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RESUMO 

 

A busca por moléculas inibidoras das enzimas colinesterases (ChE) constitui uma 

das estratégias mais estudadas para o desenvolvimento de novos fármacos no tratamento 

da doença de Alzheimer (DA) segundo a hipótese colinérgica. Como a DA é uma doença 

multifatorial, tem-se estudado o desenvolvimento de moléculas híbridas, isto é, que atuam 

em mais de um alvo simultaneamente. A tianeptina, a tacrina, a lofina e o ácido cinâmico 

foram escolhidas como estruturas moleculares para a elaboração de híbridos. Este 

trabalho foi dividido em três partes, sendo a primeira dedicada a síntese de ésteres 

derivados do fármaco tianeptina, a segunda que trata da síntese de moléculas híbridas 

com variações estruturais provenientes dos núcleos tacrina, lofina e ácido cinâmico, e 

uma terceira parte em que foi realizado o estudo fotofísico das moléculas sintetizadas e 

das interações com a proteína BSA.  

A tianeptina é um fármaco utilizado para o tratamento da depressão. Realizamos 

a síntese de ésteres da Tianeptina (através da esterificação de Fischer) com o intuito de 

investigar as suas interações com a proteína albumina sérica bovina (BSA) e as enzimas 

AChE e BuChE. Porém, os resultados de atividade biológica destes ésteres com as ChE 

não foram profícuos. Além dos ésteres, neste trabalho foram sintetizados híbridos 

contendo os núcleos lofina e tacrina unidos através de uma cadeia espaçadora metilênica 

(de dois a nove átomos de carbono) e derivados do ácido cinâmico contendo uma ligação 

tripla. A introdução de uma ligação tripla duplamente substituída na estrutura dos híbridos 

foi realizada a fim de se investigar, tanto experimentalmente e por modelagem molecular, 

os efeitos da mesma na interação com as ChE. A ligação tripla foi introduzida na estrutura 

do ácido cinâmico por meio da adição de um substituinte fenil-acetileno ao para-bromo-

benzaldeído via reação de acoplamento de Sonogashira, seguida de uma condensação de 

Knovenagel com modificação de Doebner. Os híbridos foram obtidos por meio da reação 

de substituição acílica empregando agentes de acoplamento. Desta forma, foram 

sintetizadas cinco séries de compostos híbridos baseados nos núcleos tacrina, 6-cloro-

tacrina, lofina, tacrina-alcóxi-cinamamida e lofina-alcóxi-cinamamida, totalizando trinta 

moléculas híbridas inéditas. Os híbridos tacrina-cinamamida apresentaram atividade 

inibitória das enzimas colinesterases com IC50 na escala de nanomolar, além de baixa 

citotoxicidade frente a três linhagens celulares distintas. Os híbridos lofina-cinamamida 

não apresentaram atividade frente as ChE, porém mostraram interações com a proteína 

BSA. 
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ABSTRACT 

 

The search for enzyme cholinesterase inhibitory molecules (ChE) is one of the 

most studied strategies for the development of new drugs in the treatment of Alzheimer's 

disease (AD) according to the cholinergic hypothesis. As AD is a multifactorial disease, 

the development of hybrid molecules, that is, that act on more than one target 

simultaneously, has been studied. Tianeptine, tacrine, lophine and cinnamic acid were 

chosen as molecular structures for the development of hybrids. We divided this work into 

three parts: the first dedicated to the synthesis of esters derived from the drug Tianeptine; 

the second that deals with the synthesis of hybrid molecules with structural variations 

from the tacrine, lophine and cinnamic acid; and a third part in which it was carried out 

the photophysical study of the synthesized molecules and interactions with the BSA 

protein. 

Tianeptine is a drug used to treat depression. We perform the synthesis of 

Tianeptine esters (through Fischer esterification) in order to investigate their interactions 

with the bovine serum albumin protein (BSA) and the enzymes AChE and BuChE. 

However, the results of biological activity of these esters with ChE were not fruitful. In 

addition to the esters, in this work were synthesized hybrids containing the nuclei lophine 

and tacrine joined through a methylenic linker (from two to nine carbon atoms) and 

derivatives of cinnamic acid containing a triple bond. The introduction of a double 

substituted triple bond in the structure of the hybrids was carried out in order to 

investigate, both experimentally and by molecular modeling, the effects on the interaction 

with the ChE. The triple bond was introduced into the cinnamic acid structure by adding 

a phenyl-acetylene substituent to para-bromo-benzaldehyde via the Sonogashira coupling 

reaction, followed by a Knovenagel condensation with Doebner modification. The 

hybrids were obtained through the acyl substitution reaction using coupling agents. Thus, 

five series of hybrid compounds were synthesized based on the nuclei tacrine, 6-chloro-

tacrine, lophine, tacrine-alkoxy-cinnamamide and lophine-alkoxy-cinnamamide, totaling 

thirty new hybrid molecules. The tacrine-cinnamamide hybrids showed inhibitory activity 

of the cholinesterase enzymes with IC50 on the nanomolar scale, in addition to low 

cytotoxicity against three different cell lines. The lophine-cinnamamide hybrids showed 

no activity against the ChE, but showed interactions with the BSA protein. 
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1. Introdução 

As doenças neurodegenerativas são enfermidades complexas que afetam o cérebro 

causando morte neuronal de forma progressiva e irreversível, afetando a comunicação 

entre os neurônios e resultando em prejuízos no movimento, fala, memória e cognição do 

indivíduo.1 São exemplos de doenças neurodegenerativas: doença de Parkinson, doença 

de Huntington e a demência, que agrupa a demência com corpos de Lewy e a doença de 

Alzheimer.  

A doença de Alzheimer (DA) afeta diretamente as funções cognitivas, memória e 

fala, sendo a causa mais comum de demência em idosos.2 Em 2016, estimava-se que cerca 

de 46,8 milhões de pessoas sofriam com a doença no mundo todo. Estudos recentes 

estimam que em 2050, mais de 140 milhões de pessoas serão afetadas pela doença.3 A 

DA é uma doença multifatorial, sendo o principal fator de risco a idade avançada. Porém, 

outros fatores como alimentação, diabetes, hipertensão, depressão e frequência de 

atividade física e cognitiva estão associados ao desenvolvimento da doença.4 

Atualmente não existem medicamentos capazes de reverter os efeitos da DA, nem 

tampouco uma cura eficaz. A maior aposta dos cientistas nos últimos anos consiste na 

elaboração de uma vacina, mas mesmo esse projeto já foi cancelado e depois retomado.5 

Os tratamentos disponíveis no mercado têm apenas caráter paliativo, isto é, que visam 

atenuar os sintomas da doença. Apesar de diminuírem os sintomas da DA, os fármacos 

atualmente comercializados apresentam efeitos colaterais associados como náuseas, 

perda de peso, dor de cabeça, entre outros.6 Os principais fármacos disponíveis no 

mercado foram elaborados segundo a hipótese colinérgica4 e atuam na inibição das 

enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE). 

Dentro da hipótese colinérgica, a tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina) foi 

o primeiro fármaco aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para o 

tratamento da DA. Contudo, seu uso foi descontinuado em 2013 devido aos efeitos 

hepatotóxicos.7 Devido à sua alta eficiência de inibição e afinidade com o sítio catalítico 

ativo da enzima AChE (IC50 = 167 nM), a busca por análogos mais potentes e mais 

seguros resultou em um grande número de moléculas sintetizadas contendo a tacrina 

como núcleo farmacofórico, isto é, como estrutura molecular base com afinidade pela 

enzima.  
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Pang e colaboradores sintetizaram uma série de compostos conhecidos como 

bis(n)-tacrina, onde duas unidades do núcleo tacrina estão separadas por uma cadeia 

metilênica espaçadora.8 Essa configuração estrutural permite que uma única molécula 

interaja duplamente com a enzima, ligando-se tanto ao sítio catalítico ativo (CAS do 

inglês, catalitic active site) quanto ao sítio aniônico periférico (PAS do inglês, periferic 

anionic site) simultaneamente (Figura 1). O composto bis(7)-tacrina mostrou-se mil vezes 

mais potente e mais seletivo para a enzima AChE do que o núcleo tacrina sozinho. 

 

Figura 1: Representação esquemática da interação do dímero bis(7)-tacrina com os 

sítios catalítico (CAS) e periférico (PAS) da AChE.8 

 

O estudo realizado por Pang e colaboradores na década de 90, iniciou a busca por 

moléculas que interagissem simultaneamente com o CAS e o PAS da enzima AChE, de 

modo que uma extensa biblioteca de compostos com dupla interação é encontrada na 

literatura.9,10 Essas novas moléculas, além da dupla interação enzimática, são desenhadas 

com base no caráter multifatorial da DA. Os compostos, chamados de híbridos, são 

moléculas que contém duas ou mais porções farmacofóricas elaboradas a partir de um 

estudo racional e que visa unir as características dos núcleos distintos sem perda da 

atividade biológica.11  

Nosso grupo de pesquisa tem estudado uma série de moléculas híbridas baseadas 

no núcleo tacrina com outros núcleos de importância farmacológica, como a Tianeptina12, 

carboidratos13 e derivados quirais14 do núcleo tacrina (Figura 2). Tanto os híbridos 

tacrina-tianeptina e tacrina-carboidratos, bem como os homodímeros quirais derivados do 
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núcleo tacrina apresentaram alta atividade frente as enzimas colinesterases (ChE) com 

IC50 na escala de nanomolar. 

 

Figura 2: Híbridos contendo o núcleo tacrina elaborados pelo grupo de pesquisa de 

Ceschi e colaboradores. 

 

No campo da química medicinal são consideradas estruturas privilegiadas 

moléculas que possuem afinidade por diferentes alvos biológicos e boas propriedades 

farmacofóricas (dru-like properties).15 Segundo essa lógica, tais compostos são 

considerados ideais para o desenvolvimento de novos híbridos multialvo. Os compostos 

como o ácido ferúlico e ácido cafeico são produtos naturais derivados do ácido cinâmico 

(Figura 3) e são incluídos dentro dessa classe de moléculas promisoras, pois tem 

demonstrado boa capacidade antioxidante e neutralização de radicais livres. Além disso, 

dado o caráter multifatorial da DA, esses compostos e seus derivados têm apresentado 

resultados promissores na literatura.1 

 

Figura 3: Estruturas moleculares dos ácidos ferúlico e cafeico, compostos promissores 

para o desenvolvimento de híbridos multialvo. 
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O diagnóstico definitivo da DA é realizado somente post mortem por meio da 

autópsia do cérebro. Antes disso, é considerado que o indivíduo “pode apresentar 

Alzheimer” ou que a DA seja o “caso mais provável” de problemas cognitivos e de 

memória.16 O desenvolvimento de técnicas de bioimageamento permitiu obter 

informações essenciais tanto para explorar processos biológicos como para fins de 

diagnóstico de doenças.17 No caso da DA, a molécula 2-(4'-[11]metilaminofenil)-6-

hidroxibenzotiazol (denominada de "Pittsburgh Compound-B" ou simplesmente PiB) é 

utilizada como traçador para a obtenção de imagens do cérebro por tomografia de emissão 

de pósitrons (Positron Emission Tomography - PET) a fim de auxiliar no diagnóstico 

precoce da doença (Figura 4).18 O PiB é uma molécula fluorescente que apresenta 

retenção acentuada em áreas do córtex conhecidas por conterem grandes quantidades de 

depósitos de proteínas amilóides, uma das causas associadas a DA. A espectroscopia de 

emissão de fluorescência representa uma das ferramentas mais poderosas para medir o 

quanto uma molécula de interesse, por exemplo o PiB, se liga a uma proteína ou a uma 

enzima. Neste sentido, como alguns dos compostos obtidos nesta Tese apresentaram 

fluorescência, direcionamos uma parte do trabalho para o estudo fotofísico almejando 

aliar esta propriedade com o desenvolvimento de biomarcadores fluorescentes de 

interesse no entendimento da DA. 

 
Figura 4: Estrutura química do composto fluorescente “Pittsburgh Compoud-B” ou 

PiB.18 

 

Dentro deste contexto, o presente trabalho encontra-se dividido em três partes 

(Figura 5). Na primeira parte, buscou-se a preparação de ésteres derivados do 

antidepressivo tianeptina imbuídos dos bons resultados apresentados pelos híbridos 

tacrina-tianeptina do grupo de Ceschi e colaboradores.12 Além da síntese de novos ésteres 

tianeptínicos, utilizou-se as espectroscopias de absorção no ultravioleta- visível (UV-vis) 

e emissão de fluorescência a fim de estudar as interações dos ésteres tianeptínicos com as 

proteínas albuminas utilizando como alvo a proteína BSA (Bovine Serum Albumin). A 

modelagem molecular foi outra ferramenta utilizada para entender os mecanismos destas 

interações. 
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Na segunda parte, buscou-se uma nova plataforma farmacofórica derivada do 

ácido cinâmico para o desenho de híbridos multifuncionais com potencial aplicação para 

a DA. O ácido cinâmico e seus derivados têm chamado atenção dos pesquisadores em 

química medicinal devido não só as propriedades antioxidantes, mas também pela 

eficácia frente às enzimas colinesterases, com híbridos apresentando valores de IC50 na 

escala nanomolar.1 A capacidade de inibição das enzimas colinesterases (AChE e BuChE) 

dos novos híbridos foi estudada, assim como os ensaios de citotoxicidade.  

A terceira parte deste trabalho foi dedicada à caracterização fotofísica dos híbridos 

sintetizados. Utilizando a espectroscopia de absorção no UV-vis buscou-se estudar a 

interação dos híbridos com alguns metais envolvidos na DA. Do mesmo modo que para 

os derivados da tianeptina, foi realizado o estudo de interação com a proteína BSA por 

meio da espectroscopia de fluorescência e de modelagem molecular.  

 

 

Figura 5: Representação esquemática da organização da Tese.  
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2. Revisão da Literatura 

2.1. Doença de Alzheimer 

 A Doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa progressiva que 

causa perda irreversível das funções cognitivas, afetando o córtex cerebral e o 

hipocampo.2 Sendo a forma mais comum de demência (60-80% dos casos relatados), os 

primeiros sintomas da DA aparecem por volta dos 65 anos de idade, porém existem casos 

em que há ocorrência de DA antes dos 65 anos, sendo chamada de doença de Alzheimer 

precoce.19  Nos Estados Unidos, estima-se que a DA seja a sexta causa de morte, porém 

estudos recentes indicam que a DA pode chegar á terceira causa de morte, ficando atrás 

apenas de doenças cardiovasculares e cânceres.20  

As doenças neurodegenerativas estão entre os tratamentos clínicos mais caros 

existentes por se tratar de um tratamento prolongado. A doença tem duração média de 4 

a 8 anos, podendo em alguns casos chegar a 20 anos.3 Os custos anuais de doenças como 

a DA são similares aos de tratamento das doenças cardíacas, sendo muito superiores ao 

custo do tratamento de um paciente com câncer. A venda de medicamentos para o 

tratamento da DA atingiu a cifra de 8 bilhões de dólares em 2017.21 

Descoberta em 1906 por Alois Alzheimer, uma das principais características da 

doença consiste na perda significativa de massa cerebral (Figura 6) nas regiões mais 

afetadas, sendo essa relacionada à diminuição das funções cognitivas e dos processos 

neuronais.22,23 Estima-se que os danos ao cérebro começam cerca de uma década antes 

que os primeiros sinais da DA sejam observados.24 Nesse processo, ocorrem depósitos 

anormais de proteínas β-amiloide formando placas amiloides (Aβ) e acúmulo de 

emaranhados neurofibrilares de proteína tau, de forma que neurônios que já foram 

saudáveis param de funcionar, perdem conexões com outros neurônios e morrem.25,26 
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Figura 6: Ilustração da perda de massa encefálica decorrente da DA, adaptado de 

National Institute of Aging.24 

 

A DA inclui duas fases, a fase chamada pré-demência, onde aparecem os 

primeiros sintomas da doença, como perdas esporádicas de memória, principalmente as 

recentes, sem que ocorra perda da autonomia do indivíduo. Na segunda fase, conhecida 

como fase demente, o indivíduo tem uma piora na perda de memória, incluindo memórias 

antigas.27 Além disso, ocorre a perda progressiva da fala, da orientação espacial e 

descontrole de funções fisiológicas, de modo que o indivíduo acometido necessita de 

cuidados constantes.4 

A DA não tem causa conhecida, sabe-se apenas que a idade avançada e fatores 

como depressão, hipertensão, diabetes e pouca atividade física e cognitiva também podem 

contribuir para o desenvolvimento da doença.28 O seu principal sintoma, a perda 

progressiva de memória, está relacionado a déficits no sistema colinérgico, isto é, perda 

de atividade neuronal envolvendo a acetilcolina como neurotransmissor.29 Diversas 

hipóteses foram estudadas, como a hipótese colinérgica30, a hipótese da cascata 

amiloide31, a hipótese metálica32, a hipótese da desregulação glutamatérgica33, entre 

outras.25 Estudos mais recentes têm discutido hipóteses ainda mais complexas, estando 

relacionadas ao sistema imune5, endócrino4 e também envolvendo a composição da 

microbiota intestinal.34 

No entanto, a hipótese colinérgica ainda tem sido utilizada como principal 

estratégia terapêutica da DA. Nessa estratégia são utilizados fármacos inibidores das 

enzimas colinesterases (ChEI), a fim de restaurar os níveis do neurotransmissor 

acetilcolina na fenda sináptica (Figura 7 – b).35 Esta estratégia é sustentada pela 
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observação da redução das enzimas ChE e pela redução de neurônios colinérgicos que 

cumprem um papel importante nas funções cognitivas.4,36 

 

Figura 7: Representação esquemática de um neurônio (a) e mecanismo da sinapse 

colinérgica (b).37
 

 

Para compreender melhor a hipótese colinérgica é preciso analisar como ocorre a 

sinapse química envolvendo a acetilcolina como neurotransmissor. A sinapse é a via de 

conexão por onde ocorre a comunicação entre o neurônio pré-sináptico e o neurônio pós-

sináptico. O espaço entre esses dois neurônios é chamado de fenda sináptica. Nesse 

pequeno espaço há um conjunto imenso de proteínas sinalizadoras, enzimas, canais 

iônicos e outras proteínas ancoradas à membrana plasmática da célula.37 

A sinapse é decorrente da transmissão de um potencial de ação ao longo do corpo 

do axônio (Figura 7 - a), que induz a abertura de canais voltagem dependentes de Na+ e 

entrada do íon na célula a favor do gradiente de concentração, causando uma 

despolarização. A abertura de canais de K+ permite a saída do íon da célula, também a 

favor do gradiente de concentração, fazendo a repolarização. A transmissão desse 

potencial de ação é conhecida como impulso nervoso. Ao atingir a região da fenda 

sináptica ocorre a abertura de canais de Ca2+ voltagem dependentes, induzindo a entrada 

do íon na célula. O Ca2+ no interior da célula atua como sinalizador para a liberação de 

vesículas de acetilcolina, que se fundem com a membrana plasmática liberando o 

neurotransmissor na fenda sináptica.37 
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Na fenda sináptica a acetilcolina interage com proteínas sinalizadoras do neurônio 

pós-sináptico induzindo a abertura de canais de Na+ para que um novo potencial de ação 

seja gerado. Desse modo, a informação é transmitida para o neurônio seguinte. Após a 

transmissão da mensagem química, o neurotransmissor é degradado pela enzima 

acetilcolinesterase em acetato e colina. A colina é então reabsorvida pelo neurônio pré-

sináptico para ser novamente transformada em acetilcolina.37 

 

2.2. Enzimas Colinesterases 

As enzimas colinesterases pertencem à família das serino hidrolases e são 

encontradas em diversas espécies de animais. A acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e 

a butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8) são as principais representantes dessa classe 

de enzimas e são responsáveis pela hidrólise de ésteres da colina. Embora as enzimas 

tenham mais de 50 % de sua estrutura similar, suas localizações e funções são bastante 

diferentes.38 A AChE é encontrada majoritariamente no cérebro, mais especificamente na 

fenda sináptica e realiza hidrólise da acetilcolina, encerrando a transmissão do impulso 

nervoso.39 A AChE é o principal alvo dos medicamentos utilizados para o tratamento da 

DA seguindo a hipótese colinérgica.30  

A BuChE, por sua vez, é sintetizada no fígado e encontrada em todo o plasma 

sanguíneo, onde realiza a hidrólise de diversos ésteres. No cérebro, é encontrada no 

hipocampo e córtex temporal associada a células gliais, porém em quantidades menores 

que a AChE.38 Além da hidrólise de acetilcolina, a BuChE é responsável, também, pela 

desintoxicação do organismo, realizando a hidrólise de agentes psicotrópicos como a 

cocaína.40,41 Além disso, sabe-se que a BuChE cumpre um papel importante em estágios 

avançados da DA, nos quais os níveis da AChE encontram-se muito comprometidos no 

córtex cerebral.42,43 Com o progresso da doença há um aumento dos níveis gliais de 

BuChE e diminuição dos níveis de AChE na fenda sináptica. A razão entre BuChE/AChE 

em regiões corticais passa de 0,6 em condições normais, para 11 ao longo do curso da 

DA.38 

Ambas as enzimas foram elucidadas estruturalmente a partir da análise de difração 

de raios X, o que permitiu o desenvolvimento racional de fármacos seletivos tanto para a 

AChE como para a BuChE.44 A AChE extraída da arraia elétrica do pacífico (Torpedo 

californica)45 possui sítio catalítico (CAS, do inglês – catalitic active site) constituído por 

três resíduos de aminoácido serina, glutamato e histidina (Ser200, His440 e Glu327) e um 
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subsítio aniônico composto por aminoácidos triptofano, duas tirosinas e fenilalanina 

(Trp84, Tyr130, Tyr330, e Phe331).46 Esse sistema encontra-se no fundo de uma cavidade 

hidrofóbica de cerca de 20 Å de profundidade, a qual possui, localizada em sua entrada, 

o sítio aniônico periférico (PAS, do inglês - peripheral anionic site) composto por um 

grupo de 5 resíduos de aminoácidos tirosina, aspartato e triptofano (Tyr70, Asp72, 

Tyr121, Trp279, Tyr334)47 (Figura 8). Já a BuChE possui um conjunto de aminoácidos 

menos volumosos no PAS, o que permite a entrada de substratos maiores no interior do 

CAS, conferindo menos seletividade à enzima.48 

 

 

Figura 8: Representação dos aminoácidos dos sítios catalítico e periférico da AChE. 

(Adaptado de Bajda e col.).46 

  

A tríade catalítica é essencial para que ocorra a hidrólise da acetilcolina. O 

mecanismo de hidrólise é apresentado no Esquema 1.49 Inicialmente o Glu327 faz a 

remoção do hidrogênio do anel imidazólico da His400, que por sua vez capta o hidrogênio 

da Ser200 tornando-a mais nucleofílica. A Ser200 realiza o ataque nucleofílico à 

carbonila da acetilcolina levando à formação de um intermediário tetraédrico. O retorno 

do par de elétrons do oxigênio expulsa o grupo colina e há a formação de um éster com o 

resíduo de Ser200. A hidrólise do éster é assistida pela His400 que remove um dos 

hidrogênios da molécula de água. A formação de um segundo intermediário tetraédrico 

leva à liberação de acetato e regeneração do sítio ativo da enzima. Outros três resíduos de 

aminoácidos da cavidade oxiânion (Figura 8), Ala201, Gly118 e Gly119, auxiliam no 
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processo de hidrólise estabilizando a formação dos estados de transição por meio de 

ligações de hidrogênio com o substrato.49 

 

Esquema 1: Proposta mecanística da hidrólise da acetilcolina pela tríade catalítica da 

AChE.49 

 

Além de realizar a hidrólise da acetilcolina, estudos recentes têm demonstrado o 

papel da AChE na deposição de placas da proteína β-amiloide (Aβ). O PAS da enzima 

atua como uma chaperona, isto é, auxilia no enovelamento dos peptídeos precursores da 

β-amiloide, acelerando o processo de deposição das Aβ.38 Por outro lado, estudos 

reportaram que a enzima BuChE tem o efeito oposto, prevenindo a formação das fibrilas 

de β-amiloide e também desacelerando a deposição das placas de proteína.10 Dessa forma, 

a busca por moléculas seletivas para a AChE tem se tornado um critério importante no 

desenvolvimento de novos compostos. 

 Graças ao maior número de dados disponíveis a partir de difração de raios X e 

ressonância magnética nuclear (RMN) das ChE, os estudos de modelagem molecular têm 

contribuído cada vez mais para compreender as interações de fármacos e pequenas 

moléculas com as enzimas. Desse modo, o processo para o desenvolvimento de novos 

fármacos tem levado em consideração as possíveis interações com os resíduos de 
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aminoácido tanto do CAS, como do PAS das enzimas.50 Além disso, os estudos de 

modelagem molecular ajudam a compreender as relações entre estrutura e atividade, 

podendo inclusive auxiliar no desenho de novas estruturas e no aprimoramento de 

compostos líderes.51 Para Salmaso e Moro, devido à capacidade de interpretar e predizer 

os modos de ligação com as proteínas fornecidos pelos estudos de modelagem molecular, 

é que a comunidade científica tem cada vez mais utilizado essa estratégia, não só no 

desenvolvimento de fármacos para a DA, mas também para outras doenças.52 

    

2.3. Inibidores de Colinesterases 

Desde o primeiro diagnóstico da doença de Alzheimer há mais de 110 anos, 

apenas cinco medicamentos foram aprovados pelo FDA para o tratamento da doença. 

Além disso, não há cura estabelecida para a DA e os tratamentos existentes são apenas 

paliativos, isto é, visam a atenuação dos sintomas.4  Até hoje, apenas uma classe de 

medicamentos provou de forma consistente melhora dos sintomas da DA.53 Os fármacos 

inibidores das enzimas colinesterases representam a principal base de desenvolvimento 

de novas moléculas, segundo a hipótese colinérgica.30 

Dentro dessa hipótese, os ChEI atuam diminuindo a velocidade de degradação da 

acetilcolina, fazendo com que ela permaneça durante mais tempo na fenda sináptica.29 Os 

ChEI constituem quatro dos cinco fármacos aprovados para o tratamento da DA, são eles: 

Tacrina (Cognex®), Donepezil (Aricept®), (S)-Rivastigmina (Exelon®) e Galantamina 

(Razadyne®) (Figura 9). A Memantina (Namenda XR®) não segue a hipótese 

colinérgica, uma vez que seu mecanismo de ação está relacionado com a interação dos 

receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA).54 
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Figura 9: Estrutura molecular dos fármacos aprovados para o tratamento da DA. 

 

 A tacrina (9-cloro-1,2,3,4-tetrahidroacridina) é facilmente obtida por meio da 

reação de Niementowski.55 Apesar da hepatoxicidade, a tacrina permaneceu por vinte 

anos no mercado e constitui um núcleo farmacofórico importante na química medicinal. 

Do ponto de vista da elaboração e síntese de novas moléculas bioativas para a DA, a 

tacrina apresenta propriedades inibitórias a baixas concentrações e faz interações do tipo 

π-π staking com o Trp84 do CAS da AChE, sendo muitas vezes utilizada como âncora.  

A partir do trabalho realizado por Pang e colaboradores com o bis(7)tacrina, deu-

se início ao estudo de uma série de compostos contendo dois núcleos farmacofóricos, 

principalmente devido ao aumento da potência observado com a dupla interação 

enzimática.56,60 Hu e colaboradores, de modo análogo, dedicaram-se a estudar variações 

estruturais nos heterociclos e nas cadeias espaçadoras dos homodímeros. Com isso, os 

autores observaram que a inserção de átomos de halogênios na posição 6 do núcleo tacrina 

resultava em um aumento da atividade inibitória da enzima AChE, de forma que o 

composto mais potente obtido (Figura 10) apresentava atividade inibitória cerca de 5000 

vezes mais eficaz do que a tacrina.57 
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Figura 10: Homodímero mais potente na inibição da AChE obtido por Hu e col. AChE 

IC50 = 0,07 nM, BuChE IC50 = 26 nM. 

 

Nosso grupo de pesquisa também se dedicou ao estudo de homodímeros do núcleo 

tacrina. No trabalho realizado por Lopes e colaboradores foi realizada a síntese de 

análogos quirais do bis(7)-tacrina contendo as duas séries enatioméricas completas.14 

Apesar de todos os compostos terem se mostrado potentes, com IC50 na escala de 

nanomolar, foi possível observar diferenças na seletividade dos compostos na inibição 

das enzimas colinesterases (Figura 11), o que indica uma estereoseletividade do sítio 

catalítico da AChE frente às diferentes configurações enantiométicas dos compostos bis-

tacrina. Além disso, o homodímero R,R-bis(7)-tacrina com cloro, e o heterodímero R-

bis(7)-tacrina mostraram-se mais ativos que a bis(7)-tacrina e seletivos para a AChE. 

 

Figura 11: Homo e heterodímeros bis(7)-tacrina e suas respectivas atividades inibitórias 

das enzimas colinesterases. 

 

2.4. Híbridos multifuncionais no tratamento da DA  

A DA é considerada uma doença multifatorial.4 Devido a essa característica, 

várias estratégias terapêuticas foram desenvolvidas com a lógica “uma molécula, um 

alvo”.58 Contudo, a falta de efetividade terapêutica das moléculas disponíveis no 

mercado, tem levado ao desenvolvimento racional de moléculas multialvo.38 Além disso, 

o uso de vários medicamentos diferentes (coquetéis) ou de formulações manipuladas 

(combinações em dose fixa) pode gerar desconforto ao paciente devido à união de efeitos 

colaterais, além da alta probabilidade de interação medicamentosa. Dessa forma, 

pesquisas para o uso de híbridos multialvo no tratamento da DA têm se mostrado uma 

estratégia mais promissora do ponto de vista farmacocinético e farmacodinâmico.59,60 
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A elaboração de moléculas multialvo, também chamadas apenas de híbridos, 

busca a melhora das propriedades farmacológicas, como o aumento de potência e da 

eficiência por interações simultâneas, além de efeitos sinergéticos. A síntese de moléculas 

híbridas é utilizada como estratégia terapêutica para diversas doenças como câncer61, 

Parkinson62, malária63 e na elaboração de novos agentes antifúngicos.64 

Apesar do grande número de híbridos elaborados para o tratamento da DA 

encontrados na literatura, nenhuma das moléculas atingiu o mercado.1,38 Doenças 

multifatoriais como a DA são causadas por perturbações complexas no equilíbrio celular, 

de forma que a abordagem farmacológica não seja simples. A existência de mecanismo 

de feedback em sistemas biológicos tem se mostrado um desafio para os cientistas.37 Por 

exemplo, o uso de ChEI a longo prazo não mantém baixas as taxas de hidrólise da 

acetilcolina, pelo contrário, é observado um aumento das taxas de atividade enzimática.38 

Mesmo assim, devido à capacidade dos compostos híbridos em manter as propriedades 

de interação com alvos específicos e assim gerar várias respostas farmacológicas 

distintas, a elaboração de moléculas híbridas continua sendo uma das principais 

estratégias para a busca de novas moléculas no tratamento da DA.10 

Do ponto de vista estrutural, os híbridos podem ser classificados como ligados, 

fundidos ou mesclados, sendo o modo de união determinado pela natureza do alvo, pela 

disponibilidade das estruturas iniciais e pela viabilidade química.58 A alta eficiência do 

núcleo tacrina como ligante das enzimas colinesterases torna-o um importante ponto de 

partida para o desenvolvimento de moléculas multialvo.9 Mishra e colaboradores 

realizaram uma revisão da literatura cobrindo vinte anos de pesquisa e desenvolvimento 

de híbridos tendo como alvos as ChE. Os autores identificaram mais de 40 classes de 

híbridos relacionadas ao núcleo tacrina.60 Alguns exemplos de híbridos contendo o núcleo 

tacrina são apresentados na Figura 12.  
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Figura 12: Diferentes tipos de híbridos contendo o núcleo tacrina.  

 

A melatonina é um hormônio natural, conhecido por regular o mecanismo do 

sono. Além disso, a melatonina é um potente antioxidante e neutralizador de radicais 

livres. Rodrígues-Franco e colaboradores reportaram uma série de híbridos ligados 

contendo os núcleos melatonina e tacrina. Os híbridos apresentaram alta atividade 

inibitória das enzimas colinesterases além de propriedades neuroprotetoras e 

antioxidantes.65 O resveratrol é um produto natural sintetizado por diversas plantas com 

propriedades anti-inflamatórias. Bolognesi e colaboradores elaboraram um híbrido 

fundindo as duas moléculas que apresentou atividade inibitória da enzima colinesterase 

na faixa de micromolar, além de modular efetivamente a agregação de placas β-amiloides 

in vitro.66 Já a nimodipina é um bloqueador de canais de cálcio, sendo comercializada sob 

o nome de Nimotop®. Marco-Contelles e colaboradores mesclaram as estruturas da 

tacrina e da nimodipina para a obtenção das tacripirinas. Os híbridos apresentaram bons 

efeitos neuroprotetivos, inibição dos canais de cálcio e da enzima AChE, além de boa 

permeabilidade pela barreira hematoencefálica.67 

Nosso grupo de pesquisa vem estudando uma série de híbridos contendo o núcleo 

tacrina como uma das porções biologicamente ativas (Figura 13). Com base na estratégia 
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multialvo, foram elaborados híbridos ligados contendo os núcleos lofina68, Tianeptina12, 

carboidratos13 e pirimidinas69 tendo como alvo as ChE.  

 

Figura 13: Híbridos contendo o núcleo tacrina sintetizados por nosso grupo de pesquisa. 

 

A lofina tem capacidade antioxidante e em híbridos com a tacrina foi observado 

por modelagem molecular que o núcleo interage com o sítio aniônico periférico da enzima 

colinesterase. O híbrido tacrina-lofina mostrou-se seletivo para a enzima AChE com 

atividade inibitória na escala de nanomolar.68 A síntese de híbridos da tacrina contendo o 

antidepressivo tianeptina, também se mostrou bastante relevante, uma vez que 

apresentaram inibição das enzimas AChE e BuChE em escala nanomolar.12 Nosso grupo 

de pesquisa tem utilizado a modelagem molecular para compreender as interações das 

moléculas sintetizadas com as enzimas ChE. Segundo os resultados obtidos, a alta 

atividade desses híbridos pode estar relacionada ao fato da tacrina interagir com o CAS 

da AChE, enquanto a tianeptina interage com o PAS. Além disso, foi demonstrado a 

capacidade de modulação da proteína S100B, um importante biomarcador em doenças 

neurodegenerativas.  
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Já a produção de híbridos contendo derivados de carboidratos teve como objetivo 

a introdução de grupos aceptores e doadores de ligação de hidrogênio. Além disso, trata-

se de uma plataforma de baixa toxicidade. A série também se mostrou promissora, pois 

foram obtidos resultados de inibição para a AChE muito próximos da escala picomolar 

(2,2 nM).13 Um estudo detalhado de modelagem molecular revelou que o híbrido mais 

ativo da série tacrina-xilose foi capaz de interagir no CAS, com o núcleo tacrina, no bolso 

acila, por meio de interações hidrofóbicas e no PAS por meio de uma ligação de 

hidrogênio.69  

Já para os híbridos tacrina-pirimidina, não foi observada atividade inibitória das 

enzimas colinesterases.69 Nesse caso os estudos de modelagem molecular também 

permitiram uma análise da ausência de atividade frente as ChE. Segundo os resultados 

obtidos, a falta de atividade se deu muito provavelmente ao fato que os dois anéis do 

núcleo pirimidina não são coplanares, o que pode ter dificultado interações do tipo π-π 

stacking com o PAS da enzima.69 

 Nesse trabalho, além dos núcleos tianeptina e lofina, será explorado ainda uma 

terceira classe de moléculas derivadas do ácido cinâmico. Os derivados do ácido 

cinâmico, conforme apontado por Gonzáles e colaboradores, constituem um grupo de 

moléculas privilegiadas, isto é, com grande potencial para o desenvolvimento de híbridos 

multifuncionais.15 A seguir será apresentada a revisão da literatura contendo os núcleos 

lofina, tianeptina e cinâmico. 

 

2.4.1.  Tianeptina  

 A tianeptina é um fármaco que contém o núcleo tiazepínico utilizado para o 

tratamento da depressão e comercializado sob o nome de Stablon®.70 As tiazepinas são 

uma classe de heterociclos de sete membros, podendo ser condensadas com um ou dois 

anéis benzênicos, sendo conhecidas como benzotiazepinas ou dibenzotiazepinas, 

respectivamente. Esse medicamento foi sintetizado pela primeira vez no Instituto Servier, 

na França, em 1972.71 A tianeptina é considerada um fármaco de última geração para o 

tratamento da depressão e outras desordens psiquiátricas.72-76   

Seu mecanismo de ação é considerado atípico, pois a primeira hipótese para a 

observação do efeito antidepressivo da molécula estimava que a tianeptina se ligava aos 

receptores de recaptação de serotonina (SERT), induzindo a recaptação do 

neurotransmissor pelo neurônio pré-sináptico.70 Em seguida, estudos demonstraram que 
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a tianeptina causava a modulação do sistema glutamatérgico, apresentando efeitos de 

neuroplasticidade no hipocampo e na amígdala.73, 74  

Apesar do baixo número de efeitos colaterais77 e dos resultados antidepressivos e 

neuroprotetores73,74 da tianeptina, o fármaco não é liberado pelo FDA para 

comercialização nos Estados Unidos. Em um trabalho recente, Tramarin e colaboradores 

identificaram que a tianeptina também pode apresentar efeitos positivos em indivíduos 

com autismo, hipotonia e distúrbios do sono.78 Zhao e colaboradores, ao estudarem um 

híbrido derivado da tianeptina, identificaram em testes in vivo a melhora da aprendizagem 

e memória, e também aumento da neuroplasticidade.79  

A estrutura da tianeptina (Figura 14) é caracterizada pelo núcleo 3-cloro-

dibenzotiazepina e uma cadeia lateral aminoeptanóica, a qual é diretamente associada à 

atividade farmacológica. A molécula possui dois heteroátomos no sistema tricíclico, 

sendo o átomo de enxofre na posição 5’ um doador de elétrons, além de um átomo aceptor 

de elétrons na posição 3’ do sistema aromático. Essas características tornam a tianeptina 

distinta dos demais antidepressivos tricíclicos, não só do ponto de vista estrutural, mas 

também de suas caraterísticas farmacológicas.77 Apesar da função ácido ser facilmente 

funcionalizável para diversos ésteres, na literatura foi encontrado apenas o éster-etílico 

da tianeptina.71  

 

 

Figura 14: Estrutura molecular da tianeptina, estrutura do éster etílico da tianeptina. 

 

 Na literatura são encontrados poucos exemplos de moléculas derivadas da 

tianeptina. Zhao e colaboradores elaboraram uma série de híbridos da tianeptina com 

outras moléculas de atividade farmacológica conhecida como a Tacedinalina e o 

Varinostat.79 Os híbridos apresentaram modulação da atividade de proteínas histonas, 

além do aumento dos níveis de BDNF, um importante biomarcador de neuroproteção. 
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Figura 15: Híbridos da Tianeptina elaborados por Zhao e colaboradores.79 

 

Outra série de híbridos foi elaborada por nosso grupo de pesquisa ancorando o 

fármaco tacrina à porção ácida da tianeptina por meio de uma cadeia espaçadora. Esse 

trabalho foi realizado em 2016 sendo publicada uma importante série de híbridos que 

apresentaram atividade anticolinesterases com IC50 em escala  nanomolar.12  

 

 

Figura 16: Híbridos tacrina-tianeptina e atividade inibitória IC50  frente às ChE12 

 

Com base nestes resultados dos híbridos tacrina-tianeptina, Jiang e Gao utilizaram 

técnicas de desenho de fármacos assistidos por computador (computer aided drug design) 

para obter novas estruturas mais potentes frente à enzima AChE.80 Porém, a estrutura 

obtida computacionalmente apresentou grande complexidade (Figura 17) e não foram 

encontrados na literatura, até a presente revisão, trabalhos apresentando a síntese da 

molécula ou outros compostos com estrutura similar. 
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Figura 17: Modificações estruturais do híbrido tacrina-tianeptina sugeridas 

computacionalmente. 

  

O único éster derivado da tianeptina encontrado na literatura é o éster etílico.71 A 

esterificação é muitas vezes utilizada como estratégia de obtenção de pró-fármacos, isto 

é, moléculas inativas que são metabolizadas à sua forma ativa dentro do organismo.81 A 

estratégia de esterificação permite a modulação de outras propriedades farmacocinéticas, 

como solubilidade, permeabilidade e biodisponibilidade.82  

Devido à presença da porção ácida, a tianeptina interage fortemente com as 

proteínas plasmáticas, estando 95% ligada à proteína albumina sérica humana (HSA).83,84 

Sendo as albuminas séricas proteínas transportadoras, vários fármacos já foram 

detectados no plasma conjugados a essas proteínas.85,86 Por este motivo, conhecer o modo 

como fármacos e albuminas séricas interagem representa uma etapa importante no estudo 

e desenvolvimento de novas moléculas bioativas. 

 

2.4.2.  Lofina  

O núcleo lofina (2,4,5-trifenil-1H-imidazol) possui atividade antioxidante e 

antibacteriana.87 Outra propriedade importante do núcleo lofina refere-se a sua 

capacidade de emissão de fluorescência (λ = 550 nm) quando excitado em λ = 304 nm.88  

A lofina contém o núcleo imidazólico e representa um importante bloco de construção 

em química medicinal devido não só a sua presença em diversas moléculas bioativas, 

como também devido as suas características químicas, como anel heteroaromático e 

aceptor e doador de ligação de hidrogênio.89  

O núcleo lofina foi obtido pela primeira vez por Radzizeswski em 1882 a partir 

de uma reação multicomponente entre a benzila, benzaldeído e amônia.90 A síntese de 

imidazóis 2,4,5-trissubstituídos é realizada através de reações multicomponente entre 1,2-
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dicetonas (ou α-hidroxicetonas), aldeídos e dois equivalentes de acetato de amônio 

(Esquema 2). De modo análogo, os derivados 1,2,4,5-tetrassubstituídos também podem 

ser obtidos, porém um equivalente de acetato de amônio é substituído por um equivalente 

de uma amina primária.  

 

Esquema 2: Síntese tetracomponente para obtenção no núcleo lofina.90 

 

Nosso grupo de pesquisa vem estudando homodímeros e heterodímeros contendo 

o núcleo lofina, sendo os únicos trabalhos a utilizarem o núcleo na elaboração de híbridos 

para a DA. Além dos homodímeros bis-lofina68, foram estudados os heterodímeros 

tacrina-lofina e, mais recentemente, lofina-carboidratos (Figura 18).91 

 

Figura 18: Homo e heterodímeros contendo o núcleo lofina sintetizados em nosso grupo 

de pesquisa. 

 

O homodímero bis(8)-lofina mostrou-se inibidor seletivo da enzima AChE em 

escala nanomolar (IC50 = 42,55 nM), enquanto para a enzima BuChE não foi observada 

atividade inibitória.68 Nesse mesmo estudo também foram avaliados os híbridos tacrina-

lofina que apresentaram inibição das ChE na escala de nanomolar. Além disso, foi 

possível observar que variações na cadeia espaçadora metilênica resultaram em 
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modificações na seletividade da molécula frente à enzima estudada.68 Cadeias 

espaçadoras de seis carbonos resultaram em híbridos inativos frente à AChE enquanto 

para a BuChE foram observados valores de IC50 na faixa de 12,44 - 58 nM. 

Com base nos resultados obtidos a partir dos híbridos bis-lofina e tacrina-lofina, 

foi elaborada uma outra série de moléculas contendo carboidratos (Figura 18). Apesar da 

atividade inibitória (IC50) frente às ChE ter se mostrado na escala de micromolar, é 

importante ressaltar que se tratam de dois núcleos com baixa toxicidade associada. Além 

disso, os estudos de modelagem molecular permitiram identificar que a porção 

carboidrato interage com o CAS da enzima AChE, enquanto que o núcleo lofina interage 

com o PAS (Figura 19). De modo interessante, na enzima BuChE o oposto é observado, 

com a lofina interagindo na base do gargalo e a porção carboidrato na entrada. 

 

Figura 19: Resultados da análise de modelagem molecular para o híbrido lofina-

carboidrato com a enzima AChE. 

 

A partir dos resultados de modelagem molecular, foi possível identificar uma 

interação específica do tipo T-stacking do núcleo lofina com o resíduo de Trp231 do 

fundo da cavidade da BuChE (Figura 20). Nesse caso, foi avaliado o híbrido mais ativo 

para a BuChE (IC50 = 0,17 µM) contendo uma cadeia espaçadora de seis átomos. Essa 

interação, além de explicar a seletividade dos derivados lofina-carboidratos para a enzima 
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BuChE, coloca o núcleo lofina como estrutura promissora para o desenvolvimento de 

novos híbridos. 

 

Figura 20: Resultados da análise de modelagem molecular para o híbrido lofina-

carboidrato com a enzima BuChE. 

 

2.4.3.  Cinâmico 

Os derivados do ácido cinâmico são ácidos carboxílicos que aparecem 

naturalmente em plantas, como o ácido ferúlico (AF), a curcumina e o ácido sinapínico 

(Figura 21). O nome cinâmico é derivado da planta do qual se extrai a canela, 

Cinnamomum zeilanicum, a qual era usada desde a antiguidade como estimulante, agente 

carminativo (laxante), antisséptico e inseticida.92 Esses compostos são facilmente 

extraídos de grãos de café, chá, cacau, maçãs, batatas, tomates, cereais e outros alimentos, 

além de estarem presentes em diversas plantas na medicina tradicional japonesa e 

ayurveda. 93  
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Figura 21: Estrutura molecular do ácido cinâmico e seus derivados naturais. 

 

Devido a sua estrutura química fenólica, essas moléculas têm chamado a atenção 

da comunidade científica pela capacidade antioxidante frente a diversas doenças, como 

câncer, doenças cardiovasculares, diabetes e também frente à DA.94,95 O AF e a 

curcumina são conhecidos por inibirem a agregação de Aβ, diminuírem sua toxicidade 

promovendo o desenovelamento dos emaranhados, além de consumirem espécies reativas 

de oxigênio, promovendo redução dos processos inflamatórios tanto in vitro quanto in 

vivo.96 Estudos também indicam que estas moléculas têm atividade neuroprotetora, apesar 

de suas baixas biodisponibilidades e da dificuldade em atravessar a barreira 

hematoencefálica.97 Já o ácido sinapínico, extraído da raiz P. tenuifolia é um dos 

componentes da medicina japonesa tradicional, e demonstrou promover o aumento da 

atividade de acetilcolina em neurônios do córtex frontal de ratos.93 

O ácido rosmarínico é um derivado do ácido cinâmico contendo duas hidroxilas 

ligadas ao anel aromático (Figura 21). Assim como os demais, é um produto natural 

comumente obtido em plantas como a Melissa oficinalis.98 O ácido rosmarínico interage 

diretamente com os agregados β-amiloide e com a proteína tau, impedindo a formação 

das folhas β.99 Além disso, o ácido rosmarínico apresentou inibição das enzimas 

colinesterases, sendo mais seletivo para a BuChE com IC50 = 6,59 µM.100 
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Os resultados apresentados pelas moléculas apresentadas acima, levaram os 

cientistas a desenharem novas estruturas contendo o núcleo cinâmico. Jung e 

colaboradores propuseram a elaboração de um dímero do ácido ferúlico (KMS4001, 

Figura 22) e observaram o decréscimo de agregados β-amiloide no córtex pré-frontal de 

ratos.101 De modo análogo, He e colaboradores também propuseram a elaboração de um 

dímero do AF, porém com dois anéis benzênicos como espaçadores.102 O dímero mostrou 

inibição da formação de agregados de β-amiloide, além de propriedades antioxidantes 

diminuindo o stress oxidativo causado pelas espécies reativas oxidantes. Embora em 

ambos os casos os resultados tenham se mostrado promissores impedindo a agregação da 

proteína β-amiloide, os dímeros não tiveram sua atividade inibitória avaliada frente às 

ChE.  

 

Figura 22: Dímeros derivados do ácido cinâmico. 

 

Além dos dímeros, uma série de híbridos contendo o núcleo cinâmico pode ser 

encontrada na literatura.103 Segundo um trabalho de revisão realizado por Zhang e 

colaboradores, os híbridos contendo o núcleo cinâmico podem ser divididos em dois 

grupos principais: híbridos derivado do fármaco donepezil e híbridos contendo o núcleo 

tacrina.97 Tanto a tacrina como o donepezil são inibidores das enzimas colinesterases. 

Porém, dado o caráter multifatorial da DA, cada vez mais tem-se voltado para a 

elaboração de moléculas híbridas. Há ainda um terceiro grupo de híbridos derivados de 

outros núcleos que apresentam atividade biológica frente à DA. Na Tabela 1 são 

apresentados os híbridos donepezil-ácido cinâmico encontrados na literatura e suas 

respectivas atividades inibitórias das ChE. 
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Tabela 1: Híbridos derivados dos núcleos donepezil e ácido cinâmico descritos na 

literatura. 

Entrada Molécula IC50 AChEa IC50 BuChEa 

1 

 

Donepezil104 

0,010 µM 2,50 µM 

2 
 

Cinâmico-N-benzilpiperidina104 

0,26 µM 0,69 µM 

3  

Cinâmico-N-N-dibenzil(N-

metil)amina104 

3,98 µM > 10 µM 

4  

Feruloil-donepezil105 

0,46 µM 24,97 µM 

5 
 

Ácido Ferúlico-O-alquilamina106 

2,13 µM 0,021 µM 

6 

 

n.r. 10,39 nM 
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Entrada Molécula IC50 AChEa IC50 BuChEa 

Donepezil-ácido ferúlico107 

a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios. n.r.: não reportado 

Em geral os híbridos derivados do donepezil e do ácido cinâmico apresentam 

inibição das ChE na concentração de µM. O híbrido mais ativo, foi o híbrido donepezil-

ácido-ferúlico (entrada 6), sintetizado por Benchekroun e colaboradores, com atividade 

frente à enzima BuChE na escala de nanomolar.107 Os compostos, em geral, se mostraram 

mais ativos para as enzimas AChE, exceto o híbrido ácido ferúlico-O-alquilamina que 

apresentou maior seletividade para a BuChE.106 

Além dos híbridos contendo o núcleo donepezil, foram encontrados na literatura 

um número ainda maior de moléculas contendo o núcleo tacrina. Apesar da 

hepatotoxicidade apresentada pela molécula, a tacrina continua sendo uma das principais 

plataformas para o desenvolvimento de novos compostos híbridos.97 

Tabela 2: Híbridos derivados do núcleo tacrina e ácido cinâmico descritos na literatura. 

Entrada Molécula IC50 AChEa IC50 BuChEa 

1  

Tacrina117 

45,1 nM 5,1 nM 

2 

 

Tacrina-5-ácido-ferúlico117 

4,4 nM 6,7 nM 

3 

 

Tacrina-6-ácido-ferúlico108 

n.r. n.r. 
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Entrada Molécula IC50 AChEa IC50 BuChEa 

4 

 

Tacrina-ácido-ferúlico-óxido-nítrico118 

3,7 nM 1,4 nM 

5 

 

Tacrina-ácido-cafeico109 

0,3 µM 29,5 µM 

6 

 

Cloro-tacrina-ácido-ferúlico110 

0,02 µM 0,71 µM 

7 

 

Tacrina-cinamato111 

0,09 µM n.r. 

8 

 

Tacrina-piperazina-ácido-ferúlico112 

52,7 nM 215,4 nM 

9 

 

Tacrina-cinâmico-melatonina113 

29,6 nM 12,0 nM 
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Entrada Molécula IC50 AChEa IC50 BuChEa 

10 

 

Tacrina-cinâmico-substituído119 

3,8 nM 34,7 nM 

11 

 

Tacrina-ácido-cinâmico114 

2,2 nM 43,5 nM 

12 

 

Tacrina-ácido-cinâmico-beziloxi114 

104,3 nM 22,6 nM 

13 

 

Tacrina-ácido-ferúlico-O-xilenoil115 

37,0 nM 101,4 nM 

14 

 

Tacrina-ácido-fenólico116 

3,9 nM 24,3 nM 

15 

 

Tacrina-ácido-fenólico-ligustrazina116 

2,6 nM 28,6 nM 

a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios. n.r.: não reportado. 
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Em 2008, Fang e colaboradores desenvolveram uma série de híbridos tacrina-AF, 

contendo cadeias metilênicas espaçadoras de dois a oito carbonos (Tabela 2 – entrada 2). 

Esse trabalho foi um dos pioneiros na elaboração dos híbridos tacrina-AF. Todos os 

compostos sintetizados apresentaram atividade inibitória para as ChE, não havendo 

seletividade quanto ao tipo de enzima. Porém, os autores identificaram que o composto 

contendo cadeia espaçadora de cinco carbonos apresentou as melhores atividades dentre 

os compostos analisados.117  

Chen e colaboradores construíram uma série de tri-híbridos, isto é, moléculas 

contendo uma porção tacrina, o núcleo AF e uma terminação contendo um substituinte 

óxido nítrico (Tabela 2 – entrada 3). Todos os compostos sintetizados apresentaram 

atividades inibitórias da enzima AChE superiores à tacrina na faixa de baixo 

nanomolar.118 Já os híbridos das entradas 4 a 6 apresentaram atividades inibitórias das 

ChE na faixa de micromolar e com seletividade para a AChE.109-111  

Fu e colaboradores também elaboraram uma série de heterodímeros contendo o 

núcleo tacrina como âncora para derivados do AF, utilizando um grupo piperazina no 

espaçador (Tabela 2 – entrada 8). Dentre os compostos sintetizados, foi possível observar 

uma maior seletividade para a enzima AChE com IC50 na escala nanomolar para os 

compostos contendo espaçadores com quatro e cinco carbonos. Além disso, os compostos 

sintetizados apresentaram boa capacidade de inibir o acúmulo de placas Aβ.112  

Benchekroun e colaboradores exploraram a atividade antioxidante da melatonina 

em um tri-híbrido contendo também os núcleos tacrina, AF e melatonina (Tabela 2 – 

Entrada 9). Os autores identificaram que além da boa capacidade antioxidante, o 

composto sintetizado apresentava boa permeabilidade, toxicidade menor do que a tacrina 

e boa atividade frente às ChE. Apesar do tamanho espacial elevado, o híbrido apresentou 

atividade na faixa de nanomolar, sendo seletivo para a enzima BuChE.113 

Em 2017 uma nova série de compostos contendo modificações no núcleo 

cinâmico foi proposta por Chen e colaboradores.119 Os autores mantiveram a cadeia 

espaçadora metilênica fixa contendo dois carbonos e propuseram uma série de 

substituintes no núcleo cinâmico. As cinamamidas sintetizadas contendo grupos 

retiradores de elétrons, como o NO2, apresentaram os menores valores de IC50 para a 

enzima AChE, ficando na faixa de 3,8-7,1 nM (Tabela 2 – entrada 10).  
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Em 2018, em dois trabalhos publicados pelo mesmo grupo de pesquisa foram 

introduzidas mais três séries de híbridos contendo os núcleos tacrina e ácido 

cinâmico.114,115 No primeiro trabalho, os autores exploraram, além das variações nas 

substituições do núcleo cinâmico, diferentes cadeias espaçadoras entre a tacrina e o ácido 

cinâmico. O híbrido contendo cadeia espaçadora de seis átomos e apenas uma hidroxila 

substituída na porção cinâmico apresentou os melhores valores de IC50 da série (Tabela 2 

– entrada 11), sendo seletivo para a AChE. Já o híbrido contendo um substituinte mais 

volumoso (entrada 12) apresentou maior seletividade para a enzima BuChE.114 O segundo 

trabalho publicado pelo grupo ampliou o escopo de moléculas contendo um anel 

aromático substituído ligado à porção cinâmico (entrada 13).115 De modo interessante, 

apesar do híbrido apresentar volume semelhante ao publicado no trabalho anterior, a 

modulação dos substituintes e do tamanho da cadeia espaçadora inverteu a seletividade 

entre as enzimas. 

 Há ainda um terceiro grupo de híbridos contendo o núcleo cinâmico ligado a 

outras moléculas bioativas, como rivastigmina, carbazóis, chalconas, carbamatos, entre 

outros. Os híbridos e suas respectivas atividades encontram-se na Tabela 3. 

Tabela 3: Híbridos derivados do ácido cinâmico contendo diferentes núcleos reportados 

na literatura. 

Entrad

a 
Molécula 

IC50 

AChEa 
IC50 BuChEa 

1 

 

Donepezil104 

0,010 µM 2,50 µM 

2  

Tacrina117 

45,1 nM 5,1 nM 

3 

 

3,98 µM n.r. 
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Entrad

a 
Molécula 

IC50 

AChEa 
IC50 BuChEa 

Cinâmico-colina120 

4 

 

Carbamato-ferulato121 

37,5 µM 25,8 µM 

5 

 

Ácido Ferúlico-carbazol122 

2,1 µM 5,1 µM 

6 

 

Ácido ferúlico-benzilpiridínio96 

12,1 nM 2,6 nM 

7  

Cinamamida-dibenzilamina123 

1,0 µM 2,4 µM 

8 
 

Hidroxicinâmico-rivastigmina124 

>5,0 µM 5,0 µM 
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Entrad

a 
Molécula 

IC50 

AChEa 
IC50 BuChEa 

9 

 

Cinâmico-piperidina125 

0,71 µM 12,9 µM 

10 
 

Cinâmico-quinolina126 

1,1 µM 1,0 µM 

a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios. n.r.: não reportado. 

 

 Como pode ser observado na Tabela 3 há uma variedade de híbridos contendo o 

núcleo cinâmico e outras moléculas bioativas. É importante destacar o trabalho realizado 

por Sebestík e colaboradores utilizando derivados da colina (entrada 3). Apesar da boa 

atividade antioxidante, os híbridos apresentaram baixa atividade frente à enzima 

AChE.120 Os demais híbridos também apresentaram atividades inibitórias das ChE na 

faixa de micromolar, com pouca seletividade entre as enzimas. Exceto o híbrido 

cinâmico-piperidina (entrada 9) que apresentou maior seletividade para a enzima 

AChE.125 

Com base em estudos de modelagem molecular, Lan e colaboradores sintetizaram 

uma série de moléculas derivadas do ácido ferúlico ligando-as ao núcleo N-benzil-

piridínio. Os híbridos apresentaram atividades inibitórias na faixa de nanomolar, com 

grande seletividade para a AChE com relação a BuChE. O derivado sintetizado com um 

substituinte flúor na posição para do núcleo piridínio (Tabela 3 – entrada 6) apresentou 

valores de IC50 na faixa de 12 nM, cerca de 3,3 vezes mais eficiente do que o controle 

donepezil.96 

 Dessa forma, com base nos dados coletados da literatura, observa-se que o núcleo 

cinâmico tem sido frequentemente utilizado como farmacóforo para o desenvolvimento 

racional de moléculas híbridas.97,103 Além disso, o núcleo tacrina ainda é a âncora mais 
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eficiente, uma vez que os híbridos contendo o núcleo tacrina apresentaram os menores 

valores de inibição das enzimas colinesterases (Tabela 2). Porém, na literatura há pouca 

informação acerca da rigidez dos substituintes na porção cinâmico, bem como sobre sua 

lipofilicidade. Sendo assim, o desenvolvimento de novos híbridos contendo o núcleo 

tacrina e cinâmico ainda constitui um campo a ser explorado. 

 

2.5. Híbridos com ligação tripla  

As ligações triplas estão presentes em diversas moléculas com atividade biológica, 

como em inibidores de monoaminaoxidase (MAOs)127, agentes antifúngicos128, 

antimicrobianos129, sedativos130 e hormônios sexuais femininos sintéticos131, entre 

outros.132 Alguns exemplos de moléculas bioativas contendo ligação tripla são mostrados 

na Figura 23. A presença da ligação tripla confere rigidez à estrutura, uma vez que impede 

a livre rotação da ligação carbono-carbono. Do ponto de vista físico-químico, as ligações 

triplas são apolares e realizam interações intermoleculares fracas do tipo Van der 

Waals.133 

 

 

Figura 23: Exemplos de moléculas bioativas contendo ligação tripla.  

 

No tratamento de doenças neurodegenerativas, como a DA, também podem ser 

encontrados alguns exemplos de moléculas contendo ligações triplas. Chen e 

colaboradores ao pesquisarem híbridos para o tratamento da DA, utilizaram métodos 

computacionais para analisar derivados estruturais do donepezil e avaliar a sua interação 
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com a enzima AChE. Os autores identificaram que a presença da ligação tripla terminal 

no composto Evo27 (Figura 23) induz interações hidrofóbicas com o sítio ligante da 

proteína AChE.134 Além do trabalho realizado por Chen e colaboradores, são encontrados 

outros estudos na literatura reportando híbridos contendo ligações triplas terminais como 

ChEI e também inibidores de MAOs.127 

As enzimas monoaminaoxidases também constituem um alvo de interesse para o 

desenvolvimento de fármacos para a DA. As MAOs são responsáveis pela deaminação 

oxidativa de aminas com produção de peróxido de hidrogênio, podendo gerar espécies 

radicalares e consequentemente aumento do stress oxidativo.127 Na literatura são 

encontrados exemplos de híbridos do núcleo donepezil e do núcleo tacrina com moléculas 

inibidoras das MAOs.1 

 

 

Tabela 4: Híbridos para o tratamento da DA contendo ligações triplas. 

Entrad

a 
Molécula 

IC50 

AChEa 
IC50 BuChEa 

1 

 

Donepezil104 

0,010 µM 2,50 µM 

2  

Tacrina117 

45,1 nM 5,1 nM 

3 
 

ASS234135 

0,35 µM 0,46 
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Entrad

a 
Molécula 

IC50 

AChEa 
IC50 BuChEa 

4 
 

MTDL-1136 

1,1 nM 0,6 µM 

5 
 

Tacrina-cicloalquil-propargilamina137 

0,025 µM 27 µM 

6 

 

Tacrina-seleginina138 

14,2 nM 66,0 nM 

a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios. 

 

Bolea e colaboradores desenvolveram o híbrido ASS234, desenhado 

especificamente para combinar a atividade anticolinérgica do donepezil e atividade anti-

MAO do grupo propargil-amina (Tabela 4 – entrada 3). O híbrido apresentou atividade 

anticolinesterase na faixa de micromolar, além de exibir propriedades neuroprotetoras.135 

Já Bautista-Aguilera e colaboradores desenvolveram um híbrido derivado dos núcleos 

donepezil e seleginina (entrada 4). O composto MTDL-1 mostrou-se 12 vezes mais 

potente na inibição da AChE quando comparado ao donepezil, além de apresentar maior 

seletividade para a AChE.136  

De modo semelhante, foram preparados híbridos contendo o núcleo tacrina. 

Samadi e colaboradores realizaram a síntese de híbridos fundidos tacrina-seleginina 

(Tabela 4 – entrada 5).137 Os híbridos mostraram-se potentes na inibição tanto da MAO 

como da AChE na faixa de nanomolar. Lu e colaboradores também desenvolveram um 

conjunto de moléculas baseadas nos núcleos tacrina e seleginina separadas por uma 

cadeia espaçadora.138 Em geral, os híbridos desenvolvidos mostraram-se mais seletivos 
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para a enzima BuChE com IC50 na faixa de nanomolar (entrada 6). Os estudos de 

modelagem molecular indicaram que a tacrina interage com o CAS, enquanto que a 

porção derivada da seleginina fica voltada para o PAS e realiza interações do tipo π-π 

staking com a enzima. Porém, os autores não mencionam se há interações da ligação tripla 

com os aminoácidos do PAS. 

Como pode ser observado, são encontrados na literatura híbridos contendo 

ligações triplas terminais. Assim, pouco se sabe ainda sobre as interações moleculares de 

fármacos contendo ligações triplas duplamente substituídas e as ChE, e o modo como 

essa ligação tripla influencia na atividade dessas moléculas. Portanto, a síntese de novas 

moléculas contendo a ligação tripla encontra-se em pleno desenvolvimento. Com esta 

estratégia em vista, elaborou-se duas séries de híbridos contendo os núcleos tacrina e 

lofina unidos por meio de um espaçador à porção derivada do ácido cinâmico tendo como 

substituinte uma ligação tripla. Desta forma, aliam-se as propriedades farmacológicas dos 

núcleos individuais com a presença da ligação tripla com o objetivo de avaliar o 

desempenho destes híbridos frente às enzimas de importância no estudo da DA. 

 

 

 

 

3. Fotofísica aplicada à farmacologia  

A fotofísica é a área que estuda as interações da matéria com a luz, estando 

presente nas mais diversas áreas da ciência desde a química, bioquímica, medicina, 

biofísica, ciências dos materiais, entre outros.139 O estudo fotofísico aborda tanto a 

absorção da luz por uma molécula por meio da espectroscopia de absorção no ultravioleta-

visível (UV-vis), como também os processos luminescentes, isto é, a emissão de luz 

proveniente de uma molécula no estado excitado.140 A espectroscopia de emissão de 

fluorescência representa uma técnica altamente sensível, tendo várias aplicações como o 

desenvolvimento de sondas fluorescentes para proteínas141, elaboração de 

biomarcadores142,143 entre outras.144 

A fluorescência tem sido uma das principais ferramentas para a elucidação das 

interações entre moléculas pequenas como os fármacos e receptores a nível celular.145 Em 

farmacologia, é essencial obter informações como afinidade pelo ligante, eficiência e 

capacidade de ligação com o receptor. A sensibilidade e a precisão das técnicas 
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envolvendo a fluorescência têm se mostrado importantes para a obtenção dessas 

informações por meio de estudos de cinética, afinidade, saturação e competição, sem a 

necessidade da preparação de moléculas contendo radioisótopos.146  

As técnicas de bioimageamento utilizando a espectroscopia de fluorescência têm 

se tornado populares ao longo dos últimos anos devido a sua segurança por não 

necessitarem de radiações ionizantes, pela sua sensibilidade e  baixo custo.17 Zhang e 

colaboradores utilizaram a fluorescência para o monitoramento via imagem de modelos 

animais da DA para acompanhar o efeito terapêutico da molécula CRANAD-17, um 

derivado da curcumina que inibe a formação das placas β-amiloide.147 

 Yoo e Han desenvolveram um biomarcador para quantificar a atividade da BuChE 

no plasma sanguíneo por meio de fluorescência.141 Os autores buscaram uma estratégia 

para contornar a interferência das proteínas albuminas na quantificação da BuChE. Para 

isso, desenvolveram uma molécula que após ser hidrolisada pela BuChE, possui alta 

afinidade pela proteína albumina sérica humana HSA (Human Serum Albumin) e intensa 

emissão de fluorescência, conforme mostrado na Figura 24.  

 

 

Figura 24: Biomarcador fluorescente para a BuChE presente no plasma sanguíneo 

desenvolvido por Yoo e Han.  



40 

 

 

As albuminas séricas são o principal grupo de proteínas constituintes do plasma 

sanguíneo, correspondendo a cerca de 60 % de sua composição. O nome deriva do latim 

albus devido aos precipitados esbranquiçados produzidos por essas proteínas quando 

isoladas. As albuminas são sintetizadas no fígado, tendo um tempo de meia vida de cerca 

de dezenove dias no organismo de um mamífero.148 São proteínas com grande capacidade 

de ligarem-se reversivelmente a uma variada classe de substâncias, como ácidos graxos, 

compostos aromáticos, hormônios e fármacos, sendo, portanto, consideradas proteínas 

carreadoras.149 

 Como apontado por Yoo e Han, o fato da HSA ser uma proteína carreadora e 

interagir com uma variedade de substâncias, muitas vezes acaba se tornando um desafio 

no desenvolvimento de biomarcadores ou sondas fluorescentes.141 Além de afetar a 

intensidade de fluorescência, a interação da sonda fluorescente pode levar a atribuições 

acima ou abaixo do real para um biomarcador, resultando em diagnósticos imprecisos. 

Desse modo, fica evidente a necessidade de conhecer as interações entre moléculas 

candidatas a fármacos com as proteínas plasmáticas. 

  A BSA (do inglês, Bovine Serum Albumin) é frequentemente utilizada como uma 

proteína modelo para o estudo das interações moleculares entre a proteína e pequenas 

moléculas, devido à arquitetura precisa de seus sítios ligantes, elucidada através de 

técnicas de ressônancia magnética nuclear e cristalografia. Além disso, a BSA possui 76 

% de sua estrutura homóloga a HSA  que possui um custo elevado.150 

Além de serem proteínas transportadoras, tanto a HSA quanto a BSA também são 

conhecidas por serem proteínas fluorescentes, isto é, possuem fluorescência intrínseca 

com máximo de emissão entre 332 - 350 nm, quando excitadas em λex = 280 nm. A 

fluorescência da BSA é atribuída aos resíduos dos aminoácidos triptofano (Trp) Trp-134 

e Trp-213 localizados no domínio I e subdomínio IIA, respectivamente (Figura 25).150 

Essa característica, além do baixo custo, permite que a BSA seja utilizada como modelo 

para estudo de interação com fármacos.151-153 
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Figura 25: Estrutura da proteína BSA (PDB ID 4OR0). 

 

Não só a emissão de fluorescência de uma molécula pode fornecer informações 

importantes do ponto de vista das aplicações biológicas143, como também a supressão da 

fluorescência.140,141 Estudos de supressão de fluorescência podem fornecer informações 

sobre a interações entre fármacos e proteínas de relevância biológica como as 

albuminas154, 155, actinas156, proteínas do cristalino157, heme-oxigenase158, β-amiloide159 e 

da AChE.160,161 

A supressão de fluorescência de uma proteína pode ocorrer por diversos 

mecanismos. A supressão de fluorescência por colisões ocorre quando o fluoróforo no 

estado excitado sofre uma desativação resultante de uma colisão com uma outra molécula 

presente em solução, chamada de supressor. Tanto a proteína quanto o supressor não são 

quimicamente alterados no processo. Esse modo de desativação é chamado de mecanismo 

dinâmico.140 

Outro mecanismo de supressão de fluorescência é o mecanismo estático.  No 

mecanismo estático um complexo é formado entre o fluoróforo e o supressor, e esse 

complexo não fluoresce. Ambos os mecanismos necessitam que ocorra o contato entre as 

moléculas e podem ser explicados segundo a equação de Stern-Volmer:  

𝐹0 /𝐹 = 1 + 𝐾𝑆𝑉[𝑄] = 1 + 𝑘𝑞τ0[𝑄]      (1) 

onde F0 e F são a intensidade de fluorescência na ausência e na presença do supressor, 

KSV é a constante de Stern-Volmer, [Q] é a concentração do supressor, kq é a taxa de 
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supressão de fluorescência e τ0 é o tempo de meia vida de fluorescência da proteína na 

ausência do supressor.162 

 Além dos mecanismos de supressão de fluorescência acima citados, outros 

mecanismos podem estar presentes dependendo da natureza química do supressor. Um 

desses mecanismos é a transferência de energia ressonante de Föster (FRET – Föster 

Ressonat Energy Transfer) intermolecular. A supressão de fluorescência via FRET ocorre 

quando o fluoróforo doador se encontra próximo ao fluoróforo receptor, de modo que 

ocorra a transferência de energia por meio de um processo não radiativo e acoplamento 

dipolo-dipolo (Figura 26). Nesse processo, o aceptor absorve a energia recebida do 

doador e é excitado, emitindo fluorescência em um comprimento de onda maior que o do 

doador.163  

 

Figura 26: Representação esquemática do mecanismo de FRET. Adaptado de 

Lakowicz.140 

 

Segundo a teoria de Föster, para que esse processo de FRET ocorra, o espectro de 

emissão de fluorescência do doador deve se sobrepor ao espectro de absorção no UV-vis 

do aceptor. Além disso, o processo de FRET ocorre por meio de uma interação espacial. 

A distância de Föster de 30 Å é muito grande para interação direta das nuvens eletrônicas 

das moléculas envolvidas, de modo que o mecanismo de FRET não necessariamente 

precisa de contato entre as moléculas para ocorrer. Desse modo, o mecanismo de FRET 

não é sensível a fatores estéricos ou a interações eletrostáticas.140  

 As técnicas envolvendo FRET são consideradas avançadas para a obtenção de 

informações acerca da proximidade entre doador e receptor. Na literatura são encontrados 
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diversos trabalhos mostrando a importância do mecanismo de FRET para compreender 

interações entre proteínas e biomoléculas.163,164 Como estudos envolvendo a supressão de 

fluorescência das proteínas albuminas HSA e BSA e a interação com agentes 

anticâncer155, antibacterianos165 e produtos naturais.166, 167 Jiang e colaboradores 

utilizaram o mecanismo de FRET para propor um novo método de estudo de interações 

com  proteínas. Já Loura e colaboradores utilizaram o mecanismo de FRET para estudar 

a seletividade entre proteínas e lipídeos.168  

 No caso da DA, é possível encontrar na literatura diversos exemplos de 

biomarcadores fluorescentes.169 Três trabalhos de revisão recentes apontam para a 

necessidade de novos biomarcadores fluorescentes tanto para o diagnóstico como para o 

acompanhamento da DA.169-171  Os principais alvos citados pelos autores são as placas β-

amiloide, emaranhados neurofibrilares da proteína tau, as enzimas MAOs, o ácido γ-

amino-butírico e alguns íons metálicos. Porém, pouco tem sido abordado na literatura 

sobre as ChE como biomarcadores, embora elas estejam associadas ao acúmulo de placas 

de β-amilóide.38,172  
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4. Objetivo 

Com a busca crescente por moléculas farmacologicamente ativas e de caráter 

multialvo no tratamento da doença de Alzheimer, este trabalho buscou o desenvolvimento 

de novas moléculas tendo como alvos as enzimas colinesterases bem como o estudo da 

interação com a proteína BSA. Dessa forma, o presente trabalho foi dividido em três 

partes. 

 

4.1. Parte I – Ésteres tianeptínicos 

A primeira parte deste trabalho teve como objetivo a síntese de ésteres derivados 

da Tianeptina (Esquema 3).  

 

Esquema 3: Ésteres tianeptínicos. 

 

4.2. Parte II – Híbridos multifuncionais 

A segunda parte deste trabalho teve por objetivo a síntese de compostos híbridos 

baseados nos núcleos tacrina (3a-h e 4a-h), lofina (5a-h) e o ácido cinâmico contendo 

uma ligação tripla (6).  
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Esquema 4: Híbridos envolvendo os núcleos tacrina, lofina e derivados do ácido 

cinâmico. 

 

4.3. Parte III – Estudo fotofísico 

A terceira parte deste trabalho teve como objetivo a caracterização fotofísica das 

moléculas sintetizadas, visando não só o estudo de interações com o solvente, mas 

também de interações com proteínas, tendo como modelo para interação a proteína BSA. 

 

4.4.  Objetivos específicos 

Para alcançar os objetivos, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas: 

 

i. Utilização da metodologia de esterificação de Fischer para a obtenção dos 

ésteres tianeptínicos. 

ii. Utilização da reação de acoplamento de Sonogashira para a construção do 

intermediário aldeído acrílico. 

iii. Utilização da reação de condensação de Knoevenagel com modificação de 

Doebner para a construção do núcleo derivado do ácido cinâmico. 

iv. Emprego da reação de Niementowski para construção dos núcleos 9-cloro-

1,2,3,4-tetraidroacridina e 6,9-dicloro-1,2,3,4-tetraidroacridina. 

v. Utilização da metodologia tetracomponente para a síntese dos 

intermediários contendo o núcleo lofina. 
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vi. Síntese e caracterização das cinamamidas. 

vii. Estudo fotofísico dos compostos híbridos com a proteína BSA. 

viii. Avaliação biológica com as enzimas acetilcolinesterase e 

butirilcolinesterase. 

ix. Aplicação da modelagem molecular para avaliar a interação dos novos 

híbridos com as enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase e com a 

proteína BSA. 
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5. Resultados e discussões 

5.1. Parte I - Ésteres tianeptínicos  

Durante o período de mestrado iniciou-se a investigação da preparação de ésteres 

tianeptínicos e sua interação com a proteína BSA. Durante esse período foram 

sintetizados ésteres contendo cadeias laterais de 4, 6 e 8 carbonos (Esquema 5). Tendo 

em vista os resultados de interação com a proteína  BSA obtidos e os resultados de 

interação com as enzimas colinesterases dos híbridos tacrina-tianeptina12, optou-se por 

ampliar o estudo, fazendo a síntese da série completa de ésteres com variações de 1 a 8 

carbonos. 

 

Esquema 5: Estrutura dos ésteres tianeptínicos obtidos por esterificação de Fischer da 

Tianeptina. 

 

Este trabalho deu origem a uma publicação no Journal of Brazilian Chemical 

Society, envolvendo a síntese dos ésteres e estudos de interação com a proteína BSA via 

espectroscopia de fluorescência e modelagem molecular.173 

 

5.1.1. Síntese dos ésteres tianeptínicos 

A Tianeptina utilizada nesse trabalho foi extraída diretamente dos comprimidos 

de Stablon®. A síntese dos ésteres 2a-c seguiu o protocolo tradicional da esterificação de 

Fischer174. Porém, para álcoois superiores a 4 carbonos (ésteres 2d-h), a temperatura da 

reação foi mantida fixa em 90°C para evitar a degradação da Tianeptina, conforme 

mostrado na Tabela 5. 
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Tabela 5: Condições reacionais e rendimento dos ésteres 2a-h. 

 

Éster 

(n) 
Teb. do álcool (°C) T da reação (°C) Tempo de reação Rendimento 

2a (n=0) 65 65 1h 80% 

2b (n=1) 78 78 1h 97% 

2c (n=2) 97 97 1h 90% 

2d (n=3) 118 90 3h 88% 

2e (n=4) 138 90 3h 82% 

2f (n=5) 157 90 3h 82% 

2g (n=6) 176 90 3h 96% 

2h (n=7) 195 90 3h 64% 

 

Conforme pode ser observado na tabela acima, a diminuição da temperatura e o 

aumento do tempo de reação não diminuíram os rendimentos. Apenas para o éster 

derivado do álcool octílico observou-se um rendimento inferior a 80%. O baixo 

rendimento para obtenção do éster 2h pode estar relacionado à alta temperatura de 

ebulição do álcool, o que dificultou sua remoção em alto vácuo. Além disso, a presença 

do álcool pode ter aumentado o coeficiente de solubilidade do éster na água durante o 

tratamento da reação. 

Após o término da reação o produto bruto foi purificado por cromatografia em 

coluna, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila como eluentes. Os produtos 

foram caracterizados por espectroscopia de RMN de ¹H, ¹³C, infravermelho e 

espectrometria de massas, conforme consta no artigo.173 A seguir a análise dos espectros 

de RMN de ¹H, ¹³C e infravermelho do éster 2e, com 5 carbonos na cadeia alquílica lateral 

que foi sintetizado durante o período do doutorado. 
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Figura 27: Espectro de RMN de ¹H (CDCl3, 400 MHz) do éster tianeptínico 2e. 

 

No espectro de RMN de ¹H do éster tianeptínico 2e (Figura 27) podem ser 

observados em 0,95 ppm um tripleto (J = 7,4 Hz) referente aos três hidrogênios H24, em 

1,37 – 1,20 ppm um multipleto referente a sobreposição dos sinais de H15, H16, H23 e 

possivelmente o hidrogênio ligado ao átomo de nitrogênio H12. Em 1,56 – 1,41 ppm há 

um multipleto referente aos hidrogênios H14 e em 1,74 – 1,56 ppm há o multipleto 

referente a sobreposição dos sinais de H17, H21 e H22. Em 2,29 ppm há o tripleto (J = 

7,5 Hz) referente aos hidrogênios H18 e em 2,48 ppm há o tripleto (J = 7,1 Hz) referente 

aos hidrogênios H13. Em 3,39 aparece um singleto bastante intenso referente a metila 

ligada ao átomo de nitrogênio do sistema tricíclico. Em 4,03 ppm há o tripleto (J = 6,7 

Hz) referente aos hidrogênios H20 e em 5,02 ppm há o singleto do hidrogênio do carbono 

quiral H11’. Na região dos aromáticos, em 7,54 – 7,30 há a sobreposição dos sinais dos 

hidrogênios do sistema tricílico e em 7,98 ppm há um dubleto (J = 2,1 Hz) referente ao 

acoplamento em meta entre hidrogênio H4’ e H2’. 

Já no espectro de RMN de ¹³C-APT (Figura 28) na região alifática, podem ser 

observados com fase oposta aos demais carbonos, os sinais dos carbonos C24, a metila 

do sistema tricíclico e C11’ em 10,38, 38,89 e 66,49 ppm, respectivamente. Os demais 
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carbonos metilênicos tanto da tianeptina quanto da cadeia lateral encontram-se atribuídos 

conforme mostrado na figura. Na região aromática, podem ser observados mais blindados 

os sinais dos carbonos ligados a um átomo de hidrogênio (em ppm, 132,15 – C2’, 131,16 

– C1’, 130,02 – C10’, 129,32 – C8’, 128,39 – C9’, 128,10 – C4’ e 128,00 – C7’) enquanto 

os carbonos quaternários aparecem mais desblindados (em ppm, 140,41 – C4’a, 138,76 – 

C6’a, 138,55 – C10’a, 136,94 – C11’a, 134,22 – C3’). Por fim, em 174,12 ppm aparece 

o sinal referente ao carbono carbonílico C19. 

 

Figura 28: Espectro de RMN de ¹³C-APT (CDCl3, 101 MHz) do éster tianeptínico 2e. 

 

No espectro de infravermelho do éster 2e (Figura 29) podem ser observadas as 

bandas de estiramento da ligação N-H em 3341 cm-1, em 3061 cm-1 a banda de 

estiramento da ligação C-H de hidrogênios ligados a carbonos sp², em 2933 e2857 cm-1 

as bandas de estiramento da ligação C-H de hidrogênios ligados a carbonos sp³, em 1730 

cm-1 a banda de estiramento da carbonila de éster, em 1577 cm-1 a banda de deformação 

angular da ligação N-H, em 1350 cm-1 a banda de estiramento da ligação S-O e em 1153 

cm-1 a banda de estiramento da ligação C-O. 
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Figura 29: Espectro na região do infravermelho do éster tianeptínico 2e. 

 

5.1.2. Avaliação biológica 

Dada a excelente atividade inibitória das ChE apresentada pelos híbridos tacrina-

tianeptina12, buscou-se avaliar se os ésteres tianeptínicos também apresentavam alguma 

atividade frente às enzimas. Foram avaliados os ésteres com cadeia lateral de quatro e de 

seis carbonos, uma vez que para estes tamanhos de cadeia espaçadora foi observado dupla 

interação enzimática em trabalhos anteriores do grupo.12-14 Contudo, nenhuma das 

moléculas avaliadas apresentou atividade inibitória frente às ChE. 

 

5.1.3. Interações intermoleculares dos ésteres com a proteína BSA 

A tianeptina interage fortemente com a proteína plasmática albumina sérica 

devido à presença da função ácido carboxílico, o que reflete em um baixo volume de 

distribuição, isto é, o fármaco encontra-se pouco livre no sangue. Em outras palavras, 

quanto maior a porção de fármaco ligado às proteínas plasmáticas, menos fármaco 

livre.83,84 Sendo as proteínas albuminas as mais abundantes do plasma, a interação com 
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essas proteínas pode resultar desde mudanças na absorção, metabolismo e excreção, até 

na atenuação da potência do fármaco. Dessa forma, utilizou-se a BSA como modelo para 

estudo da interação dos ésteres com a proteína albumina. 

Os espectros de fluorescência da BSA foram obtidos na presença de quantidades 

maiores (aumento da concentração) dos ésteres e também da tianeptina, na faixa de 290-

450 nm, nas temperaturas de 20, 30 e 40°C (293, 303 e 313K, respectivamente) em 

tampão fosfato PBS. O máximo de emissão de fluorescência da BSA em tampão PBS 

ocorre em 346 nm quando excitado em 280 nm (valor obtido do espectro de absorção no 

UV). Tanto a tianeptina como os ésteres não apresentam fluorescência no comprimento 

de excitação de 280 nm, de forma que não ocorre a excitação direta nesse comprimento 

de onda.  

Conforme mostrado na Figura 30 a fluorescência intrínseca da BSA foi utilizada 

para monitorar a interação da tianeptina e dos ésteres 2a-h. A fluorescência da BSA 

diminui gradativamente com o aumento da concentração da tianeptina e dos ésteres 2a-

h, enquanto o máximo de emissão e o formato dos picos permanecem inalterados. As 

concentrações variaram entre 0 e 25 µM. Para concentrações acima de 25 µM, era 

observada a precipitação dos ésteres, o que se mostrou um desafio, pois a presença de 

sólidos em solução pode causar espelhamentos na luz e, por consequência, erros nas 

medidas. A tianeptina, por outro lado, mostrou-se solúvel mesmo em concentrações 

superiores a 500 µM. Para poder comparar os modos de interação da tianeptina e os 

ésteres 2a-h com a proteína BSA, fixou-se a concentração entre 0 e 25 µM. 
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Figura 30: Efeitos da Tianeptina 1 e dos ésteres 2a-h no espectro de fluorescência da 

BSA a 20°C, λex = 280 nm; [BSA] = 5 μM; [1, 2a-h] (μM) = 0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d), 

20 (e) e 25 (f), respectivamente. (pH = 7,4 tampão PBS). 

 

A fluorescência da BSA é atribuída principalmente aos resíduos de triptofano, 

sendo facilmente suprimida uma vez que o triptofano pode doar facilmente um elétron.175, 

176 A supressão de fluorescência pode seguir o mecanismo estático, por meio de formação 

de complexo no estado fundamental, ou o mecanismo dinâmico, que ocorre por meio de 

colisões com transferência de energia.177,178 Ambos dependem da temperatura e podem 

ser descritos pela equação de Stern-Volmer (vide equação (1) – página 42). O aumento 

da temperatura resulta em uma maior velocidade de difusão das moléculas e, portanto, 

maiores taxas de colisões. Por outro lado, o aumento da temperatura desestabiliza a 

formação de complexos, resultando em menores taxas de supressão via mecanismo 

estático.140 

 As constantes de Stern-Volmer para três diferentes temperaturas podem ser 

observadas na Tabela 6. Na Figura 31 podem ser observados os gráficos de F0/F x [Q] 

para a tianeptina e os ésteres 2a-h. Como pode ser observado, todos apresentaram uma 
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relação linear a cada temperatura, indicando que apenas um tipo de mecanismo 

predomina, seja ele dinâmico ou estático. Para a tianeptina observa-se uma interação 

considerável com a BSA o que pode ser constatado a partir dos altos valores de KSV que 

aumentam com a temperatura (7,1x10³ L.mol-1 a 20°C e 13,1x10³ L.mol-1 a 40°C), o que 

sugere um mecanismo dinâmico de supressão da fluorescência da BSA. 

 Para os ésteres tianeptínicos, a taxa de supressão de fluorescência da BSA a 20°C 

aumenta na seguinte ordem: 2a ~ 2h < 2e < 2d ~ 2f < 2g < 2b < 2c. De forma inesperada, 

os ésteres 2a e 2h com o menor e maior tamanho de cadeia lateral, respectivamente, 

apresentaram praticamente o mesmo valor de KSV a 20°C. Por outro lado, a temperaturas 

maiores, a intensidade de fluorescência da BSA permaneceu quase inalterada na presença 

de quantidades crescentes dos ésteres, principalmente para os ésteres com cadeias laterais 

com mais de quatro carbonos. Dessa forma, o cálculo das constantes KSV a 30 e 40°C foi 

crítico devido as limitações experimentais, como variações da temperatura da sala do 

equipamento, bem como variações datemperatura da cubeta de leitura das medidas. 

Apesar disso, é possível observar que para os ésteres a constante KSV diminui com a 

temperatura em oposição ao observado para a tianeptina, o que pode indicar um 

mecanismo de supressão estático da fluorescência da BSA para os ésteres 2a-h (Figura 

31). 
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Figura 31: Gráficos de Stern-Volmer da supressão de fluorescência da BSA pela 

Tianeptina e pelos ésteres 2a-h. [BSA] = 5 μM; [1, 2a-h] (μM) = 0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 

(d), 20 (e) e 25 (f), respectivamente. (pH = 7,4 tampão PBS). 

 

  As taxas de supressão da fluorescência da BSA kq nas temperaturas estudadas 

foram obtidas à partir da Equação (1), utilizando τ0 = 10-8s.140 Como pode ser observado 

na Tabela 6, para a tianeptina a taxa de supressão da fluorescência aumenta com a 

temperatura, o que indica que o mecanismo de supressão da BSA pela tianeptina se dê 

por meio de mecanismo dinâmico. Por outro lado, os valores de kq para todas as 

temperaturas estudadas foram maiores que taxa de difusão limite para uma biomolécula 

(2,0x1010 L.mol−1.s−1)140 indicando que o mecanismo estático também contribui para a 

supressão de fluorescência. Para os ésteres, os valores de kq também foram superiores às 

taxas limite de difusão para uma biomolécula, sugerindo um mecanismo de supressão de 

fluorescência da BSA estático, o que está de acordo com os valores de KSV obtidos.   
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Tabela 6: Constantes de Stern-Volmer (KSV kq), constante de ligação (Kb) e número de 

sítios ligantes (n) para a interação entre BSA-tianeptina 1 e para BSA-ésteres 2a-ha  

Molécula T (°C) 
KSV x 103 

(M-1) 

kqx1011 

(M-1 s-1) 
R 

Kbx104 

(M-1) 
n R 

1 

20 7,1 7,1 0,997 0,79 1,01 0,992 

30 12,3 12,3 0,998 2,29 1,05 0,995 

40 13,0 13,0 0,981 218,7 1,48 0,998 

2a 

20 7,1 7,1 0,995 5,88 1,19 0,998 

30 7,2 7,2 0,997 0,74 1,00 0,998 

40 1,5 1,5 0,997 0,36 1,08 0,995 

2b 

20 12,1 12,1 0,995 2,81 1,08 0,998 

30 5,2 5,2 0,999 0,52 0,99 0,999 

40 4,4 4,4 0,996 0,14 0,89 0,999 

2c 

20 13,8 13,8 0,995 5,37 1,13 0,999 

30 3,3 3,3 0,997 0,25 0,98 0,995 

40 4,0 4,0 0,982 0,08 0,85 0,993 

2d 

20 10,0 10,0 0,998 2,63 1,09 0,993 

30 3,8 3,8 0,993 0,19 0,94 0,992 

40 3,4 3,4 0,992 7,24 1,28 0,989 

2e 

20 9,1 9,1 0,995 3,98 1,13 0,993 

30 3,7 3,7 0,977 0,28 0,76 0,933 

40 3,3 3,3 0,977 0,36 1,00 0,995 

2f 

20 10,0 10,0 0,992 13,18 1,24 0,998 

30 2,4 2,4 0,979 0,12 0,93 0,973 

40 3,5 3,5 0,991 0,40 1,01 0,989 

2g 

20 11,8 11,8 0,994 1,58 1,03 0,995 

30 2,7 2,7 0,994 0,34 1,01 0,990 

40 2,7 2,7 0,985 0,02 0,77 0,995 

2h 

20 7,0 7,0 0,994 1,77 1,09 0,997 

30 2,7 2,7 0,964 0,08 0,89 0,981 

40 2,8 2,8 0,967 2,04 1,17 0,943 

a: R é o coeficiente de correlação.  

Também foram obtidos os espectros de UV dos ésteres, da BSA e do sistema BSA-

éster (Figura 32). Tanto a tianeptina quanto os ésteres absorvem em regiões semelhantes 

à BSA. O espectro da tianeptina apresenta duas bandas em 276 e 284 nm, sendo que para 
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os ésteres não houveram modificações no comprimento de onda nem no formato das 

bandas de absorção. O espectro de absorção do sistema BSA-éster foi medido com o éster 

de dois carbonos 2b, e não apresentou mudanças no formato ou na posição do pico de 

absorção quando comparado à BSA sozinha. Isso indica que a interação do éster com a 

proteína não provoca mudanças no microambiente da BSA.179 

 

Figura 32: Espectro de absorção no UV-vis da [BSA] = 5 μM em PBS (curva a); 

[Tianeptina] = 20 μM em PBS/DMSO (curva b); [2b] = 20 μM em PBS/DMSO (curva 

c); [2h] = 20 μM em PBS/DMSO (curva d); e [complexo BSA:2b] = 5:20 μM em 

PBS/DMSO (curva e). T = 20°C, pH = 7,4. 

  

A partir da análise do espectro de absorção no UV-vis, fica claro que a supressão 

da fluorescência da BSA pela tianeptina e seus ésteres não envolve um mecanismo de 

transferência de energia. De acordo a teoria de Föster para a transferência de energia 

ocorrer entre uma molécula (doador) para outra molécula (aceptor) os espectros de 

absorção no UV-vis e de emissão de fluorescência de ambas as moléculas precisam 

sobrepor-se.180 Conforme pode ser observado na Figura 33 tanto o espectro de absorção 

da tianeptina como do éster 2b não sobrepõem com o espectro de emissão de 

fluorescência da BSA, de modo que a transferência de energia entre proteína e molécula 

não ocorre. 
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Figura 33: Sobreposição do espectro de emissão de fluorescência (λexc = 280 nm) com 

os espectros de absorção no UV-vis da [tianeptina] = 20 µM e do éster [2b] = 5 µM, em 

PBS, pH = 7,4, 25°C . 

 

 Também foi possível obter a constante de ligação (Kb) e o número de sítios 

ligantes (n) a partir dos dados dos espectros de fluorescência, utilizando a equação (2).140  

𝑙𝑜𝑔 (
(𝐹𝑂−𝐹)

𝐹
) = 𝑙𝑜𝑔𝐾𝑏 + 𝑛𝑙𝑜𝑔[𝑄]        (2) 

 Na Figura 34 podem ser observados os gráficos do duplo logaritmo e na Tabela 6 

os respectivos valores calculados. O número de sítio ligantes (n) é igual a 1 em todas as 

temperaturas estudadas, indicando apenas um sítio de ligação entre a BSA e os ésteres 

2a-h. Para a tianeptina observou-se que n = 1,48 na temperatura de 40°C, indicando que 

um segundo sítio passou a ser ocupado pela molécula na proteína. Quanto à constante de 

ligação (Kb) pode-se observar que esta foi praticamente independente da temperatura. 

Para tianeptina percebe-se a alta afinidade a 40°C, quanto para os ésteres, na mesma 

temperatura, observou-se que a ligação com a proteína era muito menor. Considerando 

as constantes de ligação da tianeptina com a HSA na faixa de 8,9x104 – 3,6x106 L.mol-1, 

percebe-se que tanto a tianeptina quanto os ésteres possuem grande afinidade pela BSA 

e as constantes de ligação a 20°C aumentam na seguinte ordem: 1 < 2g < 2h < 2d < 2b < 

2e < 2c < 2a < 2f. O éster 2f com seis carbonos na cadeia lateral apresentou a maior 

afinidade pela proteína, enquanto a tianeptina tem a menor. Isso indica que o tamanho de 
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seis carbonos seja o tamanho limite para interação com a BSA. Para os ésteres com 

cadeias de 7 e 8 carbonos 2g e 2h, respectivamente, percebe-se que a interação com a 

proteína volta a ser semelhante à da tianeptina. 

 

Figura 34: Gráficos de log((F0-F)/F) vs log(Q) para tianeptina 1 e para os ésteres 2a-h, a 

três diferentes temperaturas. [BSA] = 5 μM; [1, 2a-h] (μM) = 0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d), 

20 (e) e 25 (f), respectivamente. (pH = 7,4 tampão PBS). 

 

5.1.4. Modelagem molecular – BSA 

Segundo dados da literatura, a tianeptina interage com a HSA nos sítios ligantes 

do subdomínio IIA.181 De acordo com a classificação de Sudlow182,183 compostos que se 

ligam a este subdomínio contém tipicamente uma carga periférica negativa. A tianeptina 

é zwitterion, com dois valores de pKa, 4,4 (ácido) e 6,8 (básico).184 Desse modo, em 

tampão PBS a tianeptina encontra-se na sua forma aniônica. Já os ésteres apresentam 

apenas uma constante de dissociação, uma vez que o grupo ácido carboxílico não existe 

mais. Essa diferença pode indicar que os ésteres estejam acomodados em um sítio 

diferente da tianeptina. Essa investigação foi realizada com auxílio de estudos de 

modelagem molecular, realizados em parceria com o Prof. Dr. Paulo Augusto Netz. 
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 Os cálculos de modelagem molecular foram realizados utilizando o software 

AutoDockVina, conforme descrito na parte experimental. A partir dos cálculos foi 

possível identificar a localização dos ligantes e mapear o padrão de interações. Na Figura 

35 podem ser observadas a sobreposição das posições com maior afinidade (poses com 

os valores mais negativos) para cada éster e também para a Tianeptina, na vizinhança de 

cada resíduo de triptofano. 

A vizinhança do Trp134 corresponde a região IB e a vizinhança do Trp213 a 

região IIA, seguindo a classificação de Sudlow.183 De acordo com os resultados de 

modelagem molecular, os valores obtidos para a região IIA foram mais negativos, 

indicando maior afinidade na proximidade do Trp213 do que em Trp134. Esses resultados 

foram semelhantes aos encontrados na literatura para a interação com a BSA da molécula 

de estazolam153 e ramipril152, que são outros fármacos que também interagem fortemente 

com a BSA. Esses resultados, além de apontarem para a interação mais favorável com a 

região IIA, ajudam a explicar o número de sítios ligantes igual a 1 e também suportam a 

hipótese do mecanismo estático de supressão da fluorescência da BSA, dada a 

estabilidade do complexo formado.  

 

Figura 35: Melhores posições obtidas à partir da modelagem molecular para a tianeptina 

1 e para os ésteres 2a-h. Sítio IB na esquerda e IIA na direita. 

  

Na Figura 36 podem ser observados detalhadamente a interação do éster 2f (cadeia 

lateral de seis carbonos) com a BSA. O éster interage com o Trp213 por meio de 
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interações de van der Waals e realiza ligação de hidrogênio com o resíduo de His241. O 

padrão de interações encontrado é consistente com a alta afinidade de ligação obtido com 

os cálculos de modelagem molecular, além de corroborar para a hipótese do mecanismo 

estático de supressão de fluorescência da proteína. 

 

Figura 36: Resíduos de amino ácidos ao redor do éster 2f no sítio IIA da BSA. 

 

5.1.5. Conclusões parciais 

  A síntese de ésteres do fármaco tianeptina utilizando a metodologia de Fisher 

mostrou-se eficiente e com bons rendimentos (64-96 %). Por se tratar de uma molécula 

com alto valor agregado, as modificações estruturais realizadas na tianeptina com altos 

rendimentos podem ser úteis no desenvolvimento de pró-fármacos ou até mesmo no caso 

de novos híbridos envolvendo o núcleo. Além disso, a expansão da série de moléculas 

contendo variações de um átomo de carbono, permitiu melhores avaliações da relação 

estrutura e atividade frente a BSA. Os resultados experimentais mostraram que a 

tianeptina suprime a intensidade de fluorescência da BSA mais eficientemente que os 

ésteres. O aumento da KSV com o aumento da temperatura indica um mecanismo de 

supressão dinâmico para a tianeptina, enquanto para os ésteres o mecanismo estático foi 

observado. Os resultados de modelagem molecular corroboram para a hipótese do 

mecanismo estático.  
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6. Considerações Finais 

A química medicinal ainda é pautada na lógica “uma molécula, um alvo”. 

Milhares de moléculas são sintetizadas todos os anos, porém a grande maioria acaba 

sendo descartada nos estágios iniciais de pesquisa por não serem consideradas eficientes 

frente aos alvos para os quais foram construídas ou pela toxicidade. No caso da DA não 

tem sido diferente. Centenas de trabalhos podem ser encontrados na literatura propondo 

novas moléculas como potenciais candidatos para o tratamento da DA, porém sem chegar 

aos estágios clínicos. Mesmo no caso dos híbridos multialvo, nenhuma molécula híbrida 

chegou aos estágios clínicos com humanos até o momento.  

Porém, a DA é uma doença multifatorial, de modo que as demais hipóteses não 

podem ser descartadas. A hipótese colinérgica ainda é uma das mais estudadas e busca a 

atenuação dos sintomas da doença pela inibição das enzimas colinesterases. Neste 

trabalho foram estudados uma série de núcleos com importância biológica como a 

Tianeptina, tacrina, lofina e cinâmico para a construção de moléculas híbridas. Todas as 

38 moléculas sintetizadas nesse trabalho tiveram como alvo as enzimas colinesterases, 

porém apenas 17 apresentaram inibição das enzimas AChE e BuChE.  

 Os resultados mais promissores obtidos nesse trabalho envolvem a série de 

híbridos tacrina-cinamamida (7a-h e 8a-h) e tacrina-alcóxi-cinamamida (44), que 

apresentaram inibição das enzimas colinesterases na escala de nanomolar. A alta 

atividade dos híbridos pode estar relacionada ao fato de que a tacrina se ancora no fundo 

do CAS da enzima AChE, enquanto a porção cinâmico interage com o PAS, segundo os 

estudos de modelagem molecular. Além disso, os híbridos 6-cloro-tacrina-cinamamida 

8e e 8f com cadeias espaçadoras de seis e sete carbonos, respectivamente, apresentaram 

baixa toxicidade frente a três tipos celulares distintos, o que torna os compostos 

promissores como líderes. Isto é, compostos que ainda podem ser funcionalizados tanto 

na porção cinâmico, quanto no núcleo tacrina, a fim de promover aumento da atividade e 

melhora de propriedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas. Quanto ao caráter 

multifatorial dos híbridos, mais ensaios precisam ser realizados, como capacidade 

antioxidante, anti β-amiloide, anti MAO, entre outros. 

 Conhecer as propriedades fotofísicas de uma molécula permite que diversas outras 

aplicações possam ser buscadas. Os estudos de interação com a proteína BSA via 

espectroscopia de fluorescência ainda são uma maneira rápida e barata de obter 

informações sobre a interação entre pequenas moléculas e proteínas e constituem uma 



63 

 

etapa importante no conhecimento de novos compostos com potencial aplicação 

biológica. Mesmo não tendo sido ativos frente às enzimas colinesterases, os ésteres 

tianeptínicos e os híbridos lofina-cinamamida representam moléculas com possíveis 

propriedades farmacológicas relevantes. A espectroscopia de fluorescência evidenciou a 

ocorrência da interação, enquanto os estudos de modelagem molecular permitiram 

identificar qual o sítio preferencial de ligação com a proteína BSA. Esses compostos, 

além de compor a biblioteca de estruturas do grupo, podem posteriormente apresentar 

atividade frente a outros alvos.  

 Os híbridos tacrina-alcóxi-cinamamida e lofina-alcóxi-cinamamida também 

tiveram suas propriedades fotofísicas estudadas neste trabalho. O híbrido 44 apresentou 

inibição das enzimas AChE e BuChE, de modo que se estima que os demais híbridos da 

série também apresentem interação com as enzimas. A interação enzimática aliada às 

propriedades de emissão de fluorescência dos compostos, pode indicar para o 

desenvolvimento de um biomarcador para as enzimas ChE. Desse modo, fica uma 

perspectiva para seguimento do trabalho.  

Por fim, é preciso ressaltar que a elaboração dessa Tese foi fruto de um trabalho 

multidisciplinar, contendo tanto aspectos químicos, como bioquímicos e computacionais. 

Essa integração de conhecimentos de diferentes áreas é que tem permitido o 

desenvolvimento de trabalhos mais amplos e que, portanto, demandam uma formação 

mais completa e abrangente do pesquisador. Além disso, estimula a troca entre diferentes 

grupos de pesquisa. Ainda, este trabalho foi realizado inteiramente com financiamento 

público, sendo imprescindível que os resultados aqui apresentados sirvam em benefício 

da melhora da saúde de todos e que contribuam para o avanço da Ciência daqui para 

frente. 
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7. Parte experimental 

7.1. Parte experimental – I 

A tianeptina utilizada nesse trabalho foi extraída diretamente dos comprimidos de 

Stablon®. Os comprimidos foram triturados e dissolvidos em tetrahidrofurano (THF) e 

mantidos sob agitação e aquecimento (50°C) durante 30 minutos. A solução foi filtrada 

em funil de Büchner e concentrada no rotaevaporador. O produto bruto resultante foi 

purificado por cromatografia em coluna, utilizando sílica gel 60Å (70 – 230 mesh) como 

fase estacionária e uma mistura de CHCl3:MeOH:NH4OH (97:2,5:0,5 – pH = 11) como 

eluente. Após a purificação a tianeptina foi caracterizada por infravermelho e RMN de 

¹H e ¹³C, e a atribuição dos sinais foi feita de acordo com a literatura. 

A BSA (livre de ácidos graxos) foi comprada da INLAB Brazil e seu peso 

molecular foi considerado como 66 200 Da, para fim de cálculo das concentrações 

molares. As soluções de fármaco-proteína foram preparadas pela mistura da Tianeptina e 

seus ésteres e a BSA em tampão PBS. A fim de evitar a precipitação dos compostos 

orgânicos, as moléculas estudadas foram previamente dissolvidas em DMSO. A 

concentração de BSA foi mantida fixa em 5 µM, enquanto a concentração da tianeptina 

e seus ésteres foram variados de 0 a 25 µM. Os espectros de supressão de fluorescência 

foram obtidos nas temperaturas de 20, 30 e 40°C. Todas as medidas foram realizadas em 

triplicata, com soluções recém preparadas. 

Os espectros de infravermelho foram obtidos no equipamento Varian 640-IR em 

discos de KBr. Os espectros de RMN de ¹H e ¹³C foram feitos em solução de CDCl3 em 

um espectrômetro Varian VNMRS 300 MHz. Os deslocamentos químicos (δ) são dados 

em partes por milhão (ppm) a partir do sinal do tetrametilsilano (δ = 0,00 ppm) como 

padrão interno para o RMN de 1H ou a partir do sinal do solvente, CDCl3 (δ = 77,23 ppm) 

para o RMN de ¹³C. As multiplicidades são dadas como s (singleto), d (dubleto), dd (duplo 

dubleto), t (tripleto), m (multipleto) ou sl (singleto largo); as constantes de acoplamento 

(J) são dadas em Hz. Os dados de Espectrometria de Massas de Alta Resolução com 

Ionização Eletrospray (High Resolution Mass Spectrometry with Eletrospray Ionization 

- HRMS-ESI), em modo positivo, foram obtidos em um equipamento UHPLC-QTOF/MS 

Bruker Impact II.  Os espectros de absorção na região do UV-visível foram obtidos em 

um Espectrofotômetro Shimadzu UV-2450PC. Os espectros de supressão de 

fluorescência foram obtidos em Espectrofluorímetro Shimadzu RF-5301PC. 
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7.2. Parte experimental - II 

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em um espectrômetro (FTIR) 

Shimadzu Prestige-21 utilizando a técnica de DRIFTS sob pastilha de ZnSe. As análises 

de ponto de fusão foram realizadas em microscópio óptico modelo Olympus BX 41 

acoplado a uma placa de aquecimento Mettler Toledo FP-90 F 982 T, utilizando-se uma 

taxa de aquecimento de 10 °C.min-1. Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos em 

uma solução em solvente deuterado apropriado em um espectrômetro Bruker Avance 400 

MHz. Os deslocamentos químicos (δ) são dados em partes por milhão (ppm) a partir do 

sinal do tetrametilsilano (δ = 0,00 ppm) como padrão interno para o RMN de 1H ou a 

partir do sinal do solvente, CDCl3 (δ = 77,23 ppm) para o RMN de ¹³C, DMSO-d6 (39,51 

ppm) para o RMN de 13C; as multiplicidades são dadas como s (singleto), d (dubleto), dd 

(duplo dubleto), ddd (dubleto de dubleto de dubleto), t (tripleto), m (multipleto) ou sl 

(singleto largo); as constantes de acoplamento (J) são dadas em Hz. Os dados de 

Espectrometria de Massas de Alta Resolução com Ionização Eletrospray (High 

Resolution Mass Spectrometry with Eletrospray Ionization - HRMS-ESI), em modo 

positivo, foram obtidos em um equipamento UHPLC-QTOF/MS Bruker Impact II. As 

purificações por cromatografia em coluna foram realizadas empregando como fase 

estacionária sílica gel 60Å (70 – 230 mesh). As análises de cromatografia em camada 

delgada foram realizadas em placas de alumínio com camada de 0,2 mm de sílica gel 60F-

254 (Macherey-Nagel). Os reagentes foram obtidos da Sigma Aldrich, Acros Organics e 

TCI. A nomenclatura dos compostos foi escrita baseando-se no programa ChemDraw 

Ultra 14.0 (ChemBioOffice 2014), considerada a tradução do inglês. 

 

7.3. Procedimentos sintéticos  

7.3.1. Síntese dos ésteres tianeptínicos (2a-c) 

Em um balão foi adicionado a tianeptina (100 mg, 0,22 mmol) e uma barra 

magnética. Então foram adicionados 2 mL do álcool e 0,05 mL de ácido sulfúrico 

concentrado. A mistura foi deixada sob refluxo durante 1 hora, e após resfriada a 

temperatura ambiente e o álcool foi removido sob vácuo. O óleo obtido foi diluído em 

acetato de etila (5 mL), lavado com Na2CO3 10 % (5 mL), extraído com água (3 x 5 mL) 

e seco com Na2SO4. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna 

utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila como eluentes para resultar em um 

óleo amarelado.  
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7.3.2. Éster metílico da Tianeptina (2a) 

 

Metil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2] tiazepin-

11il)amino)heptanoato 

 

Rendimento: 80 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210 nm.  IV (KBr) νmax/cm-1: 3340, 

3064, 2932, 2856, 1736, 1587, 1471, 1335, 1150, 581. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ: 

1,23-1,35 (m, 4H); 1,41-1,52 (m, 2H); 1,55-1,64 (m, 2H); 1,75 (sl, NH); 2,28 (t, J = 7,4 

Hz, 2H); 2,45 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 3,65 (s, 3H); 5,00 (s, 1H); 7,28-7,32 (m, 

1H); 7,33-7,41 (m, 3H); 7,41-7,49 (m, 2H); 7,96 (d, J = 1,7 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, 

CDCl3) δ: 174,1; 140,2; 138,5; 138,4; 136,8; 134,2; 132,2; 131,2; 130,0; 129,3; 128,4; 

128,1; 127,9; 66,1; 51,4; 48,0; 38,6; 33,9; 29,8; 28,9; 26,9; 24,8. HRMS (ESI) m/z, 

calculado: C22H27ClN2O4S [M]+: 451,1458, encontrado: 451,1459. 

 

7.3.3. Éster etílico da Tianeptina (2b) 

 

Etil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato  

Rendimento: 97 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210 nm. IV (KBr) νmax/cm-1: 3343, 3066, 

2930, 2854, 1731, 1583, 1475, 1335, 1150, 589. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ: 1,24 (t, 

J = 7,2 Hz, 3H); 1,27 – 1,34 (m, 4H); 1,43 – 1,53 (m, 2H); 1,55 – 1,63 (m, 2H); 2,03 (sl, 

NH); 2,26 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,45 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,36 (s, 3H), 4,11 (q, J = 7,2 Hz, 
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2H); 5,00 (s, 1H); 7,28 – 7,32 (m, 1H); 7,33 – 7,40 (m, 3H); 7,42 – 7,49 (m, 2H); 7,95 (d, 

J = 2,0 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, CDCl3) δ: 173,4; 140,3; 138,7; 138,4; 136,8; 134,1; 

132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,3; 128,1; 127,9; 66,1; 60,1; 48,0; 38,6; 34,2; 29,8; 28,9; 

26,8; 24,7; 14,2. HRMS (ESI) m/z, calculado C23H29ClN2O4S [M]+: 465,1614, 

encontrado: 465,1604. 

 

7.3.4. Éster propílico da Tianeptina (2c) 

 

Propil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato  

 

Rendimento: 90 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210 nm. IV (KBr) νmax/cm-1: 3347, 3066, 

2930, 2854, 1731, 1583, 1467, 1335, 1154, 584. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ: 0,93 (t, 

J = 7,4 Hz, 3H); 1,25 (sl, NH); 1,27 – 1,35 (m, 4H); 1,43 – 1,53 (m, 2H); 1,55 – 1,69 (m, 

4H); 2,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,45 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,01 (t, J = 6,8 Hz, 

2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 – 7,32 (m, 1H); 7,33 – 7,41 (m, 3H); 7,42 – 7,49 (m, 2H); 7,96 (d, 

J = 2,0 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, CDCl3) δ: 173,7; 140,3; 138,7; 138,5; 136,9; 134,2; 

132,1; 131,1; 130,0; 129,2; 128,3; 128,0; 127,9; 66,1; 65,8; 48,0; 38,6; 34,2; 29,8; 28,9; 

26,8; 24,8; 21,9; 10,3. HRMS (ESI) m/z, calculado C24H31ClN2O4S [M]+: 479,1771, 

encontrado: 479,176. 

 

 

 

7.3.5. Síntese dos ésteres tianeptínicos (2d-h) 

Em um balão foi adicionado a tianeptina (100 mg, 0,22 mmol) e uma barra 

magnética. Então foram adicionados 2 mL do álcool e 0,05 mL de ácido sulfúrico 

concentrado. A mistura foi aquecida a 90°C durante 3 horas, após resfriada a temperatura 
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ambiente e o álcool foi removido sob vácuo. O óleo obtido foi diluído em acetato de etila 

(5 mL), lavado com Na2CO3 10 % (5 mL), extraído com água (3 x 5 mL) e seco com 

Na2SO4. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando uma 

mistura de hexano e acetato de etila como eluentes para resultar em um óleo amarelado. 

 

7.3.6. Éster butílico da tianeptina (2d) 

 

Butil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato  

 

Rendimento: 88 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210 nm. IV (KBr) νmax/cm-1: 3343, 3067, 

2930, 2854, 1727, 1583, 1467, 1334, 1154, 585. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ:  0,93 (t, 

J = 7,3 Hz, 3H); 1,24 – 1,32 (m, 4H); 1,32 – 1,42 (m, 2H); 1,43 – 1,52 (m, 2H); 1,55 – 

1,64 (m, 4H); 1,97 (sl, NH); 2,26 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 

3H); 4,06 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 – 7,32 (m, 1H); 7,33 – 7,41 (m, 3H); 7,42 

– 7,48 (m, 2H); 7,96 (d, J = 2,0 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, CDCl3) δ: 173,8; 140,3; 

138,7; 138,5; 136,9; 134,2; 132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,4; 128,1; 127,9; 66,1; 64,1; 

48,0; 38,6; 34,2; 30,6; 29,8; 28,9; 26,9; 24,8; 19,1; 13,4. HRMS (ESI) m/z, calculado 

C25H33ClN2O4S [M]+: 493,1928, encontrado: 463,1929. 

 

 

 

7.3.7. Éster pentílico da tianeptina (2e) 
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Pentil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiiazepin-11-

il)amino)heptanoato  

 

Rendimento: 82 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210 nm. IV (KBr) νmax/cm-1: 3343, 3066, 

2934, 2858, 1731, 1579, 1467, 1334, 1154, 585. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ: 0,90 (t, 

J = 7,1 Hz, 3H); 1,24 – 1,38 (m, 8H); 1,42 – 1,52 (m, 2H); 1,55 – 1,65 (m, 4H); 1,82 (sl, 

NH); 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 

2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 – 7,32 (m, 1H); 7,33 – 7,41 (m, 3H); 7,42 – 7,48 (m, 2H); 7,9 (d, 

J = 2,0 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, CDCl3) δ: 173,8; 140,2; 138,7; 138,4; 136,8; 134,2; 

132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,3; 128,1; 127,9; 66,1; 64,4; 48,0; 38,6; 34,2; 29,8; 28,9; 

28,3; 28,0; 26,9; 24,8; 22,3; 13,4. HRMS (ESI) calculado C26H35ClN2O4S [M]+: 

507,2084, encontrado: 507,2084. 

 

7.3.8. Éster hexílico da tianeptina (2f) 

 

Hexil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato  

 

Rendimento: 82 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210nm. IV (KBr) νmax/cm-1: 3339, 3067, 

2930, 2858, 1731, 1583, 1467, 1331, 1158, 585. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ: 0,88 (t, 

J = 6,9 Hz, 3H); 1,23 – 1,38 (m, 10H); 1,43 – 1,52 (m, 2H); 1,55 – 1,65 (m, 4H); 2,00 (sl, 

NH); 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 
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2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 – 7,32 (m, 1H); 7,33 – 7,41 (m, 3H); 7,42 – 7,49 (m, 2H); 7,9 (d, 

J = 2,0 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, CDCl3) δ: 173,7; 140,3; 138,6; 138,5; 136,8; 134,1; 

132,1; 131,1; 130,0; 129,2; 128,3; 128,0; 127,9; 66,0; 64,3; 48,0; 38,6; 34,2; 31,3; 29,8; 

28,9; 28,5; 26,8; 25,5; 24,8; 22,4; 13,9. HRMS (ESI) m/z, calculado C27H37ClN2O4S [M]+: 

521,2241, encontrado: 521,2238. 

 

7.3.9. Éster heptílico da tianeptina (2g) 

 

Heptil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato  

 

Rendimento: 96 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210 nm. IV (KBr) νmax/cm-1: 3335, 3066, 

2930, 2854, 1731, 1579, 1467, 1331, 1154, 589. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ: 0,88 (t, 

J = 6,9 Hz, 3H); 1,22 – 1,37 (m, 12H); 1,43 – 1,52 (m, 2H); 1,54 – 1,65 (m, 4H); 1,88 (sl, 

NH); 2,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,04 (t, J = 6,8 Hz, 

2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 – 7,32 (m, 1H); 7,33 – 7,41 (m, 3H); 7,42 – 7,49 (m, 2H); 7,96 (d, 

J = 2,0 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, CDCl3) δ: 173,7; 140,3; 138,7; 138,5; 136,9; 134,1; 

132,1; 131,1; 129,9; 129,2; 128,3; 128,0; 127,9; 66,0; 64,3; 48,0; 38,6; 34,2; 31,6; 29,8; 

28,9; 28,8; 28,6; 26,8; 25,8; 24,8; 22,5; 14,0. HRMS (ESI), m/z, calculado 

C28H39ClN2O4S [M]+: 535,2397, encontrado: 535,2386. 

 

 

 

 

 

7.3.10. Éster octílico da tianeptina (2h) 
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Octil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato (2h) 

 

Rendimento: 64 % (óleo amarelado).  (MeOH): 210 nm. IV (KBr) νmax/cm-1: 3339, 3062, 

2926, 2854, 1731, 1583, 1463, 1334, 1155, 585. RMN ¹H (400 MHz, CDCl3) δ: 0,88 (t, 

J = 6,9 Hz, 3H); 1,21 – 1,37 (m, 16H); 1,42 – 1,52 (m, 2H); 1,54 – 1,64 (m, 4H); 2,24 (sl, 

NH); 2,27 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,04 (q, J = 6,7 Hz, 

2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 – 7,32 (m, 1H); 7,33 – 7,41 (m, 3H); 7,42 – 7,48 (m, 2H); 7,96 (d, 

J = 2,0 Hz, 1H). RMN ¹³C (100 MHz, CDCl3) δ: 173,8; 140,3; 138,6; 138,5; 136,8; 134,2; 

132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,3; 128,0; 127,9; 66,1; 64,4; 48,0; 38,6; 34,2; 31,7; 29,8; 

29,1; 29,1; 28,9; 28,6; 26,9; 25,6; 24,8; 22,6; 14,0. HRMS (ESI), m/z, calculado 

C28H39ClN2O4S [H]+: 549,2554, encontrado: 549,2539. 
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8. Apêndices 

APÊNDICE A – Espectros de RMN dos Compostos Sintetizados 
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