 10 

minutos. Remove-se então o sobrenadante, aplica-se 50 µL de DMSO a cada poço e realiza-se a leitura à 

500 nm. A absorbância do controle de morte é tomada como branco, sendo subtraída dos valores de 

absorbância das demais medidas. A porcentagem de células viáveis para cada concentração do composto 

é calculada com a Equação 5.4: 

 

 
(5.4) 

 

Onde A refere-se à absorbância da amostra tratada e Ar à absorbância da referência. As curvas de dose-

resposta são construídas pelo plot da porcentagem de viabilidade em função do logaritmo da concentração 

no meio de cultura do composto em análise. O ajuste da curva sigmoidal foi realizada com o programa 

Origin 6.0 [10]. A partir da curva de regressão infere-se o valor de concentração do composto para o qual 

a viabilidade celular é de 50%. 
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5.5 - Procedimentos de modelagem molecular 

 

As estruturas dos ligantes para os dockings foram desenhadas, minimizadas e adequadas quanto à 

conformação e às extensões com os programas Marvin Sketch 5.8.0 [23], DS Visualizer 3.1 [24], VegaZZ 

[25] e AutoDock Tools 1.5.4 (ADT) [26]. As propriedades físico-químicas e espectroscópicas foram 

estimadas com os programas Marvin Sketch 5.8.0 e ChemDraw [27]. As estruturas de raios-X dos 

receptores foram obtidas no PDB [28] enquanto o modelo por homologia para eqBChE foi obtido no 

Swiss-Model (UniProtAC Q9N1N9) [29-31]. A remoção de moléculas de água e correção estrutural dos 

receptores foi realizada com o programa SwissPDB Viewer 4.0.1[31] enquanto os hidrogênios polares e 

adequação de formato foi realizada com o ADT. A correção estrutural com o SwissPDB Viewer consiste 

substancialmente na reposição dos resíduos de superfície ausentes em determinada estrutura de raios-X 

(geralmente isso ocorre em regiões da biomolécula que são móveis mesmo no cristal). Os dockings foram 

conduzidos com o programa AutoDock Vina [32] onde a estrutura do ligante foi tomada como flexível e a 

do receptor rígida. Os grids foram definidos de maneira a exceder em 5 Å a região de interação do ligante 

com o complexo, com resolução padrão de 1 Å. O erro padrão das estimativas de energia livre no 

contexto do conjunto de treino para o Vina são de 2,8 kcal/mol [32]. As visualizações foram feitas com o 

programa Pymol ViewerTM 1.3 [33]. 
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Anexo IV - Espectros de IV (ATR) e RMN 
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Figura AIV.1 – Espectro na região de IV do ácido antranílico. 
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Figura AIV.2 – Espectro de RMN de 1H do ácido antranílico (200 MHz, CDCl3). 
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Figura AIV.3 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do ácido antranílico (50 MHz, CDCl3). 
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Figura AIV.4 – Espectro na região de IV do éster espirocarbinolamina. 
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Figura AIV.5 – Espectro de RMN de 1H do éster espirocarbinolamina (200 MHz, TFAD). 
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Figura AIV.6 – Espectro de RMN de 13C e DEPT 135 do éster espirocarbinolamina (50 MHz, CDCl3). 
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AIV.3 - Composto 5 

 

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0

63,7

66

68

70

72

74

76

78

80

82

84

86

88

90

92

93,9

cm-1

%T 

3025

2956

2911

1991

1637

1606

1557

1494

1463

1435

1422

1390

1376

1321

1304

1279

1253

1224

1157

1139

1090

1021

929

866

840

764

 

Figura AIV.7 – Espectro na região de IV do composto 5. 
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Figura AIV.8 – Espectro de RMN de 1H do composto 5 (200 MHz, CDCl3). 
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Figura AIV.9 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 5 (50 MHz, CDCl3). 

 

AIV.4 - Composto 6 
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Figura AIV.10 – Espectro na região de IV do composto 6. 
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Figura AIV.11 – Espectro de RMN de 1H do composto 6 (200 MHz, CDCl3). 
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Figura AIV.12 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 6 (50 MHz, CDCl3). 
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AIV.5 - Composto 7 
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Figura AIV.13 – Espectro na região de IV do composto 7. 
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Figura AIV.14 – Espectro de RMN de 1H do composto 7 (200 MHz, CDCl3). 
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Figura AIV.15 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 7 (50 MHz, CDCl3). 
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Figura AIV.16 – Espectro na região de IV do composto 14. 
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Figura AIV.17 – Espectro de RMN de 1H do composto 14 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.18 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 14 (100 MHz, CD3OD). 
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AIV.7 - Composto 15 
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Figura AIV.19 – Espectro na região de IV do composto 15. 

 

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.08.0

8
.3

9

8
.3

7

7
.8

6

7
.8

4

7
.8

2

7
.7

8

7
.7

6

7
.5

9

7
.5

7

7
.5

5

3
.9

7

3
.9

5

3
.9

3

3
.0

3

3
.0

1

3
.0

0

2
.7

0

2
.6

8

1
.9

7

1
.9

6

1
.9

5

1
.8

6

1
.8

4

1
.8

3

1
.8

1

1
.4

6

3
.8

6

3
.9

5

6
.1

0

1
.9

8

2
.0

3
1

.9
2

1
.9

2

7
.9

2
4

.1
9

 

Figura AIV.20 – Espectro de RMN de 1H do composto 15 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.21 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 15 (100 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.22 – Espectro na região de IV do composto 16. 
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Figura AIV.23 – Espectro de RMN de 1H do composto 16 (400 MHz, CD3OD). 

 

ppm (t1)
50100150

1
6
0

.4
9

1
5
8

.7
4

1
3
9

.4
8

1
3
4

.7
3

1
2
8

.0
9

1
2
6

.2
2

1
2
1

.2
8

1
1
9

.5
3

1
1
8

.6
6

3
5
.9

8

3
3
.0

7

3
2
.4

9

3
0
.8

1

2
8
.7

8

2
8
.5

9

2
8
.4

3

2
7
.7

4

 

Figura AIV.24 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 16 (100 MHz, CD3OD). 
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AIV.9 - Composto 17 
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Figura AIV.25 – Espectro na região de IV do composto 17. 
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Figura AIV.26 – Espectro de RMN de 1H do composto 17 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.27 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do 17 (100 MHz, CD3OD). 

 

AIV.10 - Composto 18 
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Figura AIV.28 – Espectro na região de IV do composto 18. 
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Figura AIV.29 – Espectro de RMN de 1H do composto 18 (200 MHz, CF3O2D). 
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Figura AIV.30 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 18 (100 MHz, CF3O2D). 
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AIV.11 - Composto 19 
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Figura AIV.31 – Espectro na região de IV do composto 19. 
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Figura AIV.32 – Espectro de RMN de 1H do composto 19 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.33 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do 19 (100 MHz, CD3OD). 

 

AIV.12 - Composto 20 
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Figura AIV.34 – Espectro na região de IV do composto 20. 
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Figura AIV.35 – Espectro de RMN de 1H do composto 20 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.36 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 20 (100 MHz, CD3OD). 
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AIV.13 - Composto 21 
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Figura AIV.37 – Espectro na região de IV do composto 21. 
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Figura AIV.38 – Espectro de RMN de 1H do composto 21 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.39 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 21 (100 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.40 – Espectro na região de IV do composto 22. 
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Figura AIV.41– Espectro de RMN de 1H do composto 22 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.42 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 22 (100 MHz, CD3OD). 
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AIV.15 - Composto 23 
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Figura AIV.43 – Espectro na região de IV do composto 23. 
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Figura AIV.44 – Espectro de RMN de 1H do composto 23 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.45 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 23 (100 MHz, CF3O2D). 
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Figura AIV.46 – Espectro na região de IV composto 24. 
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Figura AIV.47 – Espectro de RMN de 1H do composto 24 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.48 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 24 (100 MHz, CD3OD). 
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AIV.17 - Composto 25 

 

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0

50,2

55

60

65

70

75

80

85

90

94,7

cm-1

%T 

3286 3077

2936

2862

2342

1770 1638

1583

1501

1455

1403

1371

1272

1192

1137

1075

965

859

784

759

703

661

 

Figura AIV.49 – Espectro na região de IV do composto 25. 
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Figura AIV.50 – Espectro de RMN de 1H do composto 25 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.51 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 25 (100 MHz, CD3OD). 

 

AIV.18 - Composto 26 
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Figura AIV.52 – Espectro na região de IV do composto 26. 

N

H
N

N

H
N



132 

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.08.09.0

8
.4

4

8
.4

2

7
.9

5

7
.9

3

7
.9

1

7
.8

6

7
.8

4

7
.7

2

7
.7

0

7
.6

9

7
.4

0

7
.3

7

7
.3

0

7
.2

8

4
.1

6

3
.2

1

3
.1

9

3
.1

7

2
.3

9

2
.3

7

2
.3

5

2
.1

2

2
.1

0

2
.0

8

2
.0

7

2
.0

5
2
.0

1

2
.1

0
1
.9

7
2
.0

2

4
.0

3
3
.9

1

1
.9

4

4
.0

9

4
.0

0

4
.0

6

 

Figura AIV.53 – Espectro de RMN de 1H do composto 26 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.54 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 26 (100 MHz, CD3OD). 
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AIV.19 - Composto 27 
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Figura AIV.55 – Espectro na região de IV do composto 27. 
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Figura AIV.56 – Espectro de RMN de 1H do composto 27 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.57 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 27 (100 MHz, CD3OD). 

 

AIV.20 - Composto 28 
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Figura AIV.58 – Espectro na região de IV do composto 28. 
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Figura AIV.59 – Espectro de RMN de 1H do composto 28 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.60 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 28 (100 MHz, CD3OD). 
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AIV.21 - Composto 29 
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Figura AIV.61 – Espectro na região de IV do composto 29. 
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Figura AIV.62 – Espectro de RMN de 1H do composto 29 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.63 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 29 (100 MHz, CD3OD). 

 

AIV.22 - Composto 30 
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Figura AIV.64 – Espectro na região de IV do composto 30. 
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Figura AIV.65 – Espectro de RMN de 1H do composto 30 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.66 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 30 (100 MHz, CD3OD). 

 

 

 

 



139 

AIV.23 - Composto 31 
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Figura AIV.67 – Espectro na região de IV do composto 31. 
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Figura AIV.68 – Espectro de RMN de 1H do composto 31 (400 MHz, CD3OD). 
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Figura AIV.69 – Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do composto 31 (100 MHz, CD3OD). 


