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Resumo 

O projeto consistiu no estudo de uma série de compostos acil-hidrazônicos como protótipos 

multialvos para a doença de Alzheimer (DA). Os alvos moleculares escolhidos foram o 

peptídeo β-amilóide (Aβ) e a enzima acetilcolinesterase (AChE). O primeiro alvo molecular 

foi escolhido dado à relevância da hipótese amilóide que considera que o processo de 

produção, agregação e deposição do peptídeo Aβ é o iniciador que leva a progressão da DA. 

O segundo alvo foi a AChE, responsável pela hidrólise da acetilcolina. Nesta enzima 

destacam-se dois principais sítios de interação ligante-receptor - o sítio catalítico e o sítio 

periférico. O sítio catalítico age como catalisador da hidrólise, enquanto o sítio periférico 

auxilia no processo de fibrilização do peptídeo Aβ. Doze acil-hidrazonas foram sintetizadas e 

caracterizadas por IV, RMN e EM. O composto-chave para a síntese das acil-hidrazonas é a 

3-carboetoxi-4-oxo-1H-quinolina (1), que foi obtida por dois métodos diferentes: um, via 

reação de Morita-Baylis-Hillman, e o outro, via condensação da anilina com 

dietiletoximetilenomalonato. A reação da quinolona obtida com hidrazina monoidratada levou 

à correspondente hidrazida em 82 % de rendimento. A condensação dessa hidrazida com 

aldeídos aromáticos substituídos permitiu a preparação das acil-hidrazonas, alvo desse estudo 

em rendimentos de 63 a 90 %. Os espectros de RMN de 1H apresentaram sinais duplicados 

referentes aos rotâmeros da função amida, que coalesceram a 120 ºC. Todas as acil-

hidrazonas tiveram efeito inibitório sobre a AChE, avaliado pelo método colorimétrico de 

Ellman, com valores de IC50 de 0,0058 a 17 µM. O estudo cinético mostrou que as acil-

hidrazonas 11, 14 e 20 são inibidores competitivos, enquanto a acil-hidrazona 19 é um 

inibidor misto. Estudos de docking molecular realizado no AutoDocking Vina corroboram 

esses modos de inibição. No estudo de inibição da agregação do peptídeo β-amilóide, pelo 

ensaio de emissão de fluorescência da tioflavina-T, mostrou que as acil-hidrazonas inibem 

essa agregação de 49 % (acil-hidrazona 11) a 67 % (acil-hidrazona 14). Assim, os compostos 

sintetizados se destacam como agentes capazes de interferir em dois processos relacionados 

ao desenvolvimento e progressão da DA, o que os coloca como potenciais candidatos a 

fármacos. 

 

 

 



Abstract 

The project consisted in the study of a series of acyl-hydrazones compounds as multi-target 

prototypes for Alzheimer's disease (AD). The molecular targets chosen were the β-amyloid 

peptide (Aβ) and the enzyme acetylcholinesterase (AChE). The first molecular target was 

chosen given the relevance of the amyloid hypothesis, which considers that the production 

process, aggregation and deposition of the Aβ peptide is initiator and leads to the progression 

of AD. The second target was AChE, responsible for the hydrolysis of acetylcholine. In this 

enzyme, there is two main binding catalytic and the peripheral site. The catalytic site acts as a 

catalyst for the hydrolysis and the peripheral site assists in the process of fibrilization of the 

Aβ peptide. Twelve acyl hydrazones were synthesized and characterized by IR, NMR and 

MS. The key compound for the synthesis of acyl-hydrazones is 3-carboethoxy-4-oxo-1H-

quinolone (1), which was obtained by two different methods: first, via a Morita-Baylis-

Hillman reaction, and the other via condensation of the aniline with diethylethoxymalonate. 

Reaction of the quinoline 1 obtained with hydrazine monohydrate led to the corresponding 

hydrazide in 82 % yield. The condensation of this hydrazide with substituted aromatic 

aldehydes allowed the preparation of the target acyl-hydrazones of this study in yields of 63 to 

90 %. 1H NMR spectra showed duplicate signals for the amide function rotamers, which 

coalesced at 120 °C when the analysis was performed at higher temperatures. All acyl-

hydrazones had an inhibitory effect on AChE, evaluated by the Ellman colorimetric method, 

with IC50 values of 0.0058 to 17 μM. The kinetic study showed that the acyl-hydrazones 11, 

14 and 20 are competitive inhibitors, while the acyl-hydrazone 19 is a mixed inhibitor. 

Molecular docking studies conducted in AutoDocking Vina corroborate these modes of 

inhibition. In the study of inhibition of β-amyloid peptide aggregation by the fluorescence 

emission assay of thioflavin-T, it was shown that acyl-hydrazones inhibit this aggregation in 

49 % (acyl-hydrazone 11) 67 % (acyl-hydrazone 14). Thus, the synthesized compounds stand 

out as agents capable of interfering in two processes related to the development and 

progression of AD, which places them as potential drug candidates. 
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1. Introdução 

1.1 Doença de Alzheimer (DA) 

A demência é uma condição debilitante frequentemente associada ao 

envelhecimento. Dentre os vários tipos deste quadro clínico se destaca a doença de Alzheimer 

(DA) por representar 70% de todos os casos de demência.1 Clinicamente, a DA é detectada 

por deficiência na memória recente, seguida por outras disfunções relacionadas aos processos 

de linguagem, aprendizado e concentração. Embora a perda de memória recente seja um dos 

primeiros sintomas detectados, estudos mostram que o processo fisiopatológico se inicia antes 

de surgirem os primeiros sintomas clínicos.2 

A DA é um distúrbio multifatorial, no qual há alterações de proteínas, estresse 

oxidativo, neuroinflamação, desregulação imune, comprometimento da comunicação neuro-

glial e agentes neurotóxicos, que são apontados como fatores que desencadeiam a 

degeneração neuronal, sendo que cada um desses pode variar de paciente para paciente.3 Com 

a progressão da doença de Alzheimer, diversos outros sintomas relacionados à perda de 

atividade neuronal ocorrem até que a doença atinja um ponto máximo de inatividade do 

cérebro.  

Sabe-se que o hipocampo, região localizada no lobo temporal (Figura 1), é a 

estrutura cerebral inicialmente afetada pela perda de atividade neuronal. O hipocampo é 

responsável por várias funções cerebrais,4 como aprendizagem, consolidação da memória, 

regulação do sono, batimento cardíaco,5 regulação do humor6 bem como um importante 

processo de produção de neurônios na fase adulta conhecida como neurogenêse.  
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Além do hipocampo, outras áreas no cérebro são responsáveis pelos processos 

cognitivos, incluindo o córtex frontal e os lobos occipitais (Figura 1).13 Todas as habilidades 

cognitivas requerem comunicação e transferência de informações de todas essas regiões do 

cérebro. Sintomas posteriores que incluem prejuízo na comunicação, desorientação, confusão, 

dificuldade para fazer julgamentos e tomada de decisão, mudanças de comportamento e, em 

última instância, dificuldade em falar, engolir e andar. Progressiva e irreversivelmente, todas 

as capacidades do paciente serão afetadas levando o indivíduo à morte. 

O maior fator de risco da DA é o avanço da idade, seguido de histórico familiar. 

Outros fatores de risco são traumatismo craniano, gênero, depressão, diabetes mellitus, 

hiperlipidemia e fatores vasculares.14 

Atualmente, o diagnóstico da DA incorpora o diagnóstico clínico e alguns testes 

de biomarcadores para a DA. São realizadas análises por imagem do peptídeo β-amilóide e, 

além disso, monitoramento do peptídeo Aβ e proteína tau no líquido cefalorraquidiano,15,16 

que é um fluído corpóreo encontrado em regiões especificas no cérebro e medula espinhal. 

Embora se observe um enorme avanço nesses testes usando biomarcadores da fisiopatologia 

da DA,17,18 somente evidências histopatológicas obtidas por biópsia ou necropsia confirmam o 

diagnóstico. 

1.2 Genética e Doença de Alzheimer 

A herança genética da DA pode expressar-se em portadores Alzheimer de início 

precoce ou tardio. Simplificadamente, existem algumas mutações raras na proteína precursora 

do amilóide (APP), e duas isoformas de presenilinas (PSEN1 e PSEN2),19 que causam a DA 

de início precoce (< 65 anos).20,21 

Originalmente, PSEN1 e PSEN2 codificam as presenilinas, que constituem a 

subunidade catalítica da γ-secretase,21 um importante complexo que está envolvido 

diretamente no metabolismo da proteína precursora do amilóide (APP) e formação do 

peptídeo β-amilóide, que será descrito no item 1.4. Estudos também sugerem que mutações 

genéticas na PSEN1 alteram a neurogênese do hipocampo e a função de memória em modelos 

de ratos.22 
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As mutações nos genes dessas três proteínas levam ao declínio cognitivo na 

terceira ou quarta década de vida, enquanto que, polimorfismos genéticos comuns, tais como 

as variantes dos alelos epsilon 4 (ε4), 2 (ε2) e no gene APOE estão associados ao 

aparecimento de DA após os 65 anos.23 

PSEN1 é o gene mais comumente envolvido, com 241 mutações relatadas como 

patogênicas no banco de dados Alzforum.24 O segundo gene mais comum envolvido é APP, 

com 52 mutações patogênicas descritas, enquanto 45 diferentes mutações patogênicas têm 

sido relatadas para PSEN2. 

O gene APOE, por usa vez, codifica a proteína apolipoproteína E. Existem três 

isoformas da APOE alélicas: ε3, ε4 e ε2, em ordem decrescente de prevalência populacional. 

Especificamente, os portadores do alelo ε4 apresentam um risco maior de desenvolvimento de 

DA, de tal forma que os heterozigóticos e os homozigóticos têm um risco de vida de 2-3 

vezes e 12 vezes maior, respectivamente.25  

Essa variação ε4 comum no locus APOE é o fator de risco genético mais forte 

para a DA.23 A identificação da variante ε4 do gene APOE, como o fator genético de risco 

mais comum para a DA de início tardio, sugere que o colesterol pode ter um papel direto na 

patogênese da doença. Apesar desta forte responsabilidade genética, alguns portadores de 

APOE-ε4 nunca desenvolvem DA sintomática ou têm uma idade de início muito tardia, 

sugerindo que esses indivíduos podem também apresentar alelos protetores. O gênero também 

pode influenciar – mulheres que apresentam APOE ε4 apresentam maior chance de 

desenvolver DA do que homens.26  

Muitos outros loci de DNA foram identificados a partir de estudos genômicos de 

associações que possivelmente conferem algum risco de DA. Alguns notáveis são BIN1, 

GAB2, GALP, ABCA7, TNK1, TREM2, PICALM, eCLU.27 Muitos destes estão envolvidos 

no transporte de membrana, endocitose, sistema imunológico e/ ou metabolismo lipídico. 

Embora se encontre relação entre a genética dos pacientes e a patogênese da DA, esta relação 

ainda não está totalmente clara. O conhecimento da conectividade entre o mecanismo 

patogênico da DA e esses genes é fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas.  
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1.3  Características histológicas da DA   

Desde a descoberta da DA por Alois Alzheimer, os neuropatologistas tem 

identificado placas senis e emaranhados neurofibrilares intracelulares em cérebros post 

mortem de portadores da DA,28 sugerindo que estas estruturas poderiam estar conectadas com 

a gênese da doença.  

O peptídeo β-amilóide é o principal componente proteíco das placas senis 

cerebrais extracelulares, enquanto que as formas filamentosas de proteína tau intraneuronal 

são os principais componentes dos emaranhados neurofibrilares tal como mostra a Figura 2. 

Tanto as placas amilóides quanto os emaranhados neurofibrilares coexistem na doença de 

Alzheimer, mas com diferentes padrões topológicos e temporais. Se essas duas lesões são 

independentes ou biologicamente relacionadas ainda é incerto.29,30  

 

Figura 2. Biomarcadores histológicos: placas neuríticas extracelulares e 

emaranhados neurofibrilares intracelular.  

Curiosamente, observou-se que os emaranhados neurofibrilares raramente 

ocorrem no córtex cerebral a menos que as placas amilóides também estejam presentes. Isto 

levou à ideia de que placas amilóides de alguma forma desencadeam a propagação de 

emaranhados.29 No entanto, o aparecimento do déficit cognitivo detectados na fase clínica, 
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por sua vez, é mais fortemente ligado à presença de emaranhados neurofibrilares no córtex 

cerebral.31,32 

Além destas evidências histológicas, múltiplas alterações celulares são 

identificadas na patogênese da doença de Alzheimer, incluindo danos mitocondriais, perda 

sináptica, respostas inflamatórias,33 desequilíbrio metálico34 e influxo de cálcio,35 dentre 

outros. Outra característica da DA é o estresse oxidativo, definido como um desequilíbrio 

entre a produção de espécies reativas de oxigênio / nitrogênio (ROS / RNS).36 Baseados nas 

principais características histológicas, genética e os sintomas cognitivos observados em 

paciente com a Doença de Alzheimer foram desenvolvidas várias hipóteses na tentativa de 

explicar a gênese da doença. Na sequência, as hipóteses mais relevantes e que se relacionam 

ao desenvolvimento desse trabalho serão discutidas. 

1.4 Hipótese amilóide 

A hipótese amilóide é baseada em características histológicas e genéticas 

encontradas em pacientes portadores da DA.37 A análise post-mortem de cérebro destes 

pacientes revela a presença de placas senis extracelulares compostas por agregados insolúveis 

de peptídeo β-amilóide.  

Na hipótese amilóide, a presença do peptídeo β-amilóide é interpretada como um 

efeito de mutações genéticas, que subsequentemente conduzem à morte celular neural 

progressiva e leva à demência. A mutação anormal no gene da APP, que codifica a proteína 

precursora β-amilóide,38,39 e/ou das prenisilinas do complexo -secretase,40 leva ao 

processamento dessa proteína conduzindo à produção do peptídeo β-amilóide (Aβ).   

Desse modo, conjectura-se que o peptídeo β-amilóide é a proteína-chave que leva 

à disfunção sináptica progressiva, degeneração dos neurônios e morte neuronal na DA.41,42 

Para que se compreenda melhor a hipótese amilóide, é necessário apresentar brevemente o 

processamento proteolítico da APP. 

1.4.1 Proteólise da APP via secretases  

A APP é uma glicoproteína transmembrana contendo 695-770 resíduos de 

aminoácidos, que pode sofrer processamento proteolítico por enzimas denominadas 
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1.4.2 Doença de Alzheimer e alterações na homeostase de íons metálicos  

Há vários processos anormais documentados em estudos da DA correlacionados 

com o peptídeo amilóide. Esses processos incluem a disfunção mitocondrial, o desequilíbrio 

da homeostase de cálcio,54 e de diversos metais55 tais como cobre, zinco, ferro e alumínio, 

além do estresse oxidativo.56,57 

A análise morfométrica revela que a quantidade de mitocôndrias diminui na 

doença de Alzheimer.58 Isto implica em mudanças no metabolismo energético celular, 

particularmente relacionado a baixos níveis de glicose. As mitocôndrias são organelas 

altamente metabólicas que combinam trajetórias de sinalização de nutrientes e de sinalização 

de crescimento para regular o período de saúde e a longevidade, mantendo a produção de 

energia e homeostase Ca2+ e reduzindo a apoptose celular. A alteração mitocondrial, por sua 

vez, também pode implicar em desequilíbrio dos níveis de cálcio. 

A sinalização intracelular de Ca2+ é fundamental para a fisiologia e viabilidade 

neuronal. Notavelmente, existem interações recíprocas entre caminhos que envolvem o cátion 

Ca2+ e a patologia amilóide. A alteração da sinalização de Ca2+ acelera a formação do 

peptídeo Aβ, enquanto que outras estruturas do peptideo de Aβ, como as formas oligoméricas 

solúveis, induzem a desequilibrio de Ca2+ intra e extracelular.59 Dentro desse contexto, há 

evidência de que particularmente o peptídeo Aβ pode promover sobrecarga celular de cálcio.  

Um estudo realizado em cérebros de ratosmostrou que os agregados amilóides são 

capazes de induzir a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), a atividade da 

acetilcolinesterase, níveis de nitrito, peroxidação lipídica e inibição da atividade enzimática 

antioxidante nas regiões hipocampo e córtex cerebral. 57  

Íons cálcio, zinco, ferro e cobre têm papel fundamental na sinalização de 

neurônios, apoptose, inflamação, controle do estresse oxidativo e proliferação celular.60 

Alterações na sua homeostase provocam um aumento de espécies reativas de oxigênio e de 

nitrogênio,61 é uma das características da Doença de Alzheimer.  

Para dar uma idéia sobre a participação dos metais e sua relação com o estresse 

oxidativo, íons metálicos de cobre e ferro, por exemplo, podem sofrer reações do tipo redox 

produzindo ROS na presença de oxigênio (O2) e um agente redutor.   
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No caso do ferro, é relatado que a expressão excessiva da enzima hemeoxigenase 

cortical no hipocampo promove a conversão do hemo para Fe2+ induzindo a insuficiência 

mitocondrial, aumentando a atividade da citocromo C oxidase e a geração de H2O2.
62 Além 

disso, o envolvimento de ferro e cobre na reação de Fenton (Esquema 1) gera radicais livres 

que podem se associar a diferentes estruturas amilóides. 

(i) Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + •OH  

(ii) Cu+ + H2O2 → Cu2+ + OH- + •OH  

Esquema 1. Reação de Fenton: oxidação de íons metálicos e geração de ROS. 

Os metais cobre, zinco e ferro são naturalmente abundantes no cérebro, no 

entanto, no cérebro de pacientes com a doença de Alzheimer contém elevadas concentrações 

desses metais em áreas correlacionadas com as placas amilóides.63  

O desequilíbrio metálico, especialmente no caso de Cu2+ e Zn2+, tem atraído o 

interesse na investigação da etiologia de uma variedade de condições neurodegenerativas e, 

em particular, a patogênese da DA.64 

1.4.3 Peptídeo β-amilóide e sítios de coordenação com metais 

Particulamente, o peptídeo Aβ42 é o mais potente catalisador para gerar espécies 

reativas, podendo dar início a essa reação, antes mesmo de oligomerizar. Por causa disso, o 

Aβ42 também desempenha um papel significativo na perda da homeostase oxidativa.65 

As espécies metálicas de zinco, cobre, cálcio, ferro e alumínio complexam com 

resíduos específicos do peptídeo Aβ, que age então como quelante metálico. De forma 

resumida, os principais resíduos de interação com cobre, zinco, ferro e cálcio relatados na 

literatura66 encontram-se na Tabela 1.  
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Tabela 1. Metais e seus respectivos sítios de coordenação no peptídeo β-amilóide.  

Íon metálico Estabilidade da 
ligação 

Número de 
coordenação 

Resíduo de 
aminoácido 

Zn2+ Alta 3 His, Cys, Glu 

Cu+ Alta 3,4 His, Cys, Met 

Cu2+ Alta 3,4 His, Cys 

Ca2+ Intermediária 7 (8) Glu, Asp 

Fe2+ Baixa 4–6 His, Glu, Asp 
Cys 

Fe3+ Alta 4–6 Glu, Asp, Tyr 
Cys 

A ligação de íons metálicos ao peptídeo Aβ invariavelmente resulta em agregação, 

que pode ser de tipo amorfo ou amilóide, dependendo do íon metálico e da estequiometria.65 

As altas concentrações de Zn2+ e Cu2+ são responsáveis pela formação de agregados Aβ 

amorfos.  

Por outro lado, concentrações equimolares de Cu2+ e Zn2+ conduzem à fibrilação 

Aβ. Zn2+ liga-se a Aβ estequiometricamente (1:1) com um amplo intervalo de afinidade de 1 a 

300 μM. Na presença de Cu2+, o peptídeo Aβ42 se organiza em fibrilas amilóides com 

estequiometrias mais elevadas, Aβ40 e Aβ42 formam oligômeros esféricos de 10 a 20 nm de 

largura e grandes agregados amorfos citotóxicos insolúveis. 

Dentre os resíduos apresentados na Tabela 1, os que mais se destacam são os de 

histidina (His13 e His14) localizados na parte N-terminal do peptídeo Aβ42. Uma 

representação da interação do complexo formado entre cobre ou zinco com esses resíduos de 

histidina se encontra na Figura 6. Além da histidina, os íons metálicos se ligam também aos 

resíduos de aspartato e tirosina do peptídeo Aβ.62 
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inibir os processos de agregação de estruturas amilóides; ou ainda (c) compostos que 

promovem a remoção de estruturas amilóide. Adicionalmente, do ponto de vista genético, os 

três genes de início precoce, ou seja, a APP e as duas presenilinas, e o gene de 

apolipoproteína E de inicio tardio (ApoE) tambem são alvos potenciais para o tratamento da 

DA. Dentro desse contexto, as duas principais abordagens usadas para prevenir o acúmulo de 

peptídeo β-amilóide são (i) desenvolvimento de inibidores da β-secretase (BACE) e (ii) 

inibidores diretos do processo de agregação β-amilóide.  

Embora não haja dúvida alguma quanto ao fato de que a desregulação da biossíntese e 

interações da APP alteram o equilíbrio em seu processamento proteolítico, desde o 

processamento não amiloidogênico até o amiloidogênico, contribuindo assim para um 

aumento da carga amilóide,68 ainda há várias vias relacionadas ao APP que ainda não são bem 

entendidas. Isso ocorre devido aos seus múltiplos locais de clivagem e à produção de vários 

metabólitos que podem ou não ser benéficos ao indivíduo. Para modular a produção do APP 

com eficácia há a necessidade urgente de entender todos esses processos e suas interações. 

1.5 Hipótese tau 

Tau é uma proteína citoplasmática com função estrutural que se localiza 

predominantemente para axônios neuronais, onde modula a estabilidade e a montagem de 

microtúbulos.69 Estes, por sua vez, são construídos a partir de heterodímeros de tubulina que 

se polimerizam em protofilamentos e se associam lateralmente a microtúbulos. Ao fazê-lo, 

tau gera um estado parcialmente estável, mas ainda dinâmico, em microtúbulos importantes 

para o crescimento axonal e o transporte axonal efetivo. 

No entanto, em cérebros de paciente Alzheimer, a proteína tau é desagregada dos 

microtúbulos e depositada no citosol devido a uma hiperfosforilação anormal que afeta o 

complexo da tau com os microtúbulos. Isto leva ao desprendimento da proteína tau e, desse 

modo provoca instabilidade e desagregação dos microtúbulos.28 

A agregação da proteína tau não é um processo tardio e se inicia a partir dos 40 ou 

50 anos de idade. Esse dado clínico inicial chamou a atenção dos pesquisadores que passaram 

a estudar mais cuidadosamente os mecanismos de hiperfosforilação da proteína tau e, 
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posteriormente, levaram a formular a hipótese de que a proteína tau poderia ser o iniciador da 

DA.  

Nesta teoria, uma sinalização anômala ainda não bem esclarecida leva à 

hiperfosforilação da proteína tau através, por exemplo, da via fyn kinase.70 As modificações 

da proteína tau levam à sua oligomerização e ao desenvolvimento dos emaranhados 

neurofibrilares, o que resulta em tráfico intracelular anormal, colapso do citoesqueleto e 

subsequente morte neuronal.  

Como resultado da morte neuronal, as formas oligoméricas e os filamentos de tau 

são liberados para o ambiente extracelular, contribuindo para a ativação de células microgliais 

e estimulando o ciclo deletério levando à disseminação progressiva da degeneração 

neuronal.69 Ou seja, os agregados patológicos de tau induzem a ativação microglial 

conduzindo a eventos subsequentes da cascata neuroinflamatória.71 Por uma via oposta, 

muitas evidências sugerem que mudanças estruturais que ocorrem em ambiente de 

metabolismo energético alterado e estresse oxidativo precedem a agregação da proteína tau.58 

Os emaranhados são compostos de proteína tau e o seu núcleo é composto de uma 

parte do filamento proveniente de um domínio da tau. Esta porção da tau pode catalisar e 

propagar a conversão de tau solúvel normal em tau oligomérico e agregado fibrilar que, por 

sua vez, pode se espalhar para neurônios vizinhos.72 

Estudos recentes demonstraram que o grau de comprometimento cognitivo ou 

disfunção neural está mais correlacionado com a extensão da patologia tau do que à 

distribuição da deposição de placa Aβ.  

Algumas evidências clínicas indicam que a proteína tau tem uma relação mais 

próxima com os estágios de demência dos pacientes com DA como, por exemplo: 

(i) A gravidade da demência correlaciona-se com o aumento do acúmulo de 

emaranhados neurofibrilares no cérebro; 

(ii) A alta correlação entre as espécies de tau hiperfosforiladas no líquido 

cefalorraquidiano de pacientes com DA e a extensão da gravidade do 

comprometimento cognitivo;  
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(iii) As diminuições nos filamentos de tau por fármacos dirigidos a este alvo 

molecular são capazes de diminuir o comprometimento cognitivo.  

A favor da hipótese amilóide, há ainda indícios de que a presença do peptídeo Aβ 

nduz a formação e deposição de espécies bioativas de proteína tau.29 

Nos últimos anos, a investigação de possíveis terapias abordando a hipótese tau 

vem se desenvolvendo, e inclui imunoterapêuticos ativo e passivo, agentes estabilizadores de 

microtúbulos, inibidores de proteína quinase e, por último, inibidor direto da agregação tau.  

1.6 Hipótese colinérgica 

A hipótese colinérgica foi a primeira teoria proposta na tentativa de explicar a 

doença de Alzheimer. Foi proposta há mais de 30 anos como um processo degenerativo 

primário capaz de prejudicar seletivamente grupos de neurônios colinérgicos no hipocampo, 

córtex frontal, amígdala, núcleo basal e septo medial, e outras regiões e estruturas que têm 

funções importantes em processos de concentração, aprendizagem, memória e outros 

processos mnemônicos.73 Achados clínicos revelam atrofia cortical e hipocampal significativa 

associada à modulação colinérgica.62   

O sistema colinérgico é constituído principalmente por duas enzimas, a 

colinesterase e a colina acetiltransferase (ChAT) responsáveis pela hidrólise e pela biossíntese 

da acetilcolina (ACh), respectivamente e, pelos receptores colinérgicos chamados de 

muscarínicos e nicotínicos. A ativação nos receptores muscarínicos e nicotínicos pela ação do 

neurotransmissor colinérgico ACh são essenciais para as mais variadas funções no sistema 

nervoso central e periférico.  

1.6.1  Neurotransmissão colinérgica 

O sistema neurotransmissor colinérgico é responsável pela biossíntese e 

degradação da ACh pela ação das enzimas colina acetil-transferase (ChAT) e 

acetilcolinesterase (AChE), respectivamente, como mostrado no Esquema 2. 
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Esquema 2. Reações de biossíntese e degradação da acetilcolina, pela ação das 

enzimas AChE e ChAT, respectivamente.  

Na Figura 7-A, temos um esquema de comunicação entre dois neurônios, 

demonstrando a produção e degradação da acetilcolina nos neurônios denominados pré e pós-

sinapticos. No neurônio pré-sináptico, ocorre a biossíntese da ACh pela ação da enzima colina 

acetiltransferase (ChAT), a partir de colina e o cofator acetil-CoA.  
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(nervo, músculo ou glândula) e, assim dá inicio as mais variadas ações biológicas no sistema 

nervoso central e periférico (Figura 7-B). 

Os receptores muscarínicos são encontrados em gânglios do sistema nervoso 

periférico e nos órgãos efetores autonômicos, como coração, músculos lisos, cérebro e 

glândulas exócrinas.75  Por exemplo, quando a ACh ativa os receptores muscarínicos no 

sistema nervoso periférico tem ações que incluem a regulação da frequência cardíaca, o 

relaxamento de vasos sanguíneos periféricos e a constrição das vias respiratórias. No sistema 

nervoso central, ela é responsável por funções cognitivas como aprendizado, concentração, e 

participa de processos relacionados à qualidade do sono, modulação do estresse, dentre 

outros.  

A ativação dos receptores nicotínicos, por sua vez, é mais abundante em 

determinadas regiões cerebrais, como a amídala, hipocampo, estriato, cerebelo e o córtex pré-

frontal.74 Estes são amplamente expressos no sistema nervoso, onde participam da transmissão 

colinérgica. No sistema nervoso central, a inervação colinérgica que atua através de NAChRs 

(receptores nicotínicos da acetilcolina) regula processos como a liberação do transmissor, 

excitabilidade celular e integração neuronal, que são cruciais para as operações de rede e 

influenciam funções fisiológicas, tais como excitação, sono, fadiga, ansiedade, processamento 

de dor, ingestão de alimentos e uma série de funções cognitivas. 

Para finalizar o estímulo no receptor colinérgico, a ACh sofre uma reação de 

hidrólise, catalisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) formando acetato e colina. Esta 

última pode ser recapturada e reutilizada para biossíntese de ACh no neurônio pré-sináptico, e 

assim reinicia-se o ciclo biossintético da acetilcolina.  

Todo o processo que envolve transporte do precursor biosintético colina para 

dentro do neurônio, biossíntese da ACh pela ação da enzima colina acetil-transferase (ChAT), 

transporte e liberação de ACh na fenda sináptica, ativação dos receptores colinérgicos e 

degradação da ACh pela acetilcolinesterase são essenciais para a ação biológica do 

neurotransmissor colinérgico, acetilcolina, que constitui a base da hipótese colinérgica. Falhas 

em qualquer dessas etapas interfere na ação biológica proporcionada pela ativação dos 

receptores colinérgicos. 
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Alterações neuropatológicas observadas em paciente Alzheimer incluem perda 

neuronal, problemas na liberação de acetilcolina na região de sinapse, decréscimo da 

densidade de receptores muscarínicos,76 déficits na expressão de receptores nicotínicos e 

muscarínicos,77 deficiênicas no transporte axonal e problemas de recaptação da colina para o 

neurônio pré-sinaptico.  

A disfunção colinérgica é uma das principais alterações patológicas na DA, 

embora o déficit de neurônios colinérgicos seja causado pela toxicidade das placas β-

amilóides e emaranhados neurofibrilares.78 Atualmente, há um consenso de que a relação 

observada entre comprometimento cognitivo e a diminuição da transmissão colinérgica no 

cérebro desempenha um papel importante na DA, mas por si só não estabelece causalidade 

definitiva da doença de Alzheimer. 

A hipótese colinérgica tem servido de base para a maioria das estratégias de 

tratamento e abordagens de desenvolvimento de fármacos para a DA, como os inibidores de 

acetilcolinesterase, precursores colinérgicos, agonistas de receptores colinérgicos, 

bloqueadores dos receptores NMDA. Recentemente, verificou-se que a AChE tem também 

uma função não colinérgica nas fases iniciais de DA. A ligação da AChE ao peptídeo Aβ, 

acelera a polimerização do peptídeo em oligômeros e fibrilas.79 

1.6.2 Acetilcolinesterase 

AChE é uma glicoproteína, classificada como serina hidrolase, que é encontrada 

predominantemente no SNC, mas também na superfície de eritrócitos e tecido muscular. 

Embora possa ser encontrada como monômero, é mais comum na forma de dímero ou 

tetrâmero.80  

O principal papel biológico da acetilcolinesterase é o término da transmissão 

colinérgica por hidrólise rápida do neurotransmissor, acetilcolina. A sua inibição é uma das 

estratégias mais bem-sucedidas no reforço da transmissão colinérgica. Além disso, a AChE 

realiza diversas funções catalíticas e não catalíticas, abrangendo desde a adesão celular da 

neuritogênese, sinaptogênese, hematopoiese e da trombopoiese até a promoção da fibrilação 

β-amilóide.81 
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O segundo subsítio tem um papel conformacional, no qual o Trp84 mais 

precisamente é o local de ligação ao grupo quaternário amônio da acetilcolina. Os outros dois 

subsítios da AChE estão localizados mais profundamente na cavidade: o subsítio aniônico 

(canal de oxigênio) formado por Gly119, Ala201 e Gly118 e o subsítio catalítico também 

conhecido como esterásico, que é composto pela tríade Ser200-Glu327-His44086  (destacados 

em amarelo na Figura 8), onde ocorre a hidrólise de ACh.  

Estes dois subsítios são conhecidos como o sítio de acilação catalítica (CAS).  O 

resíduo ácido glutâmico da tríade catalítica é essencial para estabilizar o estado de transição 

através de interações eletrostáticas. O orifício de oxiânion, também é considerado um papel 

importante na catálise.   

De acordo com estudos realizados por Zhang et al.87  são formados duas ligações 

de hidrogênio entre o oxigênio carbonilíco da ACh e os grupos peptídicos NH de Gly121 

(Gly118) e Gly122 (Glu119). À medida que a reação prossegue, a distância entre o oxigênio 

carbonilíco do grupo ACh e NH de Ala204 (Ala201) torna-se menor e uma terceira ligação de 

hidrogênio é formada tanto no estado de transição como no intermediário tetraédrico.  

A estratégia de planejamento de protótipos para a DA, usando a enzima AChE, 

consiste em inibir os sítios catalítico e periférico, envolvidos com a hidrólise da AChE e com 

o processo de formação de fibrilas do peptídeo β-amilóide, respectivamente. Inibir o sítio 

catalítico pode ajudar na melhoria de cognição dos pacientes com Alzheimer, enquanto que 

interagir com o sítio periférico, que atua como uma chaperona,88 pode impedir ou retardar a 

formação das fibrilas do peptídeo β-amilóide (Aβ).89,90 Na Tabela 2 está apresentada a 

composição e função dos sítios da AChE.  
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Tabela 2. Principais locais de interação do sítio ativo da AChE e suas respectivas 

funções. 

Íon metálico Estabilidade da 
ligação 

Número de 
coordenação 

Resíduo de 
aminoácido 

Zn2+ Alta 3 His, Cys, Glu 

Cu+ Alta 3,4 His, Cys, Met 

Cu2+ Alta 3,4 His, Cys 

Ca2+ Intermediária 7 (8) Glu, Asp 

Fe2+ Baixa 4–6 His, Glu, Asp 
Cys 

Fe3+ Alta 4–6 Glu, Asp, Tyr 
Cys 

* Os números dos resíduos de aminoácido podem variar em função da espécie de origem da enzima. A 
numeração aqui apresentada é da enzima 1EVE, que foi utilizada nos ensaios desse projeto. 

1.7 Fármacos aprovados para o tratamento da DA e perspectivas de tratamento 

Até os dias atuais, os fármacos utilizados para tratar a DA têm um valor 

terapêutico limitado. Não há tratamento disponível que possa reverter à patologia da doença 

de Alzheimer já estabelecida. As principais classes de fármacos recomendados para o 

tratamento da DA pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA)91 incluem inibidores de 

acetilcolinesterase (AChEI), antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), anti-

oxidantes, inibidores da enzima monoamino oxidase (MAOI) e agentes anti-inflamatórios. 

AChEI são os medicamentos de primeira linha no tratamento da DA leve a moderada.  

Há cinco medicamentos que foram aprovados pelo FDA para controlar os 

sintomas da DA: donepezila, galantamina, rivastigmina e tacrina, que são inibidores da 

AChE, e a memantina, um antagonista do receptor NMDA. As estruturas estão representadas 

na Figura 9. 
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Figura 9. Fármacos aprovados pelo FDA para o tratamento de DA. 

Dentre estes, a tacrina teve que ser retirada devido à hepatotoxicidade grave92 e 

nenhum dos medicamentos disponíveis está livre de efeitos colaterais, principalmente de 

distúrbios gastrointestinais, náuseas, vômitos e dor de cefaleia.  

O DON é um inibidor da colinesterase reversível e não competitivo da 

acetilcolinesterase,93 que aumenta a função cognitiva de pacientes com DA do tipo leve a 

moderada e tem uma boa tolerabilidade, sem causar hepatoxicidade. Devido às suas 

características de maior ação seletiva, boa tolerabilidade e facilidade de administração, além 

da eficácia terapêutica, o donepezila é considerado um tratamento de primeira linha para a 

doença de Alzheimer.  

Foi constatado que, em portadores da Doença de Alzheimer, a quantidade de 

glutamato está presente em níveis elevados.94 O glutamato é responsável por regular a 

quantidade de íons cálcio que entram na célula neuronal.92 Como consequência do excesso de 

glutamato, há um aumento na quantidade de íons cálcio intracelular. Isto, por sua vez, leva a 

geração de espécies reativas de oxigênio que aumentam a toxicidade e podem levar à morte 

celular. A excitotoxicidade refere-se a um processo de alterações patológicas que levam a 

lesão na celula neuronal e, desse modo são capazes de mediar à morte de neurônios.95 

A memantina compete com o glutamato pelo mesmo receptor. Este fármaco age 

como uma antagonista não competitiva do NMDA,91 por meio de um bloqueio de 
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receptores do glutamato. A memantina consegue reduzir a excitotoxicidade do glutamato, 

promovendo a proteção para os neurônios.96  

Existem outras abordagens terapêuticas utilizadas no tratamento da DA97 com o 

uso de anti-inflamatórios, estrógenos e os antioxidantes, por exemplo. Outros medicamentos, 

como a fisostigmina,98 clioquinol, bapineuzumabe, semagacestate99 foram clinicamente 

estudados e testados e chegaram a fases avançadas no desenvolvimento de fármacos para o 

tratamento da DA.  

Alguns exemplos de candidatos a fármaco para a DA que atingiram as fases II e 

III na etapa de desenvolvimento de fármaco, e seus respectivos alvos moleculares encontram-

se na Tabela 3. 

Tabela 3. Candidatos a fármacos no desenvolvimento de fármaco para a DA. 

Local da  AChE Aminoácido Principal função 

PAS Trp279, Tyr70, Tyr121, Tyr334, Asp72 Conformação - Ligação cátion-π 

Sitio catalítico Trp84, Phe330 Conformação - Ligação cátion-π 

Sitio esterásico Ser200, Glu327 e His440 Reações de hidrólise 
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1.8 N-Acil-hidrazonas 

A função N-acil-hidrazona foi caracterizada como uma estrutura privilegiada, que 

por definição é aquela subunidade que é capaz de fornecer pontos de ligação para vários tipos 

distintos de biorreceptores.  

As modificações das subunidades ligadas às suas funções acila e imina resultam 

em vários derivados, que tem a habilidade de modular uma vasta diversidade de alvos 

moleculares. Essa função corresponde à fusão entre subunidades de amida e imina (Figura 

10), que são grupos passíveis de interações com receptores, que compreendem tanto receptor 

como de doadores de ligação de hidrogênio. 

 

Figura 10. Estrutura das N-acil-hidrazonas.  

No último século, apenas seis patentes divulgando derivados N-acil-hidrazônica 

para fins terapêuticos foram publicadas, e somente em 2010, essa subunidade começou a 

receber alguma atenção real em relação ao seu potencial terapêutico.103 

As universidades brasileiras e chinesas foram identificadas como os principais 

candidatos a patenteadores, especialmente para candidatos a fármacos para tratamento de dor 

crônica, distúrbios inflamatórios e câncer.103 Apesar da sua escassez entre fármacos 

aprovados, a subunidade estrutural acil hidrazônica está presente na estrutura do dantroleno 

(ver Figura 12),104 fármaco utilizado para tratamento de hipertermia maligna.  

No entanto, muitos grupos de pesquisa têm investigado compostos baseados na 

função N-acil hidrazona, devido à facilidade de se preparar série de derivados com grande 
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Figura 12. Compostos bioativos contendo a função N-acil-hidrazona com 

diferentes perfis farmacológicos. 
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2 Objetivos 

2.1 Gerais 

 O nosso laboratório vem trabalhando em estratégias para o desenvolvimento de 

candidatos a fármacos para o tratamento da DA.112 O presente projeto tem por objetivo 

realizar a síntese e a caracterização de uma série de acil-hidrazonas derivadas da 4-quinolona, 

assim como a avaliação de seu efeito sobre a atividade da acetilcolinesterase e modulação do 

processo de fibrilação do peptídeo β-amilóide. Além disso, tendo como alvo o peptídeo β-

amilóide, propomos o preparo e caracterização dos complexos formados entre a acil-

hidrazona com os íons metálicos de Cu (II) e Zn (II) com o fim de avaliar a capacidade 

quelante das acil-hidrazonas.  

2.2  Específicos  

De forma sintetizada, os objetivos dessa tese são:  

1. Preparo e caracterização de acil-hidrazonas derivadas da 3-carboxi-4-quinolona.  

2. Análise estrutural e conformacional das acil-hidrazonas utilizando experimentos de 
RMN 1D e 2D (homonuclear e heteronuclear). 

3. Avaliação biológica dos compostos sintetizados utilizando dois alvos moleculares 
relacionadas à DA: AChE e peptídeo β-amilóide.  

4. Identificar o tipo de inibição induzida pelas acil-hidrazonas sobre a atividade da 
acetilcolinesterase, através de estudos de cinética enzimática. 

5. Avaliar os resultados de inibição biológica da AChE por docking molecular.  

6. Síntese e caracterização dos complexos de cobre e zinco das acil-hidrazonas derivadas 
da 3-carboxi-4-quinolona. 
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3 Metodologias 

3.1 Química 

A rota sintética usada para a obtenção dos compostos está esquematizada no 

Esquema 3. A 3-carboetoxi-4-quinolona (1) é o intermediário chave para obtenção das acil-

hidrazonas. 

 

Esquema 3. Estratégia para a obtenção das acil-hidrazonas alvo desse estudo. 

A quinolona 1 foi preparada por dois métodos distintos. O primeiro deles (Método 

A), consistiu em uma sequência de três etapas, a partir do aduto de Morita-Baylis-Hillman 

derivado do 2-nitro-benzaldeído, por uma metodologia desenvolvida por Coelho e 

colaboradores,113 e o segundo (Método B), através de uma condensação entre anilina e 

dietil(etoximetileno)malonato (DEEMM). 114  

A hidrazida 2 foi preparada por método relatado na literatura,115 a partir da 3-

carboxi-4-quinolona em etanol, na presença de hidrazina monohidratada (50 %). A hidrazida 

2 é convertida à acil-hidrazona pretendida, por uma reação de condensação com o 

correspondente aldeído aromático, utilizando método previamente relatado na literatura com 

modificações.116 Os detalhes dos procedimentos e discussão dessas metodologias, se 
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encontram na parte experimental e discussão dos resultados, respectivamente. Os complexos 

acil-hidrazônicos foram preparados pela adição de sais de cobre ou zinco a uma solução do 

ligante (acil-hidrazonas), conforme procedimento geral descrito na literatura.117  

 Na tentativa de realizar a caracterização e determinação dos modos de ligação 

aos sítios de coordenação da acil-hidrazona com o íon metálico Cu (II) e Zn (II) foram 

utilizados os seguintes métodos: IV, RMN, espectrometria de massas, termogravimetria e 

análise elementar. 

 Todos os compostos preparados neste trabalho foram analisados utilizando os 

seguintes métodos espectroscópicos: IV, RMN 1D e 2D dos núcleos de 1H e 13C. Para a acil-

hidrazona derivada do 4-nitrobenzaldeído foram conduzidos experimentos de RMN 1H a alta 

temperatura para verificar a presença de rotâmeros e, por conseguinte, a determinação da 

temperatura de coalescência. Além disso, realizou-se experimentos de HMBC 1H-15N para 

duas acil-hidrazonas isoméricas derivadas do nitro benzaldeído (2 e 4-nitro benzaldeído) e 

NOESY para determinação da estereoquímica. 

3.2 Avaliação biológica das acil-hidrazonas 

3.2.1 Medida da atividade da AChE in vitro (Método de Ellman) 

 Os ensaios para avaliação da atividade anticolinesterásica foram realizados 

através do método colorimétrico descrito por Ellman et al.,118 utilizando AChE de 

Electrophorus electricus (electric eel) - Type VI-S (Sigma-Aldrich).  

 Para o acompanhamento da taxa de hidrólise, a enzima foi ressuspensa em 

tampão Tris/HCl, 50 mM, pH 8 e diluída até uma concentração final de 1 U/mL. O reagente 

de Ellman foi preparado diluindo-se DTNB em tampão Tris/HCl (1 mM). O substrato iodeto 

de acetiltiocolina foi utilizado em uma concentração de 0,8 mM (substrato iodeto de 

acetiltiocolina - ATC; Aldrich Chem. Co.). Resumidamente, 125 μL de DTNB 10 mM, 50 μl 

de H2O Milli-Q, 25 μl de AChE 1 U/mL e 30 μL de tacrina 2,5 μM foram adicionados em 

uma microplaca de 96 poços. Após 15 minutos de incubação a 25 °C, 30 μL de substrato 

(ATC 0,8 mM) foram adicionados. A leitura foi realizada a 415 nm a cada 30 s por 5 min em 

um leitor de placa (MicroplateReader Model 680, Bio-Rad Laboratories, UK).  
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Todos os experimentos foram feitos em triplicata. O padrão para inibição da 

acetilcolinesterase no teste de Ellman foi a tacrina, um conhecido inibidor de 

acetilcolinesterase. 

 Para determinação da percentagem de inibição, medidas de absorção foram 

tomadas, utilizando um gradiente de concentração. A concentração inibitória mínima para 

reduzir a atividade enzimática em 50% (IC50) foi calculada usando-se o programa Graph Pad 

Prism 6.0e/ou Origin 8.119  

3.2.2  Determinação do tipo de inibição sobre a AChE (cinética enzimática) 

 O estudo foi realizado medindo-se a atividade enzimática sobre o substrato 

acetiltiocolina (ATC) em quatro concentrações diferentes (0,1, 0,25, 0,5, 0,75 mM), na 

ausência e na presença das acil-hidrazonas inibidoras (200, 100, 50, 25 e 12,5 μM). A partir 

disso, os gráficos duplo-recíproco de Lineweaver-Burk (1/V versus 1/[S]) foram construídos 

utilizando o programa Microsoft Excel®, a fim de estimar Km e Vmáx e determinar assim, o 

tipo de inibição de cada composto-teste (acil-hidrazona). As reações foram realizadas em 

duplicata. 

3.2.3 Docking molecular 

 A minimização de energia dos ligantes propostos neste trabalho foi realizada 

com o pacote do programa Gaussian 09,120 empregando o método semi-empírico Austin 

Model (AM1).121 O docking molecular foi realizado no programa Autodock Vina122 e, por 

último, a validação da ancoragem foi feita com o ligante E2020 (donepezila, DON) ancorado 

na enzima 1EVE.pdb pelo método de redocking. 

3.2.4 Efeito das acil-hidrazonas sobre a formação de fibrilas do peptídeo β-amilóide. 

A avaliação do efeito das acil-hidrazonas sobre a formação de fibrilas β-amilóide 

foi feita pelo teste de emissão de fluorescência da tioflavina-T (ThT), com excitação a 450 nm 

e emissão a 485 nm.123,124 

Uma solução de cada acil-hidrazona em DMSO (0,2 mM) foi adicionada ao filme 

peptídico (6 mM), e a solução resultante, sonicada por 10 min. Após este período, adicionou-

se 29 µL de HCl 10 mM ao meio (Composto-teste + Aβ42 + DMSO + HCl). O peptídeo Aβ42 
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na presença de HCl é utilizado como controle (Aβ42 + DMSO + HCl) de formação de fibrilas 

e o peptídeo Aβ em DMSO é usado como branco (Aβ42 + DMSO). Após a primeira leitura 

(t0), a placa é incubada por 24 h à 37 °C e, em seguida uma nova leitura é realizada após 24 h 

(t24).  

Com a formação das fibrilas em meio ácido, a fluorescência deverá aumentar após 

24 h. Na presença de um inibidor, por sua vez, espera-se que a formação de fibrilas do 

peptídeo βA diminua. Isso é verificado pela diminuição da emissão de fluorescência da 

tioflavina T. O percentual de inibição (% I) é calculado pela fórmula abaixo, onde, t24 é a 

emissão após 24 h e t0 a emissão inicial, conforme fórmula seguinte. 

 24 0
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I x
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4 Resultados e Discussão 

4.1   Desenvolvimento de acil-hidrazonas como inibidor multi-alvo da DA 

Estudos preliminares com diversas estruturas contendo a subunidade 3-

carboetoxi-4-quinolona nos incentivaram a explorar o potencial dessas quinolonas como 

agentes que pudessem interagir com alvos para o desenvolvimento de fármacos para a doença 

de Alzheimer, no caso, acetilcolinesterase e peptídeo β-amilóide.  

A 3-carboetoxi-4-quinolona (1, Esquema 1) inicialmente foi planejada com base 

na estrutura da tacrina (THA), potente inibidor da AChE, que, embora tenha sido utilizada 

como fármaco anti-DA, foi retirada do mercado devido à sua elevada hepatotoxicidade.125  

 

Esquema  1. Planejamento da 3-carboetoxi-4-quinolona, tendo a tacrina (THA) 

como protótipo. 

A ideia consistiu em simplificar a estrutura da tacrina, removendo a porção 

cicloexânica do núcleo tetraidroacridínico. Considerando que na DA, há um aumento da 

concentração de íons metálicos Zn2+ e Cu2+ no SNC, foi introduzido um grupo 

carboxila/carboetoxi, visando explorar a capacidade quelante das duas carbonilas, 

aumentando a potencialidade do composto 1, um protótipo para o desenvolvimento de 

fármacos para a DA. 

Em 2013, da Silva112a sintetizou e avaliou a quinolona 1 quanto ao efeito 

inibitório sobre a AChE, obtendo um IC50 de 70 µM. Estudos de ancoramento molecular 

(docking) realizado no programa Molegro Virtual Docking mostraram que as quinolonas 

interagiam com o sítio catalítico da AChE de maneira semelhante à tacrina (Trp84 ou Trp86).  
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Na Figura 13 observa-se as poses de interação da 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-

ácido carboxílico com o sítio ativo da AChE (1E66.pdb e 1B41.pdb).  

A observação mais importante desses estudos de ancoragem molecular é que o 

ligante quinolona interage com dois resíduos do sítio esterásico, Trp84 (Trp86) e Trp334 

(Trp337), através de uma interação do tipo - stacking com o primeiro resíduo, semelhante ao 

feito pela THA (Figura 14), e uma segunda interação com o Trp334 (Trp337), através de uma 

ligação de hidrogênio. Adicionalmente, há outra ligação de H com His440 que compõe a 

tríade catalítica.126 

Anteriormente, também em nosso laboratório, Huber e colaboradores110b 

estudaram o efeito de 4-quinolonas sobre a fibrilização do peptídeo Aβ, monitorando a 

formação das fibrilas do peptídeo β-amilóide por microscopia de força atômica (MFA), 

emissão de fluorescência da tioflavina-T e eletroforese.  

Nesse estudo, verificou-se que a quinolona 1 é capaz de reduzir a formação de 

fibrilas em cerca de 50%. Com o estímulo desses resultados e pelo fato de que o grupo 

quinolônico tem pouca citação na literatura,127 decidimos explorá-la como protótipo para o 

desenvolvimento de inibidores mais potentes.  
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Figura 13.  A - Visão frontal da interação da quinolona com o sítio Trp84 da 

AChE 1E66; B - Visão perpendicular da Interação da quinolona com o sítio Trp86 da AChE 

humana 1B41. 
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Dentre as diferentes possibilidades de espaçadores, a função acil-hidrazona, já 

comentada, foi selecionada para desempenhar esse papel (Figura 15). Além da função de 

espaçador, considerou-se também, a possibilidade de haver interações adicionais com outros 

resíduos de aminoácidos posicionadas entre os sítios ligantes da enzima. 

N
H

O

N
H

O

N

R

Espaçador

Sitio catalítico
Sítio periférico (PAS)

interações adicionais

 

Figura 15. Estrutura geral proposta para os compostos-alvo desse estudo, 

indicando a função de cada uma de suas subunidades. (R = grupos doadores e receptores de 

eletrons). 

A estrutura proposta criou também a expectativa de ação sobre outros alvos 

importantes na Doença de Alzheimer. Em relação à interação com o peptídeo Aβ, já havia 

sido descrito o papel do núcleo quinolônico na inibição da formação de fibrilas desse 

peptídeo.112b  

Assim, a manutenção dessa subunidade estrutural pode permitir a manutenção da 

atividade inibitória da formação de fibrilas. Outro aspecto importante é o papel das duas 

carbonilas do núcleo quinolônico como grupos capazes de coordenar íons metálicos.128 

Dada à simplicidade de síntese de acil-hidrazonas e a possibilide de interferir no 

processo de dois alvos moleculares, inibição da AChE e no processo de fibrilização do 

peptídeo β-amilóide, seria possível preparar uma série de derivados acil-hidrazônicos com 

potencial a candidatos multi-alvo para o desenvolvimento de fármacos para a DA. 

Possivelmente, esta série acil-hidrazônica terá potencial inibitório ainda melhor que as 

observadas nesse estudo prévio com as quinolonas.  
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4.2 Química 

4.2.1 Obtenção da 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila (1) 

A 4-oxo-lH-quinolina (1) é um intermediário sintético fundamental para a 

obtenção das acil-hidrazonas. Nesse projeto, a quinolona foi obtida por dois métodos 

distintos. O primeiro método utilizado foi via reações consecutivas de ciclização de um aduto 

de Baylis-Hillman e posterior redução do N-óxido.  

Com o objetivo de otimizar tempo e custo optamos pela tentativa de uma segunda 

metodologia para a obtenção da quinolona. Com esse fim, então escolhemos uma nova 

metodologia baseada na literatura, no qual a 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila 

1 é preparada em uma única etapa com a anilina reagindo com dietil(etoximetileno)malonato 

(Método B). Mais detalhes sobre os aparatos sintéticos, descrição expectroscópica e 

mecanismo reacional serão descritos nos tópicos a seguir. 

4.2.1.1 Método A: obtenção da 4-oxo-1H-quinolina via MBH 

O primeiro método (Método A) foi feito em três etapas utilizando a reação de 

Morita-Baylis-Hillman (MBH) tal como mostra o Esquema 2.129  

 

Reagentes e condições.  a acrilato de metila, DABCO, ))) , 8h, t.a., 80 %.; b ácido 
trifluoroacético, 20 h, 70–75 °C, 80-90 %; c  Mo(CO)6, EtOH, 43 min, 25 °C, 65 %. 

Esquema  2.  Preparo da 4-oxo-1H-quinolina 1 via aduto MBH 

Na primeira etapa, o 2-nitro-benzaldeído 3 foi convertido ao correspondente aduto 

de MBH 4 em 80% de rendimento, pelo tratamento com excesso de acrilato de metila, na 

presença do catalisador 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) em irradiação de ultrassom.  

O mecanismo proposto da reação de MBH (Esquema 3), especificamente para o 2-

nitrobenzaldeído, considera que em uma primeira etapa ocorre uma adição de aza-Michael 

reversível do catalisador DABCO (I) ao sistema olefínico α,β-insaturado do acrilato de metila 



64 

 

 

(II) levando a formação do enolato III. Este, por sua vez, sofre uma reação aldólica com 

nitrobenzaldeído 3 levando as estruturas  IV-a. A partir dessa etapa de formação do produto 

aldol (IV-a), há algumas interessantes discussões quanto ao mecanismo da reação que leva a 

formação do aduto de MBH 4.130 

Duas propostas mecanísticas mais aceita foram estudadas por McQuade131 e 

Aggarwal132 (Esquema 3). De acordo com McQuade, uma segunda molécula de aldeído é 

adicionada ao produto de aldol, de modo a formar o intermediário hemiacetal. A transferência 

de prótons envolve um estado de transição cíclica de seis membros e, na sequência, o 

catalisador e um subproduto dioxanona são eliminados para formar o aduto de MBH 4.  

Estudo cinético e teórico de Aggarwal,130 por sua vez, considera que ocorre a 

autocatálise na etapa de transferência de prótons. Desse ponto, espécies próticas (aduto ou 

solventes) auxiliadas por uma ligação de hidrogênio pode levar ao intermediário cíclico. 

Nesse ponto da reação considera-se que há uma etapa de prototropia que leva a uma interação 

com outra molécula de DABCO. O intermediário se degrada levando a formação de um novo 

zwiterion (V). Este, por sua vez, se degrada levando a regeneração do catalisador e assim 

conduz a formação do β-hidroxi-α-metileno carbonilado 4 desejado. Em ambos os casos, o 

intermediário hemiacetal cíclico formado parece ter um papel importante na etapa de 

transferência de prótons.  

Mais recentemente Plata e Singleton33 propuseram um mecanismo de MBH 

diferente, no qual a via de transporte de protóns é refutada. Ao invés disso, um mecanismo de 

equilíbrio ácido-base é proposto tendo como base estudos de RMN e cálculos teóricos.  
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se que o íon metóxido pode realizar a desprotonação α C-H, ou ainda, pode realizar uma 

interação intramolecular com a hidroxila. Em ambos os casos, o solvente metanol acelera a 

reação mediando à reação ácido-base. Todas as estruturas de transição obtidas nesse estudo 

conduzem ao intermediário zwitterion VI. Este, por sua vez, rearranja-se eletrônicamente 

liberando DABCO e conduzindo ao aduto de MBH (4) desejado (Esquema 3). 

Feitas as considerações sobre o mecanismo da reação de MBH, passamos a 

análise estrutural. Tendo o produto desejado em mãos (4), este foi caracterizado por métodos 

espectroscópicos. Destacando-se, no espectro de infravermelho, as absorções da C=O e C=C 

conjugadas, em 1722 cm-1 e 1633 cm-1, respectivamente, além da absorção em atribuída à 

ligação O-H em 3394 cm-1 .  

No espectro de RMN de 1H, foram observados dois singletos em δ 6,20 e 6,37 

ppm, integrando para 1H cada um, correspondentes aos hidrogênios vinílicos. 

Adicionalmente, observa-se dois singletos, um pequeno e largo correspondente ao hidrogênio 

carbinólico em δ 3,42 ppm, e outro longo em δ 3,73 ppm, integrando para 3H, correspondente 

ao grupo metila do éster, além dos sinais dos hidrogênios aromáticos como esperado. Como 

esperado, o espectro de RMN de 13C mostrou sinais característicos do aduto de MBH 4 

formado. Destacando-se dentre estas, as absorções em δ 67,8 (CH-OH), 126,5 (CH2=C) e 

166,4 (C=O). Todos os dados espectroscópicos são compatíveis com os descritos na 

literatura.134 

Dando sequência à síntese da quinolona, o aduto de MBH 4 foi convertido ao N-

óxido 5 na presença de ácido trifluoroacético (TFA) em 90 % de rendimento. De acordo com 

o mecanismo proposto por Kim e colaboradores,135 essa reação de ciclização envolve a 

protonação do oxigênio do grupo nitro (VII), levando ao intermediário VIII, que cicliza para 

formar o N,O-acetal cíclico IX. A abertura do anel de cinco membros resulta no β-oxoacrilato 

X, que novamente cicliza gerando o precursor XI, que aromatiza formando o N-óxido 5 

(Esquema 4).  
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Esquema  4. Mecanismo proposto por Kim e colaboradores135 para ciclização do 

aduto de MBH levando ao N-óxido 5. 

O espectro de infravermelho apresentou como principais absorções as bandas em 

3448 e 1707 cm-1, atribuídas ao estiramento da ligação hidroxila e à carbonila de éster, 

respectivamente. No espectro de RMN de 1H do N-óxido observa-se o desaparecimento da 

absorção dos prótons vinílicos, e o aparecimento do singleto em δ 12,75 ppm atribuído ao 

próton da hidroxila ligada ao anel quinolina. Observa-se tambem um sinal em δ 8,73 

quinolínico em posição alfa ao grupo N-óxido. No espectro de RMN de 13C, por sua vez, não 

foi detectado o sinal do carbono carbinólico em 67,8 ppm, do material de partida. Foram 

detectados um CH em δ 145,5 ppm correspondente ao carbono em posição α ao grupo nitro 

da quinolona, bem como absorção de carbonos das carbonilas do éster e da quinolona em δ 

165,0 ppm e δ 172,3 ppm , respectivamente. 

Tendo em mãos o N-óxido 5, foi possível dar seguimento ao protocolo de síntese 

da quinolona. Nesta etapa, 5 foi submetido a uma redução utilizando quantidades 

estequiométricas de hexacarbonilmolibdato em etanol, sob refluxo.  

Um mecanismo plausível para a formação da quinolona 1 é proposto por Yoo e 

colaboradores137 para a redução da ligação N-O do grupo N-óxido de 5. O oxigênio da função 

N-óxido de 5 faz um ataque ao molibdênio, deslocando um ligante CO. O intermediário 

formado decompõe para gerar a 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila 1, em 65% 

de rendimento. A função éster sofreu uma reação de transesterificação com o solvente etanol, 
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de modo que não foi observada a formação da correspondente 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-

carboxilato de metila. 

 

Esquema  5. Etapas envolvidas na formação da 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-

carboxilato de etila 1, na presença de hexacarbonilmolibdênio. 

Tendo o N-óxido 5 em mãos, partimos para a síntese da 4-oxo-1,4-

diidroquinolina-3-carboxilato de etila (1) desejada. Pela análise do espectro no IV do produto 

de reação, verificou-se o aparecimento da absorção em 1682 cm-1 característica de C=O da 4-

oxo-1,4-diidroquinolina e a absorção em 1705 cm-1 atribuída à C=O do grupo éster.  

No espectro de RMN de 1H do produto de reação observamos um singleto em δ 

9,38 ppm atribuído ao hidrogênio em posição alfa ao grupo nitrogênio quinolínico. Além dos 

sinais típicos de hidrogênios aromáticos, observa-se também o aparecimento de um quarteto 

em δ 5,34 ppm, integrando para 2H, e um tripleto em δ 2,20 ppm, integrando para 3H. Estes 

sinais são correspondentes aos hidrogênios do grupo etila.  

O espectro de RMN de 13C apresenta como sinais mais característicos da 

formação do produto, dois carbonos quaternários em δC = 171,7 e δ = 167,5 ppm, atribuídos 

respectivamente às carbonilas da cetona e do éster, respectivamente. Também visualizamos os 

sinais correspondentes aos grupos metileno (CH2) e metila (CH3) da porção etila em δ 64,81 e 

δ 12,23, respectivamente. 

No início do trabalho, toda a 4-oxo-1H-quinolina 1 utilizada na obtenção das acil-

hidrazonas foi preparada por essa sequênica de etapas. 

 



69 

 

 

4.2.1.2 Método B: obtenção do núcleo 3-carboetoxi-4-quinolona via condensação com 

DEEMM. 

Com o objetivo de otimizar tempo, custo e rendimento reacional, foi utilizada 

uma segunda metodologia. Nessa, a 3-carboetoxi-4-quinolona 1 foi preparada em uma única 

etapa, pela ciclização do intermediário 7 (Esquema 6), formado pelo ataque nucleofílico da 

amina da anilina 6 ao carbono mais eletrofílico do dietiletoximalonato (DEEMM).137 Embora 

a caracterização do intermediário 7, tenha sido dificultada devido sua rápida decomposição, 

foi possível separá-lo por cromatografia de coluna em silica gel e identificá-lo por ressonacia 

magnética nuclear do próton. O dados obtidos do espectro de RMN 1H do intermediário 7 está 

de acordo com dados relatados por Banerji et al.138 

 

Reagentes e condições.  a DEEMM, Δ, 1h; b difenil eter, 120 °C, 24 h 

Esquema  6. Reação para obtenção da quinolona 1 via DEEMM  

Considerando o mecanismo dessa reação, apresentado no Esquema 7, a amina 

aromática 6 age como nucléofilo atacando o carbono β-insaturado do DEEMM que é 

altamente eletrofílico formando o zwiterion XII. Este sofre rearranjo formando o 

intermediário XIII que possui uma carga entre duas carbonilas. Isto dar a possibilidade de 

ressonância eletrônica, o que dar a este intermediário certa estabilidade. Este intermediário 

XIII, por sua vez, tem a capacidade de restabelecer a ligação dupla, liberando um etóxido 

levando a formação do intermediário IX. Reação ácido-base com etoxi forma o intermediário 

7 que pode pode ciclizar-se formando a quinolona 1. 





71 

 

 

O espectro de RMN de 13C também mostrou sinal característico da carbonila da 

hidrazida formada. Visualiza-se a absorção da carbonila amídica em δ 164,6 (C=O). 

Adicionalmente, o espectro de HMBC de 2 confirma a formação da ligação amida pela 

correlação encontrada do próton da amida (H12) com a carbonila da amida (Ver anexo - 

Figura 61. Expansão do espectro de HMBC 
13C-1H

 (400/100 MHz, DMSO-d6) da hidrazida 2.) 

Os demais sinais observados no espectro são equivalentes ao núcleo quinolônico e estão de 

acordo com a literatura.140 
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4.2.3 Obtenção das acil-hidrazonas  

A reação da hidrazida 2 com aldeídos aromáticos com diferentes padrões de 

substituição permitiu a preparação da série de derivados acil hidrazônicos 9-20.  A reação 

ocorreu em refluxo de etanol, com tempo reacional variando de 12 a 18 h. Os rendimentos 

químicos se encontram na Tabela 4. 

Tabela 4. Estrutura das acil-hidrazonas preparadas e seus respectivos 

rendimentos.  

 

Acil-hidrazona Cadeia lateral (Ar) Rendimento (%) 

9 Fenila 68 

10 4-clorofenila 72 

11 3-clorofenila 63 

12 2,3-diclorofenila 65 

13 4-nitrofenila 90 

14 2-nitrofenila 84 

15 4-metilsulfonilfenila 63 

16 4-metiltiofenila 85 

17 4-(2-tiofenila) 79 

18 4-metoxifenila 84 

19 4-trifluorofenila 90 

20 3,4-(dimetilenodioxi) 85 
 

Pela análise por espectrometria de massas, o percentual de erro de massa ficou 

entre 0,002 e 0,009 %. Como não obtivemos monocristais dos compostos sintetizados não foi 

possível realizar análise por Difração de Raios-X.  
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A caracterização estrutural foi feita por análises espectroscópicas de IV, RMN 1D 

e 2D de 1H e 13C. De um modo geral, as estruturas das acil hidrazonas foram identificadas 

devido ao aparecimento de sinais característicos. Principalmente, devido a presença do sinal 

do próton da ligação imina (N═CH), na região em torno de δ 8,50 ppm. Além disso, 

observaram-se sinais do grupo arila substituído. Nas acil-hidrazonas, o sinal do próton do 

núcleo quinolônico proveniente da hidrazida 2 é modificado pelo ambiente químico tornando-

se mais desblindado. Desse modo, espera-se que esse sinal apareça em valores de δ ainda 

mais altos. Como previsto, esse sinal aparece em torno de δ = 13,5 ppm, enquanto que na 

hidrazida esse sinal era em 10,74 ppm, como já dito anteriormente.  

Com o objetivo de estudar detalhes estruturais relevantes como estereoquímica e 

conformação, experimentos de RMN 1D e 2D (Homonuclear e heteronuclear) foram 

realizados. A formação de possíveis isômeros conformacionais poderia ser estudada por 

análise espectral de RMN de 1H em DMSO-d6 em diferentes temperaturas e para análise 

tridimensional experimentos de NOESY. Outra possibilidade estrutural interessante que 

deveria ser considerada era a obtenção de compostos tautoméricos devido à possível 

interconversão imina-enamina. Os dados obtidos deste estudo encontram-se discutidos nos 

tópicos a seguir. 

4.2.4 Análise estrutural das acil-hidrazonas por RMN 1D e 2D 

No estudo realizado com as acil-hidrazonas sintetizadas foram considerados três 

aspectos relevantes: o primeiro, foi a detecção nos espectros de RMN de 1H de todas as acil-

hidrazonas sintetizadas, de dois singletes entre 13,30 e 14,28 ppm, referentes ao próton da 

amida (Figura 16). A duplicação do singleto pode estar relacionada à presença de rotâmeros 

do grupo amida. Segundo, a possível presença de isômeros E ou Z em relação à configuração 

da ligação C=N (B) e, por último, a presença ou não de tautômeros do tipo imina-enamina 

(C). 
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Figura 16. Variação da estrutura dos ligantes considerando os dois seguintes 

pontos: A) conformações da amida anti e sin; B) configurações E e Z da imina (C=N); C) 

tautômeros imina-enamina. 

A estratégia utilizada para relacionar as absorções dos sinais duplicados em torno 

de 13,50 ppm foi a realização de experimentos de RMN utilizando o método de coalescência 

dependente do aumento da temperatura.141 Com o aumento de temperatura há um aumento da 

liberdade rotacional da ligação N–C(O) e assim, os confôrmeros rotacionais se interconvertem 

cada vez mais rápido. A velocidade de interconversão entre estes confôrmeros passa a ser tão 

rápida que o duplo sinal pode tornar-se apenas um único sinal no espectro de RMN.  

Assim, poderemos encontrar a temperatura de coalescência que é exatamente a 

temperatura, na qual há a fusão dos dois picos encontrados em torno de 13,50 ppm do 

espectro de RMN e, com essa evidência confirmamos a presença de rotâmeros 

conformacionais das acil-hidrazonas. Com tal fim, usando essa estratégia dependente de 

temperatura, foram realizados experimentos de RMN 1H do composto N-4-

(nitrofenil)metilideno]-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboidrazida 13 a 25, 80 e 120 °C.  O 

resultado dos espectros obtidos encontra-se na Figura 17. 
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Figura 19. Possibilidades de acoplamento entre os prótons da função acil-

hidrazona nas estruturas conformacionais da acil-hidrazonas: anti-Z, anti-E, sin-E e sin-Z. 

Desse modo, a partir do experimento de NOESY realizado com os isômeros 13 e 

14 da acil-hidrazona foi possível definir a estereoquímica da configuração E da ligação C=N 

da imina. Assim, sugere-se por inferência que as acil-hidrazonas preparadas devem ter 

configuração E para a ligação imina. Para a total caracterização das acil-hidrazonas, os 

espectros 1H-15N HMBC dos isômeros nitro-aromáticos 13 e 14 foram adquiridos (Figura 

20).  
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Tendo em mãos todas estas evidências espectroscópicas, concluímos que 

conseguimos sintetizar as acil-hidrazonas com a configuração E. 

4.2.5 Complexos de acil-hidrazonas 

4.2.5.1 Estudo da capacidade quelante dos compostos acil-hidrazonas 

Outra abordagem terapêutica bastante explorada no contexto amiloidogênico é 

baseada na capacidade quelante dos compostos com os íons metálicos de cobre e zinco 

chamados de agentes de atenuação de interação metal-proteína (metal–protein attenuating 

compounds), conforme apresentado na introdução desse trabalho.143 

Nesse contexto, merece destaque o composto clioquinol, um composto que 

contém o esqueleto 8-hidroxiquinolina que alcançou a fase 2.144 e tem sido um protótipo 

bastante explorado na busca de novos fármacos contra a doença de Alzheimer na última 

década.145 Esse conhecido quelante de estrutura 8-hidroxiquinolina foi previamente relatado 

por reduzir a formação de Aβ e restaurar a homeostase de íons metálicos, além de melhorar a 

cognição em modelos de DA de camundongo.146  

O esqueleto hidrazônico147 e quinolônico148 têm sido explorados dentro desse 

contexto. Acreditamos que este estudo poderia ajudar a entender como potencializar a 

interação do ligante com o peptídeo amilóide. Dada as justificativas, propomos o estudo e 

avaliação das acil-hidrazonas quanto a inibição da AChE e possível modulação metálica para 

inibição da fibrilização do peptídeo Aβ-amilóide. 

4.2.6 Preparo de complexos de cobre e zinco 

Iniciou-se a preparação dos complexos metálicos com a acil-hidrazona 13, 

adicionando acetato de Zn2+ ou Cu2+ a uma solução etanólica do ligante (acil-hidrazonas 13). 

Foi necessário aquecer, em função da baixa solubilidade da acil-hidrazona.115 Na tentativa de 

realizar a caracterização e determinação dos modos de ligação da acil-hidrazona foram 

utilizados os seguintes métodos: IV, RMN, espectrometria de massas, termogravimetria e 

análise elementar.  
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4.2.6.1 Espectro no Infravermelho dos complexos de cobre e zinco e do ligante  

Na Figura 21, estão apresentados os espectros no IV da acil-hidrazona 13 

comparado aos dos complexos metálicos de Zn e Cu formados denominados com as siglas 13-

Cu e 13-Zn, respectivamente.  

 

Figura 21. Espectros de IV da acil-hidrazona 13 (linha preta) e dos complexos 

metálico de cobre (linha vermelha) e zinco (linha azul). 

Comparando o espectro de IV do material de partida 13 com os espectros dos 

complexos de zinco e cobre obtidos, observa-se uma nítida mudança. Observou-se que os 

comprimentos de onda das absorções característica da função carbonila das acil-hidrazona e 

quinolona nos complexos de zinco e cobre (13-Zn e 13-Cu) são menores que no material de 

partida (13). Ou seja, a absorção característica da C=O do anel quinolônico apresenta-se 

deslocada para região de menor energia nos espectros dos complexos.  

Na Tabela 5, observa-se que a absorção das carbonilas da hidrazida e quinolona 

no material de partida 13 foi de 1646 e 1626 cm-1, respectivamente, enquanto que as mesmas 

bandas de absorção no complexo de zinco (13-Zn) foram de 1622 e 1592 cm-1 e no complexo 

de cobre (13-Cu), 1590 e 1561 cm-1, respectivamente. Estas mudanças podem ser uma 



81 

 

 

evidência de coordenação da mesma com o metal. Observa-se também, que outras absorções 

no IV foram pouco alteradas. 

Tabela 5. Bandas características de IV (cm-1) da acil-hidrazona (13) e dos 

correspondentes complexos de Cu (13-Cu) e Zn (13-Zn). 

 (cm-1) 13 13-Zn 13-Cu 

C=O-HN-N=     - 3470-3448     - 

C=O-NH 1646 1622 1590 

C=O (quinolona) 1626 1592 1561 

C=N 1508 1506 1522 

C=C 1475 1476 1458 

NO2 1336 1335 1343 

N-N 1298 1292 1300 

 

4.2.6.2 Caracterização por RMN do complexo de Zinco  

Dando continuidade à caracterização do complexo de zinco, um estudo por RMN 

foi realizado. Na Figura 22, temos a expansão da região do espectro de RMN 1H em DMSO-

d6 do complexo de zinco e do ligante 13 entre 7,0 e 15,0 ppm. A comparação entre os 

espectros de RMN da acil-hidrazona 13 e do complexo de Zn (II) obtido mostra que sem 

dúvida houve mudança de ambiente químico. As principais diferenças são o aparecimento de 

um sinal de hidrogênio adicional, alargado e curto em δ 8,99 ppm (s,1H) que deve ser 

proveniente da hidroxila formada a partir da tautomerização da carbonila da quinolona (C-4). 
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Como estratégia para esclarecimento dessa hipótese, o espectro de RMN de 13C 

foi adquirido, no entanto não apresentou resolução mínima para estabelecer alguma conclusão 

devido ao não aparecimento de todos os carbonos esperados. Provavelmente devido pouco 

tempo de aquisição no experimento de RMN junto a um problema de baixa solubilidade das 

acil-hidrazonas e precipitação do material no tubo de RMN. Este foi um problema que 

tivemos em todo o desenvolvimento desse trabalho. Como informação adicional, o RMN do 

complexo de cobre não foi realizado dado à propriedade paramagnética desse metal.  

4.2.6.3 Espectro de massas de alta resolução dos complexos de zinco e cobre 

 No estudo de espectrometria de massas, foram detectadas espécies relativas ao 

ion molecular para ambos os complexos de zinco e cobre, considerando a acil-hidrazona 13-

Zn como um ligante bidentado, em função das observações no IV. As espécies com relação 

massa/carga (m/z) = 398,9558 e 400,0165 para os complexos de cobre e zinco, 

respectivamente, foram detectadas, além de outras espécies carregadas.  

 No espectro de massas do complexo de zinco (Figura 23) observou-se vários 

íons moleculares monocarregados (M+ + 1), destacando-se dentre estes os complexos de razão 

m/z = 400,9725 e 434,9367. A presença do pico m/z 735,0925, sugere que o zinco está ligado 

a duas moléculas da acil-hidrazona.  

 

Figura 23.  Espectro de massas do complexo de zinco com a acil-hidrazona 13. 
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Os espectros de massas por ESI no modo positivo dos complexos de zinco e cobre 

são semelhantes e revelam a presença de íons bidentados, preferencialmente, e outros picos de 

massas resultado da dissociação do mesmo. Na Figura 24, encontram-se propostas de 

estruturas para os picos de razão m/z encontrados no espectro de ESI-MS em modo positivo 

para o complexo de zinco. Espécies similares foram encontradas no espectro de cobre. 

 

Figura 24. Proposta de estruturas para os picos (M+1) de íons encontrados no 

espectro de análise alta resolução utilizando ESI em modo positivo do complexo de zinco. 

4.2.6.4 Análise termogravimétrica  

A análise termogravimétrica (TGA) com o complexo de cobre (13-Cu) foi 

realizada em atmosfera oxidante com taxa de aquecimento de 10 °C min-1.  

De acordo com as curvas TGA (Figura 25), há uma perda de 6,15% da massa  até 

99 °C, que pode ser atribuída à eliminação de água adsorvida no complexo. A partir de 220 

°C até aproximadamente 366 °C, há uma perda de massa que totaliza aproximadamente 76 %, 

correspondente à decomposição do ligante que ocorreu em duas etapas (220 – 310 °C e 310 – 

366 °C). A massa residual que não foi completamente degradada (18 %), pode ser atribuída à 

formação de óxido de cobre (CuO), uma vez que a medida foi feita sob atmosfera oxidante. 
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Figura 25. Curva termogravimétrica do complexo da acil-hidrazona 13 com o 

cobre. 

Tendo em vista esses dados, a primeira proposta é que o ligante acil-hidrazona se 

ligue ao metal diretamente através das duas carbonilas tal como mostra a Figura 25(13-Zn). 

Essa proposta corrobora com dados da literatura obtidos anteriormente em nosso grupo de 

pesquisa por Huber et al.150  

Os complexos metálicos de zinco e cobre contendo o núcleo quinolona conectado 

covalentemente ao centro metálico foram obtidos com proposta de estrutura similar. No 

entanto, considerando a alteração na absorção da C=N no infravermelho para o complexo de 

cobre, esse complexo recebe uma proposta diferente da do zinco. As propostas das estruturas 

dos complexos 13-M (M = Cu ou Zn) encontram se na c 

 

Figura 26. Propostas para as estuturas dos complexos entre a acil-hidrazona 13 

com o zinco (13-Zn) e com o cobre (13-Cu).   
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Dos resultados obtidos, os percentuais de inibição enzimática dos compostos acil 

hidrazônicos testados na menor concentração estudada (12,5 μM) e os cálculos de IC50 

calculados pelo programa GraphPad Prisma estão apresentados na Tabela 6. 

Tabela 6. Valores de IC50 obtidos no ensaio de inibição in vitro da AChE. 

Acil-hidrazona Cadeia lateral (R) IC50 (μM±SD) 

9 Fenila 4,1±0,1 

10 4-clorofenila 13,6±0,2 

11 3-clorofenila 1,3* 

12 2,3-diclorofenila 17,4±0,3 

13 4-nitrofenila 10,2±0,2 

14 2-nitrofenila 1,2* 

15 4- metilsulfonilfenila - 

16 4-metiltiofenila 8,5±0,1 

17 4-(2-tiofenila) 3.5* 

18 4-metoxifenila 6,1±0,1 

19 4-trifluorofenila 0,0072** 

20 3,4-(metilenodioxi) 0,0058** 

1 - 70 

Tacrina - 0,04*1 
      Desvio padrão: *SD <0,02; ** SD<0,001; *1 Controle 

Todas as acil-hidrazonas sintetizadas são mais potentes que a 3-carboetoxi-4-

quinolona 1 (IC50 = 70 µM), que foi o protótipo no planejamento destas acil-hidrazonas que 

tem em sua estrutura o núcleo quinolônico. Em síntese, todas as acil-hidrazonas foram 

capazes de inibir a AChE com IC50 de 0,0058 a 17 mM, destacando-se as acil-hidrazonas 19 e 

20. A natureza eletrônica do substituinte do anel aromático não parece influenciar de modo 
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significativo o efeito da acil-hidrazona sobre a atividade da acetilcolinesterase. Observa-se, 

por exemplo, que a presença de um grupo retirador de elétrons, como o grupo nitro, não é 

determinante para a atividade, uma vez que a acil-hidrazona 13 (Ar = 4-nitrofenila) é quase 10 

vezes menos potente que a acil-hidrazona 14 (Ar = 2-nitrofenila). Além disso, a acil-

hidrazona 15, contendo o grupo (4-metilsulfonil)-fenila nem mesmo teve o seu IC50 

determinado devido à inibição pouco significativa sobre a enzima na concentração mais baixa 

estudada.  

As acil-hidrazonas 16 e 18, cujos substituintes no anel aromático da porção imina 

são doadores de elétrons, 4-metoxi e 4-metiltio, respectivamente, são as menos potentes. 

Entretanto, a diferença entre a potência, expressa pelo IC50 não é muito grande. Assim, nada 

foi possível afirmar sobre a relação estrutura-atividade. Um estudo com um maior número de 

estruturas de acil-hidrazonas com ligantes doadores e receptores de elétrons nas posições orto, 

meta e para nos permitiria uma melhor exploração dessa temática.  

Considerando os resultados promissores de inibição da AChE obtidos com as acil-

hidrazonas seria interessante verificar o mecanismo de ação pelo qual ocorre a inibição da 

AChE. Com este fim, foi feito um estudo cinético da ação das acil-hidrazona sobre a inibição 

da AChE. 

4.3.2 Cinética enzimática  

 O estudo cinético foi conduzido a partir de dados da hidrólise do substrato 

actiltiocolina (ATC). Esse estudo foi realizado com as acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20 por 

apresentar os melhores resultados de IC50. O efeito da concentração do substrato sobre a 

velocidade da enzima na presença de diferentes concentrações de inibidores foi avaliado pela 

equação Michaelis-Mentem.  

Utilizaram-se cinco diferentes concentrações do substrato ATC (10 a 75 μM) 

contra diferentes concentrações dos compostos acil-hidrazonas (0,2, 0,1, 0,05, 0,025 e 0,0125 

mM). À medida que a concentração do substrato aumenta, a enzima satura-se e a velocidade 

da reação atinge o seu valor máximo. Embora em baixas concentrações de substrato o 

comportamento da equação se mantenha linear, curva-se à medida que aumenta a 

concentração de substrato tornando-se uma hipérbole.  
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Por essa razão, utiliza-se o método de linearização da equação de Michaelis-

Menten, dando como resultado o gráfico de Lineweaver-Burk. O gráfico de Lineweaver-Burk 

ou representação de duplo recíproco é a forma mais comum de demonstrar os dados da 

cinética enzimática.153  

O estudo realizado permitiu estimar os valores da constante de Michaelis-Mentem 

(Km) e da velocidade máxima (Vmax) através da equação da reta de Lineweaver-Burk, abaixo 

representada. Estes parâmetros cinéticos dão informações sobre o modo de inibição da 

atividade enzimática pela acil-hidrazona. Km é a concentração de substrato necessária para 

que a velocidade de reação alcance a metade da velocidade máxima (Vmax) e Vmax, por sua 

vez, é a máxima velocidade atingida durante a reação.  

 
1 1 1

( )
max max max

Km
x

V V S V
  

Equação 1. Equação de Lineweaver-Burk 

Organizando os dados obtidos desse estudo de inibição enzimática da AChE pela 

acil-hidrazona 11 na Tabela 7, as equações da reta obtida para cada concentração (0,0125 - 

0,2 mM), assim também como os respectivos valores de Vmax e Km. O coeficiente de 

correlação (R2) de todas as equações da reta foram próximo da unidade, o que indica que este 

estudo apresenta boa correlação entre 1/[S] e 1/V0.  

Analisando os parâmetros cinéticos Vmax e Km na Tabela 7, podemos afirmar que 

a maioria das acil-hidrazonas apresenta o mesmo tipo de mecanismo de ação, isto é, as acil-

hidrazonas 11, 14 e 20 se ligam, preferencialmente no mesmo local do substrato natural, 

acetilcolina e, portanto, apresentam mecanismo de ação do tipo competitivo, tendo em vista 

que Km aumenta com a concentração e Vmax se mantém inalterada.  
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Tabela 7. Vmax e Km obtidos da equação de Lineweaver-Burk. 

Concentração (mM) Equação da reta Vmax Km R
2
 

Substrato y = 0,1298x + 8,9164 0,1122 0,015 0,9951 

0,0125 y = 0,3108x + 8,8856 0,1125 0,035 0,9895 

0,025 y = 0,3464x + 8,8795 0,1126 0,039 0,9895 

0,05 y = 0,3776x + 8,8786 0,1126 0,043 0,9924 

0,1 y = 0,4609x + 8,9367 0,1119 0,052 0,9976 

0,2 y = 0,6203x + 8,9277 0,1120 0,069 0,9932 

No entanto, para a acil-hidrazona 19 observamos um comportamento diferente 

dos parâmetros cinéticos, no qual os valores de Km e Vmax diminuem. Desses parâmetros, 

concluímos que este inibidor apresenta modo de inibição conhecido como misto ou não 

competitivo.  

Inclusive, o nome “inibição mista” se origina dessa mistura de comportamento 

dos mecanismos competitivo e não competitivo. Esse modo de ligação com a enzima tanto 

altera a atividade catalítica como a ligação do substrato com a enzima, de modo que Vmax 

diminui e Km pode aumentar ou diminuir.154  

Na Tabela 8, encontra-se os tipos de inibição encontrados nesse estudo baseado 

na alteração dos valores de Km e Vmax para as acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20. 
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Tabela 8. Tipos de inibição baseado na alteração dos valores de Km e Vmax para as 

acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20 e os modos de inibição.  

Acil-hidrazona Tipo de inibição 

11 Competitiva 

(Km ↑ e Vmáx não altera) 

14 Competitiva 

(Km ↑ e Vmáx não altera) 

19 Inibidor misto 

(Km ↑ e Vmáx diminui) 

20 Competitiva 

(Km ↑ e Vmáx não altera) 

Na Figura 28, temos a representação do duplo recíproco resultado do teste de 

inibição da AChE com as acil-hidrazonas 19 e 20. Para cada concentração do substrato temos 

uma representação em linha reta cujo cálculo é baseado na equação de Lineweaver-Burk, em 

ambos os casos. Observam-se facilmente as diferenças entre os mecanismos de inibição 

competitivos e não competitivo (ou mista), respectivamente. 

As diferenças entre os gráficos de Lineweaver-Burk dos compostos 19 e 20 são 

evidentes. Observa-se que para a acil-hidrazona de mecanismo misto 19 todas as retas 

cruzam-se a esquerda do eixo 1/V0, enquanto que para a acil-hidrazona de mecanismo 

competitivo 20 esse encontro das retas ocorre exatamente sob o eixo 1/V0. Assim, a partir 

dessas observações fica evidente que estas possuem tipo de inibição diferenciada.  
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No modo não competitivo, por sua vez, o inibidor não atua diretamente no sítio 

catalítico. Ele pode ligar-se a outro sítio da enzima modificando a sua conformação e 

impedindo a catálise enzimática de forma indireta. O inibidor misto, por sua vez, pode alterar 

a formação do produto tanto pela ligação direta no sítio catalítico, quanto por uma interação 

em outro sítio.   

No estudo realizado nesse projeto, não foram identificados inibidores do tipo 

incompetitivos, ou seja, um tipo inibição na qual a ligação do inibidor ocorre no complexo 

enzima-substrato [ES], e não tem afinidade pela enzima livre. O complexo formado (ESI) é 

cataliticamente inativo. Isso se reflete em alterações dos valores de Km e Vmax. 

Desse modo, este estudo de cinética das acil-hidrazonas sob a inibição da AChE  

mostrou que maioria das acil-hidrazonas agem de forma competitiva quanto ao sitio de ação 

da enzima AChE. Dentre estes somente a acil-hidrazona 19 comportou-se com inibição mista.  

4.4 Estudos de ancoramento (docking) molecular 

Docking molecular é uma técnica de química computacional amplamente utilizada 

no processo de design de fármacos baseado em estrutura. Nesse contexto, o Structure-Based 

Drug Design (SBDD) é uma parte essencial da química medicinal moderna que tem sido 

usada tanto na academia quanto na indústria farmacêutica. 

O acoplamento molecular ligante-receptor é realizado com o intuito de prever e 

classificar a estrutura do complexo intramolecular. Nesse estudo é possível visualizar 

interações químicas, assim como também obter suas afinidades de ligação.  

As afinidades de ligação (ΔG) são calculadas teoricamente usando a função de 

pontuação predefinida dos programas com base nas interações dadas associadas a cada 

conformação. As funções de pontuação na maioria dos programas são usadas para avaliar os 

contatos entre átomos de proteína e ligante para cada pose de ligação e classificá-los com base 

em suas interações não covalentes, como ligações de hidrogênio, contatos não-polares (Van 

der Waals), forças de repulsão e parâmetros de solvatação.  

Para o estudo de docking molecular, nós seguimos a seguinte sequência de passos. 

Primeiramente, realizamos o preparo dos ligantes acil-hidrazônico para o ensaio in silico. 
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Figura 31. Estruturas acil-hidrazonas Anti-E, Anti-Z e Sin-E, Sin-Z. 

Desse modo, para cada ligante foram feitos quatro diferentes grupos estruturais 

(Anti-E, Anti-Z e Sin-E, Sin-Z). Todas as acil hidrazonas (9 - 20) sintetizadas foram 

desenhadas e minimizadas no programa Gaussian utilizando o método de mecânica quântica - 

AM1. Depois de obtidas todas as estruturas na sua conformação mais estável foi possível dar 

início ao estudo de docking molecular. 

4.4.2 Docking molecular 

AutoDock Vina
156 é um software adequado e tido como confiável e disponível 

sem custo para descoberta de novos fármacos, que permite o acoplamento molecular e o 

rastreio virtual que foi projetado e implementado pelo Dr. Oleg Trott. O programa tem sido 

bem aceito na academia e sempre são incorporadas inovações que facilitam a acesssibilidade 

do programa e explicam sua alta taxa de aceitação.  

O docking molecular foi realizado no programa Autodock Vina que opera 

empregando algoritimo genético com um único ligante diretamente do sítio ativo da enzima, 

que proporciona flexibilidade rotacional para receptores de hidrogênio, flexibilidade total do 

ligante, além de proporcionar alguma flexibilidade para a proteína. 

Os algoritmos genéticos aplicam idéias derivadas da genética e a teoria da 

evolução biológica ao encaixe. Os algoritmos começam a partir de uma população inicial de 

diferentes conformações do ligante em relação à proteína. Cada conformação é definida por 

um conjunto de variáveis de estado (definidas como genes) que descrevem aspectos como a 

tradução, a orientação e a conformação do ligante em relação ao receptor da proteína.  

O conjunto completo das variáveis de estado dos ligantes é definido como o 

genótipo, enquanto as coordenadas atômicas referem-se ao fenótipo. Os operadores genéticos 
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(mutações, crossovers e migrações) são aplicados à população para sondar o espaço 

conformacional, até que uma população final seja atingida com função otimizada.157 

A função de pontuação no AutoDock é baseada na versão United Atom do campo 

de força chamado de AMBER,158 neste os átomos de hidrogênio não-polares são removidos 

para reduzir o número de átomos a serem simulados e o raio de Van der Waals do átomo 

pesado ao qual estão conectados é aumentado em conformidade, juntamente com a 

modificação apropriada de sua carga parcial para preservar a carga total original. Isto significa 

que tanto o ligante como a macromolécula, devem ser modelados com átomos de hidrogênio 

polares.  

O Autodocking Vina pode ser operado com a ajuda de AutoDockTools (ADT) ou 

usando linha de comando.159  O ADT é o modo mais acessível, este faz parte do MGLTools, 

do Laboratório de Gráficos Moleculares do Instituto de Pesquisas Scripps, desenvolvido no 

Python Molecule Viewer. 

 Assim, o software ADT foi a interface utilizada para preparar os arquivos de 

entrada.  O ADT utiliza o método de cálculo de carga parcial Gasteiger para cálculo de carga 

de proteína e do ligante. De forma geral, ADT permite a adição ou remoção de hidrogênios, o 

reparo de cadeias laterais de resíduos incompletas, adicionando átomos ausentes, modificação 

da protonação de histidina, entre muitas outras ferramentas úteis. 

O protocolo de docking molecular foi bem descrito por Morris et al.156 Três etapas 

principais estão envolvidas nas simulações de ancoragem: 

1) Escolha e preparação da proteína; 

2) Preparação e adição do ligante à proteína; 

3) Definição do local ativo (Gride).  

A estrutura tridimensional da AChE de código 1EVE da especie Torpedo 

californica (Resolução: 2,5 Å) de uma arraia foi escolhida por que acoplada a sua estrutura 

tridimensional encontra-se a estrutura do ligante donepezila (E2020), fármaco 

anticolinesterásico conhecido como Aricept®, que é indicado para DA leve a moderada. 

Assim, a conformação encontrada desse ligante E2020 complexado com a enzima 1EVE, as 
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interações observadas com os resíduos do sítio de ação e as distâncias nas interações, por 

exemplo, poderiam ser utilizadas como padrão de comparação com os ligantes acil-

hidrazônicos propostos neste estudo de docagem molecular.   

O preparo da proteína, por sua vez, envolve a separação dos ligantes internos da 

enzima. Isto é, retiram-se todos os ligantes orgânicos, cofatores e água que estiverem 

presentes na macromolécula. Assim, os ligantes foram removidos das estruturas do arquivo 

1EVE.PDB160 utilizando-se o programa Notepad++. Problemas potenciais na estrutura da 

enzima que incluem, por exemplo, átomos de cadeia lateral ausentes, água adicionada, mais 

de uma molécula, polaridade, átomos desordenados com locais alternativos podem ser 

arrumados no ADT.156 No entanto, a estrutura tridimensional 1EVE foi mantida rígida e sem 

modificações estruturais. 

Os ligantes acil hidrazônicos em sua conformação mais estável foram, então 

preparados usando a ferramenta MGLTools.161 O AutoDock Vina exige que o arquivo do 

ligante seja escrito no formato PDBQT. Essa etapa de preparo do ligante nesse formato 

envolve garantir que seus átomos sejam atribuídos aos tipos de átomos corretos, adicionando 

taxas de carga de Gasteiger, se necessário, mesclando os hidrogênios não-polares, detectando 

carbono aromático, se houver, e configurando a rotação de ligações no comando "Torsion 

count".  

No caso desse estudo, optou-se por manter os hidrogênios polares e a acil-

hidrazona rígida, isto é, todas as ligações sem livre rotação. A combinação entre configuração 

e conformação é de extrema importância para as interações biológicas. As possibilidades e 

variabilidade de posição e geometria podem alterar a capacidade da molécula interagir com o 

sítio ativo e, em decorrência disso, pode até apresentar atividade biológica completamente 

oposta. 

Por último, definiu-se a região onde o docking iria acontecer. É uma espécie de 

mapas pré-calculados, dispostos em uma caixa composta por uma grade tridimensional de 

pontos (grid maps). A caixa foi posicionada na região catalítica da enzima acetilcolinesterase 

na região próxima ao sítio catalítico e periférico da AChE. As dimensões da Grid Box no eixo 

X-, Y- e Z- foram, respectivamente, 4,36 Å, 72,80 Å e 65,23 Å. Essa coordenada foi 
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escolhida tendo como base um átomo de nitrogênio do sítio catalítico (N, Trp84 – 

1EVE.PDB).  

4.4.2.1 Análise do docking das acil-hidrazonas com a AChE 

Para a avaliação do docking molecular das acil-hidrazonas considerou-se os 

valores de energia obtidos pelo método de docagem. Este valor de energia de docking obtido 

em Kcal/mol representa o grau de afinidade de ligação entre o receptor e o ligante. Além 

disso, considerou-se a possível interação do ligante acil-hidrazônico com os principais sítios 

catalíticos (Trp84) e periféricos (Trp286).  

Adicionalmente, levamos em conta todas as interações observadas na região do 

sitio ativo (Figura 32). Os dados de interações observadas no ligante donepezila (E2020) 

complexado com a enzima e suas respectivas distâncias foram utilizados como padrão de 

comparação com a docagem feita com os ligantes acil hidrazônicos. As principais interações 

entre ligante e receptor (E2020-1EVE) observadas no sítio ativo da acetilcolinesterase estão 

descritas na sequência.   

 

Figura 32. Visão tridimensional da estrutura E2020 no sítio ativo da 1EVE. 
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Uma face do anel aromático do ligante donepezila E2020 exibe empilhamento do 

tipo π-π paralelo clássico com o anel de seis membros do indol do Trp84, semelhante à 

interação com a THA,162 através de uma interação do tipo -stacking,163 bloqueando desta 

forma, a ligação cátion- da acetilcolina e, consequentemente retardando a sua hidrólise. 

O nitrogênio carregado do anel piperidínico faz uma interação cátion-π164 com o 

anel fenila da Phe330, com distâncias médias de 3,9 a 4,5 Å entre o nitrogênio e os carbonos 

do anel.161 Estes dados sugerem que Phe330 pode servir como um local de ligação quaternário 

adicional, no meio do canal, entre o local periférico e o subsítio aniônico do sítio ativo. 

No topo do desfiladeiro, o anel da indanona empilha-se com o anel indólico do 

Trp279 no PAS, por uma interação π-clássica com distâncias entre 3,7 Å - 4,2 Å. A carbonila 

do anel de cinco membros da indanona, por sua vez, interage com AChE através de ligação de 

Van der Waals com os anéis aromáticos de Phe331 e Phe290.161 

A ligação de Van der Waals feita pela função carbonila ajuda a orientar a fração 

indanona para que seja possível uma interação com o anel indol do Trp279. Não se observou 

interação da E2020 com a tríade catalítica. 

Os valores de energia gerados da interação entre enzima e os ligantes acil-

hidrazonas obtidos nesse ensaio de ancoragem virtual, realizado no programa Autodock Vina, 

encontram-se na Tabela 9. 
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Tabela 9. Valores de energia da interação receptor-ligante obtida no programa 

Docking Vina para as acil-hidrazonas com diferentes geometrias (NH-amida - sin ou anti) e 

estereoquímica (imina sp2 C=N -E ou Z). 

 

 

Compostos* Cadeia lateral (Ar) Energia em Kcal/mol 

Anti E Anti Z Sin E Sin Z ∑ 

9 
Fenila -10,5 -11,9 -10,4 -10,8 -10,7 

10 4-clorofenila -10,7 -11,3 -10,8 -10,9 -10,9 

11 3-clorofenila -10,8 -11,4 -10,9 -11,0 -10,9 

12 2,3-clorofenila -10,7 -10,9 -10,6 -11,5 -10,9 

13 4-nitrofenila -12,2 -11,5 -10,6 -11,6 -11,4 

14 2-nitrofenila -11,0 -10,5 -11,7 -11,7 -11,2 

15 4-metilsulfonilfenila -11,5 -11,1 -11,1 -9,9 -10,9 

16 4-metiotiofenila -11,0 -10,9 -10,3 -10,9 -10,7 

17 4-(2-tiofenila) -10,3 -9,8 -9,9 -9,7 -9,9 

18 4-metoxifenila -10,9 -10,7 -10,4 -11,1 -10,7 

           19 4-trifluorofenila -12,0 -11,1 -10,5 -11,9 -11,4 

           20 3,4-(metilenodioxi)fenila -11,3 -11,7 -11,6 -11,9 -11,6 

*ligante E2020 (DON) ancorado na enzima 1EVE.pdb utilizada no redocking; ∑ = média aritmética dos valores 
de energia. (Energia em Kcal/mol: -8,6, -10,8, -10,7 para THA, E2020 e DON, respectivamente). 
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Para avaliar o comportamento global das estruturas é calculada a Raiz do Desvio 

Medio Quadratico (Root mean square desviation, RMSD) para os sistemas, tomando como 

referência a estrutura após as minimizações. O cálculo do RMSD de uma nova conformação 

em relação a todas as conformações previamente registradas do ligante determina se a nova 

conformação é aceita.  

No Autodock Vina, os valores de RMSD são devidamente calculados e registrados 

no arquivo de saída padrão gerados no final da docagem. A qualidade do ajuste foi avaliada 

com base nos valores de RMSD do ligante com os seguintes intervalos:  

 RMSD ≤ 1,0 Å, boa;  

 1Å < RMSD ≤ 2,0 Å pose razoável;  

 2Å < RMSD ≤ 3.,0 Å, pose com erros;  

Ao fim do estudo de docking, 120 diferentes poses foram geradas (cada ligante 

hidrazônico gerou 10 poses). As poses que mostraram valores de RMSD até uma pontuação 

acima de 2,0 foram descartadas. 

4.4.2.2 Validação do método de docagem molecular por redocking 

Por último, a validação da ancoragem foi feita com o ligante E2020 (donepezila, 

DON) ancorado na enzima 1EVE.pdb pelo método de redocking.  

Redocking é o processo pelo qual o ligante é extraído do cristal proteico e, em 

seguida, é realizado o docking com esse ligante com o mesmo receptor.165 Isso é realizado 

para verificar se os parâmetros de docking utilizado para o método de ancoragem são 

razoáveis e confiáveis (Figura 33).  

Realizou-se o docking da estrutura da donepezila (DON) desenhando-o no 

programa Gaussian View e minimizando sua estrutura no programa Gaussian 09 utilizando o 

método AM1, tal qual realizamos para todos os ligantes acil-hidrazonas (DON). O resultado 

para este ligante apresentou resultado similar ao redocking. Para a análise do resultado do 

docking realizado serão consideradas as distâncias de interação que encontramos para o 

ligante donepezila complexado no cristal com a sigla E2020.  
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Figura 33. Redocking do ligante DON da estrutura cristalográfica 1E66 (E2020: 

verde; DON redocking: vermelho, -10,7 Kcal/mol e RMSD: 0,00). 

De acordo com os valores de energia encontrados na docagem, as melhores poses 

considerando energia de cada conformação e configuração foram as das acil-hidrazonas 19-

Anti E, 19-Sin Z e 20-Sin Z, com 12,0, 11,9 e 11,9 Kcal/mol, respectivamente. Haja vista que 

as acil-hidrazonas sintetizadas têm configuração E, para esse estudo final do ensaio virtual 

não serão demonstradas as acil-hidrazonas de configuração Z. Embora, algumas interações 

são encontradas para todas as outras configurações/conformações.  

Para demostrar os resultados obtidos foram desenhados no programa Pymol duas 

poses da acil-hidrazona 19 (19-Anti E e 19-Sin E - Figuras 34 e 35, respectivamente). Dentre 

as interações observadas em todas as acil-hidrazonas, observam-se as ligações de hidrogênio 

entre a quinolona (NH) e nitrogênio indol do Trp84 e mais duas interações de hidrogênio da 

hidroxila da Tyr121. 

 

Figura 34. Representação tridimensional da acil-hidrazona 19-Anti E no sitio 

ativo da AChE 1EVE.  
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Figura 35. Representação tridimensional da acil-hidrazona 19-Sin E no sítio ativo 

da AChE 1EVE. 

Dentre todas as interações observadas, se destaca na Figura 35 uma possível 

ligação de flúor não-covalente entre um flúor do grupo trifluoro da acil-hidrazona 19-Sin E 

com o sistema π do Trp279 (PAS) que explica perfeitamente o estudo cinético experimental 

da acil-hidrazona 19.  

Vimos anteriormente no estudo do mecanismo de ação das acil-hidrazonas que 

apenas a acil-hidrazona 19 demostrou o tipo de inibição mista. Isto significa que, embora esse 

composto tenha a habilidade de se ligar no sítio catalítico, adicionalmente é possível que sua 

interação com o sítio periférico seja determinate para o tipo de comportamento “misto” 

apresentado neste estudo cinético.  

Vale a pena destacar também que interações de ligações de halogênio apresenta 

extrema relevância em sistemas biológicos.166,167 A observação de que o ligante acil-hidrazona 

19-Sin E interage com os sítios catalítico e periférico, simultâneamente, poderia melhor 

explicar o seu mecanismo de inibição mista. Apenas a configuração rotacional da amida Sin 

apresentou essa ligação de flúor. Todas as interações observadas e suas respectivas distâncias 

encontram-se dispostas na Tabela 10. 
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Tabela 10. Interações químicas no complexo ligante-proteina das acil-hidrazonas 

19-Anti E e 19-Sin E no sítio ativo da AChE: tipo de interação, grupos que participam da 

interação receptor-ligante e suas respectivas distâncias.  

Ligante Interação Resíduo do aminoácido-ligante 
Distância 

(Å) 

19-Sin E 

Ligação de H Trp84 (NH-Indol) · · ·  (NH)-Piridin4-ona  3,9 

Ligação de H Tyr121 (OH) ·· ·  (C=O)-Piridin-4-ona 3,9 

Ligação de H Tyr121 (OH) ···  (N=C)-Imina 3,9 

Ligação de H Phe288 (NH) · · · (F-C)-4-Trifluorometil 4,0 

Ponte de sal Asp72 (COOH) · · · (N=N-Imina) 3,4 

9-Anti E 

Ligação de H Trp84 (NH-Indol · · ·  (NH)-Piridin-4-ona  3,1 

Ligação de H Tyr121 (OH) ·· ·  (C=O)-Piridin-4-ona 4,0 

Ligação de H Tyr121 (OH) ···  (N=C)-Imina 2,9 
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4.5 Estudo do efeito das acil-hidrazona sobre a fibrilização do peptídeo β-amilóide 

 O monitoramento da capacidade das acil-hidrazonas de interferir no processo 

de formação de fibrilas do peptídeo βA foi realizado por medida da intensidade de 

fluorescência em tioflavina-T (ThT).168,169 Simplificadamente, nesse método a tioflavina-T 

liga-se as fibrilas do peptídeo β-amilóide. Estas ligações ThT com as fibrilas, por sua vez, 

levam ao aumento da emissão de fluorescência.  

Desse modo, com o objetivo de avaliar a habilidade das acil-hidrazonas de inibir o 

processo de fibrilização do peptídeo β-amilóide foram realizadas duas medidas neste 

experimento: uma primeira medida no início do experimento, imediatamente após a mistura 

do peptídeo amilóide na presença do composto-teste (Filme Aβ42 + DMSO + HCl + Acil-

hidrazona na concentração de 0,2 mM), e uma segunda medida de fluorescência, após 24 h de 

incubação a 37 °C. O mesmo procedimento foi feito com o controle positivo (filme Aβ42 + 

DMSO + HCl). O filme do peptídeo β-amilóide utilizado nesse ensaio foi preparado por 

método já realizado em nosso laboratório por Nilsson et al.121 

  Na Figura 36, observa-se um gráfico em barras contendo as respectivas 

medições de fluorescência no tempo inicial de medida (t0 = barra azul) e após 24 h de 

incubação (t24 = barra verde) das amostras controle e das acil-hidrazonas (9-14) e (16-20). 

Inicialmente, comparando as barras t0 e t24 da amostra controle observa-se que há um aumento 

da emissão de fluorescência após 24 h de incubação a 37 °C. O aumento da intensidade de 

emissão de fluorescência da ThT pode ser interpretado como consequência de que mais 

fibrilas foram se formando com o tempo de incubação.170 Daí, vemos que quanto mais fibrilas 

são formadas maior é a medida da intensidade da fluorescência em ThT. Por outro lado, para 

todas as acil-hidrazonas observa-se o oposto, após 24 h de incubação houve uma diminuição 

da emissão de fluorescência.  

A diminuição de emissão de fluorescência na presença das acil hidrazinas ocorreu 

com o mínimo de 49% da acil-hidrazona 11, e o máximo de inibição da acil-hidrazona 14 

com 67%, acil-hidrazonas derivadas da 3-cloro e 2-nitro-benzaldeído, respectivamente. Este 

resultado mostra que as acil-hidrazonas são capazes de interferir no processo de formação de 

fibrilas do peptídeo Aβ42.  
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5 Conclusões 

Neste trabalho foi planejada a síntese de uma série de acil hidrazonas baseadas na 

estrutura da 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila, que em estudos prévios havia 

sido identificada como inibidor da AChE (IC50 = 70 µM). Essa 4-oxo-lH-quinolina também 

apresentou efeito inibitório da fibrilização do peptídeo Aβ. Neste contexto, buscou-se nesse 

projeto manter o núcleo quinolônico, porém introduzindo outro grupo capaz de interagir com 

o sítio periférico da AChE. Selecionou-se a função acil-hidrazona que poderia funcionar 

como um espaçador entre o núcleo quinolônico e um grupo aromático que poderia ser 

complementar ao sítio periférico da enzima, constituindo-se o que é conhecido como duplo 

ligante. Assim, foram sintetizadas doze acil-hidrazonas a partir da quinolina, sendo que dez 

delas são inéditas. Os compostos foram caracterizados por Infravermelho e Ressonânica 

Magnética Nuclear de 1H, 13C e 15N, com experimentos a alta temperatura e técnicas 

bidimensionais. A análise dos espectros indicou a presença de isômeros rotacionais relativos à 

ligação amídica e permitiu a determinação da configuração E da ligação imínica por estudos 

de RMN bidimensionais. 

As doze acil-hidrazonas sintetizadas foram avaliadas frente a dois importantes 

alvos para desenvolvimento de fármacos para tratar a DA: a enzima AChE e o peptídeo Aβ. 

Com respeito à AChE, todas as acil-hidrazonas foram capazes de inibí-la com uma variação 

de IC50 de 0,0058 a 17 mM. Destacam-se entre os inibidores as acil-hidrazonas 19 e 20, com 

valores de IC50 na faixa nanomolar. 

Com o objetivo de entender o mecanismo da inibição, foram realizados estudos 

cinéticos com as acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20 que apresentaram melhores resultados para a 

inibição enzimática. As acil-hidrazonas 11, 14 e 20 são inibidores competitivos, enquanto a 

acil-hidrazona 19 apresenta tipo de inibição mista. Essas conclusões foram tiradas a partir do 

cálculo de Km e Vmax.  

Os estudos de docking molecular foram realizados no programa Auto Docking 

Vina, e os resultados foram compatíveis com o resultado experimental. Os compostos mais 

ativos têm uma boa energia de interação com a enzima. As acil-hidrazonas 19 e 20 interagem 

com ambos os sítios da enzima, embora com energias diferentes.  



109 

 

 

 Com respeito à inibição da agregação do peptídeo β-amilóide, foi observada a 

diminuição de emissão de fluorescência da tioflavina, na presença das acil-hidrazonas, 

indicando a baixa concentração de fibrilas amilóides.  Os percentuais de inibição variaram 

entre 49 % (acil-hidrazona 11) e 67 % (acil-hidrazona 14). 

 Foram sintetizados dois complexos de cobre e zinco tendo como ligante a acil-

hidrazona 13. Para caracterização, fez-se a comparação entre os espectros do ligante precursor 

(13) com os espectros dos complexos (13-Zn e 13-Cu).  

 Os espectros no infravermelho dos complexos revelaram um deslocamento na 

banda de carbonila para menores valores de comprimento de onda. Esta evidência nos remete 

à possibilidade de interação dessas carbonilas com o metal. A comparação dos espectros de 

próton da acil-hidrazona 13 e do complexo de zinco corroborou com a premissa de que há 

uma mudança de ambiente químico sugerindo a formação do complexo de zinco. Para o 

complexo de cobre (13-Cu), a análise de TG/DTA indica duas perdas de massa, sendo 

relacionadas à decomposição do ligante. 

 As análises dos espectros de massas por ESI no modo positivo de ambos os 

complexos metálicos de zinco e cobre são semelhantes e revelam a presença de complexos 

bidentados, preferencialmente, e outros picos de massas resultantes da dissociação do mesmo. 

As evidências apontam que o ligante deve se ligar de forma bidentada com o metal, sendo que 

este se liga a duas moléculas do ligante. Não foi possível realizar análise por difração de 

Raios-X, pois os complexos se apresentaram como sólidos não cristalinos. Desse modo, 

concluímos que há a formação do complexo metálico, no entanto, a total caracterização do 

complexo não foi satisfatória.  

 Os objetivos alcançados com sucesso resultaram na publicação do artigo da 

doutoranda na revista Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry,
171

 um periódico 

especializado com índice de impacto 4.293. O trabalho também foi apresentado oralmente 

no XXIV International Symposium on Medicinal Chemistry (EFMC-ISMC 2016) em 

Manchester – UK. Finalmente, desse trabalho concluímos que as acil-hidrazonas sintetizadas 

são protótipos mulit-alvo para a DA. Sua capacidade de interferir na atividade enzimática, 

pela ligação no sítio catalítico e no processo de fibrilização do peptídeo β-amilóide torna esses 

compostos promissores como modelos para futuros fármacos. 
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7 Apêndice: Parte experimental 
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7.1 Geral 

 Os solventes comerciais utilizados foram previamente tratados e destilados. O 

tetraidrofurano foi pré-seco com hidreto de cálcio e destilado. Posteriormente, foi refluxado a 

partir de Na/benzofenona. Etanol e metanol foram secos com Mg/I2 e, destilados a partir dos 

correspondentes alcóxidos de magnésio.  Os demais solventes e reagentes foram obtidos da 

Sigma/Aldrich e não tiveram purificação prévia.  

O monitoramento do progresso das reações foi feito por cromatografia em camada 

delgada (CCD) e empregou-se UV-VIS como revelador. As purificações e separações 

cromatográficas dos produtos obtidos foram efetuadas com sílica flash (230-400 mesh). A 

sonicação foi realizada em ultrassom de 81 W e 40 KHz.  

Os espectros no infravermelho (IV) foram registrados em equipamento BOMEN 

modelo MBSERIES e as amostras preparadas em pastilha de KBr seco ou em filme, ou ainda, 

os dados de absorção foram diretamente coletados da amostra sólida no espectrofotômetro de 

Absorção IV (Agilent, modelo CARY 630 FTIV). Os espectros de RMN de 1H e de RMN de 
13C foram adquiridos nos equipamentos da Inova 500 operando a 500 MHz para 1H e 125 

MHz para 13C; BRUKER 250 operando a 250 MHz para 1H e 62,5 MHz para 13C. Os 

deslocamentos químicos são dados em ppm, e a multiplicidade dos carbonos determinada por 

DEPT 90 e 135. Os deslocamentos químicos (δ) foram expressos em ppm, tendo como padrão 

interno tetrametilsilano. Os espectros de massas de alta resolução foram obtidos em um 

espectrômetro Quadrupolo Híbridos Time-of-Flight (Q-TOF, Micromass) com fonte 

Electrospray (ESI) da Waters, modelo Xevo QTof MS e as análises termogravimétricas foram 

conduzidas no equipamento Seiko, modelo TG/DTA 6200, com atmosfera oxidante (25 - 

1000 °C, Taxa de aquecimento: 10 °C/min). 

A nomenclatura dos compostos corresponde à nomenclatura oficial da IUPAC 

fornecida pelo programa Chemicalize.172 A seguir, detalhados somente os procedimentos 

experimentais que efetivamente conduziram a intermediários e os produtos desejados. 
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7.2 Química 

7.2.1 Preparação do acrilato de metil-2-[(2-nitrofenil)(hidroxi)metila] (4) 

OH

O

O

NO21

23
4

5

6

7

8

9

10

11 12

4
 

Em um balão de 50 mL, misturou-se o 2-nitrobenzaldeído (508 mg, 3,32 mmol), 

dissolvido em 5 mL de acrilato de metila (em excesso – 5,0 mmol) e o catalisador DABCO 

(0,65 mmol). A mistura foi submetida à sonicação em um banho de ultrassom. Depois de 

evidenciado o término da reação por CCD, o excesso de acrilato de metila foi evaporado sob 

pressão reduzida e o resíduo bruto foi redissolvido em acetato de etila. A fase orgânica foi 

lavada com solução saturada de NaCl, seca com Na2SO4. Após a filtração, o solvente foi 

evaporado sob pressão reduzida e o bruto submetido à purificação por coluna cromatográfica, 

utilizando-se um gradiente de eluição hexano: acetato de etila até 50%. O aduto de MBH foi 

obtido em 80 % de rendimento, como um óleo amarelo. 

IV (KBr, cm-1):  3394 (OH, NH2), 1722 (C=O), 1633 (Csp2).RMN 1H (600 

MHz, CDCl3): δ 7,95 (dd, J = 1,25 e 8,0 Hz, H-4), 7,76 (dd, J = 1,5 e 7,75 Hz, H-7), 7,64 (td, 

J = 1,2 e 7,5 Hz, H-5), 7,44 (td, J = 1,45 e 7,75 Hz, H-6), 6,37 (s, H-10), 6,20 (s, H-10), 5,73 

(s, 1H-8), 3,73 (s, OCH3), 3,08 (s, OH); RMN 13C (150 MHz, CDCl3): δ 166,4 (C=O), 148,4 

(C-2), 140,7 (C-3), 136,0 (CH2=C-9), 133,4 (CH2=C-10), 128,8 (CH-7), 128,70 (CH-5), 

126,4 (CH-6),  67,8 (CH-OH-8), 52,2 (CH3). 
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PF. 280-283 °C (decomposição); IV (KBr, cm-1):  3448-3265 (HN-C=O e H2N-

N), 1676 (C=O, hidrazida), 1631 (C=O, 4-carboxi); RMN 1H (DMSO-d6, 500 MHz): δ 10.72 

(s, 1H, -CONH), 8,74 (s, 1H, H-2), 8,27 (dd, J = 8.4 e 1.2 Hz, 1H, H-5), 7,78 (td, J = 7,5 e 1,2 

Hz, 1H, H-6), 7,47 (td, J = 7,5 e 1,2 Hz, 1H, H-7), 7,68 (dd, J = 7,5 Hz, 1H, H-8); RMN 13C 

(DMSO-d6, 125 MHz): δ 176,16 (C=O), 164,64 (C=ONHNH2), 143,56 (CH-2), 139,46 (C0-

9), 133,22 (CH-6), 126,41 (C0-10), 125,91 (CH-5), 125,44 (CH-7), 119,44 (CH-8), 110,80 

(C0-3). 

Esses dados estão de acordo com dados relatados por Srivatava N. et al.
173

 

7.2.6 Procedimento geral para o preparo das acil-hidrazonas (9-20)  

O preparo das acil-hidrazonas seguiu o método previamente relatado na literatura, 1 com 

algumas modificações, conforme descrito a seguir. 

Uma mistura equimolar do aldeído aromático (4,3 mmol) e da quinolona hidrazida 5 (4,3 

mmol) foi refluxada em etanol (3 mL), sob agitação magnética, na presença de 20 gotas de 

piperazina por 12 h – 18 h. Após evidenciado o término da reação por CCD, o excesso de 

solvente foi removido sob pressão reduzida e, em seguida, o material resultante foi filtrado a 

vácuo. O sólido coletado foi lavado com uma quantidade mínima de etanol e seco à 

temperatura ambiente. 

Esqueleto acil-hidrazônico 

 

 

 

 

                                                 
1 Todos os pontos de fusão das acil-hidrazonas foram maiores que 300 ° C. 
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7.2.6.6 4-Oxo-N'-[(1E)-(2-nitrofenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-carbohidrazida 

(14):  

 

 

Sólido amarelo, Rendimento: 84 %. 

IV (KBr, cm-1):  3099-3029 (HN-C=O e H2N-N), 1672 (C=O hidrazida), 1608 

(C=O, quinolona); RMN 1H (DMSO- d6, 500 MHz) δ (ppm): 13,48 (s, 1H, -CONH), 8,86 (s, 

1H, H-2), 8,73 (s, 1H, -N=CH-14), 8,29 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-5), 8,09 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-

19) 8,07 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-16), 7,82 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H-7 e H-17), 7,74 (t, J = 7,5 Hz, 

1H, H-8), 7,68 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-18),  7,54 (t, 7,5 Hz, 1H, H-6); RMN 13C (DMSO-d6, 

125 MHz) δ (ppm): 176,5 (C=O), 162,3 (C=ONH),  148,7 (C0-20), 145,0 (CH-14), 143,8 

(CH-2) 139,5 (C0-9), 134,2 (CH-17), 133,7 (CH-7), 131,1 (CH-18), 129,2 (C0-15), 128,8 

(CH-16), 126,3 (C0-10), 126,0 (CH-5), 125,9 (CH-6), 125,1 (CH-19), 110,2 (C0-3), 119,6 

(CH-8); RMN 15N (DMSO- d6, 60 MHz):  143,60 (s, 1N, NH-1), 177,10 (s, 1H, -CONH-

12), 325,29 (s, 1N, -N=C-13); EM (ESI+) Calculado para C17H13N4O4 (M + H+):  337,0937. 

Encontrado: 337,0965.  

7.2.6.7 4-Oxo-N'-[(1E)-(4-metanosulfonilfenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-

carbohidrazida (15): 

N
H

O

N
H

O

N

SO2CH3

 

Sólido amarelo, Rendimento: 63%.  

IV (KBr, cm-1):  3261-3064 (HN-C=O e H2N-N), 1654 (C=O hidrazida), 1637 

(C=O, quinolona); RMN 1H (DMSO-d6, 500 MHz): δ 13,51 (s, 1H, -CONH-12), 8,89 (s, 1H, 

H-2), 8,56 (s, 1H, -N=CH-14), 8,34 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-7), 8,01 (s, 4H, H-16-20), 7,81 (td, J 

= 8,1 Hz, 1,0 Hz, 1H, H-7), 7,76 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-8), 7,54 (td, J = 8,1 e 1,0 Hz, 1H, H-6), 

2,23 (s, 3H, H-21); RMN 13C (DMSO-d6, 125 MHz): δ 176,5 (C=O), 162,1 (C=ONH),  146,3 

(CH-14), 145,0 (CH-2), 141,8 (C0-20), 139,8 (C0-15), 139,6 (C0-9), 128,2 (CH-16 e 17), 

N
H

O

N
H

O

N

NO2
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108,9 (CH-17), 105,7 (CH-20), 101,93 (CH2-21); EM (ESI+) Calculado para C18H14N3O4 (M 

+ H+): 336,0979. Encontrado: 336,1008.  

7.2.7 Preparação dos complexos de zinco e cobre com a acil-hidrazona (13-Zn e 13-Cu) 

Em um balão volumétrico de 50 mL, uma solução de 1 mmol de acetato do respectivo 

metal em EtOH (10 ml) foi adicionada a uma solução da acil-hidrazona 13 (2 mmol, 0,202 g). 

Essa mistura foi refluxada overnight e o resíduo bruto obtido foi filtrado a vácuo e lavado 

extensivamente com etanol. O sólido foi seco a temperatura ambiente. 

7.2.7.1 Complexo de zinco (13-Zn) 

Sólido amarelo, Rendimento: 68 %. 

IV (KBr, cm-1):  3470-3448 (-C=O-HN-N=), 1622 (C=O hidrazida), 1592 (C=O, 

quinolona),1506 (C=N), 1476 (C=C), 1336 (NO2), 1292 (N-N). RMN 1H (DMSO- d6, 500 

MHz) δ 14,13 (s, 1H, -CONH), 8,99 (s, 1H, OH-4),   8,61 (s, 1H, H-2), 8,35 (d, J = 8,0 Hz , 

4H, -N=CH-14,H-5, H-17,19), 8,04 (d, J = 8,0 Hz , 2H, H-16,20), 7,80 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-

8), 7,56 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-6). 

7.3 Biologia 

7.3.1 Ensaio de inibição da acetilcolinesterase  

A enzima utilizada para o ensaio de inibição da AChE foi da espécie 

Electrophorus electricus (electric eel) - Type VI-S (Sigma-Aldrich). O substrato ATC, DNTP, 

1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP), DMSO estéril e a tacrina foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich.  

7.3.1.1 Preparo do reagente de Elmman 

O reagente de Ellman foi preparado diluindo-se 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzóico 

(DTNB) em tampão Tris/HCl (1 mM). O substrato iodeto de acetiltiocolina (ATC) 0,8 mM 

foi preparado a partir de diluição do ATC comercial (Aldrich Chem. Co). A solução tampão 

Tris/HCl (50 mM, pH 8) foi preparada a partir da base da marca Fluka Analytical (Trisma®) 

com monitoramento de pH com pHmetro modelo pH300M da marca Analyser.  
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7.3.2 Ensaio do estudo de fibrilização do peptídeo β-amilóide 

7.3.2.1 Materiais e preparo da solução de tioflavina (ThT) 

O peptídeo Aβ42 foi adquirido da American Peptide Co, e mais recentemente da 

BACHEN. A Tioflavina T foi adquirido da Sigma-Aldrich. 

7.3.2.2  Preparação da solução de tioflavina-T 

A solução estoque de ThT foi preparada dissolvendo-se cerca de 8 mg (0,02 

mmol) da ThT para 10 mL de tampão fosfato (pH 7.4). O conteúdo foi filtrado através de 

filtro Millipore 0,2 µm e o filtrado (solução estoque), mantido a temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Esta solução é estável por uma semana nestas condições. No dia da análise, a 

solução estoque foi diluída em tampão fosfato (1:50 v/v), com a concentração final de 0,05 

mM.  

7.3.2.3 Preparação do filme peptídico  

 Inicialmente, 1 mg (0,2 mmol) do peptídeo foi dissolvido em 1 mL de 

1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP). O frasco contendo o peptídeo foi lavado 

minuciosamente e, em seguida, mantido fechado à temperatura ambiente por 60 minutos. Em 

seguida, o frasco foi colocado no gelo por 5-10 minutos e a solução foi dividida igualmente 

em seis frascos. Os frascos foram mantidos abertos na capela até evaporação do HFIP e, em 

seguida, o material foi centrifugado à vácuo por 10 min. Os filmes foram armazenados em 

freezer a -80°C até o momento de uso. 

7.3.2.4 Ensaio fibrilogênico na presença e ausência das acil-hidrazonas 

Nos ensaios de inibição, o filme peptídico (Aβ42) é ressuspenso em 6 µL de uma 

solução 0,2 mmol.L-1 do composto teste (9 - 20) em DMSO estéril. A solução devidamente 

homogeneizada com uma pipeta e posteriormente sonicada por 10 minutos. Depois desse 

periodo, adicionou-se 29 µL de solução 10 mM de HCl. Esta solução foi homogeneizada em 

vórtex por 30 segundos e incubada a 37 °C.  

As amostras controle (Aβ42 + DMSO + HCl) e o branco (Aβ42 + DMSO) são 

preparadas da mesma forma, porém ambos sem a presença do composto-teste. As medidas de 
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fluorescência foram realizadas em dois momentos; inicialmente, no momento da mistura do 

composto teste (t0) e após 24 horas (t24) de incubação a 37 °C. Os espectros de fluorescência 

foram obtidos a 25 °C, na velocidade de 1 nm.s-1 com aberturas de janelas para excitação e 

emissão de 10 mm e 10 mm, sendo os resultados de cada ponto do espectro a média de 10 

leituras. Após agitação da solução por 1 minuto, a ligação de ThT foi então monitorada for 

fluorescência com excitação em 450 nm e espectro de emissão a 485 nm.  
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8 Anexo 
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Figura 62. Espectro de IV da acil-hidrazona 9. 
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Figura 71. Espectro de IV da acil-hidrazona 10. 
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Figura 106. Expansão do espectro de HSQC 13C-1H (500/125 MHz, DMSO-d6) da acil-hidrazona 13. 
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Figura 109. Espectro de HMBC 15N-1H (500/125 MHz, DMSO-d6) da acil-hidrazona 13. 
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Figura 110. Espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-d6) da acil-hidrazona 14. 
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Figura 111. Expansão do espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-d6) da acil-hidrazona 14. 
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Figura 112. Expansão do espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-d6) da acil-hidrazona 14. 

 






































































































































