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RESUMO 
 

As doenças neurodegenerativas (DNs) são um grupo de doenças neurológicas que têm 
como principais exemplos a doença de Alzheimer (DA) e a doença de Parkinson (DP) e 
apresentam alguns aspectos fisiopatológicos comuns, como a precipitação de proteínas 
insolúveis, neuroinflamação e desbalanço na homeostase dos processos anti e pró-
oxidativos no cérebro. São doenças progressivas, debilitantes, com arsenal terapêutico muito 
restrito e, até o momento, incuráveis. Este trabalho teve por objetivos o planejamento, 
síntese, caracterização e avaliação farmacológica de duas famílias de compostos planejados 
a partir da hibridação molecular de fragmentos estruturais da curcumina (1) e do resveratrol 
(2). Estas duas séries se diferenciam pela natureza das subunidades estruturais advindas 
da curcumina e do resveratrol, conectados por uma subunidade espaçadora N-acilidrazona 
(série 1). Na série 2, a subunidade N-acilidrazona ligada a um sistema triazólico 1,4-
dissubstituído serve de conexão entre um sistema 4-hidróxi-3-metóxi-arila, inspirado na 
curcumina, e um sistema tipo-estireno substituído, que mimetiza um dos fragmentos 
aromáticos do resveratrol (ou curcumina). Dos 10 compostos obtidos na série 1, pode-se 
destacar PQM-161, PQM-163 e PQM-164 que apresentaram o melhor perfil de atividade, 
sendo que possuem atividade antioxidante frente a diferentes agentes pró-oxidantes (CE50 

DPPH= 19,98; 29,91 e 0,93 M e CI50 t-BOOH= 0,71; 0,20 e 0,51 M, respectivamente) e 

atividade neuroprotetora contra toxicidade induzida por 6-OHDA e agregados de -
sinucleína, modelos para estudo da atividade neuroprotetora na DP. Estudos adicionais 
evidenciaram que PQM-161 e PQM-164 possuem um mecanismo de ação antioxidante 
intracelular relacionado à ativação do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2). 
Novos estudos estão sendo realizados a fim de verificar a capacidade de PQM-164 atuar, 
também, como anti-neuroinflamatório. Dentre as 13 substâncias obtidas na série 2, PQM-
233 foi o que apresentou a melhor capacidade de inibição da atividade de acetilcolinesterase 

(AChE, CI50= 20,6 M), com atividade antioxidante direta (CE50 DPPH= 30,44 M e inibição 

de t-BOOH a 10 M de 29,79%) e neuroprotetora frente à neurotoxicidade induzida por 

oligômeros A. Todas as substâncias obtidas neste trabalho tiveram sua toxicidade verificada 
por ensaios de MTT frente a células de neuroblastoma humano do tipo SH-SY5Y e células 
renais de primatas (VERO), sendo que as substâncias mais ativas destacadas não 
apresentaram toxicidade detectável nas concentrações avaliadas. Por fim, podemos concluir 
que os objetivos propostos foram atingindo, PQM-164 e PQM-233 apresentaram 
propriedades multialvo frente a DNs, respectivamente DP e DA. 
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ABSTRACT 

 
Neurodegenerative diseases (NDs) are a group of neurological diseases, with Alzheimer’s 
(AD) and Parkinson’s (PD) diseases as main examples, which show some common 
pathophysiological aspects such as deposition of insoluble proteins, neuroinflammation, 
imbalance in the homeostasis of pro- and anti-oxidant processes into the brain. They are 
progressive, debilitating, with very restrict therapeutical arsenal and, to date, incurable. The 
goal of this work was the design, synthesis, characterization and pharmacological evaluation 
of two new series of compounds planned by molecular hybridization of structural fragments 
of curcumin (1) and resveratrol (2). These two series differ by the nature of the structural 
subunits derived from curcumin and resveratrol, connected by an N-acyl-hydrazone spacer 
subunit (series 1). In the series 2, the N-acyl-hydrazone function is linked to a 1,4-
disubstituted triazole system as a connection between a 4-hidroxy-3-methoxy-aryl system, 
inspired in curcumin, and a substituted styrene-type system that mimics one of the aromatic 
fragments of resveratrol (or curcumin). Among 10 compounds from series 1, one may 
highlight PQM-161, PQM-163 and PQM-164 that showed good antioxidant activity towards 

different pro-oxidant agents (ED50 DPPH = 19.98; 29.91 and 0.93 M and IC50 t-BOOH = 

0.71; 0.20 and 0.51 M, respectively) and neuroprotective activity against 6-OHDA and -
synuclein aggregates induced toxicity, which is a model for evaluation the neuroprotection in 
PD. Additional studies evidenced that compounds PQM-161 and PQM-164 have a 
mechanism of intracellular antioxidant activity related to the activation of the nuclear factor 
erythroid 2-related (Nrf2). Further on-going studies aim to verify the anti-neuroinflammatory 
activity of PQM-164. Among 13 substances from series 2, PQM-233 showed the best capacity 

to inhibit acetylcholinesterase (AChE) activity (IC50= 20.6 M), with direct antioxidant activity 

(EC50 DPPH= 30.44 M and inhibition of t-BOOH at 10 μM of 29.79%) and neuroprotective 

activity against A oligomers-induced toxicity. All compounds from this work had their toxicity 
evaluated towards human neuroblastoma cells (SH-SY5Y) and primate renal cell (VERO) in 
the MTT test and the most active substances highlighted showed no detectable toxicity at the 
tested concentrations. Finally, we can conclude that the proposed objectives were reaching, 
PQM-164 and PQM-233 presented multi-target properties against NDs, respectively PD and 
AD. 
 
 
Keywords: Alzheimer disease. Parkinson disease. Curcumin. Resveratrol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Doenças neurodegenerativas (DNs) é um grupo de doenças com aspectos 

comuns, caracterizadas por uma perda contínua, progressiva e seletiva da anatomia 

e fisiologia do sistema neuronal. Alguns exemplos dessas patologias são a doença de 

Parkinson (PD) doença de Alzheimer (DA) e doença de Huntington (DH) (COYLE, 

1993; LIN, 2006).  

Essas DNs tem uma série de aspectos comuns, onde podemos destacar o 

desequilíbrio de espécies reativas de oxigênio (ERO). O encéfalo é especialmente 

vulnerável a danos oxidativos devido a presença de altas concentrações de oxigênio 

e metais redox como cobre e ferro (VALKO, 2007). Atualmente não temos fármacos 

no mercado capazes de curar as DNs, isso se deve ao fato de não compreendermos 

por completo a fisiopatologia dessas doenças (SCATENA, 2007).  

Neste contexto a natureza pode fornecer interessantes fontes de substâncias 

ativas capazes de modular diversos aspectos ligados ao controle do estresse oxidativo 

como a curcumina (1) e o resveratrol (2) (FIGURA 1) (ALDAWSARI, 2016; 

SHISHODIA, 2013; SILVA, 2018c). Embasado nesta capacidade de modulação 

biológica os produtos naturais (PNs) vem sendo usados como fontes de inspiração 

para planejamento e síntese de novos compostos bioativos a fim de encontrar novos 

candidatos a fármacos neuroprotetores (SILVA, 2018b). 

 

Figura 1 - Estrutura química da Curcumina (1) e Resveratrol (2). 

 
Fonte: do autor. 

 

1.1 ASPECTOS COMUNS DAS DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 

 

A doença de Alzheimer, doença de Parkinson e doença de Huntington são 

alguns exemplos de doenças neurodegenerativas (EUROPEAN UNION JOINT 

PROGRAMME - NEURODEGENERATIVE DISEASE RESEARCH, 2018a).  

Segundo o programa europeu comum de pesquisa sobre doenças 

neurodegenerativas (JPND), 16% da população europeia com mais de 60 anos 
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apresenta algum tipo de DN e as estimativas para 2030 é que um quarto desta 

população seja atingida por alguma DN. Anualmente, a união europeia gasta mais de 

130 bilhões de euros nos cuidados de pacientes com DNs, sendo as mais comuns a 

doença de Alzheimer (DA) e a doença de Parkinson (DP) (EUROPEAN UNION JOINT 

PROGRAMME - NEURODEGENERATIVE DISEASE RESEARCH, 2018b). 

A proteotoxicidade é um outro importante aspecto comum nas DNs, ou seja, o 

acúmulo de proteínas insolúveis que acarreta em morte neuronal. Este acúmulo 

ocorre em diferentes regiões do cérebro e com diferentes tipos de proteínas como a 

-amiloide, no caso da DA, ou -sinucleína, no caso da DP, mas desencadeiam 

citotoxicidade semelhante, via estresse oxidativo ou neuroinflamação (THIBAUDEAU, 

2018).  

O estresse oxidativo é o resultado do desbalanceamento entre a produção e a 

degradação de espécies reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN) e pode ser 

relacionado com disfunções mitocondriais, comuns nas DNs. Este desequilíbrio 

desempenha um importante papel no desenvolvimento de várias DNs. Para combatê-

lo nosso organismo conta com uma complexa maquinaria celular, tendo como um dos 

sistemas de defesas mais importantes o conjunto fator nuclear eritroide relacionado 

ao fator 2 – elemento de resposta antioxidante (Nrf2-ARE). A via antioxidante Nrf2-

ARE tem sido bastante estudada como um alvo terapêutico, sua ativação leva a 

resultados antioxidantes muito expressivos (IZUMI, 2018).  

Ao nível citoplasmático, o Nrf2 encontra-se ligado a uma proteína chamada 

kelch-like ECH-associado à proteína 1 (Keap1) e esse complexo, Keap1/Nrf2 é a 

forma inativa do Nrf2. Uma vez ativado por fosforilação, o Nrf2 se desconecta de Keap 

1 e, já na forma livre, é translocado ao núcleo das células, onde reconhece ARE, uma 

região específica do DNA, e inicia a expressão gênica de proteínas desintoxicantes, 

antioxidantes e anti-inflamatórias (FIGURA 2, pg. 21) (SILVA, 2018c). A ativação de 

Nrf2 desemprenha papéis importantes nas DNs como o aumento da produção e 

liberação de glutationa (GSH), um poderoso antioxidante e importante no tratamento 

da DP e a inibição da glicogênio sintase-3 cinase (GSK-3), enzima superexpressa 

na DA, responsável por modular a morte neuronal programada (apoptose) (MCBEAN, 

2017; SALAZAR, 2006).  
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Figura 2 - Mecanismo de indução de Nrf 2 por substâncias aceptoras de Michael. (a) – Nrf 2 não liberado 
segue para degradação. (b) – Nrf 2 livre após reação de Michel com Keap 1 ou por indução 
da fosforilação de Nrf 2 e consequente translocação nuclear.  

 
Fonte: Adaptado de (SILVA, 2018c). 

 

1.2 DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

A DA é a principal causa de demência na população mundial com mais de 65 

anos (BELLOZI, 2019; VIEGAS, 2004) e, em 2015, segundo a Alzheimer's Disease 

International, houve o registro cerca de 46,8 milhões de pessoas com DA no mundo, 

com custos globais de tratamento que chegam a cerca de 800 bilhões de dólares. 

Estimativas apontam que em 2030 teremos 63% da população idosa no mundo com 

DA, exigindo gastos que ultrapassarão 1 trilhão de dólares (PRINCE, 2015). 

A DA é uma desordem neurológica normalmente relacionada à idade, que 

acarreta perda de memória, mudanças de personalidade e comportamento, e declínio 

na capacidade de raciocínio, funções motoras e executivas, variando de indivíduo 

para indivíduo. As desordens cerebrais características da DA são decorrentes da 

perda de conectividade interneuronal, além da morte massiva de neurônios, 

principalmente em áreas como o córtex frontal e o hipocampo (VIEGAS, 2005a). A DA 

se inicia com uma série de eventos em nível molecular, que acarreta em um 

descontrole de produção e funcional de diferentes sistemas neurotransmissores, 

principalmente no sistema colinérgico, causando os efeitos cognitivos e psiquiátricos 

característicos da doença (ROSINI, 2008). O déficit de acetilcolina (ACh) é uma 

resposta, principalmente, à perda de neurônios colinérgicos e a presença de níveis 
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anormais de acetilcolinesterase (AChE) nas fendas sinápticas, enzima que hidrolisa a 

ACh em colina e acetato (BARAI, 2018; ISLAM, 2016).  

A agregação e depósito de fragmentos de peptídeo β-amiloide (A) no meio 

extracelular neuronal é atualmente aceita como uma das principais causas de 

instalação da DA. Por uma disfunção ainda não muito bem esclarecida, enzimas como 

secretases β e γ podem clivar a proteína percussora de amiloide (APP), gerando 

peptídeos A1-40 e A1-42 que possuem alta capacidade de agregação, produzindo 

protofibrilas insolúveis, responsáveis pela instalação de um processo inflamatório, 

dentre outros efeitos patológicos. Estudos sugerem que oligômeros A se difundem 

no parênquima cerebral e alteram a função sináptica, com perdas neuronais seletivas 

no córtex e hipocampo, regiões caracteristicamente acometidas na DA (HAASS, 2007; 

TAROZZI, 2010b; VIEGAS, 2011). Dentre os mecanismos de toxicidade mediados por 

peptídeo A está a desregulação entre produção e consumo de ERO que, em parte, 

tem influência na morte neuronal. Estudos apontam que ERO são oriundas de 

interações diretas com metais e indiretas com a cadeia de transporte de elétrons das 

mitocôndrias, acarretando uma desregulação na atividade das secretases, induzindo 

a produção de A e criando ciclo complexo de eventos interconexos que reforçam o 

estresse oxidativo e a morte neuronal, com o consequente agravamento do quadro 

clínico da DA (TAROZZI, 2010a; ZHAN, 2019). 

O processo inflamatório cerebral tem um papel muito importante na patologia 

da DA, com envolvimento de vários mediadores inflamatórios, como citocinas, 

quimiocinas e proteínas complementares, influenciando a formação das placas senis. 

A presença das placas senis no cérebro acarreta na ativação de micróglias com a 

consequente instalação de um processo inflamatório, principalmente mediado por 

interleucinas (IL)-1 e IL-6, TNF- (fator de necrose tumoral ) e ciclooxigenases-1 e 2 

(COX-1 e COX-2). Desta forma, a inflamação acarreta um feedback positivo, 

estimulando um aumento na expressão de APP e na formação de novas placas senis 

(DIAS VIEGAS, 2018; REALE, 2012; WALSH, 2004). 

A proteína tau desempenha um papel fundamental na estabilização da 

estrutura de microtúbulos. Estas proteínas, em estado fisiológico, são fosforiladas e 

absorvidas. Entretanto, na DA, ocorre um processo de hiperfosforilação da proteína 

tau, desestruturando os microtúbulos e a liberação de fragmentos insolúveis desta 

proteína, que forma enovelados fibrilares insolúveis, se depositando intracelularmente 
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e reforçando o processo neurotóxico e neuroinflamatório. (CHUKWU, 2018; JIANG, 

2007; MI, 2006). 

Substâncias inibidoras de AChE como a tacrina (3), rivastigmina (4 ), donepezil 

(5) e a galantamina (6) (FIGURA 3, pg. 24) constituem, o restrito arsenal terapêutico 

disponível para o tratamento de DA, sendo que a tacrina foi descontinuada em vários 

países por sua hepatotoxicidade (DELGARZIA, 2003; MOHAMED, 2016; PAULA, 

2009). Pelo seu mecanismo de ação, estes fármacos tem a capacidade de aumentar 

a concentração de ACh na fenda sináptica pela inibição de sua enzima de regulação 

e, portanto, melhorar capacidades cognitivas, de raciocínio e o retardo do déficit 

cognitivo relacionado a doença. A galantamina (6 FIGURA 3, pg. 24), um composto 

de origem natural, foi a primeira substância de ação dupla aprovada pela (Food and 

Drug Administration) FDA (2001), apresentando um potente perfil inibidor de AChE e 

também efeito agonista dos receptores nicotínicos do neurônio pré-sinápticos, 

induzindo a liberação de ACh na fenda sináptica. (SAMADI, 2010; SILVA, 2018b; 

VIEGAS, 2005b). 

A memantina (7, FIGURA 3, pg. 24) é o mais recente fármaco aprovado contra 

a DA (2003) e é também a primeira substância de uma nova classe terapêutica que 

atua nos receptores de glutamato. Na terapêutica, é indicada a pacientes em estágios 

moderados e avançados da doença (ARAÚJO, 2006). Seu mecanismo de ação 

singular é devido ao seu efeito antagonista não-competitivo de receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA) de glutamato. Este receptor, quando estimulado em excesso, leva 

a ativação de neurônios pós-sinápticos, levando a um aumento no influxo de Ca2+ nas 

mitocôndrias, com alterações em suas funções, além da produção de fatores pró-

apoptóticos e, por fim, à morte neuronal (BAJIC, 2016). 

 
Figura 3 - Estruturas químicas dos fármacos tacrina (3), rivastigmina (4), donepezil (5), 

galantamina (6) e memantina (7) utilizados no tratamento da DA. 

 
Fonte: do autor. 
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1.3  DOENÇA DE PARKINSON 

 

A DP é a segunda doença neurodegenerativa mais incidente no mundo, 

perdendo apenas para a DA, segundo relatório da organização mundial de saúde 

publicado em 2006. O número de casos de DP no mundo variam entre 10-14 casos 

para cada 100.000 pessoas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006), porém, 

recentemente a organização Parkinson's Foundation publicou um estudo que apontou 

em 2010 uma incidência de DP de 572 casos para cada 100.000 estadunidenses 

(MARRAS, 2018). Essa mesma instituição estima que hoje são mais de 10 milhões 

de pessoas com DP no mundo, só nos EUA os custos atribuídos aos portadores de 

DP chegam a 25 bilhões de dólares por ano (PARKINSON’S FOUNDATION, 2018). 

Clinicamente, a DP é caracterizada por tremores em repouso, rigidez articular, 

dificuldade no processo de caminhar e instabilidade postural. Patologicamente 

observa-se perda neuronal na substância negra (SN) do encéfalo, o que acarreta na 

diminuição da produção de dopamina. Apesar da presença de disfunção mitocondrial, 

neuroinflamação, estresse oxidativo e processos de apoptose estarem envolvidos na 

perda progressiva de neurônios dopaminérgicos o mecanismo da DP ainda não é 

completamente compreendido (ZHAO, 2017).  

A dopamina é um neurotransmissor importante no processo de controle motor. 

Está envolvida no controle dos movimentos, da rigidez muscular, nos estímulos 

musculares e na compensação muscular. Na patogênese da DP, a morte de neurônios 

dopaminérgicos promove a queda nos níveis de dopamina e consequentemente 

acarreta efeitos motores como tremores em repouso, dificuldade de locomoção e 

perda de rigidez postural e efeitos não motores como depressão, constipação e 

distúrbios comportamentais (CHEN, 2018a; DAUER, 2003).  

A monoamina oxidase-B (MAO-B) e o processo de recaptação pré-sináptica de 

dopamina, são as principais vias de diminuição dos níveis de dopamina na fenda 

sináptica, sendo que MAO-B desempenha o papel de degradar a dopamina 

remanescente na fenda sináptica. Uma possível inibição de MAO-B pode acarretar no 

aumento significativo das concentrações de dopamina, e possivelmente, auxiliar no 

déficit dopaminérgico da DP (POEWE, 2017).  

Observando-se usuários de drogas de abuso que desenvolviam quadros 

clínicos semelhantes a DP, descobriu-se que a inibição do complexo I das 

mitocôndrias acarretava em depleção do volume da SN e acúmulos de proteínas como 
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-sinucleína e ubiquitina no cérebro, além do aumento da formação de ERO e sua 

consequente neurotoxicidade (LIN, 2006). O complexo I da mitocôndria desemprenha 

um papel importante na recuperação e oxidação do NADH no ciclo de respiração 

celular, ou seja, atua diretamente em reações de oxidação e redução (GUERRERO-

CASTILLO, 2017).  

A proteína -sinucleína é uma proteína presente normalmente nos neurônios. 

Em estado fisiológico essa proteína é encontrada na forma monomérica e tem a 

habilidade de interagir com a ATP sintase, nome dado a classe de enzimas 

responsáveis pela síntese do ATP, e aumenta significativamente a eficiência da 

síntese de ATP (LUDTMANN, 2016). Porém, por motivos ainda não muito bem 

determinados, no quadro fisiopatológico da DP a -sinucleína desempenha um papel 

importante na doença, ela é a principal constituinte dos chamados corpos de Lewy, 

aglomerados proteicos insolúveis encontrados em meio ao tecido cerebral de 

pacientes com DP (LIN, 2006). Estudos recentes demonstram que os corpos de Lewy 

podem interagir de diferentes formas com a mitocôndria, podendo interferir da síntese 

de ATP e em processos de formação de ERO. Foi também constatado que os 

agregados de -sinucleína podem induzir a produção de ERO por via não enzimática, 

além de induzir a morte celular de neurônios (LUDTMANN, 2018).  

Os tratamentos para DP podem ser diferenciados em tratamentos 

farmacológicos e não farmacológicos. Tratamentos não farmacológicos envolvem 

uma série de modificações no estilo de vida do paciente como melhora da 

alimentação, com adição de alimentos conhecidamente antioxidantes e início de uma 

rotina de exercícios físicos e fisioterapia, afim de diminuir a deterioração muscular dos 

mesmos (XU, 2010; YANG, 2015). Já os tratamentos farmacológicos envolvem, 

principalmente, alvos moleculares relacionados com o aumento dos níveis de 

dopamina no SNC, como o uso do percursor de dopamina L-dopa (8). Fármacos 

também podem atuar em alvos moleculares não dopaminérgicos, como a rasagilina 

(9) que é um inibidor irreversível de MAO-B e visa o combate do estresse oxidativo 

(FIGURA 4) (POEWE, 2017).  
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Figura 4 - Estruturas químicas dos fármacos L-dopa (8) e rasagilina (9), 
utilizados no tratamento da DP. 

 
Fonte: do autor. 

 

No Brasil, desde 2012 é adotado um protocolo geral para tratamento da DP. 

Este documento traz como fármaco de primeira escolha a levodopa (L-dopa, 8), 

visando a diminuição dos tremores e espasmos musculares, um dos primeiros 

sintomas da doença (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). A L-dopa, uma vez 

em nosso corpo, é rapidamente metabolizada pela enzima dopa-descarboxilase 

resultando na biossíntese da dopamina. A L-dopa é coadministrada com -metildopa-

hidrazina (Carbidopa) que é um inibidor periférico de descarboxilase incapaz de 

atravessar a barreira hematoencefálica, que atua inibindo as descarboxilases 

periféricas e garantindo que a L-dopa atinja altas concentrações no SNC (DOUSA, 

2003). O tratamento com L-dopa não é tão simples, considerando que cada paciente 

responde de maneira distinta às diferentes doses do medicamento, leva-se tempo 

para encontrar a dosagem e a rotina de tratamento individualizada. O tratamento 

prolongado com L-dopa pode levar a efeitos colaterais graves como psicose, 

dependência e alguns efeitos cognitivos (COOLS, 2006). Recentemente dados 

genéticos e bioquímicos sugerem que na presença de altos níveis de dopamina, a 

concentração de α-sinucleína aumenta, bem como a tendência à autoagregação e 

formação de oligômeros. Esses oligômeros podem induzir a morte celular, fato esse 

que pode explicar o aparecimento do déficit cognitivos com o uso prolongado da L-

dopa. (LUDTMANN, 2018). 

Em 2017 o ministério da saúde adicionou ao protocolo de tratamento para DP, 

de 2010, o uso da rasagilina (FIGURA 4, pg. 26), está é indicada para tratamento de 

DP de origem idiopática podendo ser administrada sozinha ou em associação com L-

dopa (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). A rasagilina é um inibidor irreversível 

de MAO-B de segunda geração, sua eficácia terapêutica é evidente, porém, assim 

como a L-dopa, exige uma atenção com o regime de tratamento empregado em cada 

paciente e apresenta seus melhores resultados quando associada a L-dopa 

(MÍNGUEZ-MÍNGUEZ, 2013).  
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1.4 CURCUMINA 

 

A curcumina (1) é um composto dicetônico, isolado a partir do rizoma de 

Curcuma longa, comum no continente indiano, que esteve sob investigação clínica 

quanto a diferentes atividades biológicas (AMIN et al., 2015; PARK et al., 2013). 

Relatos na literatura mostram que a curcumina tem propriedades antioxidante, anti-

inflamatória e neuroprotetora (STRIMPAKOS, 2008). Estudos mostram que a 

curcumina é capaz de modular diferentes vias de sinalização envolvidas no 

desenvolvimento e agravamento dos quadros de DNs (AKINYEMI, 2017; AWASTHI, 

2018; YIN, 2010). No entanto, a curcumina pode ser facilmente metabolizada e tem 

baixa biodisponibilidade, devido à estrutura dicetônica (WU, 2015). 

 

1.4.1 A Química da Curcumina 

 

Em meio fisiológico a curcumina (1) encontra-se em equilíbrio ceto-enólico 

(FIGURA 5, pg. 28), sendo estabilizada por ligação de hidrogênio intramolecular 

quando em sua forma enólica (1a), enquanto em forma cetônica apresenta pontos 

aceptores de ligação de hidrogênio intermolecular com os oxigênios dos grupos 

carbonílas (STRIMPAKOS, 2008). 

 

Figura 5 - Equilíbrio ceto-enólico da curcumina em meio fisiológico. 

 
Fonte: do autor. 

 

Estudos com a curcumina e derivados demonstram que suas estruturas 

moleculares apresentam características importantes para suas atividades biológicas 

observadas (FIGURA 6) (BAUM, 2004). A unidade dicetônica e o padrão de 

substituição 3,4 dos anéis aromáticos apresentam importante contribuição para 

atividade quelante de metais e consequente inibição da formação de ERO e de fator 

nuclear kappa B (NF-B) (BAUM, 2004). Os anéis 3,4-dissubstituídos apresentaram 
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características farmacofóricas, sendo o padrão natural da curcumina, 4-hidróxi 3-

metóxi foi indispensável para atividade antioxidante, como foi reportado recentemente 

na literatura e corroborado com resultados obtidos neste trabalho (DIAS, 2017). Por 

fim, as insaturações −carbonílicas, caracteristicamente presentes nas chalconas 

são também subunidades farmacofóricas para a atividade indutora de Nrf2, uma vez 

que o carbono  da insaturação é um sítio aceptor de Michael, reação presente no 

processo de indução de Nrf2, tanto via inibição de Keap1 quanto na indução da 

liberação do Nrf2 via fosforilação do mesmo (SILVA, 2018c). 

 

Figura 6 - Sítios funcionais da curcumina 

 
Fonte: Do autor. 

 

1.4.2 Alvos moleculares da curcumina nas doenças NDs 

 

A curcumina foi descrita na literatura como um composto capaz de agir em 

diferentes alvos moleculares e, consequentemente, modular diferentes aspectos nas 

doenças neurodegenerativas (MONROY, 2013).  

A curcumina apresenta atividade sobre alvos comuns a diferentes DNs e alvos 

específicos. Quando olhamos as DNs de forma geral são, geralmente, observados 

quadros graves de estresse oxidativo. A curcumina foi capaz de desencadear um 

potente efeito antioxidante em culturas de Drosophila o qual pode estar relacionado 

com possível ativação de Nrf 2 (CHEN, 2018b). Além do efeito antioxidante também 

foi observado efeito quelante de metais, principalmente cobre e ferro, metais 

normalmente encontrados em altas concentrações em DNs (BAUM, 2004). Por fim, a 

curcumina tem efeito anti-neuroinflamatório descrito em culturas de células da glia, 

quadro que também está presente em todas as DNs conhecidas (YU, 2018).  
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Além de alvos comuns a curcumina também mostrou-se capaz de agir em alvos 

específicos de DP e DA. No caso da DA foi capaz de atuar na inibição da formação 

de aglomerados de proteína -amiloide e na supressão de marcadores genéticos que 

são responsáveis pela síntese de AChE (AKINYEMI, 2017; AWASTHI, 2018; 

ORTECA, 2018). Nos quadros da DP a curcumina demonstrou-se eficaz na prevenção 

da formação dos corpos de Lewis pela inibição da expressão de genes que ativam a 

produção de -sinucleína, bem como, a formação de seus aglomerados e também 

auxiliou no aumento dos níveis de dopamina devido ao efeito neuroprotetor de 

neurônios dopaminérgicos expostos a estresse oxidativo (MYTHRI, 2012; OLIVERI, 

2019; SANG, 2018). 

 

1.4.3 Limitações no uso terapêutico da curcumina  

 

Sabidamente a curcumina (1) apresenta importantes propriedades 

farmacológicas, entretanto alguns problemas são observados quando esta é utilizada 

em estudos in vivo. Os principais desafios a serem vencidos estão relacionados à sua 

baixa taxa de absorção, distribuição tecidual limitada, rápida metabolização e, 

consequente, baixo tempo de meia vida (ANAND, 2007; LI, 2015a). A absorção da 

curcumina (1) quando administrada via oral é lenta, pela dificuldade de absorção no 

trato gastrintestinal e sua estrutura sofre metabolismo de primeira passagem, fato este 

que leva a uma drástica diminuição de sua concentração sanguínea (FIGURA 7, pg. 

31). Esse aspecto limita o uso da curcumina (1) como agente terapêutico (IRESON, 

2002; LI, 2015b).  
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Figura 7 - Via metabólica da Curcumina (1) em ratos. 

 
Fonte: Adaptado de (BELKACEMI, 2011) 
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1.5 RESVERATROL 

 

O resveratrol (2) foi isolado a primeira vez por Takaoka e colaboradores, das 

raízes do Hellebore branco em 1939, desde então tem sido encontrado em uvas, 

vinhos, amendoim, amoras, pinheiros e outras fontes naturais. Estudos têm 

demonstrado uma atividade de citoproteção em doenças cardíacas, metabólicas e 

neurodegenerativas (XU, 2015). Nos últimos anos, diversas propriedades biológicas 

relevantes para tratamento de DNs estão sendo atribuídas ao resveratrol (2) e seus 

derivados sintéticos, tais como anti-inflamatória, antioxidante e anti-proteoagregante 

(JARDIM, 2018; ZHENG, 2018). 

 

1.5.1 A Química do Resveratrol 

 

O resveratrol (2) (3,4’,5-triidroxestilbeno C14H12O3), é um derivado do 

resorcinol, que foi isolado pela primeira vez de uma planta japonesa, Veratrum 

grandiflorum, ele está presente na natureza na forma E e Z, sendo que a forma E é a 

mais estável e consequentemente a mais abundante (AGGARWAL, 2004). Apesar de 

apresentar certa estabilidade natural e não ser uma molécula lábil o resveratrol (2) é 

susceptível a isomerização induzida por luz ultravioleta (UV), sendo que 80% das 

moléculas do isômero Z em solução são convertidas ao isômero E em apenas 1 hora 

sob luz UV (FIGURA 8) (NEVES, 2012). 

A atividade biológica do resveratrol foi atribuída, principalmente, à insaturação 

E e à presença do grupo hidróxila na posição 4’, fato este que está atrelado aos 

híbridos de ressonância do resveratrol, enquanto as hidróxilas nas posições 3 e 5 são 

menos reativas (CAI, 2003; CAO, 2003; MATSUOKA, 2002; OHGUCHI, 2003). 

 

Figura 8 - Isomerização do resveratrol por ação de luz UV. 

 
Fonte: do autor. 
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1.5.2 Alvos moleculares do Resveratrol como agente neuroprotetor 

 

Recentemente o resveratrol (2) tem sido descrito como uma molécula bastante 

versátil no tratamento de DNs, atuando em diferentes pontos do desenvolvimento 

fisiopatológico da doença (BASTIANETTO, 2015; REGE, 2014).  

Um dos primeiros efeitos biológicos do resveratrol reportado foi o efeito 

antioxidante, tendo sido descrito na década de 90. Sua atividade foi atribuída à inibição 

de MAO-A e quelante de biometais, principalmente o ferro (BELGUENDOUZ, 1997; 

HAN, 1990). Atualmente sabemos muito a respeito da atividade antioxidante do 

resveratrol (2), este atua ao nível mitocondrial em células neuronais sendo capaz de 

melhorar o funcionamento da mitocôndria induzindo o processo redox natural da 

mesma, através da indução da expressão de enzimas antioxidantes mitocondriais 

(JARDIM, 2018; SÁNCHEZ-MELGAR, 2019).  

Em nível de proteotoxicidade o resveratrol não foi capaz de inibir a formação 

de aglomerados proteicos insolúveis, mas atuou na indução da solubilização de 

aglomerados -amiloides em células neuronais. O resveratrol foi capaz de promover 

o clearance pela ativação seletiva de proteossomas que promovem a degradação do 

peptídeo -amiloide (MARAMBAUD, 2005).  

Recentemente foi relatada a atividade sinérgica do resveratrol (2) com 

pequenas concentrações de L-dopa frente a modelos in vivo de DP. Foram realizados 

estudos com camundongos transgênicos e os resultados demonstraram que, além 

das atividades anti-inflamatória e neuroprotetora, a coadministração de resveratrol e 

L-dopa a 5mg/Kg teve sua atividade equivalente a L-dopa a 8mg/Kg (LIU, 2019).  

 

1.5.3 Limitações no uso terapêutico do resveratrol  

 

Apesar dos bons resultados biológicos e farmacológicos, o resveratrol (7) 

apresenta baixa biodisponibilidade in vivo, dificultando que este atinja seu tecido alvo. 

Apesar de ser rapidamente absorvido, apenas 30% da dose administrada por via oral 

atinge a circulação, uma vez que o restante sofre conjugação com sulfatos e ácido 

glicurônico ou é metabolizado pela microbiota intestinal, e é rapidamente excretado 

(BELLINA, 2015; NEVES, 2012). 
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1.6  NOVAS ESTRATÉGIAS NO TRATAMENTO DAS DNs 

 

As DNs são um grupo de doenças com características multifatoriais, 

envolvendo alterações fisiológicas, bioquímicas e químicas, mediadas por diferentes 

vias de ativação (CAVALLI, 2008). Existem três estratégias terapêuticas para 

tratamento deste tipo de patologia: a) a utilização de dois ou mais fármacos, b) a 

utilização de dois ou mais princípios ativos na mesma formulação ou, c) um só fármaco 

contendo atributos estruturais que lhe garantam agir em múltiplos alvos 

concomitantemente. Esta última estratégia é a mais recente, baseada no conceito de 

polifarmacologia, e que tem despertado o interesse da comunidade científica como 

um novo paradigma no desenho de moléculas racionalmente planejadas (DIAS, 

2014).  

Os PNs vêm sendo utilizados como modelos estruturais no planejamento de 

fármacos contra a DNs já há algum tempo, a exemplo do volume de trabalhos 

publicados na literatura. A curcumina (1) e o resveratrol (2) são exemplos de destaque 

recentes de PNs com potencial ação frente as DNs (FIGURA 1, pg 19), haja visto seus 

perfis de atividade múltipla já discutidos (LI, 2014; REPOSSI, 2015; SILVA, 2018a; 

VILLAFLORES, 2012; YIN, 2010). 

Recentemente Cao e colaboradores (2018) publicaram a síntese e avaliação 

da atividade neuroprotetora de compostos planejados a partir do flurbiprofeno (10), 

um anti-inflamatório comercial, e chalconas (11), composto natural que apresenta 

grande semelhança estrutural com a curcumina (1) (FIGURA 9, pg. 35). Neste trabalho 

os autores demonstram híbridos com atividade multialvo para o tratamento da DA, o 

composto mais ativo 12 apresentou capacidade de inibir a agregação de -amiloide 

(78% autoinduzida e 95% induzida por Cu2+ a 25 M), inibição de MAO-A (75% a 10 

M) e MAO-B (48% a 10 M), atividade quelante de metais e atividade antioxidante 

(3,3 equivalentes Trolox) (CAO, 2018).  
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Figura 9 - Planejamento para obtenção do híbrido 12 a partir 
do flurbiprofeno (10) e chalcona (11). 

 
Fonte: do autor. 

 
Zheng e colaboradores (2018) publicaram a síntese e avaliações de derivados 

do resveratrol (2) com atividade multialvo para o tratamento da DA. Neste trabalho os 

pesquisadores sintetizaram derivados do resveratrol específicos para atividade de 

inibição seletiva de AChE, inibidores de agregação da proteína A e antioxidante 

(FIGURA 10, pg. 36). Neste contexto foram sintetizados uma série de compostos onde 

o mais ativo (14) apresentou CI50 para AChE de 24,04 M, capacidade de inibir 40 % 

da agregação de A à 25 M, atividade antioxidante de 1,2 vezes mais potente que o 

trolox e uma capacidade de neuroproteção de 75% contra neurotoxicidade induzida 

por peróxido de hidrogênio. Esse perfil de atividade deixou claro o potencial multialvo 

dos derivados do resveratrol (2) (ZHENG, 2018).  
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Figura 10 - Obtenção do composto 14, ativo contra DA a partir da 

estrutura do resveratrol (9). 

 
Fonte: do autor. 

 

Considerando os aspectos apresentados este trabalho buscou sintetizar e 

avaliar compostos híbridos inspirados na curcumina (1) e resveratrol (2). Foram 

sintetizadas duas famílias de compostos, uma família de derivados cinâmicos e uma 

de triazóis, esses compostos foram avaliados quanto a sua capacidade de inibição de 

AChE, atividade neuroprotetora, antioxidante, quelante de metais e mediadora de 

proteínas especificas como Nrf 2. Para a família de derivados cinâmicos os resultados 

obtidos destacaram as moléculas PQM-161 e PQM-164 que contemplam atividade 

antioxidantes diretas e indiretas, inibidora de neurotoxicidade induzida por 6-

hidróxidopamina (6-OHDA) -sinucleína e indutora da produção de GSH por ativação 

de Nrf2. Enquanto que para a família de triazóis podemos destacar PQM-233, que 

apresentou atividade inibitória de AChE, antioxidante e neuroprotetora contra 

oligômeros A. 
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2 OBJETIVOS 

 

Este trabalho teve por objetivo a síntese de duas famílias de novos compostos 

planejados por hibridação molecular, uma técnica de planejamento molecular já 

consagrada que visa a união de duas ou mais estruturas químicas provenientes de 

moléculas distintas em uma nova estrutura. O objetivo desta técnica é unir em uma 

nova estrutura as atividades biológicas observadas nas moléculas modelos para a 

hibridação. No caso deste trabalho a curcumina (1) e o resveratrol (2) foram os 

modelos escolhidos por possuírem os efeitos biológicos já descritos anteriormente, o 

planejamento pode ser observado na FIGURA 11 (pg. 38).  

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Os objetivos gerais deste trabalho foram:  

a) Síntese de uma série de híbridos moleculares curcumina-resveratrol e 

avaliação das atividades antioxidante, neuroprotetora e inibitória de AChE 

(Figura 11, pg. 38) visando identificar compostos bioativos inovadores com 

perfil multialvo para o futuro tratamento de doenças neurodegenerativas; 

b) investigar a relação estrutura-atividade por modificações no padrão de 

substituição do anel B, subunidade estrutural advinda da curcumina (1) e 

dos anéis C e D, subunidades provenientes da estrutura do resveratrol (2); 

c) investigar a influência de espaçadores distintos N-acilidrazônicos ou triazol-

N-acilidrazônicos (E e F) na busca por melhor perfil farmacodinâmico.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos deste trabalho foram:  

a) Síntese das 2 séries-alvo de derivados híbridos curcumina-resveratrol 

(FIGURA 11, pg. 38); 

b) avaliação in vitro da atividade inibitória de AChE, antioxidante e 

neuroprotetora das séries-alvo; 

c) avaliação a relação estrutura-atividade na modulação de um perfil de ação 

multialvo; 
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d) estudo de possíveis mecanismos de ação das substâncias mais 

promissoras; 

e) avaliação preliminar de aspectos relacionados à toxicidade.  

 

Figura 11 - Planejamento por hibridação molecular das famílias das moléculas sintetizadas neste 
trabalho. 

 
Fonte: do autor. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Esta seção está dividida em três partes. Na primeira é descrita a síntese dos 

derivados cinâmicos (PQM 160-164 e PQM196-200); na segunda parte é descrita a 

síntese dos triazóis inéditos (PQM 229-241) e, finalmente, na terceira parte são 

apresentados os resultados referentes aos testes biológicos realizados com as 

substâncias-alvo sintetizadas. 

 

3.1 QUÍMICA 

 

Na série 1 (FIGURA 11, pg. 38) foi utilizada a subunidade A e os anéis 

aromáticos com padrão de substituição semelhantes a B, C e D, o padrão de 

substituição da subunidade A foi modificado para avaliarmos o impacto destes nas 

atividades biológicas desta série. Como espaçador, estrutura responsável por unir as 

subunidades hibridizadas, foi escolhido um grupo N-acilidrazônico (E), uma estrutura 

descrita como privilegiada por apresentar características auxofóricas bastante 

relevantes na atividade anti-inflamatória pretendida e na etapa farmacocinética 

(FRAGA, 2006). 

Na série 2 (FIGURA 11, pg. 38) seguimos utilizando os padrões de substituição 

dos anéis B, C e D como inspiração inicial, nesta série além de anéis semelhantes a 

B, C e D utilizados na série 1 foram adicionados diferentes substituintes, de acordo 

com a disponibilidade, a fim de avaliarmos as contribuições auxofóricas das diferentes 

características físico-químicas e espaciais dos substituintes utilizados. Como 

espaçador da série 2, foi utilizado o grupo N-acilidrazônico acoplado a um anel 1,2,3-

triazólico 1,4-dissubstituído (F). Esta modificação garante à série 2 uma liberdade 

conformacional um pouco maior que na série 1 pela presença do carbono sp3 entre o 

anel B e o triazol, não muda muito a distância entre as extremidades da molécula e 

nem adiciona muita massa molar aos compostos, por fim, apesar de ainda possuir 

uma insaturação −carbonília, o carbono  carbonílico não apresenta características 

eletrofílicas como encontrado na série 1, sendo portanto menos reativo como aceptor 

de adição de Michael, por exemplo.  

 



39 
 

 
 

3.1.1 Série 1: Síntese e dos derivados N-acilidrazônicos (PQM-160 a PQM-164 e 

PQM-196 a PQM-200). 

 

A síntese da série de N-acilidrazonas (PQM 160-164 e PQM 196-200) consistiu 

de duas etapas (FIGURA 12): a) inicialmente o ácido cinâmico comercial (15, ácido 

ferúlico ou 16, ácido 4-metóxi-cinâmico) foi convertido a um intermediário mais reativo 

pelo tratamento com N-hidróxibenzotriazol (HOBT) e 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) na presença de acetonitrila, gerando a 

respectiva hidrazida (17 ou 18) com a adição de uma solução de monoidrato de 

hidrazina. b) posteriormente, a hidrazida (17 ou 18) foi submetida a uma reação de 

acoplamento por catálise ácida com diferentes tipos de aldeídos substituídos (19) para 

dar origem aos derivados de N-acilidrazônicos PQM-160 a 164 e PQM-196 a 200. 

 
Figura 12 - Rota sintética para obtenção da primeira série alvo. 

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.1.1 Síntese da hidrazida (17 ou 18) a partir do ácido cinâmico (15 ou 16). 

 

 
 

A hidrazida (17 ou 18) foi obtida em uma reação one-pot, à 25ºC, a partir do 

ácido cinâmico adequado (15 ou 16), convertido a um éster ativado através do seu 

tratamento com o HOBT e EDAC (FIGURA 13, pg. 41). Este éster é convertido à 

hidrazida (17 ou 18) por uma reação de adição-eliminação a partir do monoidrato de 

hidrazina adicionado (FIGURA 13, pg. 41) (CARVALHO, 2012). Esta reação é 
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relativamente rápida, envolvendo uma primeira etapa de aproximadamente 1-1,5 h e 

a segunda é praticamente imediata. A sequência reacional foi realizada sem 

isolamento dos intermediários, com a purificação realizada via precipitação em 

solução aquosa saturada de carbonato de cálcio gelada, gerando a hidrazida (17 ou 

18) com um rendimento de 80% para 17 e 89% para 18. 

 

Figura 13 - Proposta mecanística para a reação one-pot de obtenção da hidrazida (17 ou 18) 
partindo do ácido cinâmico 15 ou 16. 

 
Fonte: do autor. 
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Ambas hidrazidas 17 e 19 foram caracterizadas por espectroscopia no IV, RMN 

de 1H e RMN de 13C e Massas de alta resolução.  Como exemplo desta caracterização,  

o espectro na região do IV (FIGURA 14) da substância 17 apresenta 2 bandas de 

estiramento de N-H em 3404 e 3306 cm-1 (NH2), estiramento de O-H em 3260 cm-1, 

deformação angular fora do plano de C-H de alcenos em 2997 cm-1
, estiramento de 

C-H sp3 em 2892 cm-1, estiramento de C=O de hidrazida em 1656 cm-1, estiramento 

de C=C em 1579 cm-1, deslocamento angular de N-H em 1514 cm-1, deslocamento 

angular de C-H sp3 da metila em 1440 cm-1 e estiramento de C-O em 1028 cm-1. 

 

Figura 14 - Espectro de absorção na região do infravermelho da (E)-3(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acrilidrazida 17 (ATR).  
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Fonte: do autor. 

 
No espectro de RMN de 1H (FIGURA 15, pg 43) observou-se a presença dos 

seguintes sinais: um simpleto em δ 3,80, referente aos hidrogênios da metóxila H-12, 

além dos dupletos em δ 6,36 e 7,35 (ambos com J= 15,75 Hz, 1H) referentes aos 

hidrogênios da insaturação α e β carbonílica H-8 e H-7, respectivamente, os valores 

de acoplamento encontrados, próximos a 15,8 Hz é um valor comum para 

acoplamentos trans H-H por meio de uma ligação dupla. Também foram identificados 

os sinais referentes aos hidrogênios aromáticos em δ 6,79 (d, J = 8,12 Hz, 1H) 

referente a H-1; 6,99 (dd, 3J6,1 = 1,82 Hz e 4J6,4 = 8,19 Hz, 1H) referente a H-6 e 7,11(d, 

J = 1,82 Hz, 1H) referente a H-4, os valores de acoplamento encontrados são 
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característicos de sistemas aromáticos. Por fim um simpleto em δ 9,18, que pode ser 

atribuído ao hidrogênio  carbonílico do grupamento amídico H-14, sinal esse que 

caracteriza o sucesso da conversão do ácido ferúlico na hidrazida 17 (PAVIA, 2015). 

 

Figura 15 - Espectro de RMN de 1H da (E)-3(4-hidróxi-3-metóxifenil)acrilidrazida 17 (300 MHz, DMSO-

d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 13C (FIGURA 16, pg 44) podemos observar todos os 

sinais relativos aos 10 carbonos da estrutura de 17, com destaque para o sinal em δ 

165,2 em região característica de carbonila de amidas (155-185 ppm), referente ao 

carbono carbonílico de hidrazida, além dos sinais em δ 148,3; δ 147,9; δ 126,5; δ 

121,4; δ 115,7 e δ 110,9, referentes aos carbonos do anel e os sinais em δ 138,7 () 

e δ 116,9 (), referentes aos carbonos da insaturação −carbonílica.  
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Figura 16 - Espectro de RMN de 13C da (E)-3(4-hidróxi-3-metóxifenil) acilidrazida 17 (75 MHz, DMSO-
d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.1.2 Síntese das N-acilidrazonas (PQM-160-164 e PQM-196-200). 

 

 

Esta etapa do trabalho consistiu na obtenção das N-acilidrazonas (PQM 160-

164 e PQM 196-200). A metodologia empregada foi adaptada de Lima e 

colaboradores (2000) e utilizou meio ácido para favorecer o acoplamento entre a 

hidrazida 17 (ou 18) e os aldeídos funcionalizados 19 (LIMA, 2000). Inicialmente o 
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ácido clorídrico protona a carbonila do aldeído, tornando-a, assim, mais eletrofílica, o 

que facilitará o ataque pelo nucleófilo. O par de elétrons do N terminal da hidrazida 

ataca o carbono carbonílico, dando origem a um intermediário protonado, que por 

prototropismo leva à formação de um intermediário oxônio, que atua como grupo 

abandonador em uma reação de eliminação para formação da ligação  e 

consequente formação da função N-acilidrazona de PQM-160 a 164 e PQM-196 a 200 

(FIGURA 17). Os rendimentos desta etapa sintética foram entre 30-98%, de acordo 

com o aldeído utilizado, após purificação adequada (TABELA 9, pg. 113). 

 

Figura 17 - Proposta mecanística da reação de acoplamento da hidrazida 17 ou 18 com os aldeídos 
funcionalizados 19. 

 
Fonte: do autor. 
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A caracterização estrutural dos derivados N-acilidrazônicos PQM-160 a 164 e 

PQM-196 a 200 foi feita por análise dos dados espectroscópicos de RMN de 1H e de 

RMN de 13C, IV e espectrometria de massas de alta resolução. Como exemplo de 

caracterização para esta série de compostos, será apresentada aqui a caracterização 

do composto PQM-164. 

O espectro na região do IV de PQM-164 (FIGURA 18) apresenta todas as 

bandas esperadas para a estrutura, dentre elas podemos destacar a banda de 

estiramento de N-H em 3212 cm-1, estiramento de O-H acima de 2965 cm-1, 

deformação angular fora do plano de C-H de alcenos em 2965 cm-1, estiramento de 

C=O de acilidrazona em 1651 cm-1, estiramento de C=C em 1585 cm-1, deformação 

angular de N-H em 1509 cm-1 e estiramento de C-O em 1025 cm-1. 

 

Figura 18 - Espectro de absorção na região do infravermelho da 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-
(4-hidróxi-3-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-164) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 1H (FIGURA 19, pg 48), podemos observar um 

simpleto em δ 11,35 e 11,16 referentes a H-10 da ligação HN-N, simpletos em δ 8,04 

e δ 7,87 referente ao hidrogênio H-13 da ligação N=CH, além dos dupletos em δ 7,45 

e 6,44 (ambos com J=15,65 Hz, 1H) referentes aos hidrogênios H-8 e H-7 da 

instauração − carbonílica, respectivamente, o dupleto em 7,38 (J=15,99 Hz, 1H) 

também pode ser atribuído a hidrogênio H-7 do rotâmero. Os hidrogênios aromáticos 
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podem ser atribuídos aos simpletos em δ 7,32; 7,24 e 7,12; ao tripleto centrado em δ 

7,01 e ao dupleto em δ 6,76 (J=8,11 Hz, 4H) também foi possível observar um simpleto 

em δ 3,76 referente aos hidrogênios metoxílicos e os demais sinais relativos aos 

hidrogênios aromáticos.  

É interessante notarmos que aparecem alguns sinais duplicados no espectro 

de RMN de 1H, bem como suas integrais não parecem compatíveis com as integrais 

esperadas para a molécula pura. Na verdade, nota-se que a maioria dos sinais 

apresentam valores de integrais duas vezes maior que os esperados, o que poderia 

ser devido ao fato de que a ligação dupla no espaçador N-acilidrazônico pode formar 

isômeros E e Z. Contudo, a ligação HN-N deste mesmo grupo também apresenta livre 

rotação, podendo formar um equilíbrio entre os rotâmeros antiperiplanar e syn-

periplanar, quando em solução. A coexistência de rotâmeros em derivados cinâmicos 

N-acilidrazônicos já havia sido  anteriormente descrita por Carvalho e cols. 

(CARVALHO, 2012). Neste trabalho temos indicativos no espectro de RMN de 1H que 

nos sugere a presença de rotâmeros e não isômeros E e Z. Palla e cols. (1986) 

realizaram um estudo detalhado quanto ao comportamento conformacional de N-

acilidrazonas, evidenciando que o sinal de H-10 foi descrito em um deslocamento 

químico que pode variar de δ 10,67 a 10,43 para o isômero E ou variar de δ 14,40 a 

14,02 para o isômero Z, dependendo do rotâmero formado. Na figura 20, observa-se 

que PQM-164 apresenta o hidrogênio H-10 com deslocamento de δ 11,23 e não 

possui nenhum sinal na próximo a δ 14,0, sugerindo a presença única do isômero E. 

Outro sinal que corrobora a formação do isômero E é o do hidrogênio H-13, já descrito 

em um deslocamento químico que pode variar de δ 8,23 a 8,07 para o isômero E ou, 

pode ou não, ser encontrado em δ 7,12 para o isômero Z (PALLA, 1986). De fato, na 

figura 20, PQM-164 apresenta o sinal relativo a H-13 com deslocamentos químicos de 

δ 8,13 e 7,95, confirmando sua configuração E. O mapa de correlação Noesy de PQM-

164 (FIGURA A20, pg. 179) corrobora a obtenção do isômero E pela correlação entre 

os hidrogênios H10 e H13.  
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Figura 19 - Espectro de RMN de 1H da 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-
acriloidrazida (PQM-164) (300 MHz, DMSO-d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Para confirmar a hipótese da presença de rotâmeros de PQM-164, responsável 

pela ocorrência de duplicidade de sinais, foram obtidos os espectros de RMN de 1H 

em gradiente de temperatura a 27, 37, 47, 57 e 67 ºC. Na FIGURA 20 (Pg. 49) 

verificam-se dois pares de simpletos referentes aos hidrogênios H-10 e H-13 no 

espectro obtido a 27 ºC. Entretanto, a obtenção sequencial de espectros com o 

aumento gradual da temperatura, leva a uma aproximação dos sinais até que, a 67ºC, 

ocorre sua total coalescência, gerando apenas 2 sinais do tipo simpleto em δ 11,06 e 

δ 8,08, referentes a H-10 e H-13, respectivamente. A formação de apenas um sinal 

para cada hidrogênio em alta temperatura confirmou a presença de rotâmeros, sendo 

que, com o aumento da temperatura, o rotâmero syn-periplanar (sp, menos estável) é 

convertido ao antiperiplanar (ap, mais estável), cuja conformação é 

termodinamicamente mais favorável.  

Também podemos observar que na temperatura de 37ºC, temperatura média 

do nosso corpo, teremos mistura de rotâmeros. Caso apenas um dos conformeros 

seja o ativo essa mistura pode trazer algumas complicações quanto a potencia das 

moléculas sintetizadas.  
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Figura 20 - Espectro de RMN de 1H da 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-164) em diferentes temperaturas (300 MHz, DMSO-
d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 13C (FIGURA 21, pg 50) podemos observar todos os 

sinais relativos aos carbonos da estrutura de PQM-164. O carbono carbonílico de 

acilidrazona foi identificado em δ 166,2 e 161,7; além dos sinais em δ 140,7 e δ 117,0, 

referentes aos carbonos da insaturação −carbonílica C-7 e C-8, respectivamente. 

Em δ 148,9; 148,7; 148,0 e 147,9 foram observados os sinais atribuídos aos carbonos 

funcionalizados do sistema arilidrazônico. Também podemos observar os sinais em δ 

146,7 e 143,0 referentes ao carbono sp2 da acilidrazona, carbono este que corrobora 

a obtenção da acilidrazona desejada. No espectro de RMN de 13C também podemos 

verificar alguns indícios da presença dos rotâmeros, assim como o RMN de 1H, temos 

alguns indícios associados com a presença dos rotâmeros e não dos isômeros, 

Carvalho e colaboradores (2012) descreve valores de deslocamento químico para 

carbonila da N-acilidrazona de cada rotâmero variando entre δ 160 e 166 e o 

deslocamento químico do carbono da ligação N=CH da N-acilidrazona de cada 

rotâmero variando entre δ 142 e 144 (CARVALHO, 2012). 

Palla e Cols. (1986) sugerem que quando o espectro é obtido em DMSO-d6, o 

isômero E apresenta valores de deslocamento químico de carbonila em δ 165 e 

valores de deslocamento químico do carbono da ligação N=CH em δ 144, nestas 

condições o isômero Z não apresentaria sinal nenhum. Quando a obtenção do 

espectro passou a ser feita em CDCl3 apenas o isômero Z apresentou valores de 

deslocamento químico, sinal referente a carbonila em δ 164 e sinal referentes a 

ligação N=CH em δ 137, nestas condições o isômero E passou a não apresentar sinal 
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nenhum (PALLA, 1986). Neste contexto podemos observar no espectro de 13C da 

figura 22, obtido em meio a DMSO-d6, sinais atribuídos a carbonila em δ 161 e 166 e 

valores atribuídos a ligação N=CH em δ 143 e 146, estes dados corroboram a 

obtenção de uma mistura dos rotâmeros do isômero E de PQM-164. 

 

Figura 21 - Espectro de RMN de 13C da 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-164) (75 MHz, DMSO-d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Foram utilizados os mapas de correlação HSQC (FIGURA 22, pg. 51) e HMBC 

(FIGURA 23, pg. 52) para atribuição inequívoca dos sinais do RMN de 1H e RMN de 

13C discutidos anteriormente.  
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Figura 22 - Mapa de correlação HSQC de 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-164). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura 23 - Mapa de correlação HMBC de 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-164). 

 
Fonte: do autor.
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No espectro de massas de alta resolução (FIGURA 24) ficam claros os picos 

em 343,1299 m/z referente ao íon molecular e em 365,1120 m/z referente ao aduto 

com sódio, as massas previstas foram 343,1288 m/z e 365,1113 m/z, 

respectivamente. Estes dados corroboram a obtenção da molécula desejada.  

 

Figura 24 - Espectros de Massas da 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-164) (ESI-MS).  

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.2 Série 2: Síntese dos derivados triazólicos N-acilidrazônicos (PQM 229-

241). 

 

A síntese dos derivados triazólicos N-acilidrazônicos (PQM 229-241) é 

compreendida de cinco etapas (FIGURA 25, pg. 54): a) inicialmente o aldeído vanílico 

(20) é reduzido ao álcool primário (21) correspondente pela reação de redução com 

boroidreto de sódio e carvão ativado em THF e água. b) seguida por uma reação do 

álcool com cloreto de tionila em diclorometano que leva a formação de um cloreto 

reativo, que em seguida é convertido a azida orgânica 22; c) uma reação do tipo click 

entre a azida orgânica 22 e o alcino terminal, propiolato de etila (23) leva a formação 

do éster triazólico 24; d) que por sua vez, é convertido a hidrazida intermediária 25 

pela reação com monoidrato de hidrazina em meio metanólico; e) finalmente a 

hidrazida 25 é submetida ao acoplamento por catálise ácida, com diferentes aldeídos 
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funcionalizados (26) dando origem aos derivados triazólicos N-acilidrazônicos (PQM-

229-241). 

 

Figura 25 - Rota sintética para obtenção da segunda série alvo. 

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.2.1 Síntese do álcool 21 a partir do aldeído vanílico 20. 

 

 

Para a síntese do álcool vanílico 21 empregou-se o aldeído vanílico (20) como 

material de partida,o qual foi submetido à uma reação de redução na presença do 

agente redutor borohidreto de sódio (NaBH4) em THF (FIGURA 26, pg 55), sob 

catálise com carvão ativo, que possibilita choques entre as moléculas de aldeído e 

borohidreto mais efetivamente (SETAMDIDEH, 2006). O meio reacional foi mantido 

sob agitação magnética a temperatura ambiente por 35 minutos. Após este período 

realizou-se uma extração líquido-líquido com H2O e CH2Cl2. A reação leva a formação 
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de um sólido branco cristalino após evaporação da fase orgânica e apresentou 

rendimento de 87%. 

 

Figura 26 - Proposta mecanística para redução do aldeído 20 para o álcool 21. 

 
Fonte: do autor. 
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A estrutura do álcool-composto 21 foi confirmada pela análise dos dados 

espectroscópicos de Ressonância Magnética Nuclear de 1H e de 13C e IV. 

No espectro na região do IV (FIGURA 27) foram observadas as principais 

bandas esperadas para a estrutura proposta: bandas de estiramento de estiramento 

de O-H em 3147 cm-1, deformação angular fora do plano de C-H aromático em 2964 

cm-1, estiramento de C-H sp3 em 2887 cm-1, estiramento de C=C em 1601 cm-1, 

deformação angular simétrica de C-H sp3 da metila em 1430 cm-1, deformação angular 

assimétrica de C-H sp3 da metila em 1372 cm-1 e estiramento de C-O em 1031 cm-1. 

 

Figura 27 - Espectro de absorção na região do IV de 2-metóxibenzeno-1,4-diol (21) (ATR). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 1H (FIGURA 28, pg 57) observou-se a presença de um 

simpleto em δ 6,88 e um simpleto em δ 6,71 (2H) referentes aos hidrogênios 

aromáticos H-1 e; H-4 e H-6, respectivamente, também podemos encontrar um tripleto 

centrado em δ 5,00 (J = 5,72 Hz) referente ao hidrogênio da hidróxila do substituinte 

metanólico, um dupleto em δ 4,38 (J = 5,72 Hz) referente aos os hidrogênios 

metanólicos H-10 e um simpleto em δ 3,75 referentes aos hidrogênios da metóxila H-

9. Neste espectro é importante observar o sinal em δ 4,38 que se apresenta como um 
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dupleto com integral para 2H, este sinal é atribuído aos hidrogênios H-10 e se 

apresenta como um dupleto, por realizar acoplamento com o hidrogênio hidroxílico, 

esse sinal é o responsável por diferenciar o álcool 21 do aldeído vanílico, utilizado 

como material de partida, no aldeído o hidrogênio H-10 era o hidrogênio ligado a 

carbonila do aldeído, seu sinal era esperado na faixa de δ 7,5 na forma de um 

simpleto, por não se acoplar com nenhum outro hidrogênio na vizinhança.  

 

Figura 28 - Espectro de RMN de 1H de 2-metóxibenzeno-1,4-diol (21) (300 MHz, DMSO-d6). 

 
Fonte: do autor. 

 
No espectro de RMN de 13C (FIGURA 29, pg 58) podemos ver os sinais de 

todos os carbonos da estrutura proposta. Em δ 147,4 e δ 145.3 os sinais dos carbonos 

aromáticos substituídos ligados diretamente a heteroátomos C-3 e C-2, 

respectivamente, em δ 133,5 temos o sinal de C-5, carbono aromático substituído e 

ligado a metila do metanol e em δ 119,1, δ 115,1 e δ 111,1 os sinais dos carbonos 

aromáticos não substituídos C-6, C-4 e C-1, respectivamente. O sinal em δ 63,0 é 

atribuído ao carbono metanólico C-10 e em δ 55,5 o sinal do carbono da metóxila C-

9. No espectro de RMN de 13C é interessante chamarmos a atenção para a ausência 

de sinal acima de δ 160, região onde seria esperado sinal de carbonilas de aldeídos, 

a ausência de sinais nesta faixa de deslocamento químico, que indica a ausência do 
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material de partida 20, junto à presença do sinal em δ 63,0, atribuído ao carbono C-

10, corroboram a obtenção do álcool 21. 

 
Figura 29 - Espectro de RMN de 13C de 2-metóxibenzeno-1,4-diol (21) (75 MHz, DMSO-d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.2.2 Síntese da azida orgânica (22). 

 

 

O álcool proveniente da etapa anterior (21) é submetido a uma reação one-pot 

onde, em um primeiro momento, tem-se a conversão do álcool no cloreto 

correspondente, por uma reação com cloreto de tionila e DMF. Em seguida o excesso 

de cloreto de tionila e o DMF são retirados por rota-evaporação, obtendo-se um óleo 

amarelo-castanho. Após a obtenção do cloreto, a próxima etapa de síntese consistiu 

na introdução de um grupo azido para a obtenção da azida orgânica correspondente, 

4-(azidometil)-2-metóxifenol (22, FIGURA 30, pg. 59). O método escolhido para esta 

transformação foi adaptado daquele descrito por Gontijo e cols. (2015) que utilizaram 
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como reagente uma solução pré-preparada de azida de sódio (0,5 mol/L) em DMSO 

na proporção de 1,1 equivalente molar para cada equivalente do halogeneto 

(GONTIJO, 2015). A aplicação desse método ao álcool-composto (21) levou à 

obtenção da azida orgânica 22 com 71% de rendimento, em 23 horas de reação à 

temperatura ambiente. A azida orgânica (22) foi caracterizada pela análise dos seus 

espectros de RMN de 1H, de 13C e IV. 

 

Figura 30 - Proposta mecanistica de reação para formação de 4-(azidometil)-2-metóxifenol (22). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro na região do IV (FIGURA 31, pg. 60) observa-se todas as bandas 

característica da estrutura proposta, a maioria já descrita anteriormente. Nesta reação 

é importante chamarmos a atenção para a banda em 3417 cm-1, característica do 

estiramento da ligação O-H, que comprova que a reação foi seletiva a apenas uma 

hidróxila e a banda intensa em 2090 cm-1, banda característica de azidas, referente 

ao estiramento do grupo –N3. Estas duas bandas indicam a obtenção do produto 

desejado. 
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Figura 31 - Espectro de absorção na região do infravermelho de 4-(azidometil)-2-metóxifenol (22) 
(ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 1H (FIGURA 32, pg. 61) encontra-se em δ 6,90 um 

dupleto (J=8,57 Hz) referente ao hidrogênio aromático H-1, um multipleto em δ 6,83-

6,78 referente aos hidrogênios H-4 e H-6 do anel, simpleto em δ 4,24 referente aos 

hidrogênios H-7. Também podemos ver um simpleto em δ 3,88 referente aos 

hidrogênios da metóxila H-9. 
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Figura 32 - Espectro de RMN de 1H de 4-(azidometil)-2-metóxifenol (22) (300 MHz, CDCl3). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 13C (FIGURA 33, pg. 62) pode-se verificar todos os 

sinais referentes a estrutura desejada. Podemos chamar atenção para os sinais em δ 

127,2 e 54,9 referente aos C-5 e C-7 respectivamente, os deslocamentos destes dois 

sinais em comparação com os dados de RMN 13C do material de partida corroboram 

que a reação ocorreu na hidróxila do álcool primário, levando a obtenção da azida 

desejada. 
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Figura 33 - Espectro de RMN de 13C de 4-(azidometil)-2-metóxifenol (22) (75 MHz, CDCl3). 

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.2.3 Obtenção do triazol 24 pela reação do tipo click. 

 

 

 

Para a síntese regiosseletiva do 1,2,3 triazol-1,4-dissubstituído foram utilizados 

a azida (22) e o alcino comercial propiolato de etila (23), catalisados por ascorbato de 

sódio e sulfato de cobre. Essa reação de cicloadição foi descrita pela primeira vez em 

2002, pelo nobelista de química Dr. Karl Barry Sharpless, cujo mecanismo exato ainda 

não foi esclarecido. Inicialmente, Sharpless propôs um mecanismo (FIGURA 34, a, 

pg. 64) envolvendo a formação de um anel de 6 membros, contendo um carbono com 

hibridação sp em sua estrutura e sendo, portanto, uma estrutura muito instável e 

reativa (ROSTOVTSEV, 2002).  



62 
 

 
 

Mais tarde, em 2005, Sharpless e cols. estudaram mais detalhadamente os 

intermediários daquele mecanismo proposto, inclusive com cálculos computacionais 

das prováveis energias envolvidas em cada etapa do mecanismo (HIMO, 2005). 

Dentre os colaboradores de Sharpless em 2005 estava o Dr. Valery V. Folkin que junto 

com sua equipe, em 2013, propôs um novo mecanismo de reação, onde seriam 

necessários dois átomos de Cu+ para a reação ocorrer (FIGURA 34, b, pg. 64), 

passando inicialmente por uma complexação de um átomo de Cu+ com uma das 

ligações  do alcino, um segundo átomo de Cu+ substituiria o H do alcino, formando 

um intermediário com 2 átomos de Cu. Em uma etapa subsequente, o átomo de Cu 

complexado com a ligação  do alcino complexa com um dos nitrogênios da azida, ao 

mesmo tempo que o par de elétrons da ligação  ataca outro átomo de N da azida, 

formando um complexo bidentado a dois átomos de Cu. Numa etapa seguinte, ocorre 

a contração do anel e a concomitante saída de uns dos átomos de Cu para a formação 

do 1,2,3-triazol-1,4,5-trissubstituído. Em uma última etapa um H+ retira o segundo 

átomo de Cu, gerando finalmente a composto 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituído (24) 

(WORRELL, 2013). 
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Figura 34 - a) Proposta de mecanismo de reação para formação do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituído 

segundo Sharpless. b) Proposta de mecanismo de reação para formação do 1,2,3-

triazol-1,4-dissubstituído 24 segundo Fokin. 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro na região do IV (FIGURA 35, pg. 65) podemos observar todas as 

bandas referentes ao triazol proposto, podemos chamar atenção para a banda em 

1727 cm-1, banda característica de carbonila de éster. Além das demais já discutidas 

anteriormente. 
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Figura 35 - Espectro na região do infravermelho de propil-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-
4-carboxilato (24) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 1H (FIGURA 36, pg. 66) pode-se observar em δ 8,45 

um simpleto referente ao hidrogênio do anel triazólico H-12, sinal característico da 

obtenção do produto desejado. O dupleto em δ 6,99 (J = 1,65 Hz), o duplo-dupleto em 

δ 6,85 (J = 1,65; 8,10 Hz) e um dupleto em δ 6,80 (J = 8,10 Hz) respectivos aos sinais 

dos hidrogênios aromáticos H-4, H-6 e H-1. Em δ 5,53 temos um simpleto referente 

aos hidrogênios H-7, seguido do quadrupleto em δ 4,36 (J = 7,12 Hz) dos hidrogênios 

H-19, um simpleto em δ 3,84 referente aos hidrogênios da metóxila e em δ 1,36 o 

tripleto (J = 7,13 Hz) referente aos hidrogênios H-20. Todos estes sinais apontam para 

a obtenção do éster triazólico desejado. Neste espectro podemos observar alguns 

sinais interessantes, iniciando pelo sinal em δ 8,45 que se apresenta como simpleto 

por não haver nenhum outro hidrogênio na sua vizinhança para fazer acoplamento e 

apresenta um deslocamento químico descrito na literatura como característico de 

hidrogênios de sistemas triazólicos 1,4-dissubstituídos (JIARANAIKULWANITCH, 

2012; MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI, 2015); também podemos observar o 

quadripleto em δ 4,36 e o tripleto em 1,38 que são sinais oriundos do alcino 23, que 

após a reação click formaram o grupamento éster da molécula 24. 
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Figura 36 - Espectro de RMN de 1H de propil-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carboxilato (24) (300 MHz, CD3OD). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 13C (FIGURA 37, pg. 67) verificou-se todos os sinais 

referentes a estrutura desejada. Em δ 162,0 o sinal da carbonila do éster, em seguida 

temos os sinais em δ 141,0 referente ao C-11 e em δ 129,1 referente ao C-12, ambos 

carbonos do anel triazólico que aponta o sucesso da reação. Com menores 

deslocamentos temos os carbonos C-19 em δ 62,3; em δ 55,2 o carbono C-7, que liga 

o anel triazólico ao anel benzênico e em δ 14,5 o sinal da metila terminal C-20. Neste 

espectro é importante destacarmos a carbonila em δ 162,0 que corresponde a faixa 

de deslocamento químico esperado para carbonilas de ésteres (PAVIA, 2015).  
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Figura 37 - Espectro de RMN de 13C de propil-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carboxilato (24) (75 MHz, CD3OD). 

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.2.4 Reação de hidrazinólise para obtenção da hidrazida intermediária (25) 

 

 

Nesta etapa obtivemos o intermediário chave para a síntese das moléculas 

alvo, a hidrazida 25. A reação de hidrazinólise ocorre entre um éster e o monohidrato 

de hidrazina e resulta na hidrazida e etanol (FIGURA 38, pg. 68) (ROMEIRO, 2009). 

Inicialmente os elétrons livres do nitrogênio da hidrazina atacam o carbono carbonílico 

do éster 24, formando um intermediário reativo, em seguida uma transferência de 

prótons mediada por solvente dá origem à hidrazida 25 com a saída de uma molécula 

de etanol. Esta etapa ocorre a temperatura ambiente (25ºC-30ºC) e apresenta 

rendimentos de aproximadamente 70%. 
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Figura 38 - Proposta de mecanismo de reação da hidrazinólise para formação de 1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (25). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro na região do IV (FIGURA 39, pg. 69) podemos destacar algumas 

bandas que são cruciais para apontar o sucesso da reação. Duas bandas em 3372 e 

3311 cm-1, estas bandas são características do estiramento da ligação N-H da 

hidrazida e a banda em 1643 cm-1 que pode ser atribuída ao estiramento da ligação 

C=O da carbonila de hidrazidas. As demais bandas da estrutura já foram discutidas e 

também podem ser encontradas. 
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Figura 39 - Espectro na região do infravermelho de 1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbohidrazida (25) (ATR).  
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Fonte: do autor.  

 

No espectro de RMN de 1H (FIGURA 40, pg. 70) podemos ter uma confirmação 

da obtenção da estrutura esperada, por identificarmos um sinal do hidrogênio do 

núcleo triazólico H-12 em δ 8,53, seguido de um dupleto em δ 7,00 (J= 1,40 Hz) 

referente ao H-4 e um multipleto entre δ 6,82-6,71 que podem ser atribuídos aos 

hidrogênios aromáticos H-1 e H-5 e H-6, respectivamente. Podemos encontrar 

também os sinais referentes aos hidrogênios H-7 e aos hidrogênios H-14 da metóxila, 

respectivamente, em δ 5,48 e 3,75; este último sobreposto ao sinal de H2O residual 

do DMSO utilizado como solvente, por isso do valor da integral.  

Além desses dados, foi obtido um mapa de correlação NOESY (FIGURA A41, 

pg. 189) para nos certificarmos que o padrão de substituição do anel triazólico foi 

realmente 1,4dissubstituído, os resultados corroboram a regioquímica do anel. 
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Figura 40 - Espectro de RMN de 1H de 1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbohidrazida (25) (300 MHz, DMSO – d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 13C (FIGURA 41, pg. 71) observou-se todos os sinais 

que corroboram com a estrutura desejada, entre os quais podemos destacar em δ 

159,3 o sinal do carbono carbonílico da hidrazida, em δ 141,9 o sinal referente ao 

carbono triazólico substituído C-11, o carbono triazólico não substituído tem seu sinal 

em δ 126,2. Por fim no espectro de RMN de 13C também é interessante notarmos o 

deslocamento do sinal do carbono carbonílico de δ 162 (FIGURA 37, pg.67) para 

159,4; uma vez que o oxigênio é mais eletronegativo que o nitrogênio, portanto 

carbonos carbonílicos de ésteres possuem um deslocamento químico superior a 

carbonos carbonílicos de hidrazidas.  
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Figura 41 - Espectro de RMN de 13C de 1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbohidrazida (25) (75 MHz, DMSO – d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

3.1.2.5 Síntese das 1,2,3-triazóis-N-acilidrazonas (PQM-229-241). 

 

 

A reação para obtenção dos compostos finais é uma reação de acoplamento 

em meio ácido entre a hidrazida 25 e aldeídos com padrões de substituição diferente. 
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O mecanismo de reação (FIGURA 42) é semelhante ao apresentado anteriormente 

(FIGURA 17, pg. 45). As reações de acoplamento apresentaram rendimentos na faixa 

de 73% - 88%, os produtos de acoplamento foram purificados por precipitação em 

etanol gelado e o excesso de solvente retirado sob vácuo, em linha de alto vácuo. 

Como exemplo de caracterização estrutural dos 1,2,3-triazois-N-acilidrazonas, os 

espectros que serão discutidos a seguir são referente à caracterização de (E)-1-(4-

hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxi-3-metóxi-benzilideno) -1H-1,2,3-triazol-4-

carbohidrazida (PQM-233).  

 

Figura 42 - Mecanismo de reação do acoplamento para formação dos triazóis finais da série 2. 

 
Fonte: do autor. 

 
No espectro de absorção na região do IV (FIGURA 43) podemos observar todas 

as bandas referente a molécula desejada, com destaque para banda em 3472 cm-1 

referente ao estiramento da ligação N-H do grupo N-acilidrazona, a banda em 3346 

cm-1 referente ao estiramento da ligação O-H, a banda em 1652 cm-1 referente ao 
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estiramento da ligação C=O de hidrazidas e em 1572 cm-1 banda referente a 

deformação angular da ligação N-H. As demais bandas já discutidas anteriormente 

também podem ser observadas. 

 

Figura 43 - Espectro de absorção na região do infravermelho de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-
(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-233) (ATR). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 1H (FIGURA 44, pg 74) podemos observar todos os 

sinais referentes a molécula PQM-233, podemos destacar um simpleto em δ 11,90 

referente ao hidrogênio H-17 ligado ao N do grupo N-acilidrazona, um simpleto em δ 

8,74 referente a H-14 do anel triazólico, um simpleto em δ 8,39 referente ao hidrogênio 

H-19 da ligação N=CH, sinal este que corrobora o sucesso da reação de acoplamento 

e que, assim como discutido anteriormente, sugere a obtenção do isômero E. Os 

demais sinais referem aos hidrogênios aromáticos e as metóxilas também podem ser 

observados. Além do sinal do H-14 fica interessante observar o dupleto centrado em 

δ 7,29; o multipleto em δ 7,07-7,01; o dupleto em δ 6,78 e o simpleto δ 3,82 os quais 

são atribuídos os hidrogênios aromáticos e da metóxila provenientes do aldeído 

utilizado no acoplamento para a obtenção de PQM-233. 
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Figura 44 - Espectro de RMN de 1H de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxi-3-
metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-233) (300 MHz, DMSO-
d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

No espectro de RMN de 13C (FIGURA 45, pg 75) observa-se todos os sinais 

referentes à estrutura desejada, além dos sinais aromáticos e dos carbonos 

metoxílicos podemos apontar o sinal em δ 156,1 referente ao carbono carbonílico C-

15, em δ 149,1 o sinal do carbono C-19, carbono da ligação N=CH e o sinal em δ 

127,2 referente ao carbono do anel triazólico C-14, que corroboram o sucesso da 

reação de acoplamento. Os demais sinais já discutidos anteriormente também podem 

ser encontrados no espectro.  
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Figura 45 - Espectro de RMN de 13C de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxi-3-
metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-233) (75 MHz, DMSO-
d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Foram utilizados os mapas de correlação HSQC (FIGURA 46, pg. 76) e HMBC 

(FIGURA 47, pg. 77) para atribuição inequívoca dos sinais do RMN de 1H e RMN de 

13C discutidos anteriormente. Quando analisamos os deslocamentos químicos da 

ligação -CH=N do grupo N-acilidrazônico, foram verificados valores no RMN de H e 

13C na região de 8,25-8,71 ppm e 145,2-150,7 ppm, respectivamente, esses valores 

evidenciam a obtenção do isômero E após a reação de acoplamento(CUNHA, 2003). 
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Figura 46 - Mapa de correlação HSQC de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbohidrazida (PQM-233). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura 47 - Mapa de correlação HMBC de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-
carboidrazida (PQM-233). 

 
Fonte: do autor.
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No espectro de massas de alta resolução (FIGURA 48) podemos identificar 4 

sinais, sendo que os sinais referentes a molécula íntegra são o pico íon molecular 

[M+H]+ em m/z = 398,1446 e o pico íon molecular [M+Na]+ em m/z = 420,1267, cujos 

valores calculados foram 398,1464 m/z e 420,1284 m/z, respectivamente. 

 

Figura 48 - Espectro de Massas de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxi-3-
metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-233) (ESI-MS). 

 

Fonte: do autor. 
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3.2 AVALIAÇÃO FARMACOLÓGICA 

 

Nesta seção serão expostos e discutidos os resultados da atividade biológica 

dos híbridos descritos anteriormente. Os compostos submetidos aos testes biológicos 

tiveram seu grau de pureza determinado via HPLC e todos apresentaram valores 

superiores a 95% de pureza (Anexo II). 

 

3.2.1 Estudos in silico para predição de propriedades de absorção, 

distribuição, metabolismo e excreção (ADME) 

 

Sabendo que compostos como a curcumina, resveratrol e chalconas em geral 

possuem dificuldades e limitações farmacocinéticas, sobretudo quanto à absorção 

oral, distribuição e permeabilidade na barreira hematoencefálica (BHE) (CHURCHES, 

2014; CONG, 2019; NGOUNGOURE, 2014). Foram obtidos alguns indicativos quanto 

a esses parâmetros para as moléculas-alvo deste trabalho, procedeu-se uma 

avaliação in silico de previsão dos parâmetros de absorção, distribuição, metabolismo 

e excreção (ADME), os estão demonstrados na TABELA 1 (pg. 80). Os resultados 

demonstram que todas as moléculas apresentaram alta capacidade de absorção por 

via oral, variando de 73 a 100%. Com relação às moléculas da série de derivados 

cinâmicos podemos destacar que todas apresentaram predição de absorção em 

membrana em células Caco (QPPCaco) adequados, com valores médios aos valores 

de referência, se compararmos com valores calculados para o donepezil, podemos 

sugerir que PQM-160, PQM-161, PQM-164 e PQM-197 teriam certa dificuldade ou 

limitações nessa absorção, mas ainda assim, com exceção de PQM-161, são 

melhores que a curcumina. A predição de permeabilidade na BHE (QPlogBB) sugere 

que o acesso ao SNC por todas as moléculas da série seria mediano e bem mais 

baixo que o donepezil, fármaco que sabidamente acessa o SNC e, mais uma vez com 

exceção de PQM-161, todas seriam melhores que a curcumina no acesso ao SNC.  

No caso da série de triazóis podemos verificar que todas as moléculas 

apresentaram alta capacidade de serem absorvidas por via oral, com absorção entre 

72 e 92%. Quanto à predição em células Caco (QPPCaco) indica uma permeabilidade 

mediana se comparado com os valores do donepezil, sendo que, com exceção de 

PQM-229, PQM-230 e PQM-233, todas apresentaram valores melhores que a 

curcumina. Quanto à permeabilidade na BHE (QPlogBB) os resultados preditivos 
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indicam que nossos compostos teria uma certa dificuldade no acesso ao SNC quando 

comparado aos valores do donepezil.  

 

Tabela 1 – Propriedades moleculares e parâmetros farmacocinéticos previsto por estudos 
computacionais obtidos pelo software QikProp 3.1 (Schröedinger). 

Compostos 
QPlogP 
oc/ag 

ALH DLH PSA 
% de abs. 

oral 
QPlogS QPPCaco QPlogBB 

PQM160 2,43 4,8 3 101,3 83,12 -3,888 221,5 -1,77 

PQM161 2,26 5,5 4 123,8 72,93 -3,579 67,7 -2,41 

PQM162 3,23 4,8 2 87,7 100 -4,336 724,0 -1,21 

PQM163 3,28 5,5 2 96,5 100 -4,388 769,7 -1,25 

PQM164 2,53 5,5 3 109,5 84,72 -3,976 250,5 -1,77 

PQM196 3,16 4,0 2 79,6 96,13 -4,207 680,5 -1,17 

PQM197 2,39 4,8 3 102,0 82,43 -3,881 208,1 -1,80 

PQM198 4,00 4,0 1 66,0 100 -4,645 2224,4 -0,62 

PQM199 3,99 4,8 1 74,8 100 -4,659 2364,6 -0,65 

PQM200 3,25 4,8 2 87,7 100 -4,276 769,7 -1,17 

PQM229 1,73 7,3 3 124,8 72,28 -3,595 92,7 -2,09 

PQM230 1,07 8,0 4 147,3 61,12 -3,282 36,2 -2,57 

PQM231 2,48 7,3 2 111,2 85,85 -3,911 303,7 -1,56 

PQM232 2,54 8,0 2 120,1 86,24 -4,056 303,7 -1,65 

PQM233 1,79 8,0 3 133,0 73,14 -3,708 98,7 -2,15 

PQM234 2,45 6,5 2 102,4 85,70 -3,817 303,2 -1,48 

PQM235 3,58 7,5 2 104,4 92,35 -5,709 303,2 -1,63 

PQM236 2,92 6,5 2 102,4 88,48 -4,519 303,2 -1,34 

PQM237 2,84 6,5 2 102,4 87,96 -4,287 303,2 -1,34 

PQM238 2,68 6,5 2 100,7 88,97 -3,839 388,8 -1,30 

PQM239 2,67 6,5 2 102,4 86,99 -4,154 303,2 -1,38 

PQM240 2,47 6,5 2 102,1 85,90 -3,837 305,7 -1,46 

PQM241 2,62 6,5 2 102,4 86,73 -4,045 303,2 -1,39 

Curcumina 2,93 7,0 3 110,3 82,36 -3,396 234,4 -2,03 

Donepezil 4,44 5,5 0 46,3 100 -4,338 894,5 0,12 

Fonte: do autor. 
Legenda: QPlogp oc/ag – Coeficiente de partição octanol/água (-2,0 a 6,5); ALH – Aceptores de 
ligação de hidrogênio (2 a 20); DLH – Doadores de ligação de hidrogênio (0 a 6); PSA – Áreas de 
superfície de Van der Waals de átomos de nitrogênio e oxigênio polares (7 a 200); % de abs. oral – 
Porcentagem de absorção humana por via oral (<25% - baixa e >80% - alta); QPlogS – Solubilidade 
aquosa (-6,5 a 0,5); QPPCaco – Permeabilidade em ensaio com célula Caco, modelo para absorção 
intestinal (<25 – baixa e >500 – alta); QPlogBB – Permeabilidade na barreira hematoencefálica (-3,0 a 
1,2). 

 

Sabendo das limitações das técnicas in sílico quanto a sua reprodutibilidade em 

sistemas complexo, como estudos in vivo, optamos por seguir com as análises in vitro de 

todas as moléculas sintetizadas, sabendo que poderiam apresentar problemas de solubilidade 

e farmacocinética. 
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3.2.2 Avaliação da capacidade de inibição da enzima AChE 

 

Este teste foi realizado no laboratório de Farmacologia Molecular da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro utilizando metodologia descrita anteriormente 

(VIEGAS,; BOLZANI; PIMENTEL; et al., 2005) com modificações. Nesse teste, a 

enzima AChE hidrolisa o substrato acetiltiocolina e resulta em tiocolina, que reage 

com 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzóico) (DTNB - reagente de Ellman), para produzir 2-

nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato que resultam em uma 

coloração púrpura que pode ser detectada a 405 nm (ELLMAN, 1961). Foi realizado 

uma triagem com todos os compostos sintetizados na concentração de 30 M 

(concentração padrão para triagem). A FIGURA 49 apresenta o percentual de 

atividade da AChE e podemos ver a atividade inibidora dos derivados dos ácidos 

cinâmicos (PQM-160 a 164 e PQM-196 a 200), nestes resultados podemos verificar 

que não houve inibição significativa de AChE por nenhuma das substâncias.  

 

Figura 49 - Avaliação de inibição de AChE da série de derivados 
dos ácidos cinâmicos. 

 
Fonte: do autor. 

 

A FIGURA 50 (pg. 82) expressa o percentual de inibição de AChE por parte dos 

triazóis sintetizados neste trabalho (PQM 229-241), neste conjunto de resultados 

podemos identificar PQM-233, que apresentou uma inibição de AChE maior que 50% 

na concentração avaliada, posteriormente este teve seu CI50 para AChE determinado. 

Apesar de PQM-233 apresentar uma concentração inibitória 50 (CI50) de 20,22 M, 

relativamente alto se comparado ao Donepezil (0,026 M, (DIAS, 2017)), apresentou 
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um resultado bem melhor que a Curcumina (CI50 = 132,13 M, (DIAS, 2017)) e baixo 

o suficiente para a continuação dos estudos, a fim de verificar uma possível atividade 

multialvo desta molécula.  

 

Figura 50 - Avaliação de inibição de AChE da série dos triazóis. 

 
Fonte: do autor. 

 

Para melhor compreensão dos resultados de inibição de AChE pela série de 

triazóis foi realizado um estudo de modelagem molecular com os compostos mais 

ativos, PQM-230 e PQM-233, para finalidade de comparação também foi realizado o 

doking molecular de PQM-232, o menos ativo da série. Os resultados de doking score 

podem ser vistos na TABELA 2. 

 

Tabela 2 - Resultados de energia de interação dos complexos. 

Substâncias 
Docking Score Conjunto de Docking 

1ZGC 1Q84 2CKM 4EY7 Score PDB ID 

PQM-230 -10,670 -9,630 -8,191 -10,684 -10,684 4EY7 

PQM-232 -8,787 -9,146 -8,466 -8,829 -9,146 1Q84 

PQM-233 -10,196 -9,389 -8,098 -8,784 -10,196 1ZGC 

Donepezil -11.136 -10.064 -12.575 -17.941 -17.941 4EY7 

Curcumina -10.515 -9.136 -9.865 -9.984 -10.515 1ZGC 

Resveratrol -9.798 -10.531 -7.326 -9.224 -10.531 1Q84 

Fonte: do autor. 
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Os resultados apontam que cada composto interage melhor com diferentes 

conformações de AChE, mas com energias de ancoragem semelhantes, PQM-230 (-

10,684; 4EY7), PQM-232 (-9,146; 1Q84) e PQM-233 (-10,196; 1ZGC), com valores 

próximos da curcumina (-10,515; 1ZGC) e do resveratrol (-10,531; 1Q84), todas com 

menos afinidade que o Donepezil (-17.941).  

O modo de interação das moléculas sintetizadas neste trabalho com as 

diferentes conformações de AChE são semelhantes. O anel 4-hidróxi-3-metóxi, 

proveniente da hidrazida intermediária se encontra no fundo da cavidade enzimética 

realizando uma ligação de hidrogênio entre a hidróxila fenólica e resíduos de 

aminoácidos S200 ou S203, dependendo da conformação da enzima. Enquanto que 

o anel substituído, proveniente dos aldeídos utilizados na síntese fica mais exposto 

ao solvente próximo do sítio aniônico periférico (SAP) (FIGURA 51, pg. 84). Podemos 

observar que PQM-230 interage com as conformações de AChE 4EY7 e 1ZGC com 

energias de ancoragem semelhantes, mas modos de interação diferentes, sendo a 

forma observada na estrutura 1ZGC idêntica à prevista para o composto PQM-233 

frente a mesma conformação de AChE. 

Na interação de PQM-230 com a conformação 1ZGC (pontuação de 

ancoragem = -10,67, FIGURA 51B, pg. 84), três ligações de hidrogênio foram 

previstas: (i) um grupo hidróxila do anel metóxifenol realiza uma ligação de hidrogênio 

o resíduo H440, (ii) o grupo hidróxila do anel 3,5-diidróxifenil faz duas ligações de 

hidrogênio com AChE, doando uma ligação para o resíduos da cadeia lateral S286 e 

aceitando outra do resíduo da cadeia principal A289. A conformação 1ZGC da AChE 

permitiu que o grupo 2-metóxifenol fosse empacotado entre os resíduos aromáticos 

T84 e P330 no fundo da cavidade, fazendo interações favoráveis ao empilhamento π. 

A molécula PQM-233 faz as mesmas interações encontradas para PQM-230 

na conformação 1ZGC, exceto que a hidróxila do anel 2-metóxifenol ligado agrupo N-

acilidrazônico é capaz de produzir apenas uma ligação de hidrogênio com o resíduo 

da cadeia lateral S286, na entrada do sítio de ligação, enquanto que o grupo metóxil 

fica exposto ao solvente (FIGURA 51C, pg. 84). No composto PQM-232, a presença 

de dois grupos metóxila ligados ao anel exposto ao solvente, incapazes de 

estabelecer ligações de hidrogênio com SAP (Figura 51D, pg. 84), foi prejudicial para 

a sua afinidade por AChE quando comparado a PQM-230 e PQM-233. 
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Figura 51 - Resultados de ancoragem para os compostos PQM-230 complexado com 4EY7 (A) e 1ZGC 
(B), C) PQM-233 complexado com 1ZGC, D) PQM-232 complexado com 1Q84, E) PQM-57 
complexado com 4EY7, F) Curcumina complexada com 1ZGC e G) Resveratrol complexado 
com 1Q84. As ligações de hidrogênio são representadas como traços amarelos. 

 

Fonte: do autor. 

 

Quando observamos a molécula PQM-57 (FIGURA 51E), potente inibidora de 

AChE sintetizada por nosso laboratório em trabalhos anteriores, possui um modo de 

ligação bastante similar ao observado experimentalmente para o donepezil, com o 

grupo 3-hydroxipiperidinyl interagindo no fundo da cavidade da AChE, principalmente 

com Trp86 através de interação cátion-pi e ligação de hidrogênio do grupo hidroxila 

com a cadeia lateral do Glu202 (2.9 Å). Interações do tipo stacking ou cátion-pi, 
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obsevadas para vários inibidores potentes da AChE descritos na literatura, não estão 

presentes no composto PQM-233. 

No composto PQM-57, o grupo NAH está localizado no meio da cavidade, 

possivelmente fazendo ligação de hidrogênio entre o nitrogênio do grupo amida com 

a cadeia lateral da Tyr-124 (3.4 Å), o qual é um resíduo de aminoácido com 

significativa flexibilidade, podendo adotar em solução uma conformação que otimize 

esta interação. No composto mais potente, PQM-233, o grupo NAH está localizado na 

entrada do sítio de ligação, mais exposto ao solvente e interagindo por ligação de 

hidrogênio com a cadeia principal da Phe-295. Por fim, o composto PQM-57 possui 

interação de stacking com a cadeia lateral do Trp-279 do PAS, interação esta 

importante para a seletividade e potência de diversos inibidores duais da AChE. Esta 

interação também não foi predita para o composto PQM-233 nas conformações 4EY7 

e 1ZGC da enzima. 

No modo de ligação predito para a curcumina (FIGURA 51F, pg. 84), uma 

unidade 2-metoxifenol encontra-se interagindo no fundo da cavidade enzimática, 

fazendo ligação de hidrogênio com a cadeia lateral do Glu202 (2.8 Å), porém sem 

interagir através de stacking com Trp-86. Uma das carbonilas da curcumina faz 

ligação de hidrogênio com a cadeia lateral do Trp-84 (3.3 Å). A segunda unidade 2-

meoxifenol está localizada próxima ao PAS, exposta ao solvente, porém sem realizar 

interações do tipo stacking com os resíduos Trp-279 e Tyr-70.  

O resveratrol teve seu melhor modo de ligação predito na conformação da 

AChE 1Q84 (FIGURA 51G, pg. 84), realizando uma ligação de hidrogênio entre a 

hidroxila do grupo fenol e uma molécula de água conservada (2.9 Å), porém sem 

alcançar o fundo da cavidade enzimática, enquanto o anel aromático do fenol está 

empacotado por interações do tipo T-stacking com os resíduos Tyr-337 e Tyr-124. O 

grupo 3,5-diidroxi interage na entrada da cavidade através de duas ligações de 

hidrogênio entre cada hidroxila com a cadeia principal da Arg-296 (2.8 Å) e a cadeia 

principal da Tyr-341 (2.7 Å). Não foram preditas interações de stacking do resveratrol 

com os resíduos aromáticos do PAS. 

Portanto, podemos concluir que o modo de interação de PQM-233 é bastante 

semelhante a interação que podemos encontrar na curcumina e no resveratrol, todas 

elas com a ausência das interações do tipo stacking. 
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3.2.3 Avaliação da citotoxicidade dos compostos frente a células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y via MTT 

 

A avaliação de citotoxicidade foi realizada com todos os compostos sintetizados 

em diferentes concentrações (80-2,5 M) e frente a células de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y. O teste foi realizado via MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil) tetrazólico), que é um teste rápido e objetivo que verifica viabilidade celular por 

meio de detecção de reações colorimétricas. O MTT (coloração amarela), quando 

incubado com células vivas é reduzido por enzimas mitocondriais (succinato-

desidrogenases) formando cristais de formazana (coloração violeta). A quantidade de 

cristais formados é diretamente proporcional ao número de células vivas. Assim, 

quanto mais escura a coloração, ao final da reação, maior é viabilidade celular e a 

atividade da cadeia respiratória (MOSMANN, 1983).  

Este teste é especialmente importante de ser realizado no início dos testes 

biológicos, pois impede a continuação de estudos com moléculas que aparentemente 

são ativas, porém tóxicas para as células neuronais. Neste aspecto os derivados 

cinâmicos PQM-196 e PQM-199 (FIGURA 52), com concentração citotóxica 50 (CC50) 

de 17,78 e 24,60 M respectivamente, foram evidenciados por sua alta toxicidade 

neuronal, ao contrário das demais substâncias da série que demonstraram ótima 

segurança e toxicidade não detectada neste teste.  

 

Figura 52 - Gráfico com os valores de CC50 dos derivados dos ácidos cinâmicos 
frente às células SH-SY5Y. 

 
Fonte: do autor. 

 
No caso dos triazóis (FIGURA 53, pg. 86), a toxicidade neuronal foi maior se 

comparada com a série cinâmica. Porém, podemos destacar PQM-229, PQM-230 e 
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PQM-233 que não apresentaram toxicidade e ainda PQM-232 (CC50 = 67,70 M), 

PQM-234 (CC50 = 63,80 M) e PQM-240 (CC50 = 68,50 M) que apresentaram baixa 

toxicidade. O restante das substancias apresentaram alta citotoxicidade contra células 

neuronais SH-SY5Y, justificando seu descarte em avaliações adicionais.  

 

Figura 53 - Gráfico com os valores de CC50 dos triazóis frente às células SH-SY5Y. 

 
Fonte: do autor. 

 

Esses valores de toxicidade foram considerados relevante devido as 

concentrações utilizadas nos testes subsequentes.  

 

3.2.4 Determinação do perfil antioxidante 

 

Devido à importância dos aspectos oxidativos no desenvolvimento 

fisiopatológico das doenças neurodegenerativas, foi realizada uma série de ensaios 

para avaliação do perfil antioxidante das moléculas-alvo, tanto quanto à atividade 

direta, quanto à indireta. O conjunto de resultados obtidos nos levou a realizar 

avaliações com modelos que mimetizam o estresse oxidativo da DP.  

 

3.2.4.1 Avaliação da capacidade sequestrante de radicais livres gerados por 2,2-

difenil-1-picrilidrazilo (DPPH) 

 

Inicialmente todas as moléculas foram avaliadas quanto à capacidade 

sequestrante do radical DPPH, em diferentes concentrações dos compostos-teste 

(200-1,56 mg/L), possibilitando o cálculo da concentração efetiva 50 (CE50 em M). 
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Ácido ascórbico e trolóx foram utilizados como antioxidantes de referência e os 

resultados estão mostrados na TABELA 3. 

 

Tabela 3 - Valores de CE50 para capacidade sequestrante de DPPH 

Der. Ácido cinâmico CE50 (M) Triazóis CE50 (M) 

PQM-160 34,5 PQM-229 > 200 

PQM-161  19,98 PQM-230 > 200 

PQM-162 25,32 PQM-231 > 200 

PQM-163 29,91 PQM-232 > 200 

PQM-164 0,93 PQM-233 30,44 

PQM-196 > 200 PQM-234 > 200 

PQM-197 > 200 PQM-235 81,51 

PQM-198 > 200 PQM-236 131,5 

PQM-199 > 200 PQM-237 190,9 

PQM-200 > 200 PQM-238 > 200 

Padrões CE50 (M) PQM-239 59,00 

Ácido Ascórbico 14,92 PQM-240 138,5 

Trolóx 27,76 PQM-241 62,65 

Fonte: do autor. 

 

Quando analisamos os resultados dos derivados cinâmicos, podemos verificar 

que os compostos sintetizados a partir do ácido ferúlico (PQM-160 a PQM-164) 

apresentaram atividade antioxidante significativa, enquanto as substâncias 

sintetizadas a partir do ácido 4-metóxi cinâmico (PQM-196 a PQM-200) não tiveram 

atividade antioxidante direta. Este fato nos leva a concluir que o padrão de substituição 

4-hidróxi-3-metóxi presente no anel aromático do ácido ferúlico é indispensável para 

atividade antioxidante. Isso fica ainda mais evidente ao verificar-se que o composto 

PQM-164, que apresenta este mesmo padrão de substituição nos dois anéis 

aromáticos, foi o composto com melhor atividade antioxidante direta, exibindo um CE50 

de 0,93 M, muito mais potente que os demais e que os compostos de referência. 

Recentemente, DIAS (2017) comparou atividade antioxidante entre compostos 

derivados do ácido ferúlico e do ácido iso-ferúlico e nossos resultados corroboram os 

resultados publicados, evidenciando que o padrão de substituição do ácido ferúlico é, 

de fato, determinante para uma boa atividade antioxidante (DIAS, 2017).  

Já os compostos triazólicos PQM-229 a 241 não apresentaram capacidade 

antioxidante significativa se comparados com os padrões. Porém, podemos destacar 

PQM-233, que apresentou um CE50 de 30,44 M, significativamente próximo ao valor 

de CE50 do trolóx (27,76 M). Se observarmos a congruência de resultados de PQM-
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233, relativos as atividades de inibição de AChE (pg. 86) e do potencial antioxidante, 

podemos destaca-la como uma molécula com potencial atividade multialvo para DA. 

 

3.2.4.2 Avaliação da inibição de produção de ERO induzida por terc-butil 

hidroperóxido (t-BOOH). 

 

Em prosseguimento à determinação do perfil antioxidante dos compostos-alvo, 

foi realizada uma bateria de análises quanto à inibição de formação de EROs induzida 

por t-BOOH em culturas de células de neuroblastoma (SH-SY5Y). Este teste emprega 

o diacetato de dicloro-diidrofluoresceína (DCFH-DA), um reagente capaz de gerar 

fluorescência quando em contato com EROs, que é, então, detectada em leitor de 

microplaca (excitação a = 485 nm e emissão a = 535 nm).  

Dois tipos de tratamento foram empregados nesta etapa experimental, 

cotratamento e pré-tratamento. O primeiro visa verificar a capacidade das moléculas 

bloquearem a formação de EROs pelas células induzidas por t-BOOH, uma vez que 

t-BOOH e o composto-teste são colocados ao mesmo tempo em contato com as 

células. O segundo visa verificar a capacidade das células de armazenar o composto 

de estudo e, em um segundo momento, inibir a formação de EROs induzida por t-

BOOH. Neste segundo caso, as células são colocadas em contato com a substância-

teste por 24h e, depois, o meio de cultura é descartado e adicionado t-BOOH. Os 

resultados estão expressos na TABELA 4, pg. 89. 
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Tabela 4 - Valores das diferentes abordagens nos testes de inibição de t-BOOH pelos compostos 
sintetizados. 

Substâncias 
Co-T 100 M t-BOOH 

(10 M) % Inib. 

CI50 (M) Co-T 100 

M t-BOOH  

Pre-T 100 M t-BOOH 

(10 M) % Inib. 

PQM-160 49,64 - - 

PQM-161 75,86 0,71 (Fig. A89) 24,76 

PQM-162 55,98 - - 

PQM-163 75,39 0,19 (Fig. A90) in 

PQM-164 77,36 0,51 (Fig. A91) 27,12 

PQM-196 id - - 

PQM-197 46,05 - - 

PQM-198 in - - 

PQM-199 id - - 

PQM-200 24,01 - - 

PQM-229 in - 20,58 

PQM-230 in - 14,07 

PQM-233 29,79 - 35,16 

Fonte: do autor. 
Legenda: id – Indeterminado.     in – Inativo             

 

O teste de co-tratamento foi realizado inicialmente com todos os compostos 

que apresentaram segurança no teste de citotoxicidade, a fim de confirmar os 

resultados do estudo com DPPH e verificar possível inibição indireta da formação de 

EROs, ou seja, ação do composto teste em inibir proteínas e cofatores pró-oxidantes 

ou ativar proteínas e cofatores antioxidantes.  

Esse primeiro estudo foi feito com a concentração de 10 M dos compostos 

teste e 100 M de t-BOOH e os resultados estão expressos em % de inibição da 

formação de EROs. Podemos observar que os resultados corroboram os 

apresentados pelo DPPH, mostrando os derivados do ácido ferúlico bons 

antioxidantes, com exceção de PQM-160, todos os derivados ferúlicos apresentaram 

inibição de mais de 50% da formação de EROs na concentração testada, enquanto 

os derivados do ácido 4-metóxi-cinâmico não tiveram atividade antioxidante relevante. 

Os compostos que inibiram mais de 70% a 10M tiveram seu CI50 determinado, 

são eles PQM-161 (CI50 = 0,71 M), PQM-163 (CI50 = 0,19 M) e PQM-164 (CI50 = 

0,51 M). O fato de estes valores de CI50 serem significativamente menores que os 

encontrados na avaliação de DPPH nos sugerem que pode haver uma congruência 
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de mecanismos de ação, ou seja, estas moléculas podem atuar como antioxidantes 

diretos, reagindo com os radicais livres formados dando origem a radicais livres muito 

mais estáveis, e como antioxidantes indiretos, agindo na ativação de processos 

antioxidantes celulares ou na inibição da formação de EROs pela célula.  

Os compostos líderes passaram pelo teste de pré-tratamento na concentração 

de 10 M (TABELA 4, pg 89) neste teste as células neuronais se mostraram incapazes 

de armazenar PQM-163, porém, apresentaram capacidade de armazenar PQM-161 e 

PQM-164 que foram capazes de inibir 24,76% e 27,14% da formação de EROs, 

respectivamente. Neste teste também fica clara a importância do teste de 

citotoxicidade feito inicialmente, notem que na TABELA 4 (pg 89) o resultado da 

inibição da formação de EROs a 10 M por PQM-196 e PQM-199 é apresentado como 

indeterminado, isso significa que no teste de co-tratamento com t-BOOH esses dois 

compostos apresentaram uma significativa diminuição na concentração de EROs em 

relação às células não tratada, porém, isso não ocorre devido ao fato de inibirem a 

formação de EROs, mas sim a sua alta toxicidade (FIGURA 52, pg 85). Ou seja, a 

diminuição da concentração de EROs no meio realmente ocorre, mas não devido a 

inibição de sua formação, mas sim devido a diminuição do número de células vivas 

no meio de cultura, este foi um caso de falso positivo evitado pelo teste inicial de 

citotoxicidade.  

Já possuindo os resultados de citotoxicidade da segunda família de moléculas, 

de derivados triazólicos, foram realizados os testes de atividade antioxidante com os 

compostos PQM-229, PQM-230 e PQM-233, os quais não apresentaram 

citotoxicidade (FIGURA 53, pg 86). Os resultados de co-tratamento frente a t-BOOH 

corroboraram os resultados de DPPH, onde PQM-229 e PQM-230 não apresentaram 

atividade. Por outro lado, PQM-233, quando utilizado na concentração de 10 M, 

apresentou uma inibição de 29,79 % da formação de EROs induzida por t-BOOH. 

Quanto ao teste de pré-tratamento frente a t-BOOH as três moléculas avaliadas 

apresentaram atividade na concentração de 10 M (PQM-229 = 20,58%, PQM-230 = 

14,07% e PQM-233= 35,16%). Estes resultados sugerem que PQM-233 apresenta 

atividade antioxidante direta (estabilização dos radicais livres já formados) e indireta 

(ativação de maquinaria celular que culmina em atividade antioxidante), além da 

atividade inibitória de AChE já descrita, porém PQM-229 e PQM-230 apresentaram 

apenas atividade antioxidante indireta, ou seja, a atividade é mediada pela indução 
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e/ou inibição de algum outro parâmetro envolvido no equilíbrio oxidativo das células 

neuronais.  

 

3.2.4.3 Avaliação da capacidade quelante de metais e inibição de formação de ERO 

induzido por Fe2+ e H2O2 

 

Em quadros de doenças neurodegenerativas uma das formas mais descritas 

para a formação de radicais livres altamente reativos são as reações com metais, 

especialmente ferro (Fe2+) e cobre (Cu2+). A reação de Fenton é uma reação do Fe2+ 

com H2O2 que origina um radical hidróxil, altamente reativo e consequentemente 

citotóxico (JOMOVA, 2010). 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + •OH + OH– 

(Reação de Fenton) 

Considerando essa possibilidade as moléculas mais ativas foram avaliadas 

quanto à capacidade de inibir a reação de Fenton, demonstrando possível atividade 

quelante do Fe2+, evitando, portanto, sua oxidação para consequente formação do 

radical hidróxila. O experimento foi realizado utilizando as moléculas testes na 

concentração de 10 M em contato com células SH-SY5Y e os resultados são 

demonstrados na TABELA 5, podemos notar uma boa atividade de inibição da reação 

de Fenton das três substâncias, com destaque para PQM-163 e PQM-164 

apresentando a capacidade de inibir em 79,7 % e 88,0%, respectivamente, à formação 

de ERO derivada da reação de Fenton. 

 

Tabela 5 - Atividade antioxidante derivada da capacidade quelante de Fe2+ 
pelos compostos líderes. 

Substâncias 
% de inibição de oxidação a 10 

M 

PQM-161  52,85 

PQM-163 79,72 

PQM-164 87,95 

Fonte: do autor. 

 

Para a confirmação da propriedade quelante de metais foi realizado um estudo 

in vitro onde uma solução das moléculas em estudo a 20 M foi colocada em contato 

com soluções de diferentes metais e foi obtido um espectro de absorção na região do 

UV-vis. O deslocamento da curva de absorção do espectro da molécula pura (em preto 
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nas figuras) em relação com as curvas obtidas das soluções das moléculas com os 

diferentes metais indica possível formação do quelato. 

Como podemos observar as três moléculas foram capazes de quelar todos os 

metais avaliados (FIGURA 54, PQM-161; FIGURA 55, pg. 93, PQM-163; FIGURA 56, 

pg. 93, PQM-164).  

 

Figura 54 - Espectro de absorção na região do UV-vis de PQM-161 com soluções contendo 
Fe2+, Fe3+, Cu2+ e Zn2+. 

 
Fonte: do autor. 
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Figura 55 - Espectro de absorção na região do UV-vis de PQM-163 com soluções contendo 
Fe2+, Fe3+, Cu2+ e Zn2+. 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura 56 - Espectro de absorção na região do UV-vis de PQM-164 com soluções contendo 
Fe2+, Fe3+, Cu2+ e Zn2+. 

 
Fonte: do autor. 
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3.2.5 Avaliação da capacidade de ativação da produção de glutationa (GSH) 

intracelular 

 

Um dos principais antioxidantes naturais do SNC é a GSH, responsável por agir 

sobre as EROs formadas durante o processo metabólico fisiológico, sendo uma das 

principais responsáveis pela depleção de H2O2 formado no metabolismo 

(PHANIENDRA, 2015). No quadro da DP, um dos primeiros sinais observados é o 

declínio dos níveis de GSH no SNC, associado a uma diminuição da substância negra 

de origem idiopática (ANDERSEN, 2004). Considerando a importância da GSH no 

desenvolvimento da DP, na sua atividade antioxidante para DA e considerando como 

mandatória a presença de atividade no ensaio de pré-tratamento contra citotoxicidade 

induzida por t-BOOH (TABELA 4, pg. 89). Foi avaliada a capacidade de PQM-161, 

PQM-164 (FIGURA 57) e PQM-233 (FIGURA 58, pg. 95) induzirem um aumento dos 

níveis de GSH em células neuronais SH-SY5Y via método colorimétrico empregando 

monoclorobimania (MCB) como sonda para detecção do GSH.  

 

Figura 57 - Capacidade indutora de PQM-161 e PQM-164 nos níveis de glutationa 
(GSH). 

 
Fonte: do autor. 

 

Observa-se que ambas substâncias apresentam atividade indutora de GSH, 

com destaque para PQM-161 que apresentou um concentração de incremento 50 

(CIn50) de 7,02 M, enquanto que PQM-164 apresentou maior capacidade indutora de 

GSH que PQM-161 apenas na concentração mais baixa de 0,625 M, já na 
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concentração de 10 M apresentou 46,01 % de aumento nos níveis de GSH quando 

comparado com células não tratadas.  

 

Figura 58 - Capacidade indutora de PQM-233 nos níveis de 
glutationa (GSH). 

 
Fonte: do autor. 

 

Podemos observar que PQM-233 foi capaz de induzir a liberação de GSH em 

células neuronais, porém sua atividade é bastante discreta se compararmos com 

PQM-161 e PQM-164. Esse perfil de atividade frente a indução de GSH corrobora os 

resultados das avaliações da atividade antioxidante descritas na TABELA 4 (pg. 89) 

onde PQM-161 e PQM-164 apresentaram valores de inibição da liberação de ROS 

superiores a PQM-233. 

Esses resultados, apesar de mais discretos, não desqualificam essa atividade 

de indução de GSH e consequente atividade antioxidante como uma atividade auxiliar 

no tratamento da DA, sendo esse resultado interessante no ponto de vista da obtenção 

de um composto multialvo frente a fisiopatologia da DA. 

 

3.2.6 Capacidade de ativação de fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 

(Nrf 2). 

 

O Nrf 2 é um fator de transcrição muito importante na ativação de processor 

antioxidantes e regenerativos nas células. Quando na forma inativa o Nrf 2 encontra-

se ligado a Keap1 no região citoplasmática da célula, quando a célula fica sob estresse 

oxidativo o Nrf 2 é forforilado, se desconecta da Keap1 e migra para o núcleo celular 

onde reconhece e interage com uma área específica do DNA, conhecida como 

elementos de resposta antioxidante (ARE), essa interação acarreta na ativação de 
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diferentes processos antioxidantes como, por exemplo, a síntese de GSH 

(DESHMUKH, 2017). Essa influência sobre os processos antioxidantes de Nrf2 fez do 

mesmo um promissor alvo farmacológico, a literatura demonstra que moléculas com 

capacidade de realizar adição de Michael, como é o caso de derivados cinâmicos, são 

potencialmente ativadores de Nrf 2 (SILVA, 2018c), esse indicativo junto ao fato de 

PQM-161, PQM-164 e PQM-233 apresentarem atividade indutora de GSH nos levou 

a estudar a capacidade destas moléculas em ativarem Nrf 2.  

Para este teste, inicialmente foi realizado um procedimento para separação dos 

conteúdos proteicos citoplasmático e nuclear da célula, sendo o estudo conduzido 

apenas com o conteúdo nuclear, por se tratar do local onde se encontra o Nrf2 ativo 

(Nrf 2 livre). Essa avaliação foi realizada na concentração de 10 M das substâncias-

teste e em quatro tempos diferentes, 3, 6, 12 e 24 h. Os resultados estão expressos 

em % de ativação de Nrf2 em relação ao controle negativo, o qual consiste no cultivo 

de célula apenas com meio de cultura padrão. Esse teste é um ensaio 

imunocolorimétrico que consiste em 4 etapas: na primeira o Nrf2 livre no meio 

reconhece e se liga a sequência de nucleotídeos conhecidos do ARE; em uma 

segunda etapa foi adicionado um anticorpo anti-Nrf2, que se liga diretamente ao Nrf2 

a ser detectado; na terceira etapa foi adicionado um segundo anticorpo, que se liga 

ao primeiro e está acoplado a uma enzima que catalisa a reação colorimétrica 

responsável pela detecção do equipamento e, em uma quarta etapa, foi adicionado o 

substrato para a reação colorimétrica seguida da leitura dos resultados que estão 

expressos na FIGURA 59 (pg. 97). 

Neste estudo PQM-233 não apresentou capacidade de ativação de Nrf 2, 

portanto, sua indução dos níveis de GSH ocorre por outras vias bioquímicas que não 

dependem da ativação de Nrf 2. 
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Figura 59 - Capacidade de ativação de Nfr 2 por PQM-161 e PQM-164 em 
diferentes tempos de tratamento.  

 
Fonte: do autor. 

 

Nos resultados podemos avaliar que ambas moléculas avaliadas apresentaram 

capacidade de induzir ativação de Nrf 2, os perfis de ação das duas também são 

semelhantes, tendo seu pico de ação em 3 h (PQM-161= 72,7% e PQM-164= 67,6%) 

a qual decai com o passar do tempo. A substância PQM-161 apresentou maiores 

porcentagens de ativação que PQM-164 em 3, 6 e 12 h, porém após 24h, PQM-161 

decai a valores muito baixos (0,7% de ativação), enquanto que PQM-164 mantém sua 

atividade de 9% de ativação, mesma atividade após 12 h do tratamento. A fim de se 

confirmar a ativação de Nrf 2 e verificar o sucesso de sua interação com a região ARE 

do DNA foram realizadas quantificações da expressão gênica de alguns genes que 

têm sua expressão controlada por Nrf2: NADPH quinona desidrogenase 1 (NQO1), 

Glutationa sintetase (GSS), Glutamato-Cisteína ligase (GCLC), Glutationa S-

transferase P1 (GSTP1) e Heme oxigenase 1 (HO-1). 

Os resultados mostrados na FIGURA 60 (pg. 98) indicam que as células 

tratadas com PQM-161 e PQM-164 por 24h expressaram maior concentração do gene 

NQO1. Esse resultado deixara claro que as moléculas-teste não só foram capazes de 

induzir a translocação nuclear de Nrf2, como também modularam a interação do Nrf2 

com o DNA, desencadeando a ativação de alguns genes especificamente controlados 

por Nrf 2. 
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Figura 60 - Expressão gênica decorrentes da ativação de Nrf 2 por PQM-161 e PQM-164. 

 
Fonte: do autor. 

 

Com o objetivo de avaliar o possível mecanismo de ação dos compostos PQM-

161 e PQM-164, os mais ativos da série de derivados cinâmicos, e racionalizar seu 

efeito no sistema Keap 1/Nrf 2, foram realizados estudos de modelagem molecular 

incluindo simulações de docking e dinâmica molecular (DM).  

A proteína Keap1 é conhecida por ser inativada por pequenas moléculas com 

caráter eletrofílico que se ligam à proteína através da formação de ligações covalentes 

em resíduos de cisteína reativos. Em particular, o resíduo específico C151 do domínio 

Keap1 BTB (Broad complex, Tramtrack, and Bric-a-Brac) mostrou-se essencial para 

a atividade proteica, uma vez que o Keap1 mutante C151W (ausência do resíduo 

C151) foi considerado inativa de forma constitutiva (CLEASBY, 2014). Além disso, 

alguns inibidores de Keap1 e ativadores de Nrf2 foram co-cristalizados recentemente 

com o domínio Keap1 BTB covalentemente ligado a C151 (CLEASBY, 2014; 

HUERTA, 2016; PINTO, 2018) ou demonstraram ativar Nrf2/ARE via ligação com 

C151 através da formação de ligação covalente (OHNUMA, 2010).  

Com base nestas considerações, supomos que o PQM-161 e PQM-164 

poderiam interagir razoavelmente com o resíduo C151 do domínio Keap1 BTB, 

atuando como aceptores de reação de Michael, de modo similar aos inibidores 

covalentes co-cristalizados, contendo subunidades carbonila α,β-insaturadas 

(CLEASBY, 2014; HUERTA, 2016). Por este motivo, foram utilizados estudos de 

ancoragem molecular para prever a formação das ligações covalentes produzidas 

pela adição de Michael no grupo tiol de C151 do domínio KB1 de BTB ao carbono 
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insaturado das moléculas avaliadas. Devido à alta similaridade estrutural dos dois 

compostos, apenas o PQM-161 foi analisado e a estrutura do domínio BTB da Keap 

1 humana em complexo com o ligante covalente CDDO (código PDB 4CXT) foi usada 

para este estudo (CLEASBY, 2014).  

O protocolo de acoplamento covalente implementado no software Gold foi 

aplicado para avaliar as orientações de ligação do ligante após a formação da ligação 

covalente com C151. O procedimento de acoplamento gerou 5 disposições possíveis, 

que foram ainda estudadas submetendo os 5 complexos covalentes ligante-proteína 

correspondentes a 30 ns de simulações DM em ambiente de água. Os resultados 

foram então analisados em termos de energia de interação ligante-proteína, a fim de 

avaliar a confiabilidade das ligações covalentes previstas do ponto de vista energético. 

Para tanto, utilizou-se a abordagem de energia de interação linear (EIL). As avaliações 

de EIL permitem calcular as interações entre o ligante e os resíduos de proteína 

circundantes das possibilidades geradas através de simulações DM. Contribuições 

eletrostáticas e de Van der Waals são calculadas para cada DM instantâneo e os 

valores obtidos são então usados para derivar a energia de interação total média 

ligante-proteína. As trajetórias DM extraídas dos últimas 10 ns da simulação DM foram 

usadas para os cálculos, para um total de 100 snapshots (com um intervalo de tempo 

de 100 ps). Os valores médios de EIL (aEIL) obtidos para os diferentes complexos 

ligante-proteína formados pela ligação covalente de PQM-161 a C151 do domínio 

Keap1 BTB são relatados na TABELA 6 como a soma da energia eletrostática média 

(EELE) e de Van der Waals (EVDW), as contribuições estão expressas em kcal/mol. 

 

Tabela 6 - Resultados da Energia de Interação Linear (EIL) para os complexos ligante-proteína 
formados pela ligação covalente de PQM161 a C151 do domínio BTB de Keap1. Os dados 
estão expressos como kcal / mol. 

Posição EELE EVDW EIL 

1 -7.1 -23.5 -30.6 

2 -7.0 -24.5 -31.5 

3 -13.5 -22.8 -36.4 

4 3.2 -24.2 -21.0 

5 -13.0 -18.3 -31.2 

Fonte: do autor. 

 

Os cálculos da EIL demonstraram que a ligação representa em 3 (TABELA 6) 

como a ligação covalente mais favorecida energeticamente, mostrando um valor 
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médio de energia total (-36,4 kcal/mol) excedendo de 5 kcal/mol até 15 kcal/mol os 

outros complexos covalentes previstos pelo docking. A FIGURA 61 mostra a posição 

de ligação 3 (TABELA 6, pg. 99) de PQM-161 ligado covalentemente a C151 obtida a 

partir dos últimos 10 ns de simulação de DM. 

 

Figura 61 - Estrutura minimizada do domínio Keap1 BTB com PQM-161 ligado 
covalentemente a C151. O ligante é mostrado em laranja, enquanto 
os resíduos de proteína são coloridos em ciano escuro. 

 
Fonte: do autor. 

 
O anel metóxifenílico, diretamente ligado ao carbono alquilado, foi colocado em 

uma bolsa de formato elipsoidal bastante volumosa adjacente a C151, formada por 

H129, K131, V132, E134, R135, M147 e H154. Em particular, o ligante apresentou 

interações hidrofóbicas com H129 e com as cadeias carbônicas de K131 e M147, que 

estão localizadas no lado inferior e superior da bolsa, respectivamente. Inversamente, 

o fragmento benzeno-1,3-dihidroxílico do ligante encontra-se numa bolsa mais 

exposta ao solvente, delimitada por Y85, Q86, D87, A88, A90, H129 e P130 formando 

interações lipofícas com os mesmos. Além disso, observa-se uma interação de 

empilhamento em forma de T com Y85 e uma ligação H com a cadeia lateral de Q86. 

Finalmente, forma-se uma ligação H adicional entre o oxigénio da carbonila do ligante 

e o H129. 
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3.2.7 Avaliação da capacidade de inibição de monoaminoxidase (MAO) 

 

Reconhecidamente,  na DP ocorre um aumento dos níveis basais da enzima 

monoaminoxidase B (MAO-B), motivo pelo qual inibidores de MAO-B descritos na 

literatura apresentaram capacidade de induzir melhoras significativas em quadros de 

DP, tanto vinculada às disfunções motoras quanto a prevenção de morte neuronal 

induzida pela ação pró-oxidante de MAO-B na degradação da dopamina (CHAN, 

2018). A enzima MAO-A, é uma enzima conhecida por degradar outros 

neurotransmissores como serotonina, norepinefrina e epinefrina e está mais 

associada ao tratamento de doenças psicológicas como a depressão (CATTO, 2006).  

Considerando a importância da atividade das enzimas MAO na fisiopatologia 

da DP a capacidade inibitória de PQM-161, PQM-163 e PQM-164 frente a essas 

enzimas foram avaliadas. Podemos observar que todos os compostos apresentaram 

atividade inibitória, porém observa-se que nenhuma das moléculas foi 

significativamente seletiva, apresentando valores muito próximos para inibição de 

MAO-A e MAO-B (TABELA 7). 

 

Tabela 7 - Atividade inibitória de monoaminoxidase dos compostos líderesda série 
PQM-161, PQM-163 e PQM-164. 

Substâncias 
% inhibition (10 M) 

MAO-A 
% inhibition (10 M) 

MAO-B 

PQM-161 55 38 

PQM-163 64 47 

PQM-164  49 43 

Fonte: do autor. 

 

Na literatura vemos uma tendência a buscar inibição seletiva de MAO-B para 

tratamento da DP, uma vez que MAO-A é responsável pela inibição de 

neurotransmissores cuja metabolização não influencia no quadro da DP (CHAN, 

2018). Contudo na literatura podemos encontrar muitos dados da correlação entre DP 

e a depressão. Em 2012, a Parkinson Foundation liberou um relatório que salienta que 

a depressão é a principal responsável pela queda da qualidade de vida de quase 60% 

dos pacientes com DP, apresentando um impacto maior que problemas com 

mobilidade, comunicação e dores (NATIONAL PARKINSON FOUNDATION, 2012). 

Trabalhos recentes continuam discutindo a incidência significativa da depressão nos 

quadros de DP (DEHIYAN, 2018; KUA, 2018), ou seja, o fato destas moléculas não 
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serem seletivas para MAO-B não necessariamente as torna menos atrativas, uma vez 

que a inibição de MAO-A pode ajudar nos quadros de depressão associados à 

progressão da DP.  

 

3.2.8 Atividade neuroprotetora 

 

Os resultados de atividade neuroprotetora, descritas a seguir, tiveram por 

objetivo verificar a capacidade das substâncias testes em protegerem as células 

neuronais de toxinas que atuam na modulação de morte neuronal por diferentes vias. 

 

3.2.8.1 Efeitos sobre a citotoxicidade induzida por 6-OHDA 

 

A 6-hidróxidopamina (6-OHDA) é uma substância utilizada para mimetizar os 

danos causados pela dopamina em modelos de DP. É um análogo da dopamina que 

é capaz de gerar peróxido de hidrogênio quando metabolizada pelos neurônios além 

de inibir enzimas mitocondriais ligadas à cascata de respiração celular acarretando 

um déficit metabólico no neurônio. A morte neuronal induzida por 6-OHDA ocorre por 

vias da apoptose, acarretando ativação final de caspase 3 (ALVAREZ-FISCHER, 

2008).  

Neste contexto as substâncias líderes PQM-161, PQM-163 e PQM-164 foram 

avaliadas quanto a capacidade de inibir a citotoxicidade induzida por 6-OHDA. As 

moléculas foram testadas em diferentes concentrações (5-0,625 M) e foi utilizada 

uma solução de 6-OHDA a 100 M para induzir citotoxicidade. No caso de PQM-161 

podemos observar atividade neuroprotetora nas concentrações de 5 M e 2,5 M, nas 

concentrações mais baixas não houve resultado significativo, já PQM-163 e PQM-164, 

com destaque para PQM-164, demonstraram atividade neuroprotetora em todas as 

concentrações avaliadas, sendo esta atividade não dependente da concentração 

(FIGURA 62, pg. 103). Diante do fato de que PQM-161 e PQM-164 já haviam 

demonstrado resultados em modelo de pré-tratamento de 24h, frente a t-BOOH 

(TABELA 4, pg 89), foi realizado um teste de pré-tratamento de 24h com PQM-161 e 

PQM-164 frente a neurotoxicidade induzida por 6-OHDA e, corroborando os 

resultados anteriores, foi verificado efeito neuroprotetor em todas as concentrações 

avaliadas (FIGURA 63, pg. 103). 
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Figura 62 - Atividade neuroprotetora de PQM-161, PQM-163 e PQM-164 frente 
a toxicidade induzida por 6-OHDA. 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura 63 - Atividade neuroprotetora de PQM-164 e PQM-161 após 24h de 
tratamento frente a toxicidade induzida por 6-OHDA. 

 
Fonte: do autor. 

 

3.2.8.2 Efeitos sobre a citotoxicidade induzida por -sinucleína 

 

Devido à importância da agregação da proteína -sinucleína na formação dos 

corpos de Lewy, característicos na fisiopatologia da DP, as substâncias-líder PQM-

161, PQM-163 e PQM-164 foram, também, avaliadas quanto à capacidade de inibir a 

agregação desta proteína. Para este teste foram utilizadas as substâncias na 

concentração de 2,5 M e células neuronais geneticamente modificadas (TagGFP2-

α-synuclein SH-SY5Y). Essa linhagem celular, quando tratada com 6-OHDA (100 M), 
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gera agregação de -sinucleína e, consequente, a formação de corpos de Lewy. Os 

resultados expressam a fluorescência das células, detectada em microscópio de 

fluorescência (FIGURA 64), sendo a intensidade detectada, proporcional à 

concentração de -sinucleína insolúvel em meio intracelular. Na FIGURA 65 (pg. 105) 

podemos observar nitidamente que PQM-161 não apresentou atividade sobre a 

agregação de -sinucleína. Ao contrário, os compostos PQM-163 e PQM-164, foram 

bastante ativos, com destaque para PQM-164 cujos resultados demonstram que as 

células tratadas apresentaram uma concentração proteica estatisticamente igual ao 

controle negativo (células não-induzidas), evidenciando o efeito inibitório marcante 

sobre a formação dos agregados proteicos de α-sinucleína. 

 

Figura 64 - Imagens coletadas após análise no microscópio de fluorescência. 

 
Fonte: do autor. 
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Figura 65 - Inibição da agregação de -sinucleína por 
PQM-161, PQM-163 e PQM-164. 
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Fonte: do autor. 
Legenda: Teste de significância 1 way ANOVA, sendo 
que, * - P < 0,01 e *** - P < 0,001  

 

3.2.8.3 Efeitos sobre a toxicidade induzida por peptídeo -amiloide (A) 

 

Os emaranhados insolúveis de proteína -amiloide (βA) é um importante 

aspecto na fisiopatologia da DA, com vários relatos que sua concentração está 

diretamente relacionada à severidade do quadro na DA. Pesquisas recentes relatam 

que substâncias multialvo, com atividade concomitante sobre AChE e A tem levado 

a bons resultados no tratamento da DA (AWASTHI, 2018). Levando em consideração 

a importância da atividade sobre A e o fato da literatura demonstrar atividade de 

derivados da curcumina (ORTECA, 2018) e do resveratrol (ZHENG, 2018) sobre 

agregados proteicos de A, e ainda que PQM-233 demonstrou atividade inibitória de 

AChE significativa (CI50= 20,22 M), decidimos por avaliar a capacidade de PQM-233 

em inibir a neurotoxicidade induzida por A. Neste ensaio foram utilizadas duas 

concentrações diferentes de PQM-233 (10 e 5 M) e proteína A na concentração de 

10 M em cultura de células SH-SY5Y, cujos resultados estão expressos na FIGURA 

66 (pg. 106). Podemos verificar que PQM-233 foi capaz de diminuir a neurotoxicidade 

induzida por A nas duas concentrações avaliadas. Ademais, merece destaque o fato 

de sua atividade não ter sido dependente da concentração utilizada no tratamento, 

tendo sua melhor atividade na concentração de 5 M, com neuroproteção de 31,05 
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%. Esse fenômeno pode ser devida uma dificuldade na solubilização de PQM-233 no 

meio de cultura. 

Figura 66 - Atividade neuroprotetora de PQM-233 contra 

citotoxicidade induzida por oligômeros OA. 

 
Fonte: do autor. 

 

É importante destacar que o conjunto de dados disponíveis apontam que PQM-

233 agrega três atividades sobre alvos moleculares importantes da DA, sendo inibidor 

de AChE (CI50= 20,22 M), antioxidante frente ao estresse oxidativo, seja induzido por 

DPPH (CE50= 30,44 M) ou por t-BOOH (co-t= 29,79% e pré-t= 24,77% de inibição da 

formação de EROs na concentração de 10 M) e neuroprotetor contra agregados de 

A. 

 

3.2.9 Avaliação da atividade anti-inflamatória em culturas de monócitos 

leucêmicos humanos (THP-1). 

 

Afim de finalizar os estudos focando em efeitos sobre os principais aspectos 

neuropatológicos das DNs foi realizada a avaliação atividade anti-inflamatória das 

moléculas mais ativas de cada série, PQM-161 e PQM-164 dentre os derivados 

cinâmicos e PQM-233 dentre os triazóis. 

Para esta etapa foram utilizadas culturas de células THP-1 que quando tratados 

com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) são diferenciados a macrófagos. Essa 

linhagem de células foi utilizada pela facilidade no manuseio e cultivo, bem como pelas 

semelhanças citológicas e metabólicas entre os macrófagos derivados de THP 1 e 

macrófagos humanos nativos (BØLLING, 2019). 
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Uma vez que os monócitos foram diferenciados a macrófagos foram utilizados 

lipopolissacarídeos (LPS) para induzir uma resposta inflamatória e induzir a expressão 

génica de marcadores característicos da inflamação. A expressão génica relativa 

desses marcadores comparando células tratadas e não tratadas com as substâncias 

testes estão expressas na FIGURA 67 (pg. 108).  

As enzimas óxido nítrico sintases independente de cálcio (iNOS) são enzimas 

produtoras de óxido nítrico muito pouco expressas em condições fisiológicas, mas que 

têm sua expressão bastante exacerbada durante processos inflamatórios. A 

interleucina 1β (IL-1β), por sua vez, é uma proteína responsável por diferentes 

sinalizações celulares, tanto de sinais de inibição ou indução quanto modulação de 

eventos celulares, está particularmente aumentada em processos inflamatórios. Por 

fim, o fator de necrose tumoral α (TNF-α) é uma citocina produzida principalmente por 

macrófagos, responsável por modular diferentes processos da resposta imune, 

principalmente o processo inflamatório (GLASS, 2010). A expressão génica do ácido 

ribonucleico mensageiro (mRNA) para produção desses quatro marcadores 

inflamatórios foram quantificados nesta etapa do trabalho.  

A avaliação anti-inflamatória foi realizada com PQM-161, PQM-164 e PQM-233 

(10 µM), que apresentaram o perfil multialvo mais completo frente aos modelos 

estudados anteriormente para DP e DA, respectivamente. Nitidamente podemos 

constatar que PQM-161 e PQM-233 não apresentaram atividade anti-inflamatória na 

concentração avaliada (FIGURA 67, pg.108), não demonstrando capacidade de 

modular nenhum dos marcadores inflamatórios quantificados nesta avaliação. Já 

PQM-164 apresentou resultados interessantes em todos os marcadores avaliados. 

Podemos observar que frente à expressão gênica de iNOS (gráfico A FIGURA 67, pg. 

108) os níveis foram ainda menores que para as células diferenciadas não induzidas 

por LPS. Ao analisarmos a expressão gênica de IL-1β e TNF-α (gráficos B e C, 

respectivamente, FIGURA 67, pg. 108) podemos evidenciar que ambos marcadores 

tiveram suas expressões reduzidas por PQM-164 quando comparados às células 

diferenciadas e tratadas apenas com LPS. 
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Figura 67 – Expressão génica relativa de diferentes marcadores inflamatórios quantificados por PCR 
empregando macrófagos humanos derivados de células THP-1 diferenciados por PMA. 
A) e D) expressão relativa de iNOS; B) e E) expressão relativa de IL-1β; C) e F) 
expressão relativa de TNF-α. 

 
Legenda: PMA – Células THP-1 tratadas com PMA. LPS – Células THP-1 tratadas com PMA + LPS. 
161 e 164 – Células THP-1 tratadas com PMA + LPS + PQM-161 ou PQM-164 ou PQM-233 (10 µM). 
Fonte: do autor. 

 

3.2.10 Avaliação da citotoxicidade em células renais (VERO) 

 

Uma vez identificadas as moléculas mais ativas em ambas as séries 

sintetizadas, e sabendo da sua segurança frente a cultura de neuroblastoma (item 

3.2.3, pg 85), foram realizados testes de citotoxicidade frente a células renais de 

primatas (VERO), para melhor compreensão da segurança terapêutica na utilização 

destas moléculas. 

Os testes de viabilidade celular via MTT frente a culturas de células VERO são 

amplamente utilizados para mensurar possível citotoxicidade de compostos sintéticos 

(VANDHANA, 2020; VERMA, 2019). Neste trabalho o teste de citotoxicidade foi 

conduzido com os compostos PQM-161, PQM-164 e PQM-233, compostos mais 
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ativos de cada família, utilizando-se uma faixa de concentração de 500 a 0,48 µg/mL 

e o tempo de tratamento foi de 48h. Após esse período, foi realizado o teste de 

viabilidade celular empregando MTT, como descrito anteriormente. Os valores de 

concentração citotóxica 50 (CC50) estão expressos em µM na TABELA 8. 

 

Tabela 8 - Avaliação de toxicidade dos compostos mais ativos em células Renais 
de primatas (VERO). 

Substâncias Replicata (CC50 M) Média DP 

PQM-161 679,09 622,20 653,74 651,68 28,5 

PQM-164 652,74 572,42 603,59 609,58 40,5 

PQM-233 573,15 624,46 624,31 607,30 29,6 

Fonte: do autor. 

 

Podemos observar que as três substâncias avaliadas apresentaram valores de 

CC50 acima de 600 µM, muito distantes dos valores de tratamento utilizados para os 

estudos das atividades biológicas descritas neste trabalho, assegurando uma janela 

de segurança muito adequada e sugerindo citotoxicidade insignificante. 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

Nesta seção serão descritas as etapas experimentais química e biológica do 

trabalho. 

 

4.1 QUÍMICA 

 

A seguir serão descritas as metodologias utilizadas para síntese e purificação 

dos compostos obtidos neste trabalho bem como os materiais e equipamentos 

utilizados no processo. 

 

4.1.1 Generalidades 

 

Os espectros na região do IV foram gerados em um espectrômetro de IV Nicolet 

iSso FTIR (Thermo Scientic USA) acoplado a Pike Gladi ATR technologies e os perfis 

cromatográficos das substâncias foram obtidos por aparelho de UHPLC modelo 

Ultimate 3000 (Thermo Scientific) no laboratório de análises e caracterização de 

fármacos (LACFar) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os espectros 

de RMN de 1H e de 13C foram obtidos em um espectrômetro Brucker AC-300 operando 

a 300 MHz para RMN de 1H e de 75 MHz para RMN de 13C do Laboratório de 

Ressonância Nuclear Magnética da UNIFAL-MG. Os espectros de RMN de 13C e 1H 

foram manipulados utilizando software MestReNova e as numerações utilizadas nos 

compostos foram geradas automaticamente pelo software. As análises por 

espectrometria de massas foram realizadas em espectrômetro BRUKER COMPASS 

com ionização por electrospray. Os cromatogramas para teste de pureza dos 

compostos finais foram realizados em HPLC Shimadzu Prominence (Tokyo, Japão) 

modelo LC-10 com injetor automático e detector UV/VIS a 300 nm equipado com 

coluna analítica C18 - (Shimadzu CLC-ODS, 250 mm x 4,4 mm diâmetro interno x 5 

um). As análises foram conduzidas em um sistema isocrático com duas fases onde A 

era composta de metanol e B acetonitrila com concentração constante de 90% de A e 

10% de B. Os ensaios foram conduzidos em 20°C a um fluxo de 0,7 mL/min. Todos 

os reagentes utilizados na síntese foram adquiridos da Sigma-Aldrich, sem 

purificações adicionais. As cromatografias em camada delgada foram realizadas em 

folha de gel de sílica 60 F254, da marca Merck e as purificações por cromatografia em 
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coluna foram realizadas em gel de sílica flash (220-440 mesh, 0,035 mm – 0,075 mm), 

da marca Sigma-Aldrich. A visualização das substâncias foi feita em câmara de UV ( 

= 254 ou 365 nm) ou com revelador de iodocloroplatinado. Os solventes 

diclorometano, etanol, trietilamina e dimetilformamida foram secos ou destilados de 

acordo com a literatura (PERRIN, 1997). As faixas de fusão foram estabelecidas em 

equipamento Marte (PFM II) com amostra triturada e empacotada em tubo capilar, 

sem correção. A predição in silico dos parâmetros ADME foram obtidos foram 

realizados utilizando software QikProb 3.1 desenvolvido pela Schrodinger® (Nova 

York, EUA). 

 

4.1.2 Abordagem sintética utilizada na obtenção dos compostos sintetizados. 

 

A seguir estão descritos os procedimentos realizados em bancada e a 

caracterização detalhada das substâncias finais e intermediários obtidos neste 

trabalho. 

 

4.1.2.1 Síntese e obtenção dos derivados cinâmicos (PQM-160-164/196-200). 

 

A seguir serão descritos os procedimentos para síntese de cada intermediário 

e dos produtos finais da série 1 de derivados cinâmicos, bem como serão expostos os 

dados de caracterização de cada substância obtida.  

 

4.1.2.1.1 Síntese das hidrazinas (15 e 16) 

 

 

Uma solução de ácido cinâmico (300 mg, 1,55 mmol (15) ou 1,68 mmol (16), 1 

eq.) em 10 mL de acetonitrila foi adicionada em um balão de fundo redondo de 25 mL, 

em seguida, foram adicionados HOBT (258 mg, 1,2 eq.) seguido do EDAC (366 mg, 

1,2 eq.). A mistura foi mantida sob agitação à aproximadamente 25ºC por uma hora e 

meia. Uma solução de monohidrato de hidrazina (0,774 mL, 10 eq.) em 5 mL de 
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acetonitrila foi acondicionada em outro balão de fundo redondo de 50 mL, esta solução 

foi resfriada em banho de gelo até aproximadamente 0 ºC. O conteúdo do primeiro 

balão foi adicionado ao segundo lentamente, durante o processo o segundo balão foi 

mantido em banho de gelo. A reação foi encerrada com o término da adição 

(CARVALHO, 2012). 

Para isolamento do produto a acetonitrila é rotaevaporada e adicionou-se 

solução aquosa de carbonato de sódio concentrada, a solução foi agitada 

vigorosamente e colocada no freezer por 6h. O precipitado formado foi isolado por 

filtração e lavado com etanol gelado em abundância, fornecendo um sólido branco 

(17, 258 mg, 1,24 mmol), no caso da hidrazida do ácido ferúlico ou um sólido bege 

(18, 288 mg, 1,50 mmol), no caso da hidrazida do ácido 4-metóxi cinâmico.  

 

(E)-3-(3-hidróxi-4-metóxifenil)acriloidrazida (17). 

Rendimento: 80%. Aspecto Físico: Sólido branco.  

Fórmula molecular: C10H12N2O3   Massa Molecular: 208,0848 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura 14, pg 43): 3404, 3306, 3260, 2997, 1656, 1579 e 1028. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) (Figura 15, pg 44): 9,18 (s, 1H, N-NH); 7,35 

(d, J = 15,75 Hz, 1H, HC=CH); 7,11 (d, J = 1,82 Hz, 1H, Ar-H-4); 6,99 (dd, J = 1,82 e 

8,19 Hz, 1H, Ar-H-6); 6,79 (d, J = 8,19 Hz, 1H, Ar-H-1); 6,36 (d, J = 15,75 Hz, 1H, 

HC=CH); 4,39 (s, 2H, HN-NH2) e 3,80 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) (Figura 16, pg 45): 165,2; 148,3; 147,9; 

138,7; 126,5; 121,4; 116,9; 115,7; 110,9 e 55,6. 

 

(E)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (18) 

Rendimento: 89%. Aspecto Físico: Sólido bege.  

Fórmula molecular: C10H12N2O2   Massa Molecular: 192,0899 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A1, Anexo I): 3253, 3187, 2938, 1651, 1586 e 1027. 
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RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) (Figura A2, Anexo I): 9,26 (s, 1H, N-NH); 

7,48 (d, J = 8,82 Hz, 2H, Ar-H-4, 6); 7,37 (d, J = 15,83 Hz, 1H, HC=CH); 6,94 (d, J = 

8,79 Hz, 2H, Ar-H-1, 3); 6,39 (d, J = 15,83 Hz, 1H, HC=CH) e 3,76 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) (Figura A3, Anexo I): 165,4; 160,7; 138,3; 

129,5; 128,0; 118,2; 114,8 e 55,7. 

 

4.1.2.1.2 Síntese das N-acilidrazonas – Derivados ferúlicos (PQM 160-164/196-200). 

 

 

Para obtenção das moléculas planejadas adicionou-se 10 mL de etanol seco, 

o aldeído adequado (19) (1,2 eq.) e o HCl (4 eq.), em um balão de fundo redondo de 

50 mL, essa solução foi colocada sob agitação e adicionou-se a hidrazida (17, 100 

mg, 0,4806 mmol ou 18, 100 mg, 0,5206 mmol, 1 eq.), previamente solubilizada em 

etanol seco, sob a solução contendo o aldeído e o ácido clorídrico. A solução 

resultante foi mantida sob agitação magnética por 24 horas a temperatura aproximada 

de 25ºC (DIAS VIEGAS, 2018).  

O método de purificação dos produtos foi realizado de diferentes maneiras para 

cada produto final e pode ser observado na TABELA 9 (pg. 114). 
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Tabela 9 - Dados obtidos após purificação dos produtos de acoplamento dos derivados 
cinâmicos. 

PQM Quantidade obtida. Método de purificação 
Rendimento do 

acoplamento (%) 

160 131 mg (0,418 mmol) 
CC el: acetato de 

etila/hexano – 6/4 
87 

161 47 mg (0,144 mmol) 
CC el: acetato de 

etila/hexano – 6/4 
30 

162 94 mg (0,288 mmol) 
CC el: acetato de 

etila/hexano – 8/2 
60 

163 91 mg (0,255 mmol) Pr em etanol gelado. 53 

164 89 mg (0,260 mmol) Pr em etanol gelado. 54 

196 151 mg (0,510 mmol) Pr em etanol gelado. 98 

197 45 mg (0,145 mmol) 
CC el: acetato de 

etila/hexano – 8/2 
28 

198 89 mg (0,286 mmol) Pr em etanol gelado. 55 

199 165 mg (0,484 mmol) Pr em etanol gelado. 93 

200 149 mg (0,458 mmol) 
CC el: acetato de 

etila/hexano – 8/2 
88 

Fonte: do autor. 
Legenda: CC – Cromatografia em coluna; Pr – Precipitação; el – Eluente. 

 

(E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-hidróxibenzilideno)acriloidrazida (PQM-160) 

Rendimento global: 78%. Aspecto Físico: Sólido amarelado. PF: 262 ºC. 

Pureza: 99,3 % 

Fórmula molecular: C17H16N2O4  Massa Molecular: 312,1110 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A7, Anexo I) calculado [M]+: 313,1188 g/mol; encontrado 

[M]+: 313.1187 g/mol  

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A4, Anexo I): 3075, 3014, 2921, 2828, 1678, 1606, 1580, 

1455, 1350 e 1102. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A5, Anexo I): 11,41 e 11,17 (s, 1H, 

N-NH), 9,53 (s, 1H, OH-7); 8,55 (s, 1H, OH-23); 8,12 e 7,95 (s, 1H, N=CH); 7,69 (d, J= 
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8,63 Hz, 2H, Ar-H-19, 21); 7,63–7,54 (m, 2H, Ar-H-18, 22), 7,51 e 7,37 (d, J=15,11 e 15,95 

Hz, 1H, HC=CH); 7,26 e 7,18 (s, 1H, Ar-H-4); 7,06 (d, J = 7,11 Hz, 1H, Ar-H-6); 6,91–

6,78 (m, 6H, Ar-H-1, 6, 11); 6,49 (d, J = 15,11 Hz, 1H, HC=CH) e 3,85 e 3,82 (s, 3H, CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) (Figura A6, Anexo I): 166,3; 161,8; 160,4; 

147,9; 146,5; 143,2; 130,2; 128,9; 128,7; 126,3; 125,2; 121,9; 115,8; 111,0 e 55,6. 

 

(E)-N'-(3,5-diidróxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-161 ) 

Rendimento global: 27%. Aspecto: Sólido marrom. PF: 232 ºC. 

Pureza: 99,3 % 

Fórmula molecular: C17H16N2O5 Massa Molecular: 328,1059 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A11, Anexo I) calculado [M]+: 329,1137 g/mol; encontrado 

[M]+:329,1141 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A8, Anexo I): 3374, 3230, 3047, 2962, 1622, 1585, 1467, 

1343 e 1018. 

RMN de 1H (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) (Figura A9, Anexo I): 7,96 e 7.82 (s, 1H, 

N=CH); 7,66 e 7,43 (d, J = 15,41 e 15,64 Hz, 1H, HC=CH); 7,16 (d, J = 1,31 Hz, 1H, 

Ar-H-4); 7,09 (dd, J = 1,31; 8,07 Hz, 1H, Ar-H-6); 6,82 (d, J = 8,07 Hz, 1H, Ar-H-1); 6,72 

(d, J = 2,17 Hz, 2H, Ar-H-18, 22); 6,47 (d, J = 15,41 Hz, 1H, HC=CH); 6,32 (s, 1H, Ar-H-

20), 3,90 (s, 3H, CH3) e 3,35 (s, 2H, OH-23, 24). 

RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) (Figura A10, Anexo I): 165,8; 160,0; 149,6; 

149,4; 146,0; 145,1; 144,3; 137,3; 128,3; 123,6; 123,4; 116,6; 111,8; 107,1 e 55,5. 

 

(E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-metóxibenzilideno)acriloidrazida (PQM-162) 

Rendimento global: 53%. Aspecto: Sólido amarelo claro. PF: 226 ºC. 
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Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H18N2O4 Massa Molecular: 326,1267 g/mol.  

HRMS (ESI) m/z: (Figura A15, Anexo I) calculado [M]+: 327,1345 g/mol; encontrado 

[M]+: 327,1343 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A12, Anexo I): 3116, 3046, 2928, 2833, 1651, 1605, 

1507, 1420, 1398 e 1031. 

RMN de 1H (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) (Figura A13, Anexo I): 8,08 e 7,95 (s, 1H, 

N=CH); 7,75 (d, J = 8,83 Hz, 2H, Ar-H-19, 21); 7,66 e 7,45 (d, J = 15,61 e 15,95 Hz, 1H, 

HC=CH); 7,17 (d, J = 1,81 Hz, 1H, Ar-H-4); 7,10 (dd, J = 1,81; 8,22 Hz, 1H, Ar-H-6); 

6,97 (d, J = 8,86 Hz, 2H, Ar-H-18, 22); 6,83 (d, J = 8,22 Hz, 1H, Ar-H-1); 6,48 (d, J = 15,61 

Hz, 1H, HC=CH); 3,90 (s, 3H, CH3-16) e 3,83 (s, 3H, CH3-24). 

RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) (Figura A14, Anexo I): 165,7; 163,2; 150,4; 

149,3; 145,0; 144,0; 130,5; 129,8; 128,1; 123,5; 116,6; 116,4; 115,3; 111,8; 56,4 e 

55,9. 

 

(E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-163) 

Rendimento global: 47%. Aspecto: Sólido bege. PF: 214 ºC. 

Pureza: 99,7 % 

Fórmula molecular: C19H20N2O5 Massa Molecular: 356,1372 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A19, Anexo I) calculado [M]+: 357,1450 g/mol; encontrado 

[M]+: 357,1453 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A16, Anexo I): 3153, 3055, 2934, 2833, 1660, 1628, 

1587, 1423, 1363, 1054. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A17, Anexo I): 11,43 e 11,21 (s, 

1H, N-NH); 8,10 e 7,93 (s, 1H, N=CH); 7,50 (d, 1H, J = 15,67 MHz, HC=CH); 7,38 e 

7,31 (s, 2H, Ar-H-18, 24); 7,20–7,12 (m, 1H, Ar-H-4); 7,08 (t, 3H, Ar-H-1, 6); 6,82 (d, J = 

8,13 Hz, 3H, Ar-H-1, 8, 20); 6,51 (d, J = 15,67 MHz, HC=CH); 3,85 e 3,82 (s, 9H, CH3). 
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RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A18, Anexo I): 162,0; 160,7; 149,0; 

148,8; 146,1; 142,4; 141,2; 136,5; 126,2; 122,8; 122,0; 116,7; 115,7; 111,0; 104,8; 

102,3; 55,5; 55,4; 55,2 e 55,0. 

 

(E)-N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-

164) 

Rendimento global: 48,1%. Aspecto: Sólido amarelo. PF: 157 ºC. 

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H18N2O5 Massa Molecular: 342,1216 g/mol.  

HRMS (ESI) m/z: (Figura 24, pg. 53): calculado [M]+: 343,1288 g/mol; encontrado [M]+: 

343,1299g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura 18, pg. 47): 3212, 2965, 2840, 1651, 1582, 1509, 1373 e 

1025. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura 19, pg. 49): 11,35 e 11,16 (s, 1H, 

N-NH); 9,45 (s, 2H, OH); 8,04 e 7,87 (s, 1H, N=CH); 7,45 e 7,38 (d, J = 15,65 e 15,99 

Hz, 1H, HC=CH); 7,32 e 7,24 (s, 1H, Ar-H-19); 7,01 (t, J = 6,77 Hz, 4H, Ar-H-6, 15); 6,76 

(d, J = 8,11 Hz, 4H, Ar-H-1,16); 6,44 (d, J = 15,65 Hz, 1H, HC=CH) e 3,76 (s, 12H, CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura 21, pg. 51): 166,2 e 161,7; 148,9; 

148,7; 148,0; 147,9; 146,7 e 143,0; 140,7 e 114,1; 126,3; 125,8; 122,0; 121,9; 117,0; 

115,7; 115,5; 111,0; 109,1 e 55,56. 

 

(E)-N'-((E)-4-hidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-196) 

Rendimento global: 76%. Aspecto: Sólido amarelo claro. PF: 254 ºC. 

Pureza: 99,9 % 
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Fórmula molecular: C17H16N2O3 Massa Molecular: 296,1161 g/mol. 

Isolamento: Precipitação em etanol gelado. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A24, Anexo I) calculado [M]+: 297,1239 g/mol; encontrado 

[M]+: 297,1231 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A21, Anexo I): 3250, 3012, 2898, 1636, 1602, 1562, 

1458, 1365 e 1022. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A22, Anexo I): 11,41 e 11,21 (s, 

1H, N-NH); 9,92 (s, 1H, OH); 8,12 e 7,95 (s, 1H, N=CH); 7,61-7,51 (m, 4H, ArH-1, 3, 16, 

18); 7,43 (d, J = 15,67 Hz, 1H, HC=CH); 6,99 (d, J = 8,17 Hz, 2H, ArH-15, 19); 6,83 (d, J 

= 8,08 Hz, 2H, ArH-4, 6); 6;54 (d, J = 15,67 Hz, 1H, HC=CH); e 3,79 (s, 3H, CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A23, Anexo I): 166,5; 162,0; 161,1; 

147,1; 143,7; 130,3; 129,8; 129,3; 129,0; 125,8; 116,2; 114,9 e 55,7. 

 

N'-(3,5-diidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-197). 

Rendimento global: 22%. Aspecto: Sólido bege. PF: 211 ºC.  

Pureza: 95,0 % 

Fórmula molecular: C17H16N2O4 Massa Molecular: 312,1110 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A28, Anexo I) calculado [M]+: 313,1188 g/mol; encontrado 

[M]+: 313,1193 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A25, Anexo I): 3252, 3061, 2843, 1662, 1589, 1551, 

1465, 1304, 1289 e 1043. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A26, Anexo I): 11,49 e 11,30 (s, 

1H, N-NH); 9,44 (s, 4H, OH); 8,02 e 7,85 (s, 1H, N=CH); 7,61-7,51 (m, 4H, ArH4, 6); 

7,37 (d, J = 15,97 Hz, 1H, HC=CH); 7,06-6,96 (m, 4H, ArH-1, 3); 6,61-6,57 (m, 4H, 

ArH-15, 19); 6;53 (d, J = 15,97 Hz, 1H, HC=CH); 6,26 (s, 2H, Ar-H-17) e 3,80 (s, 6H, 

CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A27, Anexo I): 166,2; 160,7; 158,7; 

146,6; 143,3; 136,1; 129,4; 127,3; 117,7; 114,5; 105,2; 104,4 e 55,3. 
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N'-(4-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-198). 

Rendimento global: 44%. Aspecto: Sólido branco. PF: 278 ºC. 

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H18N2O3     Massa Molecular: 310,1317 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A32, Anexo I) calculado [M]+: 311,1396 g/mol; encontrado 

[M]+: 311,1385 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A29, Anexo I): 3007, 2929, 1647, 1600, 1508, 1421, 1253 

e 1028. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A30, Anexo I): 11,46 e 11,30 (s, 

1H, N-NH) 8,18 e 8,00 (s, 1H, N=CH); 7,74-7,65 e 7,62-7,51 (m, 4H, ArH- 4, 6, 15, 19); 

7,45 (d, J = 15,90 Hz, 1H, HC=CH); 7,01 (d, J = 8,59 Hz, 8H, ArH-1, 3, 16, 18); 6;55 (d, J 

= 15,90 Hz, 1H, HC=CH); e 3,80 (s, 12H, CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A31, Anexo I): 166,1; 160,8; 160,61; 

146,2; 142,7; 129,9; 129,4; 128,7; 128,4; 117,8; 114,5; 114,3; e 55,3. 

 

N'-(3,5-dimeoxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-199) 

Rendimento global: 74%. Aspecto: Sólido amarelo claro. PF: 228 ºC. 

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C19H20N2O4     Massa Molecular: 340,1423 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura 36, Anexo I) calculado [M]+: 341,1501 g/mol; encontrado 

[M]+: 341,1482 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A33, Anexo I): 3166, 3139, 3045, 2933, 2834, 1663, 

1602, 1582, 1419, 1382, 1053. 
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RMN de 1H (300 MHz, piridina-d5) δ (ppm) (Figura A34, Anexo I): 12,62 e 12,60 (s, 

1H, N-NH) 8,65 e 8,41 (s, 1H, N=CH); 8;23 e 8,03(d, J = 15,60 e 15,91 Hz, 1H, 

HC=CH); 7,72 (d, J = 8,48 Hz, 2H, ArH-4, 6); 7,52 (d, J = 8,42 Hz, 2H, ArH-4, 6); 7,29 

(dd, J = 1,48; 9,36 Hz, 4H, ArH-16, 20); 7,03-6,88 (m, 6H, ArH-1, 3, 9); 6,78 e 6,72 (s, 1H, 

ArH-18); 3,77 (s, 9H, CH3-23, 24, 25); 3,68 (s, 3H, CH3-23); 3,65 (s, 3H, CH3-25) e 3,63 (s, 

3H, CH3-24). 

RMN de 13C (75 MHz, piridina-d5) δ (ppm) (Figura A35, Anexo I): 168,2; 163,8; 162,1; 

162,0; 147,4; 143,4; 143,3; 142,3; 137,8; 130,8; 130,3; 129,0; 128,6; 118,6; 116,2; 

115,3; 106,1; 103,8; 102,9 e 55,8. 

 

N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-200) 

Rendimento global: 70%. Aspecto: Sólido amarelo claro. PF: 263 ºC. 

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H18N2O4     Massa Molecular: 326,1267 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A40, Anexo I) calculado [M]+: 327,1345 g/mol; encontrado 

[M]+: 327,1355 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A37, Anexo I): 3274, 2997, 2839, 1651, 1600, 1511, 

1442, 1274 e 1017. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A38, Anexo I): 11,63 e 11,27 (s, 

1H, N-NH) 8,12 e 7,92 (s, 1H, N=CH); 7,67 (d, J = 8,58 Hz, 1H, ArH-18); 7,60-7,51 (m, 

4H, ArH-7, 15 ,18, 19); 7,41 (d, J = 15,72 Hz, 1H, HC=CH); 7,28 (dd, J = 1,60; 8,07 Hz, 

2H, ArH-15, 19); 7,08-6,92 (m, 8H, ArH-1, 3, 4, 6); 6,60 (d, J = 15,72 Hz, 1H, HC=CH); e 

3,80 (s, 6H, CH3).  

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A39, Anexo I): 166,5; 162,0; 161,2; 

161,0; 150,2; 147,3; 146,9; 143,5; 142,0; 140,3; 130,2; 129,8;127,8; 120,7; 118,4; 

114,9; 112,8; 112,6; 112,3; 56,0 e 55,8. 
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4.1.2.2 Síntese e obtenção dos derivados triazólicos (PQM-229-241) 

 

A seguir serão descritos os procedimentos para síntese de cada intermediário 

e dos produtos finais da série 2 de triazóis, bem como serão expostos os dados de 

caracterização de cada substância obtida.  

 

4.1.2.2.1 Síntese do álcool 21 

 

 

Inicialmente uma solução de aldeído vanílico (2 g, 13,15 mmol, 1 eq.) em 10 

mL de THF foi colocada em balão de fundo redondo de 100 mL, a solução foi colocada 

sob agitação vigorosa, em seguida adicionou-se o carvão ativado (158 mg, 1 eq.) 

seguido do NaBH4 (249 mg, 0,5 eq.), a solução ficou em agitação por 1 minuto. Em 

sequência adicionam-se lentamente ao balão 2 mL de H2O destilada, a solução 

resultante foi mantida sob agitação por mais 2 minutos. Por fim adicionam-se mais 5 

mL de H2O destilada e agitou-se a solução por mais 5 minutos, ao término desse 

tempo a reação foi encerrada (SETAMDIDEH, 2006). Para o isolamento do álcool 

inicialmente adicionam-se 10 mL de H2O destilada, a solução aquosa foi filtrada para 

retirada do carvão ativado e extraída exaustivamente com CH2Cl2, a fase orgânica foi 

rotaevaporada e obteve-se o produto puro em forma de cristais brancos (21, 1,763 g, 

11,44 mmol). 

 

4-(hidróximetil)-2-metóxifenol (21) 

Rendimento: 87%.   Aspecto Físico: Sólido branco.  

Fórmula molecular: C8H10O3   Massa Molecular: 154,0630 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura 27, pg. 56): 3147, 2964, 2887, 1601, 1430, 1372 e 1031. 
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RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) (Figura 28, pg. 58): 6,88 (s, 1H, Ar-H-1); 

6,71 (s, 2H, Ar-H-4, 6); 5,00 (t, J = 5,72 Hz, 1H, OH-11); 4,38 (d, J = 5,72 Hz, 2H, -CH2-) 

e 3,75 (s, 3H, -CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) (Figura 29, pg. 54): 147,4; 145,3, 133,5; 119,1; 

115,1; 111,1; 63,03 e 55,52 

4.1.2.2.2 Sintese da azida 22 

 

 

Nesta etapa da rota sintética, inicialmente, em um balão de fundo redondo de 

50 mL foi adicionado o álcool-composto 21 da reação anterior (1 g, 6,50 mmol, 1 eq.), 

cloreto de tionila (1 ml, 2 eq.) e DMF (4 gotas) em 15 mL de CH2Cl2, a reação foi 

mantida sob agitação magnética por aproximadamente duas horas, ao fim desse 

tempo a solução foi rotaevaporada a fim de retirar todo o solvente e o excesso de 

cloreto de tionila. Posteriormente, foi adicionado ao balão 26 mL de uma solução a 0,5 

M de NaN3 (13 mmol, 2 eq.) em DMSO, a solução resultante foi mantida sob agitação 

magnética por aproximadamente 16 horas (MARTINU, 2000). Ao verificar o consumo 

total do material de partida por placa de cromatografia em camada delgada (CCD) a 

reação foi encerrada. Para o isolamento do produto adicionam-se 20 mL de H2O 

destilada a solução e realizou-se exaustiva extração com clorofórmio, a fase orgânica 

foi rotaevaporada e o produto foi purificado com auxílio de cromatografia em coluna 

utilizando sílica flash e empregando como eluente, acetato de etila:hexano (9:1), 

obtendo um óleo castanho, a azida orgânica 22 (827 mg, 4,62 mmol). 

 

4-(azidometil)-2-metóxifenol (22). 

Rendimento: 71%.   Aspecto Físico: Óleo castanho.  
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Fórmula molecular: C8H9N3O2   Massa Molecular: 179,0695 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura 31, pg. 60): 3417, 2937, 1845, 2090, 1604, 1512, 1430, 

1370 e 1029 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) (Figura 32, pg. 61): 6,90 (d, J = 8,57 Hz, 1H, 

Ar-H-1); 6,80 (m, 2H, Ar-H-4, 6); 4,24 (s, 2H, -CH2-) e 3,88 (s, 3H, -CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) (Figura 33, pg. 62): 146,8; 154,8; 127,2; 114,6; 

110,9; 56,0 e 54,9. 

 

4.1.2.2.3 Síntese do 1,2,3-triazol 24 

 

 

A azida 22 (375 mg, 2,09 mmol, 1 eq.) foi adicionada em balão de fundo 

redondo de 50 mL, seguida de 8 mL solvente da reação (uma mistura de H2O e CH2Cl2 

na proporção de 1:1 (v:v), propiolato de etila (23, 205 mg, 1 eq.), CuSO4 (133 mg, 0,4 

eq.) e ascorbato de sódio (83 mg, 0,2 eq.) a reação foi mantida em agitação magnética 

por 20h a aproximadamente 20 ºC (BAI, 2014). A reação foi encerrada ao verificar o 

consumo total do material de partida via CCD. A reação foi elaborada adicionando-se 

5 mL de água à mistura reacional, que foi extraída com CH2Cl2 (3 x 8 mL). A fase 

orgânica obtida foi lavada com uma mistura formada de uma solução de EDTA 50% 

m/v e NH4OH concentrado, misturadas na proporção de 1:1 para eliminar o Cu(II) 

residual. As fases orgânicas reunidas foram secadas com Na2SO4 anidro e, após 

filtração, o solvente foi removido sob pressão reduzida. O resíduo obtido foi purificado 

em cromatografia em coluna com gel de sílica (eluente: CH2Cl2 100%). A evaporação 

do solvente, sob pressão reduzida, forneceu o produto 24 (365 mg, 1,32 mmol) como 

um sólido amarelado. 
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etil 1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato (24). 

Rendimento: 63%.   Aspecto Físico: Sólido amarelado.  

Fórmula molecular: C13H15N3O4   Massa Molecular: 277,1063 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura 35, pg. 65): 3137, 2981, 2831, 2353, 1727, 1519, 1228 e 

1027. 

RMN de 1H (300 MHz, CD3OD) δ (ppm) (Figura 36, pg. 66): 8,45 (s, 1H, N-CH=C-); 

6,99 (d, J = 1,77 Hz, 1H, Ar-H-4); 6,85 (dd, J = 1,77 e 8,10 Hz, 1H, Ar-H-6); 6,80 (d, J = 

8,10 Hz, 1H, Ar-H-1); 5,53 (s, 2H, C-CH2-N); 4,36 (q, J = 7,12 Hz, 2H, O-CH2-CH3); 

3,84 (s, 3H, -CH3) e 1,36 (t, J = 7,12 Hz, 3H, O-CH2-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) δ (ppm) (Figura 37, pg. 67): 162,0; 149,4; 148,3; 141,0; 

129,1; 127,3; 122,6; 116,6; 113,1; 62,3; 56,4; 55,2 e 14,5. 

 

4.1.2.2.4 Síntese da hidrazida-1,2,3-triazol 25 

 

 

Para a obtenção da hidrazida intermediária foi adicionado em um balão de 50 

mL o triazol 24 (300 mg, 1,08 mmol, 1 eq.), 10 mL de etanol e o monoidrato de 

hidrazina (0,640 mL, 10 eq.), a solução foi mantida sob agitação magnética por 17h a 

aproximadamente 20 ºC (ROMEIRO, 2009). Durante a reação o produto começa a 

precipitar no meio reacional, a reação foi encerrada ao verificar o consumo total do 

material de partida por CCD, o balão foi levado à geladeira por 5h. A eliminação do 

solvente, por filtração e lavagem com etanol gelado, forneceu o produto 25 (200 mg, 

0,756 mmol) como um sólido bege. 
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1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboidrazida (25) 

Rendimento: 70%.   Aspecto Físico: Sólido bege.  

Fórmula molecular: C11H13N5O3   Massa Molecular: 263,1018 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura 39, pg. 68): 3372, 3311, 3101, 2928, 1643, 1570 e 1031. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO - d6) δ (ppm) (Figura 40, pg. 69): 8,53 (s, 1H, N-CH=C-

); 7,00 (d, J = 1,40 Hz, 1H, Ar-H-4); 6,77 (m, 2H, Ar-H-1, 6); 5,48 (s, 2H, C-CH2-N) e 3,75 

(s, 16H, -CH3 + H2O residual). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO - d6) δ (ppm) (Figura 41, pg. 70): 159,4; 147,8; 146,9; 

141,9; 126,2; 125,8; 121,2, 115,64; 112,7; 55,7 e 53,2. 

 

4.1.2.2.5 Síntese das 1,2,3-triazóis-N-acilidrazonas (PQM-229-241)  

 

 

Para obtenção das 1,2,3-triazóis-N-acilidrazonas planejadas foi utilizada a 

mesma metodologia descrita anteriormente. Adicionou-se 10 mL de etanol seco, o 

aldeído adequado (26, 1,2 eq.) e o HCl (5eq.), em um balão de fundo redondo de 50 

mL, essa solução foi colocada sob agitação magnética e adicionou-se a hidrazida (25, 

100 mg, 0,3801 mmol, 1 eq.), previamente solubilizada no menor volume possível de 

etanol seco, sob a solução contendo o aldeído e o ácido clorídrico. A solução 
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resultante foi mantida sob agitação magnética por 24 horas a temperatura aproximada 

de 20ºC (DIAS VIEGAS, 2018). Os métodos de purificação dos produtos finais são 

observados na TABELA 10. 

 
Tabela 10 - Dados obtidos após purificação dos produtos de acoplamento dos derivados 

triazólicos. 

PQM Quantidade obtida Método de purificação 
Rendimento do 

acoplamento (%) 

229 107 mg (0,293 mmol)   Pr em acetato de etila 77 

230 110mg (0,289 mmol) Pr em etanol gelado 76 

231 123 mg (0,323 mmol) Pr em etanol gelado 85 

232 118 mg (0,289 mmol) Pr em etanol gelado. 76 

233 127 mg (0,319 mmol) Pr em etanol gelado. 84 

234 87 mg (0,247 mmol) Pr em etanol gelado. 65 

235 146 mg (0,335 mmol) Pr em etanol gelado 88 

236 124 mg (0,323 mmol) Pr em etanol gelado. 85 

237 117 mg (0,304 mmol) Pr em etanol gelado. 80 

238 123 mg (0,323 mmol) Pr em etanol gelado 85 

239 107 mg (0,289 mmol) Pr em etanol gelado 76 

240 102 mg (0,277 mmol) Pr em etanol gelado 73 

241 103 mg (0,278 mmol) Pr em etanol gelado 73 

Fonte: do autor. 
Legenda: Pr – Precipitação 

 

 

(E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-229) 

Rendimento global: 20%. Aspecto Físico: Sólido amarelado. PF: 274 ºC.  

Pureza: 99,1 % 

Fórmula molecular: C18H17N5O4   Massa Molecular: 367,1281 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A45, Anexo I) calculado [M]+: 368,1359 g/mol; encontrado 

[M]+: 368,1351 g/mol 
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IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A42, Anexo I): 3331, 3237, 1645, 1600, 1433, 1367 e 

1036. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A43, Anexo I): 11,83 (s, 1H, N-

NH); 9,93 (s, 1H, OH-2); 9,13 (s, 1H, OH-1); 8,72 (s, 1H, N-CH=C); 8,41 (s, 1H, N=CH); 

7,53 (d, J = 8,61 Hz, 2H, Ar-H-3, 7); 7,05 (d, J = 1,59 Hz, 1H, Ar-H-22); 6,87-6,75 (m, 4H, 

Ar-H-4, 6, 20, 25); 5,53 (s, 2H, Ar-CH2-N); 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A44, Anexo I): 159,3; 155,8; 148,4; 

147,6; 146,7; 142,0; 128,8; 126,9; 126,0; 125,2; 121,1; 115,6; 115,5; 112,6; 55,5 e 

53,2. 

 

(E)-N'-(3,5-diidróxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-230) 

Rendimento global: 20%. Aspecto: Sólido marrom. PF: 185 ºC. 

Pureza: 98,1 % 

Fórmula molecular: C18H17N5O5     Massa Molecular: 383,1230 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A49, Anexo I) calculado [M]+: 384,1308 g/mol; encontrado 

[M]+: 384,1292 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A46, Anexo I): 3536, 3217, 1671, 1590, 1470, 1323 e 

1009. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A47, Anexo I): 11,97 (s, 1H, N-

NH); 9,50 (s, 2H, OH-27, 28); 9,20 (s, 1H, OH-8); 8,77 (s, 1H, N-CH=C); 8,33 (s, 1H, 

N=CH); 7,05 (s, 1H, Ar-H-1); 6,87-6,73 (m, 2H, Ar-H-4, 6); 6,58 (s, 2H, Ar-H-22); 6,28 (s, 

1H, Ar-H-24); 5,54 (s, 2H, Ar-CH2-N); 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A48, Anexo I): 158,6; 156,0; 148,5; 

147,6; 146,7; 141,8; 135,9; 127,0; 126,0; 121,1; 115,5; 112,6; 105,1; 104,4; 55,5 e 

53,2. 
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(E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-231) 

Rendimento global: 22%. Aspecto: Sólido bege. PF: 196 ºC. 

Pureza: 90,9 % 

Fórmula molecular: C19H19N5O4     Massa Molecular: 381,1437 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A53, Anexo I) calculado [M]+: 382,1515 g/mol; encontrado 

[M]+: 382,1494 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A50, Anexo I): 3340, 3298, 1652, 1600, 1436, 1370 e 

1022. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A51, Anexo I): 11,91 (s, 1H, N-

NH); 8,74 (s, 1H, N-CH=C); 8,64 (s, 1H, OH), 8,47 (s, 1H, N=CH); 7,82 (d, J = 8,81 

Hz, 2H, Ar-H-22, 26); 7,64 (d, J = 8,77 Hz, 2H, Ar-H-23, 25); 7,10-6,97 (m, 3H, Ar-H-1, 4, 6); 

5,54 (s, 2H, Ar-CH2-N); 3,81 (s, 3H, O-CH3-10) e 3,77 (s, 3H, O-CH3-28). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A52, Anexo I): 161,6; 160,4; 155,9; 

148,0; 146,7; 141,9; 129,9; 128,6; 127,0; 126,0; 121,1; 115,5; 114,2; 112,6; 55,5; 55,2 

e 53,2. 

 

(E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-232) 

Rendimento global: 20%. Aspecto: Sólido bege. PF: 220 ºC. 

Pureza: 97,9 % 

Fórmula molecular: C20H21N5O5     Massa Molecular: 411,1543 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A57, Anexo I) calculado [M]+: 412,1621 g/mol; encontrado 

[M]+: 412,1603 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A54, Anexo I): 3413, 3243, 1647, 1591, 1453, 1310 e 

1034. 
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RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A55, Anexo I): 12,06 (s, 1H, N-

NH); 9,15 (s, 1H, OH); 8,76 (s, 1H, N-CH=C); 8,64 e 8,45 (s, 1H, N=CH); 7,06 (d, J = 

2,25 Hz, 2H, Ar-H-22, 26); 6,86-6,78 (m, 3H, Ar-H-1, 4, 6); 6,67 (t, J = 2,28 Hz, 1H, Ar-H-

24); 5,54 (s, 2H, Ar-CH2-N); 3,80 (s, 3H, O-CH3-9); 3,79 (s, 6H, O-CH3-29, 30) e 3,77 (s, 

3H, O-CH3-29) 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A56, Anexo I): 161,5; 160,6; 156,1; 

148,0; 146,7; 141,7; 136,2; 127,1; 121,1; 115,5; 112,6; 106,0; 104,7; 102,3; 55,3 e 

53,2. 

 

(E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-233) 

Rendimento global: 22%. Aspecto: Sólido amarelo claro. PF: 222 ºC.  

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C19H19N5O5     Massa Molecular: 397,1386 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura 48, pg. 77): calculado [M]+: 398,1464 g/mol; encontrado [M]+: 

398,1446 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura 43, pg. 73): 3473, 3346, 3255, 1652, 1601, 1572, 1465, 

1278 e 1027. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura 44, pg. 74): 11,90 (s, 1H, N-NH); 

9,62 (s, 1H, OH-26); 9,22 (s, 1H, OH-7); 8,74 (s, 1H, N-CH=C); 8,39 (N=CH); 7,29 (dd, 

J = 1,55 Hz, 1H, Ar-H-21); 7,07-7,01 (m, 2H, Ar-H-1, 24); 6,85-6,80 (m, 2H, Ar-H-4, 6); 6,75 

(d, J = 8,05 Hz, 1H, Ar-H-25); 5,53 (s, 2H, Ar-CH2-N); 3,82 (s, 3H, CH3-28) e 3,76 (s, 3H, 

CH3-29). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura 45, pg. 75): 156,1; 149,1; 148,9; 

148,1; 147,8; 146,9; 142,1; 127,2; 126,2; 125,8; 122,4; 121,3; 115,7; 115,5; 112,8; 

109,0; 55,7; 55,6 e 53,4. 
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(E)-N'-benzilideno-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida(PQM-234) 

Rendimento global: 17%. Aspecto: Sólido castanho. PF: 215 ºC. 

Pureza: 96,8 % 

Fórmula molecular: C18H17N5O3     Massa Molecular: 351,1331 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A61, Anexo I) calculado [M]+: 374,1229 g/mol; encontrado 

[M]+: 374,1217 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A58, Anexo I): 3376, 3264, 1662, 1567, 1435, 1373 e 

1044. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A59, Anexo I): 8,78 (s, 1H, N-

CH=C); 8,54 (s, 1H, N=CH); 7,70 (d, J = 5,42 Hz, 2H, Ar-H-22, 26); 7,48-7,41 (m, 3H, Ar-

H-23, 24, 25); 7,06 (s, 1H, Ar-H-1); 6,81 (dd, J = 8,15 e 18,24 HZ, 2H, Ar-H-4, 6); 5,54 (s, 

2H, Ar-CH2-N); e 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A60, Anexo I): 156,1; 148,1; 147,6; 

146,7; 141,8; 134,2; 130,0; 128,7; 127,1; 127,0; 126,0; 121,1; 115,5; 112,6; 55,5 e 

53,2. 

 

(E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-(piperidinil)benzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-235) 

Rendimento global: 23%. Aspecto: Sólido amarelo. PF: 225 ºC. 

Pureza: 97,4 % 

Fórmula molecular: C23H26N6O3     Massa Molecular: 434,2066 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A65, Anexo I) calculado [M]+: 435,2145 g/mol; encontrado 

[M]+: 435,2119 g/mol 
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IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A62, Anexo I): 3386, 3281, 2425, 2357, 1663, 1570, 

1451, 1276 e 1011. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A63, Anexo I): 12,05 e 11,68 (s, 

1H, N-NH); 8,87 (s, 1H, N-CH=C); 8,78 e 8,49 (s, 1H, N=CH); 7,96-7,47 (m, 4H, Ar-H-

22, 23, 25, 26); 7,05 (s, 1H, Ar-H-1); 6,86-6,76 (m, 3H, Ar-H-4, 6); 5,55 (s, 2H, Ar-CH2-N); 

3,76 (s, 3H, O-CH3); 3,52-3,36 (m, 4H, Pip-H-28, 32) e 1,94-1,53 (m, 6H, Pip-H-29, 30, 31). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A64, Anexo I): 158,9; 156,0; 147,6; 

146,8; 141,8; 139,4; 128,3; 127,5; 127,0; 126,0; 125,8; 121,1; 115,5; 112,7; 55,6; 53,2; 

23,7 e 22,0. 

 

(E)-N'-(4-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-236) 

Rendimento global: 22%. Aspecto: Sólido branco. PF: 268 ºC. 

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H16ClN5O3     Massa Molecular 385,0942 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A69, Anexo I) calculado [M]+: 386,1020 g/mol; encontrado 

[M]+: 368,1000 g/mol 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A66, Anexo I): 3427, 3263, 3066, 1662, 1607, 1553, 

1461, 1240 e 1029. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A67, Anexo I): 12,16 (s, 1H, N-

NH); 9,17 (s, 1H, OH); 8,78 (s, 1H, N-CH=C); 8,52 (s, 1H, N=CH); 7,72 (d, J = 8,32 

Hz, 2H, Ar-H-20, 22); 7,52 (d, J = 8,32 Hz, 2H, Ar-H-19, 23); 7,06 (s, 1H, Ar-H-1); 6,91-6,69 

(m, 2H, Ar-H-4, 6); 5,54 (s, 2H, Ar-CH2-N); e 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A68, Anexo I): 156,1; 147,6; 146,8; 

146,7; 141,7; 134,4; 133,2; 128,9; 128,6; 127,2; 126,0; 121,1; 115,5; 112,6; 55,5 e 

53,2. 
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(E)-N'-(3-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-237) 

Rendimento global: 21%. Aspecto: Sólido branco. PF: 234 ºC. 

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H16ClN5O3     Massa Molecular 385,0942 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A73, Anexo I) calculado [M]+: 386,1020 g/mol; encontrado 

[M]+: 386,0998 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A70, Anexo I): 3317, 3212, 3055, 1682, 1596, 1568, 

1462, 1341, 1240 e 1034. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A71, Anexo I): 12,21 (s, 1H, N-

NH); 9,16 (s, 1H, OH); 8,79(s, 1H, N-CH=C); 8,52 (s, 1H, N=CH); 7,75 (s,1H, Ar-H-22); 

7,64 (d, J = 3,67 Hz, 1H, Ar-H-26); 7,49 (d, J = 4,54 Hz, 2H, Ar-H-24, 25); 7,06 (s, 1H, Ar-

H-1); 6,81 (q, J = 8,24 Hz, 2H, Ar-H-4, 6); 5,55 (s, 2H, Ar-CH2-N); e 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A72, Anexo I): 156,2; 147,6; 146,7; 

146,4; 141,6; 133,6; 130,7; 129,6; 127,3; 126,1; 126,0; 125,8; 121,1; 115,5; 112,6; 

55,6 e 53,2. 

 

(E)-N'-(2-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-238) 

Rendimento global: 22%. Aspecto: Sólido branco. PF: 229 ºC. 

Pureza: 99,2 % 

Fórmula molecular: C18H16ClN5O3     Massa Molecular 385,0942 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A77, Anexo I) calculado [M]+: 386,1020 g/mol; encontrado 

[M]+: 386,1003 g/mol. 
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IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A74, Anexo I): 3402, 3249, 1654, 1606, 1517, 1434, 

1368, 1244 e 1047. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A75, Anexo I): 12,37 (s, 1H, N-

NH); 9,16 (s, 1H, OH); 9,96 (s, 1H, N-CH=C); 8,78 (s, 1H, N=CH); 8,04-7,97 (m, 1H, 

Ar-H-23); 7,55-7,50 (m, 1H, Ar-H-26) 7,49-7,41 (m, 2H, Ar-H-24, 25); 7,06 (s, 1H, Ar-H-1); 

6,89-6,72 (m, 2H, Ar-H-4, 6); 5,55 (s, 2H, Ar-CH2-N); e 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A76, Anexo I): 156,2; 147,6; 146,7; 

144,2; 141,6; 131,4; 129,8; 127,5; 127,2; 126,8; 126,0; 121,1; 115,5; 112,6; 55,6 e 

53,2. 

 

(E)-N'-(4-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-239) 

Rendimento global: 20%. Aspecto: Sólido branco. PF: 257 ºC.  

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H16FN5O3     Massa Molecular 369,1237 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A81, Anexo I) calculado [M]+: 392,1134 g/mol; encontrado 

[M]+: 392,1124 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A78, Anexo I): 3423, 3263, 3069, 1663, 1603, 1440, 

1373, 1240 e 1030. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A79, Anexo I): 12,09 (s, 1H, N-

NH); 9,17 (s, 1H, OH) 8,77 (s, 1H, N-CH=C); 8,53 (s, 1H, N=CH); 7,76 (dd, J = 5,97 e 

7,98 Hz, 2H, Ar-H-23, 25); 7,30 (t, J = 8,66 Hz, 2H, Ar-H-22, 26); 7,06 (s, 1H, Ar-H-1); 6,89-

6,71 (m, 2H, Ar-H-4, 6); 5,54 (s, 2H, Ar-CH2-N); e 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A80, Anexo I): 163,0 (d, J = 248,08 

Hz); 156,1; 147,6; 147,0; 146,7; 141,8; 130,8 (d, J = 1,98 Hz); 129,2 (d, J = 8,61 Hz); 

127,1; 126,0; 121,1; 116,0; 115,6 (d, J = 14,33 Hz); 112,6; 55,5 e 53,2. 
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(E)-N'-(3-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-240) 

Rendimento global: 19%. Aspecto: Sólido branco. PF: 225 ºC. 

Pureza: 99,9 % 

Fórmula molecular: C18H16FN5O3     Massa Molecular 369,1237 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A85, Anexo I) calculado [M]+: 370,1315 g/mol; encontrado 

[M]+: 370,1292 g/mol. 

IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A82, Anexo I): 3373, 3261, 3065, 1651, 1567, 1450, 

1370, 1239 e 1034. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A83, Anexo I): 12,27 (s, 1H, N-

NH); 9,16 (s, 1H, OH); 8,79 (s, 2H, N-CH=C e N=CH); 7,94 (t, J = 7,46 Hz, 1H, Ar-H-

23); 7,55-7,43 (m, 1H, Ar-H-26); 7,29 (t, J = 9,06 Hz, 2H, Ar-H-24, 25); 7,06 (s, 1H, Ar-H-

1); 6,86-6,74 (m, 2H, Ar-H-4, 6); 5,55 (s, 2H, Ar-CH2-N); e 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A84, Anexo I): 160,7 (d, J = 249,86 

Hz); 156,1; 147,6; 146,7; 141,6; 140,8; 131,9 (d, J = 8,17 Hz); 127,2; 126,3; 126,0; 

124,8 (J = 2,43 Hz); 121,8 (d, J = 9,97 Hz); 121,1; 115,9 (d, J = 20,82 Hz); 115,5; 

112,6; 55,5 e 53,2. 

 

(E)-N'-(2-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboidrazida (PQM-241) 

Rendimento global: 17%. Aspecto: Sólido branco. PF: 251 ºC. 

Pureza: 99,7 % 

Fórmula molecular: C18H16FN5O3     Massa Molecular 369,1237 g/mol. 

HRMS (ESI) m/z: (Figura A89, Anexo I) calculado [M]+: 392,1134 g/mol; encontrado 

[M]+: 392,1113 g/mol. 
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IV (v máx, cm-1, ATR) (Figura A86, Anexo I): 3320, 3149, 3066, 2836, 1682, 1598, 

1463, 1357, 1253 e 1032. 

RMN de 1H (300 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A87, Anexo I): 12,19 (s, 1H, N-

NH); 9,16 (s, 1H, OH); 8,78 (s, 1H, N-CH=C); 8,54 (s, 1H, N=CH); 7,55-7,46 (m, 3H, 

Ar-H-22, 24, 26); 7,31-7,24 (m, 1H, Ar-H-25); 7,06 (s 1H, Ar-H-1); 6,86-6,75 (m, 2H, Ar-H-4, 

6); 5,55 (s, 2H, Ar-CH2-N); e 3,77 (s, 3H, O-CH3). 

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- d6) δ (ppm) (Figura A88, Anexo I): 162,3 (d, J = 244,08 

Hz); 156,2; 147,6; 146,7; 141,7; 136,8 (d, J = 7,61 Hz); 130,8 (d, J = 7,62 Hz); 127,2; 

126,0; 123,5; 121,1; 116,8 (d, J = 21,29 Hz); 115,5; 113,0; 112,7; 55,6 e 53,2. 

 

4.2 ATIVIDADE FARMACOLÓGICA  

 

A seguir serão descritas as metodologias para realização dos experimentos 

biológicos e químicos com as moléculas obtidas neste trabalho.  

 

4.2.1 Avaliação da atividade inibitória de AChE 

 

Para avaliação in vitro da inibição de EeAChE (E.C.3.1.1.7, tipo V-S, purificada 

de Electrophorus electricus) e eqBuChE (E.C. 3.1.1.8, purificada de soro equino), o 

ensaio cinético foi realizado de acordo com o método de Ellman (ELLMAN, 1961) 

modificado, utilizando placas de 96 poços conforme descrito previamente (CASTRO, 

2008; LEMES, 2016). Em cada poço da microplaca foram adicionados 20 μL da 

enzima (0,5 U/mL) e 5 μL de ácido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzóico) (10 M) em tampão 

fosfato de sódio (0,1 M, pH 7.4), 100 μL das soluções dos compostos avaliados (duas 

vezes mais concentrado), juntamente com 55 μL de tampão fosfato (0,1M, pH 7,4) 

atingindo o volume de 180 μL. Após 10 minutos, 20 μL do substrato apropriado (iodeto 

de acetilcolina ou butirilcolina, concentração final de 0,5 M) foram adicionados e a 

absorbância foi lida em um espectrofotômetro SpectraMax 250 (Molecular Devices) a 

412 nm durante 5 minutos com intervalos de 12 s. Curvas de progressão foram 

adquiridas através do software softmax PRO 5.0 (Molecular Devices) a partir da qual 

a velocidade máxima de hidrólise foi calculada e a análise realizada com o software 

prisma (Graphpad). Os dados da competição dos substratos de duas experiências 

foram reunidos e analisados por ajuste global de modelos de inibição alternados, 

selecionados por critérios de probabilidade (CASTRO, 2008). Todos os reagentes 
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foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich (Brazil). Os compostos avaliados foram 

solubilizados em DMSO (0,05 M) e diluídos em tampão fosfato para as concentrações 

descritas imediatamente antes do ensaio. O solvente não teve nenhum efeito 

detectável na concentração mais alta utilizada (0,2% v/v). 

 

4.2.2 Avaliação in vitro das atividades antioxidante, quelante de metais e 

neuroprotetora 

 

4.2.2.1 Determinação da atividade sequestrante de DPPH 

 

A habilidade dos compostos da série de híbridos sitetizados em sequestrar os 

radicais livres DPPH foi avaliada de acordo com método descrito por Gontijo 2012 

com modificações (GONTIJO, 2012). Os compostos foram avaliados nas 

concentrações de 100, 50, 25 e 12.5µM. Uma alíquota de 4 mL da amostra foi 

adicionada à 1 mL da solução de DPPH (0.5 mM em etanol). A solução foi 

homogeneizada em vortex e após 30 minutos a absorbância foi medida a 517 nm. 

Cada solução foi analisada em triplicata e as médias dos valores foi plotada para 

obtenção do CE50. Trolox e ácido ascórbico foram utilizados como padrões. A 

capacidade sequestrante de radicais foi representada como porcentagem de inibição 

de acordo com a equação: % capacidade sequestrante = [(absorbância do controle – 

absorbância da amostra)/absorbância do do controle)] × 100. 

 

4.2.2.2 Avaliação da capacidade quelante de biometais Cu+2, Fe+2, Fe +3 e Zn+2 

 

A investigação da capacidade dos compostos de quelar biometais foi realizada 

utilizando o espectrofotômetro UV-vis (Shimadzu) seguindo a metodologia descrita por 

Chen e colaboradores (CHEN, 2011) Foram preparadas soluções de 20 µM dos 

compostos em metanol e soluções de 20 µM dos compostos em presença de 20 µM 

de CuSO4, FeSO4, FeCl3 e ZnCl2.  Os espectros foram obtidos em temperatura 

ambiente em cubeta de quartzo. 
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4.2.2.3 Culturas celulares 

 

Células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) foram cultivadas em meio 

mínimo essencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementadas com 

10% de soro fetal bovino, 2 mmol/L-glutamina, 50 U/mL penicilina e 50 µg/mL 

estreptomicina. Foram incubadas a 37°C com 5% CO2.  

 

4.2.2.4 Determinação da neurotoxicidade induzida pelos compostos (MTT) 

 

A viabilidade celular foi avaliada em termos de atividade mitocondrial pelo 

ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio), como 

descrito previamente por Tarozzi (2007) (TAROZZI, 2007). As células foram 

semeadas em placas de 96 poços 2 x 104 células/poço, incubadas por 24h e 

posteriormente tratadas com os compostos testes nas concentrações adequadas (80-

2,5 µM) e encubadas novamente por 24 h a 37 °C em 5% CO2. Em seguida, o 

sobrenadante foi retirado e foi adicionado à solução de MTT (5 mg/mL) em solução 

salina balanceada de Hank (HBSS) por 2 h a 37 °C em 5% CO2. Após lavagem com 

HBSS, os cristais de formazano foram dissolvidos em 150 L de isopropanol. A 

quantidade de formazano foi medida (570 nm, referência filtro 690 nm) utilizando um 

leitor de microplacas (VICTOR™ X3, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). A 

neurotoxicidade foi expressa como a concentração do composto capaz de inibir 50% 

da viabilidade celular.  

 

4.2.2.5 Determinação da inibição de formação intracelular de ERO induzidas por t-

BOOH 

 

A formação de ERO foi determinada utilizando uma sonda fluorescente 

diacetato de 2’-7’-dicloro-diidrofluorescina (DCFH-DA), como reportada previamente 

por Tarozzi, 2007, como modificações (TAROZZI, 2007). Primeiramente as células 

SH-SY5Y foram semeadas em placas de 96 poços com 3 x 104 cel/poço, no caso do 

co-tratamento ou 2 x 104 cel/poço, no caso do pré-tratamento e incubadas por 24 h a 

37 ºC em 5% CO2. Em seguida o meio de cultura foi removido e 100 µL de DCFH-DA 

(10 µg/mL) foi adicionado em cada poço e mantido a temperatura ambiente por 30 

minutos. Após este período de incubação a solução de DCFH-DA é descartada e é 
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adicionado 100 L dos compostos testes nas concentrações adequadas (10-0,625 

µM) e 100 L de t-BOOH em diferentes concentrações (50, 100 e 200 µM) em cada 

poço. A formação de ERO foi determinada (excitação a 485 nm e emissão a 535 nm) 

utilizando um leitor de microplacas nos tempos de 15, 30 e 45 minutos. Em paralelo o 

teste foi repetido, mas com o tratamento das células com os compostos testes 24h 

antes da adição do t-BOOH e leitura nos tempos 15, 30 e 45 minutos, as 

concentrações utilizadas foram as mesmas do co-tratamento. 

 

4.2.2.6 Determinação da inibição de formação intracelular de ERO induzidas por 

H2O2 e metais  

 

Primeiramente as células SH-SY5Y foram semeadas em placas de 96 poços 

com 3 x 104 cel/poço e incubadas por 24 h a 37 °C em 5% CO2. Após o período de 

incubação, o meio de cultura foi removido e 100 µL de DCFH-DA (10 µg/mL) foi 

adicionado em cada poço. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente a 

solução de DCFH-DA foi descartada em seguida 50 µL, das várias concentrações dos 

compostos (10-0,625 µM), 100 µL H2O2 (100 µM ou 200 µM) e 50 µL de FeSO4/H2O 

(50 µM) foram adicionados a cada poço. A formação de ERO foi determinada 

(excitação a 485 nm e emissão a 535 nm) utilizando um leitor de microplacas nos 

tempos 15, 30 e 45 minutos.  

 

4.2.2.7 Determinação dos níveis intracelular de glutationa (GSH) 

 

As concentrações celulares de GSH foram determinadas pelo ensaio 

fluorimétrico com monoclorobimano (MCB) em placas de 96 poços (SEBASTIÀ, 2003). 

Inicialmente as células foram semeadas nas placas de 96 poços com 2x104 cel/poços, 

incubadas por 24 horas, posteriormente foram feitos os tratamentos com diferentes 

concentrações (10-0,625 µM) dos compostos estudados e a placa foi incubada por 

mais 24h a 37 °C em 5% CO2. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado MCB 

(50 µM) em HBSS por 30 min a 37 °C em 5% CO2. A quantidade de GSH foi medida 

(excitação a 360 nm e emissão a 465 nm) utilizando um leitor de microplaca. Os 

valores são expressos como uma porcentagem das células de controle. 

 



139 
 

 
 

4.2.2.8 Avaliação da atividade inibitória de MAO 

 

Os ensaios de inibição da monoamina oxidase (MAO) humana foram realizados 

utilizando método baseado em fluorescência, usando kynuramine como substrato não 

seletivo MAO A e MAO B (PISANI, 2016). Foram utilizadas MAO A e MAO B 

recombinantes humanas (microssomas a partir de células de inseto infectadas com 

baculovírus; Sigma-Aldrich). As reações foram realizadas em triplicatas em placas de 

96 poços de fundo redondo pretas (Greiner). As amostras foram pré-incubadas 20 min 

a 37 ° C antes de adicionar soluções de MAO, em seguida, incubadas por mais 30 

min. A fluoresceína foi registada em comprimentos de onda de excitação/emissão de 

320/400 nm num leitor de fluoresceína de microplacas de 96 poços (Tecan Infinite 

M100 Pro). As atividades inibitórias foram determinadas por meio de regressões não 

lineares realizadas com o software GraphPad Prism 5.0 e são expressas como 

porcentagem de inibição a 10 μM. Os resultados são a média de três experimentos 

independentes. 

 

4.2.2.9 Determinação da atividade indutora de Nrf2 

 

Obtenção dos pellets nuclear e citoplasmático: O experimento foi realizado em 

cultura de células SH-SY5Y, a separação do conteúdo citoplasmático do nuclear foi 

realizado utilizando Kit de extração nuclear da empresa Active Motif e a concentração 

de Nrf2 foi determinada utilizando kit TrsndSM® Nrf2 também da empresa Active Motif. 

Inicialmente as células foram semeadas em placa de petri de 100 mm com 7,5x106 

células por placa e incubadas por 24h a 37 °C em 5% CO2. Após período de incubação 

foi realizado o tratamento das células com a substância teste a 10 M em diferentes 

tempos (3 h, 6 h, 12 h e 24 h). Após o tempo de tratamento o meio de cultura foi 

retirado e as células foram coletadas com auxílio de raspador celular e transferidas 

para um tubo falcom e levado para centrifugação a 4 ºC, 500 rmp por 5 minutos, ao 

término da centrifugação o sobrenadante foi descartado e passou-se a trabalhar com 

o pelet formado. Em seguida o pellet formado foi suspenso em 500 L de uma solução 

de tampão fosfato-salino (PBS) e inibidor de fosfatase e transferido para um ependorff 

de 2 mL, em seguida foram adicionados 25 L de detergente (presente no kit) e 

homogeneizou-se com auxílio de vortex, por fim o ependorff foi centrifugado por 30 

segundos a 14.000 rpm a 4 ºC, o sobrenadante, contendo a fração citoplasmática das 
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células, foi transferido para outro ependorff rotulado e armazenado a -80 ºC, o 

precipitado segue para próxima etapa. O pellet formado anteriormente foi suspenso 

em 50 L de solução de lise completa (presente no kit) e homogeneizado com auxílio 

de vortex, em seguida o ependorff foi deixado em gelo por 30 minutos sob agitação, 

em seguida, foi novamente levado ao vortex por 30 segundos e centrifugado a 14.000 

rpm a 4 ºC por 10 minutos, o sobrenadante, contendo a fração nuclear das células, foi 

transferido para ependorff rotulado e armazenado a -80 ºC. 

 

Teste de Bradford: Inicialmente foi preparada uma curva padrão utilizando albumina 

de soro bovino (BSA) como proteína a ser detectada, foi preparada uma curva 

utilizando um branco e os volumes de 0 L, 2 L, 5 L, 10 L e 20 L de BSA em um 

total de 800 L de solução em H2O bidestilada. Em seguida preparou-se soluções 

contendo 2 L de amostra e 798 L de H2O bidestilada, por fim foi adicionado 200 mL 

da sonda Bio-Rad protein dye, e foi realizada a leitura de absorbância a 595 nm. 

Utilizando os dados da curva de calibração determinou-se a concentração de proteína 

em cada amostra em g/L.  

 

Teste de Elisa para determinação da ativação de Nrf2: Inicialmente preparou-se as 

amostras em uma concentração de 0,5 g/, para os cálculos desta etapa foram 

utilizados os resultados do teste de Bradford. Foi utilizada placa de ELISA de 96 poços 

na qual estava imobilizada a sequência de oligonucleotídios que possuem a área 

especifica que se liga a forma ativa do Nrf2 presente no extrato nuclear avaliado (5’-

GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3’). Inicialmente 10 L de amostra foram 

adicionados a cada poço da placa de ELISA, a placa foi incubada por uma hora a 

temperatura ambiente e sob agitação. Ao termino desta etapa o solvente foi 

descartado e a placa foi lavada três vezes com solução específica para este fim (wash 

buffer). Em uma segunda etapa foi adicionado 100 L da solução de anticorpos 

primários (anti-Nrf2), a placa foi mantida em repouso por uma hora a temperatura 

ambiente, em seguida a placa foi lavada mais três vezes com solução de lavagem. A 

terceira etapa consistiu na adição de 100 L de uma solução contendo o anticorpo 

secundário complexado com enzima horseradish peroxidase (HRP), após adição do 

segundo anticorpo a placa foi mantida em repouso a temperatura ambiente por uma 

hora, após o tempo de incubação foi realizada três lavagens com solução apropriada. 
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A quarta e última etapa consistiu na adição de uma solução colorimétrica presente no 

kit utilizado Development Solution, após incubação de 15 minutos foi adicionada a 

segunda solução, Stop Solution e foi realizada a leitura da placa a 450 nm. 

 

4.2.2.10 Neuroproteção frente a proteína -amiloide ou 6-OHDA 

 

6-OHDA. Primeiramente as células SH-SY5Y foram semeadas em placas de 96 poços 

com 3 x 104 cel/poço e incubadas por 24 h a 37 ºC em 5% CO2. No caso da avaliação 

de co-tratamento, em seguida o meio de cultura foi descartado e adicionou-se 50 µL 

das soluções dos compostos testes (10-0,625 µM) e 50 µL de 6-OHDA (100 µM) em 

cada poço, a placa foi então incubada por 2h a 37 ºC em 5% CO2. Terminado o período 

de tratamento o conteúdo da placa foi descartado e adicionou-se 100 µL de meio 

completo (DMEM + 10% FBS) a cada poço e a placa foi novamente incubada por 22h 

a 37 ºC em 5% CO2. No caso da avaliação de pré-tratamento, em seguida o meio de 

cultura foi descartado e adicionou-se 100 µL de uma solução dos compostos testes 

(10-0,625 µM) em cada poço e a placa foi encubada por mais 24 h a 37 ºC em 5% 

CO2, em seguida o meio foi novamente descartado e adicionado 100 µL de uma 

solução de 6-OHDA (100 µM) em cada poço, a placa foi então incubada por 2h a 37 

ºC em 5% CO2. Terminado o período de tratamento o conteúdo da placa foi descartado 

e adicionou-se 100 µL de meio completo (DMEM + 10% FBS) a cada poço e a placa 

foi novamente incubada por 22h a 37 ºC em 5% CO2.Em ambos procedimentos, por 

fim foi realizado um teste de MTT, como descrito anteriormente. 

 

Oligômeros -amiloide. Primeiramente as células SH-SY5Y foram semeadas em 

placas de 96 poços com 3 x 104 cel/poço e incubadas por 24 h a 37 ºC em 5% CO2. 

Em seguida o meio de cultura é descartado e adicionou-se 50 µL das soluções dos 

compostos testes (10-0,625 µM) e 50 µL de uma solução de proteína -amiloide em 

HBSS (10 µM) em cada poço, a placa foi então incubada por 4h a 37 ºC em 5% CO2. 

Terminado o período de tratamento o conteúdo da placa foi descartado e adicionou-

se 100 µL de MTT a cada poço e a placa foi novamente incubada por 1h a 37 ºC em 

5% CO2, em seguida foi adicionado 10 µL de uma solução de Tween-20 em H2O (10 

%) em cada poço e a placa foi colocada em agitação a 37 ºC por 10 minutos. Por fim 

os 110 µL contidos em cada poço da placa foram transferidos para uma nova placa, 

a quantidade de formazano foi medida (570 nm, referência filtro 690 nm) utilizando um 
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leitor de microplacas (VICTOR™ X3, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Os 

resultados foram expressos como % de neuroproteção comparados ao controle 

negativo (células não tratadas com composto teste). 

 

4.2.3 Modelagem molecular para Nrf2 

 

Análise de ancoragem covalente. Estudos de ancoragem molecular foram 

realizados utilizando a estrutura de raios-X do domínio BTB de Keap1 em complexo 

com o ligante covalente ligado ao CDDO (código PDB 4CXT) (CLEASBY, 2014). Após 

remoção do ligante de raios-X da proteína, o composto PQM161 foi submetido ao 

protocolo de acoplamento covalente implementado no software Gold (VERDONK, 

2003). Os cálculos foram realizados considerando a adição de Michael do grupo tiol 

da cisteína C151 ao carbono eletrofílico insaturado do ligante, β ao grupo carbonila, 

como a reação que leva à formação da ligação covalente. Os cálculos de acoplamento 

produziram 100 orientações diferentes de ligação que foram agrupadas usando um 

corte de 2.0 Å de RMSD, o conjunto de poses preenchidas com pelo menos 10 

conformações foram levadas em conta. Como resultado, 5 grupos de poses foram 

analisados. A pose top-score pertencente a cada cluster foi levada em consideração 

para análises posteriores. 

 

Simulações de dinâmica molecular. Os 5 complexos ligante-proteína gerados por 

docking covalente foram estudados através de simulações de dinâmicas moleculares 

(DM) com AMBER 16. Antes das simulações DM, um dímero do domínio Keap1 BTB 

foi construído aplicando a matriz de transformação conforme relatado no arquivo PDB 

da proteína. Estrutura de raios-X (código PDB 4CXT). Cada complexo foi submetido 

a um protocolo de DM já aplicado em estudos de predição de poses (DAL PIAZ, 2016; 

DE LEO, 2018). O sistema foi primeiro minimizado através de 5000 passos de descida 

mais íngreme seguidos por gradiente conjugado até que uma convergência de 0,05 

kcal/(mol Å2) fosse alcançada. Os complexos minimizados foram então usados como 

ponto de partida para três etapas de DM subsequentes, para um total de 30 ns de 

simulação de DM. Uma simulação de volume constante de 0,5 ns, na qual a 

temperatura do sistema foi elevada de 0 a 300 K foi inicialmente realizada. No segundo 

passo, o sistema foi equilibrado através de uma simulação de pressão constante de 3 

ns, mantendo a temperatura no valor constante de 300 K com o uso do termostato de 
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Langevin. Tanto na minimização como nos dois primeiros passos de DM, foi aplicado 

um potencial harmónico de 10 kcal/(mol · Å2) aos carbonos da proteína. No passo 

final da DM, 26,5 ns de simulação de pressão constante foram realizados sem 

qualquer restrição de posição, deixando assim todo o sistema livre. Todas as 

simulações foram realizadas usando eletrostática de malha de partículas de Ewald 

com um corte de 10 Å para interações não ligadas e condições de contorno periódicas. 

Uma etapa de simulação de 2,0 fs foi empregada, pois todas as ligações envolvendo 

átomos de hidrogênio foram mantidas rígidas usando o algoritmo SHAKE, e os 

parâmetros GAFF foram usados para o ligante, cujas cargas parciais foram calculadas 

com o método AM1-BCC conforme implementado no conjunto Antechamber de 

AMBER 16. As avaliações da energia de interação linear (EIL) foram realizadas entre 

o ligando covalentemente ligado e os resíduos de proteína localizados dentro de um 

raio de 12 Å. O módulo ccptraj de ÂMBAR 16 foi empregado para os cálculos usando 

as trajetórias extraídas dos últimos 10 ns da simulação de DM, para um total de 100 

instantâneos (com um intervalo de tempo de 100 ps). 

 

4.2.4 Modelagem molecular para AChE 

 

Nós avaliamos os possíveis modos de ligação dos compostos no sítio de 

ligação AChE através de estudos de ancoragem molecular. Devido às significativas 

mudanças conformacionais observadas no sítio aniônico periférico (JOHNSON, 

2006), selecionamos três conformações representativas da AChE seguindo uma 

estratégia de acoplagem adotada em um estudo anterior (CESCHI, 2016; LOPES, 

2017) além da estrutura da AChE humana complexada com donepezil (CHEUNG, 

2012) (código PDB 4EY7). A estratégia de acoplamento consiste na ancoragem dos 

compostos em cada conformação do receptor, com o objetivo de considerar a 

flexibilidade da proteína (CRAIG, 2010; GUEDES, 2014, 2018). As estruturas 

selecionadas foram 1ZGC (HAVIV, 2005) (Torpedo californica), 2CKM (RYDBERG, 

2006) (Torpedo californica), 1Q84 (BOURNE, 2004) (Mus musculus) e 4EY7 

(CHEUNG, 2012) (Homo sapiens).  

As estruturas dos receptores foram preparadas com a ferramenta Assistente 

de Preparação de Proteína da Schrödinger Suite 2018-4 (MADHAVI SASTRY, 2013) 

e os estados de protonação dos resíduos de aminoácidos foram preditos usando 

PROPKA com pH = 7. Finalmente, uma otimização da rede de ligação de hidrogênio 
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dos complexos proteína-ligantes foi realizada para ajustar a orientação dos átomos de 

hidrogênio, seguido por uma minimização de energia dos átomos de hidrogênio.  

Os compostos foram concebidos e preparados com LigPrep do Maestro para 

estabelecer os isómeros, estados de protonação e tautómeros com Epik 

(GREENWOOD, 2010; SHELLEY, 2007) no pH = 7,0 ± 0,4. Aplicamos restrições de 

rotação a algumas ligações para manter a planaridade observada para os compostos 

durante os experimentos de ancoragem (FIGURA 68). A ligação rotativa do grupo 

amida foi mantida fixa à conformação trans em todos os compostos. 

 

Figura 68 - Compostos com ligações rotativas fixadas durante os experimentos de 
ancoragem (setas laranja). Diedros não destacados neste quadro foram 
definidos como livres para girar, exceto os títulos de amida. 

 
Fonte: do autor. 

 

Os experimentos de acoplamento foram realizados com o programa de 

acoplamento molecular Glide (FRIESNER, 2004, 2006) da Maestro no modo de 

precisão XP, indicado para ligantes altamente flexíveis e para reduzir falsos positivos. 

Todas as estruturas foram alinhadas à conformação 1ZGC usando a ferramenta da 

Pymol. As redes receptoras foram centradas no ligando nativo presente no complexo 

1Q84 (X: 98,06; Y: 53,14 e Z: 22,06). Também foram reduzidos os ligantes 

cocristalizados na sua respectiva conformação de AChE e às estruturas não nativas 

(isto é, cross-docking) para validar o protocolo de acoplamento. Selecionamos a 

posição do ligante de acordo com a pontuação mais baixa do XP entre todas as quatro 

conformações de AChE. 

 

Validação do Docking do Ensemble 

 

Nós ancoramos os quatro ligantes de referência em todas as conformações de 

AChE selecionadas para validar a estratégia de acoplamento de conjuntos. É possível 
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notar que essa estratégia nos permitiu selecionar a pose de ligação correta (RMSD ≤ 

2,0 Å) de todos os ligantes com o menor docking escore (TABELA 11). Curiosamente, 

apesar de o donepezil ser o menor composto de referência, o modo de ligação 

experimental foi encontrado apenas contra a conformação nativa de AChE (isto é, 

4EY7). Isso pode ser devido ao perfil químico distinto dos outros ligantes baseados 

na tacrina que induz a enzima a adotar uma conformação diferente. Assim, os 

resultados do encaixe reforçam a importância em considerar múltiplas estruturas 

representativas da AChE para considerar a flexibilidade do receptor, aumentando a 

chance de encontrar o modo de ligação experimentalmente observado. 

 

Tabela 11 - Resultados do acoplamento do conjunto para os ligantes de referência contra as quatro 
conformações de AChE. As posições selecionadas de acordo com a estratégia de 
acoplamento de conjuntos (ou seja, a conformação da AChE que fornece a menor 
pontuação do XP) são destacadas em negrito, alcançando 100% de taxa de sucesso ao 
considerar RMSD ≤ 2,0 Å. 

Ligantes de 

Referência 

1ZGC  1Q84  2CKM  4EY7  

Score RMSD Score RMSD Score RMSD Score RMSD 

1ZGC -18,873 1,411 -18,553 1,515 -18,989 1,618 -17,273 12,382 

1Q84 -18,246 1,439 -19,085 0,833 -12,208 4,773 -11,546 6,852 

2CKM -17,954 4,255 -16,969 3,608 -20,525 1,234 -13,255 5,905 

4EY7 -11,136 2,436 -10,064 3,250 -12,575 4,235 -17,941 0,594 

Taxa de sucesso 50% 50% 50% 25% 

Fonte: do autor. 

 

4.2.5 Quantificação de RNA via Real-time PCR. 

 

As células SH-SY5Y foram semeadas em placas de 100 mm a 2 x 106 

culas/placa, incubadas durante 24 h e em seguida foram tratadas com os compostos 

PQM-161 e PQM-164 (10 M) e encubadas novamente por 24 h, as incubações 

ocorreram a 37 ºC e 5% de CO2. No final da incubação, as células foram tripsinizadas 

e centrifugadas a 6000 rpm durante 5 min a 4 ºC para obter o pelet. O ARN foi isolado 

do sedimento utilizando o kit PureLink® RNA Mini (Life technologies, Carlsbad, CA, 

EUA). As amostras foram lisadas e homogeneizadas na presença de isotiocianato de 

guanidínio, um sal caotrópico capaz de proteger o RNA de RNases endógenas. Após 

homogeneização, adicionou-se etanol à amostra. A amostra foi então processada 

através de um cartucho giratório contendo uma membrana à base de sílica, à qual o 

RNA se liga. O RNA total purificado foi eluído em água isenta de RNase e depois 
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quantificado com o espectrofotômetro NanoVue Plus (GE Healthcare, Chicago, Illinois, 

EUA) para PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR). A transcrição reversa do RNA 

foi realizada utilizando o SuperScript® VILO MasterMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA). A síntese da primeira cadeia de cDNA foi realizada com 1 µg de RNA total. O 

sistema CFX Connect™ Real Time (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foi usado para 

amplificação e quantificação em tempo real. As reações de PCR de cada amostra 

foram realizadas em triplicata com volume final de 20 L em uma placa de 96 poços. 

A mistura de PCR contendo 2 µL de cDNA [10 ng / µL], 10 µL de SYBR™ Select 

Master Mix (Invitrogen) e primers a uma concentração final de 300 nM foi amplificada 

com as seguintes condições: desnaturação inicial a 95 ºC por 3 min, seguido de 40 

ciclos de amplificação a 95 ºC durante 3 s e 60 ºC durante 30 s. Após a reação de 

amplificação, a análise da curva de fusão foi realizada a partir de 65 ºC e aumentando 

para 95 ºC com 5 aquisições / ºC. A expressão relativa normalizada foi calculada de 

acordo com o método 2ΔΔCq com TBP e B2M (Life Technologies) como genes de 

referência e células não tratadas como controle. As sequências de primers usadas 

neste estudo estão listadas na TABELA 12. 

 

Tabela 12 – Sequência de primer para RT-PCR quantitativo. 

Gene Forward/Reverse Sequencia de 5’ pra 3’ 

NF-E2 related factor 
2 (Nrf2) 

For AGTGGATCTGCCAACTACTC 

Rev CATCTACAAACGGGAATGTCTG 

NAD(P)H 
dehydrogenase 

quinone 1 (NQO1) 

For GGGATCCACGGGGACATGA 

Rev ATTTGAATTCGGGCGTCTGC 

B2M 
For CTTTCCATTCTCTGCTGGATGACG 

Rev GCGGGCATTCCTGAAGCTGACAGCA 

TBP 
For CACATCACAGCTCCCCACCA 

Rev TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA 

Fonte: do autor. 

 

4.2.6 Inibição da formação de aglomerados de -sinucleína 

 

As células TagGFP2--sinucleína SH-SY5Y foram semeadas em placa de 96 

poços a 2x104 células / poço, incubadas durante 24 h e, posteriormente, tratadas com 

6-OHDA (100 M) durante 2 h na presença dos compostos PQM-161, PQM-163 e 

PQM-164 (2,5 M) a 37 ºC em 5% de CO2. No final da incubação, a agregação de α-
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sinucleína foi detectada usando um microscópio invertido de fluorescência (Eclipse Ti-

E, Nikon Instruments Spa, Florença, Itália). A intensidade da fluorescência é 

diretamente proporcional à agregação de α-sinucleína. Os dados são expressos como 

intensidade média de fluorescência. 

 

4.2.7 Avaliação da atividade anti-inflamatória em células THP-1 

 

As células THP-1 foram semeadas em placas de 6 poços, 2,5 x 106 células por 

poço, e incubadas com PMA (5ng/mL) por 24h a 37ºC e 5% de CO2. Posteriormente, 

as células foram incubadas com LPS (1µg/mL) na presença dos compostos PQM-161, 

PQM-164 e PQM-233 (10 µM) por 24h a 37ºC e 5% de CO2. Após o período de 

incubação as células foram centrifugadas a 6000 rpm por 5 min a 4ºC para obtenção 

dos pellets. O RNA foi isolado a partir dos pellets obtidos utilizando PureLink® RNA 

Mini Kit (Life technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram lizadas na 

presença de isotiocianato de guanidina, um sal capaz de proteger o RNA das RNases 

endógenas. Após a homegeização, etanol foi adicionado a amostra e a solução foi 

processada através do Spin Cartidge contendo uma membrana à base de sílica capaz 

de isolar o RNA. O RMN total purificado foi eluído em água livre de RNases e 

quantificado através de espectrometria utilizando NanoVue Plus spectrophotometer 

(GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) para quantificação de Real-Time PCR (qRT-

PCR). A trancriptação reversa do RNA foi realizada utilizando SuperScript® VILO 

MasterMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Inicialmente o cDNA foi sintetizado a partir 

de 1 µg de RNA total. O sistema CFX Connect™ Real Time (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA) foi utilizado para a ampliação e quantificação por real time. As reações de PCR 

de cada amostra foram realizadas em triplicata, com volume final de 20 µL em placa 

de 96 poços. A solução de PCR contém 2 µL de cDNA (10 ng/L), 10 µL de SYBR™ 

Select Master Mix (Invitrogen) e primers na concentração final de 300 nM, a 

amplificação foi realizada nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95ºC por 3 

min, seguido de 40 ciclos de amplificações a 95 ºC por 3 seg e 60 ºC por 30 seg. Após 

as reações de amplificação foi realizada uma curva de Melting iniciando a 65 ºC e 

elevando até 95 ºC com 5 leituras/ºC. Expressão relativa foi calculada de acordo com 

método 2-ΔΔCq com β-Actin e GAPDH (Life technologies) como padrões e células não 

tratadas como controle. As sequências dos primers usados neste estudo estão na 

TABELA 13 (pg. 148). 
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Tabela 13 – Sequências de primers utilizados nas reações de RT-PCR 

Gene name Forward/Reverse 5’ to 3’ Sequence 

iNOS For TGAACTACGTCCTGTCCCCT 

 Rev CTCTTCTCTTGGGTCTCCGC 

IL-1β For TGATGGCTTATTACAGTGGCAATG 

 Rev GTAGTGGTGGTCGGAGATTGC 

TNF-α For ATCTTCTCGAACCCCGAGTG 

 Rev GGGTTTGCTACAACATGGGC 

Fonte: do autor. 

 

4.2.8 Avaliação de citotoxicidade em células VERO 

 

A avaliação da citotoxicidade das substâncias foi realizada utilizando-se o 

método de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5- difenil-2H-tetrazólio (MTT) (Sigma-Aldrich, 

EUA). Células VERO foram cultivadas em meio DMEM (Vitrocell embriolife, Brasil) 

contendo 5 % de soro fetal bovino (Vitrocell embriolife, Brasil), respectivamente, e 

antibióticos penicilina e estreptomicina (Vitrocell embriolife, Brasil) em uma 

concentração de 1x104 células por poço em placas de 96 poços (TPP, Suíça). Após 

24 horas de incubação a 37 ºC e 5 % de CO2, as células foram tratadas em triplicata 

com diversas concentrações (500-0,48 µg/mL) das substâncias testes, diluídas de 

maneira seriada. As células serão incubadas a 37 ºC a 5% de CO2 por 48 horas. 

Posteriormente, foram adicionados 10 µL de MTT (5 mg/mL) em cada um dos poços, 

e as células incubadas a 37 ºC e 5% de CO2 durante 4 horas. Em seguida, o meio foi 

removido e foram adicionados 100 µL de dimetilsufóxido (DMSO) em cada poço para 

a solubilização dos cristais de formazano. A absorbância de cada poço foi medida no 

leitor de microplacas Anthos Zenyth 200rt (Biochrom, Reino Unido) a 570 nm. A 

citotoxicidade das substâncias testes foi obtida através da seguinte fórmula: [(A-B) 

/Ax100] onde A representa a absorbância do controle de células e B a absorbância 

das células tratadas com as diferentes concentrações das substâncias. A 

concentração citotóxica em 50% das células foi determinada através de regressão 

linear. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho obteve-se êxito na síntese e caracterização das duas famílias 

de compostos propostas inicialmente, originando 23 substâncias, com rendimentos 

globais de 17 a 78 %. Inicialmente os resultados da predição in silico dos parâmetros 

farmacocinéticos apontou que as moléculas teriam certa dificuldade de permeação 

nas barreiras biológicas bem como nas etapas farmacocinéticas. 

Os resultados de triagem farmacológica evidenciaram que a série de derivados 

cinâmicos (série 1) não apresentou atividade inibitória de AChE, mas uma significativa 

propriedade antioxidante. Por outro lado, a série de triazóis (série 2) apresentou 

capacidade de inibir AChE, porém sem atividade antioxidante significativa. Diante 

destes dados inciais, e considerando vários aspectos descritos na literatura e 

discutidos na introdução deste documento acerca da importância do estresse 

oxidativo não só para a DA, mas também para outras doenças neurodegenerativas, 

como a doença de Parkinson (DP), os compostos da série de derivados cinâmicos 

passaram a ser avaliados quanto a um possível perfil farmacológico frente à DP. Por 

outro lado, os resultados dos triazóis seguiram com o foco em DA. A série 1, 

contemplou 10 novas substâncias (PQM-160 a 164 e PQM-196 a 200), com padrão 

molecular híbrido curcumina-resveratrol, dentre as quais, pode-se destacar PQM-161 

e PQM-164, que apresentaram um perfil antioxidante bastante completo, agindo 

diretamente como estabilizadores de radicais livres induzidos por DPPH (PQM-161 

CE50 = 19,98 M e PQM-164 CE50 = 0,93 M) e indiretamente, modulando a inibição 

intracelular de formação de EROs induzidos por t-BOOH em células neuronais (PQM-

161 CI50 = 0,71 M e PQM-164 CI50 = 0,51 M), tanto em análises de co-tratamento, 

como em pré-tratamento. Os resultados obtidos sugeriram que a diminuição na 

produção de EROs seria consequência da indução na produção de GSH, decorrente 

do tratamento das células neuronais com PQM-161 e PQM-164 em diferentes 

intervalos de tempo. Posteriormente, foi possível confirmar este mecanismo, ficando 

evidente que o aumento dos níveis de GSH é, de fato, devido à ativação de Nrf2, 

propriedade identificada para ambos compostos e comprovada por estudos de 

docking molecular e expressão gênica. Ademais, foi identificado o efeito de PQM-164 

sobre o acúmulo de proteína -sinucleína, que apesar de não inibir o acúmulo, foi 

capaz de promover o clearance das proteínas já acumuladas, reduzindo a 

concentração de -sinucleína insolúvel nas células tratadas a praticamente níveis 



150 
 

 
 

basais. Por fim, foi evidenciada a atividade anti-inflamatória de PQM-164, sendo capaz 

de diminuir significativamente a expressão génica de iNOS, IL-1β e TNF-α. 

A série 2, composta por 13 derivados triazólicos de padrão molecular inédito 

(PQM-229 a 241), revelou o composto PQM-233 com atividade inibitória de AChE 

significativa (CI50= 20,22 M), além de atividade antioxidante direta (CE50 = 30,44 M) 

para inibição de formação de radicais livres induzidos por DPPH e indireta, inibindo 

29,79% da formação de EROs induzida por t-BOOH, quando realizado co-tratamento 

e inibição de 35,16 % da formação de EROs induzida por t-BOOH, quando em pré-

tratamento por 24 h. O PQM-233 também demonstrou atividade neuroprotetora 

significativa contra toxicidade induzida pela proteína A (31,05 % de neuroproteção a 

5 M), porém sem efeito anti-inflamatório significativo. 

Além disso, cabe destacar que nenhuma das substâncias-líder deste trabalho 

apresentou atividade tóxica relevante, tendo sido avaliadas quanto à neurotoxicidade 

e nefrotoxicidade. A despeito das demonstrações de problemas em permeabilidade 

de membranas, observados nos resultados in sílico, as moléculas líderes 

demonstraram habilidade de permear barreiras celulares e ativar Nrf 2. 

Diante dos expostos, é possível concluir que tanto PQM-164, quanto PQM-233 

representam inovação na busca por novos ligantes bioativos, podendo ser 

adicionalmente estudados e desenvolvidos como candidatos promissores de 

protótipos de candidatos a fármacos contra doenças neurodegenerativas, 

especialmente DA e DP  
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ANEXOS 

 

DADOS DE CARACTERIZAÇÃO 

 

COMPOSTOS DERIVADOS DOS ÁCIDOS CINÂMICOS. 

 

Figura A1 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (18) (ATR). 
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Fonte: do autor. 
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Figura A2 - Espectro de RMN de 1H de (E)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (18) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A3 - Espectro de RMN de 13C de (E)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (18) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

 



170 
 

 
 

Figura A4 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
hidróxibenzilideno)acriloidrazida (PQM-160) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A5 - Espectro de RMN de 1H de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
hidróxibenzilideno)acriloidrazida (PQM-160) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A6 - Espectro de RMN de 13C de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
hidróxibenzilideno)acriloidrazida (PQM-160) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A7 - Espectro de massas de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
hidróxibenzilideno)acriloidrazida (PQM-160) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A8 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-161) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A9 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-161) (300 MHz, CD3OD). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A10 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-161) (75 MHz, CD3OD). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A11 - Espectro de massas de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-161) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A12 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
metóxibenzylideno)acriloidrazida (PQM-162) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A13 - Espectro de RMN de 1H de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
metóxibenzylideno)acriloidrazida (PQM-162) (300 MHz, CD3OD). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A14 - Espectro de RMN de 13C de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
metóxibenzylideno)acriloidrazida (PQM-162) (75 MHz, CD3OD). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A15 - Espectro de massas de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-
metóxibenzylideno)acriloidrazida (PQM-162) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A16 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-163) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A17 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-163) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A18 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-163) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A19 - Espectro de massas de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-163) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A 20 - Mapa de correlação Noesy de 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-164). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A21 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-((E)-4-hidróxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-196) (ATR). 
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Fonte: do autor. 
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Figura A22 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-((E)-4-hidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida 
(PQM-196) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A23 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-((E)-4-hidróxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-196) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A24 - Espectro de massas de (E)-N'-((E)-4-hidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida 
(PQM-196) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A25 - Espectro de absorção na região do IV de N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-197) (ATR). 
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Fonte: do autor. 
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Figura A26 - Espectro de RMN de 1H de N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida 
(PQM-197) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A27 - Espectro de RMN de 13C de N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida 
(PQM-197) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A28 - Espectro de massas de N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-
197) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A29 - Espectro de absorção na região do IV de N'-(4-metóxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-198) (ATR). 
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Fonte: do autor. 
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Figura A30 - Espectro de RMN de 1H de N'-(4-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-
198) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

 

Figura A31 - Espectro de RMN de 13C de N'-(4-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-
198) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A32 - Espectro de massas de N'-(4-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-
198) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A33 - Espectro de absorção na região do IV de N'-(3,5-dimeoxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-199) (ATR). 
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Fonte: do autor. 
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Figura A34 - Espectro de RMN de 1H de N'-(3,5-dimeoxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida 
(PQM-199) (300 MHz, piridina-d5). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A35 - Espectro de RMN de 13C de N'-(3,5-dimeoxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-199) (75 MHz, piridina-d5). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A36 - Espectro de massas de N'-(3,5-dimeoxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-199) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A37 - Espectro de absorção na região do IV de N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-200) (ATR). 
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Fonte: do autor. 
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Figura A38 - Espectro de RMN de 1H de N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-200) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A39 - Espectro de RMN de 13C de N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-3-(4-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-200) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A40 - Espectro de massas de N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida 
(PQM-200) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 

 

COMPOSTOS TRIAZÓLICOS. 

 

Figura A41 - Mapa de correlação Noesy de de 1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbohidrazida (25). 

 
Fonte: do autor.  
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Figura A42 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-

hidróxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-229) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A43 - Espectro de RMN de 1H de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxibenzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-229) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A44 - Espectro de RMN de 13C de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxibenzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-229) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A45 - Espectro de massas de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxibenzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-229) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A46 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-230) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A47 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-230) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A48 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-230) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A49 - Espectro de massas de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-230) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A50 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-
metóxibenzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-231) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A51 - Espectro de RMN de 1H de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-metóxibenzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-231) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A52 - Espectro de RMN de 13C de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-metóxibenzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-231) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A53 - Espectro de massas de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-metóxibenzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-231) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A54 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-232) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A55 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-232) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A56 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-232) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A57 - Espectro de massas de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-232) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A58 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-benzilideno-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-234) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A59 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-benzilideno-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-234) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A60 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-benzilideno-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-234) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A61 - Espectro de massas de (E)-N'-benzilideno-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carbohidrazida (PQM-234) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A62 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-
(piperidinil)benzilideno)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-235) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A63 - Espectro de RMN de 1H de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-(piperidinil)benzilideno)-
1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-235) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A64 - Espectro de RMN de 13C de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-(piperidinil)benzilideno)-
1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-235) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A65 - Espectro de massas de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-(piperidinil)benzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-235) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A66 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(4-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-236) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A67 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(4-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-236) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A68 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(4-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-236) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A69 - Espectro de massas de (E)-N'-(4-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-236) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A70 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(3-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-237) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A71 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(3-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-237) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A72 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(3-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-237) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A73 - Espectro de massas de (E)-N'-(3-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-237) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A74 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(2-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-238) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A75 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(2-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-238) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A76 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(2-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-238) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A77 - Espectro de massas de (E)-N'-(2-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-238) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A78 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(4-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-239) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A79 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(4-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-239) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A80 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(4-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-239) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A81 - Espectro de massas de (E)-N'-(4-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-239) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A82 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(3-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-240) (ATR). 
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Fonte: do autor. 

 

Figura A83 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(3-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-240) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A84 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(3-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-240) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A85 - Espectro de massas de (E)-N'-(3-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-240) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A86 - Espectro de absorção na região do IV de (E)-N'-(2-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-
metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-241) (ATR). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A87 - Espectro de RMN de 1H de (E)-N'-(2-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-241) (300 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A88 - Espectro de RMN de 13C de (E)-N'-(2-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbohidrazida (PQM-241) (75 MHz, DMSO- d6). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A89 - Espectro de massas de (E)-N'-(2-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carbohidrazida (PQM-241) (ESI-MS). 

 
Fonte: do autor. 
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CROMATOGRAMAS PARA DETERMINAÇÃO DE PUREZA POR HPLC 

 

COMPOSTOS DERIVADOS DOS ÁCIDOS CINÂMICOS. 

 

Figura A90 - Cromatograma de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-hidróxibenzilideno)acriloidrazida 
(PQM-160). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A91 - Cromatograma de (E)-N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-161). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A92 - Cromatograma de (E)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-N'-(4-metóxibenzylideno)acriloidrazida 
(PQM-162). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A93 - Cromatograma de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-3-(4-hidróxi-3-
metóxifenil)acriloidrazida (PQM-163). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A94 - Cromatograma de 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)-acriloidrazida 
(PQM-164). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A95 - Cromatograma de (E)-N'-((E)-4-hidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-
196). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A 96 - Cromatograma de N'-(3,5-dihidróxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-197) 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A97 - Cromatograma de N'-(4-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-198). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A98 - Cromatograma de N'-(3,5-dimeoxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-199). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A99 - Cromatograma de N'-(4-hidróxi-3-metóxibenzilideno)-3-(4-metóxifenil)acriloidrazida (PQM-
200). 

 
Fonte: do autor. 
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COMPOSTOS DERIVADOS TRIAZÓLICOS 

 

Figura A 100 - Cromatograma de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-hidróxibenzilideno)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-229) 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A 101 – Cromatograma de (E)-N'-(3,5-diidróxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-230) 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A 102 – Cromatograma de (E)-N'-(3,5-dimetóxibenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carboidrazida (PQM-232) 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A103 - Cromatograma de 2-N-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-3-(4-hidróxi-3-metóxifenil)acriloidrazida 
(PQM-233). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A 104 – Cromatograma de (E)-N'-benzilideno-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carboidrazida(PQM-234) 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A 105 - Cromatograma de (E)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-N'-(4-(piperidinil)benzilideno)-1H-
1,2,3-triazol-4-carboidrazida (PQM-235) 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A 106 - Cromatograma de (E)-N'-(4-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-236) 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A 107 - Cromatograma de (E)-N'-(3-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-237) 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A 108 - Cromatograma de (E)-N'-(2-clorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-238). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A 109 - Cromatograma de (E)-N'-(4-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-239). 

 
Fonte: do autor. 
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Figura A 110 - Cromatograma de (E)-N'-(3-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-240). 

 
Fonte: do autor. 

 

Figura A 111 - Cromatograma de (E)-N'-(2-fluorobenzilideno)-1-(4-hidróxi-3-metóxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboidrazida (PQM-241). 

 

Fonte: do autor. 

 


